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RESUMO 

Este estudo teve como objetivo avaliar se uma dieta contendo disseleneto de difenila (Ph2Se2) 

preveniria prejuízos imunológicos nas respostas imunes e inflamatórias provocadas pelo cloreto 

de metilmercúrio (CH3HgCl) via efeitos protetores na sinalização purinérgica em órgãos 

imunes de peixes. A atividade tecidual e linfocítica da enzima nucleosídeo trifosfato 

difosfohidrolase (NTPDase) para adenosina trifosfato (ATP) e adenosina difosfato (ADP) foi 

significativamente menor no rim cefálico e no baço da carpa capim (Ctenopharyngodon idella) 

exposta ao CH3HgCl comparada a peixes não expostos ao CH3HgCl.  Concomitantemente, a 

atividade da enzima adenosina desaminase (ADA) foi significativamente maior em peixes 

expostos ao CH3HgCl comparado a peixes não expostos. A suplementação dietética com 

Ph2Se2 melhorou essas alterações mediadas por CH3HgCl nas enzimas purinérgicas e suas 

atividades retornaram a níveis basais (exceto a atividade da NTPDase para o ADP). Com base 

nesses resultados, a sinalização purinérgica em órgãos imunes e linfocíticos podem ser 

consideradas uma via ligada a efeitos pró-inflamatórios durante a exposição a concentrações 

ambientais de CH3HgCl, o que pode contribuir para a mortalidade dos peixes afetados. A 

suplementação dietética com 3 mg de Ph2Se2/kg na ração preveniu as alterações induzidas pelo 

CH3HgCl, podendo ser considerada um potencial tratamento para prevenir respostas imunes e 

inflamatórias prejudicadas pelo CH3HgCl. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Ao longo da história da humanidade, o peixe foi considerado um alimento básico na 

dieta humana por ser uma fonte importante de vitaminas, minerais, aminoácidos e ácidos graxos 

essenciais (OSMONDE AND COLOMBO, 2019; GRGEC, 2022). Atualmente, a produção de 

animais aquáticos é o setor de produção de animais que mais cresce no mundo, e deve se 

expandir ainda mais para atender a um crescente aumento da população mundial (UNITED 

UNIONS, 2017). No Brasil, o consumo de peixe cresceu exponencialmente nos últimos anos, 

uma vez que a população passou a conhecer melhor seus benefícios nutricionais (CRUZ et al., 

2021), inclusive o consumo da carpa capim (Ctenopharyngodon idella), um dos mais 

importantes peixes cultivados e comercializados no Rio Grande do Sul (ARANTES et al., 2010) 

e uma das espécies mais produzidas no Brasil (ARANTES et al., 2010; FERREIRA et al., 

2021). 

Entretanto, o mercúrio (Hg) vem sendo um contaminante global, persistente e 

bioacumulativo liberado por fontes naturais ou antropogênicas (TINÔCO et al., 2010). 

Reconhecido por seu potencial tóxico e teratogênico, é capaz de se bioacumular nos tecidos 

comestíveis e biomagnificar através da cadeia alimentar (ARAÚJO et al., 2010), podendo ser 

consumido pelo homem. Assim, os peixes expostos a diferentes formas de Hg estão 

relacionados a vários efeitos imunotóxicos, prejuízos na resposta imune e alterações nos níveis 

de citocinas anti-inflamatórias (PINHEIRO et al., 2000). Segundo Lemire e colaboradores 

(2006), os peixes representam a alimentação básica e a principal fonte de proteínas para 

populações tradicionais e ribeirinhas, as quais merecem atenção especial por possuir maior 

probabilidade de exposição a níveis considerados perigosos. Estudos na Amazônia acerca dos 

níveis de exposição ao Hg datam desde os anos 90, período o qual altas concentrações foram 

identificadas devido a corrida pela extração do ouro, sendo objeto de preocupação em virtude 

dos riscos à saúde que este metal poderia provocar a populações expostas (COSTA JUNIOR et 

al., 2015). 

Sendo assim, o uso do disseleneto de difenila (Ph2Se2), um composto organosselênico 

extensivamente utilizado em modelos experimentais de peixes como aditivos de alimentação 

devido às suas propriedades antioxidantes, hepatoprotetoras e anti-inflamatórias, trouxe 

grandes resultados para a proteção dos pescados (MARTINS et al., 2018; MENEZES et al., 

2016). De particular interesse para este estudo, Fiuza e colaboradores (2018), revelou que 

suplementação dietética com 3 mg/kg de Ph2Se2 por 30 dias exerce proteção hepática e renal 

em jundiás (Rhamdia quelen) exposto por via intraperitoneal a 1,7 mg/kg de HgCl2, mas o 

possível efeito imunoprotetor efeitos permaneceram desconhecidos.  Estudo conduzido por 
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Doleski e colaboradores (2017), revelou que 5 mg/kg de Ph2Se2 (via subcutânea) previne 

prejuízos imunológicos em camundongos experimentalmente infectados por Toxoplasma 

gondii via efeitos protetores na sinalização purinérgica. 

 

2. OBJETIVO 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar se a suplementação alimentar com Ph2Se2 preveniria 

o prejuízo nas respostas imunes e inflamatórias provocadas pelo CH3HgCl via proteção na 

sinalização purinérgica em órgãos imunes de peixes.  

 

 

3. METODOLOGIA  

 

Os principais componentes, CH3HgCl e Ph2Se2 foram adquiridos da empresa Sigma-

Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). Uma dieta basal foi formulada e forneceu todos os 

requisitos nutricionais para a carpa capim. Para preparar uma dieta suplementada, Ph2Se2 (3 

mg/kg de ração) foi adicionado à dieta basal preparada; esta concentração foi baseada em Fiuza 

et al. (2018), que demonstraram os efeitos protetores deste principio ativo em um modelo de 

envenenamento por Hg usando bagre prateado como modelo experimental. 

Setenta e duas carpas capim (10,16 ± 1,09 g; 12,01 ± 1,44 cm; média ± desvio padrão) 

foram usadas como modelo experimental. Os animais foram mantidos em aquários de 30 L 

continuamente aerados (água estática) e divididos em quatro grupos (A-D, n = 6 por grupo), 

com três repetições cada, da seguinte forma: os grupos A e C receberam a dieta basal, enquanto 

os grupos B e D receberam a dieta basal que continha 3 mg/kg de Ph2Se2. Todos os grupos 

receberam suas dietas experimentais uma vez ao dia, às 14 horas, durante 30 dias consecutivos, 

proporcional a 5% da biomassa individual total (FIUZA et al., 2018). Após 30 dias, os grupos 

C e D foram expostos por 96 h a 15 μg/L CH3HgCl, conforme descrito por Strungaru e 

colaboradores (2018),  em peixe-zebra. A concentração testada pode ser facilmente encontrada 

no ambiente, pois a concentração de CH3HgCl em águas espanholas é em torno de 15 a 20 μg/L 

(BERZAS NEVADO et al., 2003)  

 Após 96 h de exposição ao CH3HgCl, o rim da cabeça e o baço de dois juvenis de cada 

aquário (n = 6 por tratamento) foram coletados sob anestesia natural com eugenol 60 mg/L 

(GAUSE et al., 2012) seguido de ruptura da medula espinhal, de acordo com as recomendações 

do Comitê de Ética. A seguir, os tecidos do rim cefálico e do baço foram removidos e dissecados 

em um prato de vidro com gelo e divididos em duas porções: (1) para avaliação da sinalização  
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purinérgica nos tecidos e (2) para isolamento de linfócitos para medir a sinalização purinérgica. 

O rim cefálico e o baço foram homogeneizados (1:10 p/v) com 10 mM Tampão Tris-HCl (pH 

7,4) e centrifugado a 2000 × g por 10 min. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -20 °C 

até as análises. Linfócitos foram isolados usando Ficoll-Hypaque, segundo Velázques e 

colaboradores (2018). Ambos os órgãos foram macerados em 2 mL de solução salina 

tamponada com fosfato (PBS) estéril, colocados em Ficoll-Hypaque e centrifugado a 800 × g 

por 25 min. A banda de leucócitos foi coletada, lavada duas vezes com  PBS e armazenada a -

80 °C até a realização das análises.  

Atividades de NTPDase e 5'-nucleotidase no homogenato de rim cefálico e baço foram 

determinados de acordo com Rosemberg e colaboradores (2010), usando um protocolo 

publicado em detalhes por Baldissera e colaboradores (2018). As atividades enzimáticas foram 

expressas como nmol de piruvato (Pi) liberado/min/mg de proteína. A atividade de NTPDase 

em linfócitos do rim cefálico e do baço foram determinadas seguindo o método descrito por 

Leal e colaboradores (2005), e recentemente descrito em detalhes por Baldissera e 

colaboradores (2018) ; as atividades enzimáticas foram expressas em nmol Pi liberado/min/mg 

de proteína. A atividade da ADA em homogenatos e linfócitos foi medida 

espectrofotometricamente com base na liberação direta de amônia quando a enzima age sobre 

a adenosina, conforme relatado anteriormente por Giusti e Gakis (1971) e (BALDISSERA et 

al., 2018). A atividade enzimática foi expressa em U/mg de proteína. 

A metodologia utilizada no estudo foi aprovada pelo Comitê de Ética e Bem-Estar 

Animal da Universidade do Estado de Santa Catarina (protocolo 8075021218). 

 

4. RESULTADOS 

 

A atividade da NTPDase em tecidos e linfócitos diminuiu significativamente nos peixes 

expostos ao CH3HgCl (grupo C) em comparação com o grupo controle (grupo A). A 

suplementação dietética com Ph2Se2 sozinha (grupo B) não afetou significativamente a 

atividade de NTPDase em homogeneizados de tecido ou linfócitos em comparação com o grupo 

controle (grupo A). No entanto, a suplementação dietética com Ph2Se2 (grupo D) impediu a 

diminuição da atividade de NTPDase em tecidos e linfócitos observados em peixes expostos a 

CH3HgCl (grupo C). 

A atividade da NTPDase tecidual e nos linfócitos diminuiu significativamente nos 

peixes expostos ao CH3HgCl (grupo C) em comparação com o grupo controle (grupo A). Por 

si só, a suplementação com Ph2Se2 não afetou significativamente a atividade de NTPDase em 
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tecidos ou linfócitos em comparação com o grupo controle. Por outro lado, a atividade de 

NTPDase em tecidos e linfócitos foi maior em peixes suplementados com Ph2Se2 (grupo D) em 

comparação com peixes expostos a CH3HgCl (grupo C), mas permaneceu menor que no grupo 

controle (grupo A). 

Não houve diferença significativa entre os grupos em relação à atividade de 5'-

nucleotidase tecidual ou para linfócitos de rim cefálico e baço. A atividade da ADA em tecidos 

e linfócitos aumentou significativamente nos peixes expostos ao CH3HgCl (grupo C) em 

comparação com o grupo controle (grupo A). A suplementação de Ph2Se2 sozinha (grupo B) 

não afetou significativamente a atividade da ADA em homogeneizados de tecido ou linfócitos 

em comparação com o grupo controle. A suplementação com Ph2Se2 (grupo D), no entanto, 

impediu o aumento da atividade da ADA em tecidos e linfócitos que foi observado em peixes 

expostos ao CH3HgCl (grupo C). 

 

5. DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

A diminuição da atividade da NTPDase tecidual e linfocítica (para ATP e ADP) após 

96 horas de exposição ao CH3HgCl pode estar ligada a um perfil pró-inflamatório devido à 

redução da hidrólise de ATP e ADP e ao possível aumento desses compostos no meio 

extracelular, como observado por Senger e colaboradores (2006) que demonstraram uma 

inibição dose-dependente na hidrólise de ATP e ADP em membranas cerebrais de peixe-zebra 

expostas a 0,05 a 1 mM de Hg2
+ por 10 min. Além disso, o aumento da atividade tecidual e 

linfocítica da ADA pode estar relacionada a um perfil pró-inflamatório devido ao aumento da 

desaminação de Ado e sua consequente diminuição no meio extracelular, uma vez que Ado é 

um nucleosídeo com propriedades anti-inflamatórias e imunossupressoras por meio da 

supressão de um pró- resposta inflamatória através da interação com o purinereceptor P1 

(PASSOS et al., 2018). Em concordância com nossas observações, Abdalla e colaboradores 

(2012) revelaram que a o aumento da atividade da ADA no hipocampo de ratos expostos a 1 

ou 4 mg/kg de MeHg favorece um perfil pró-inflamatório devido à diminuição dos níveis de 

Ado.  

Em carpas expostas a CH3HgCl, a suplementação dietética com 3 mg de Ph2Se2/kg de 

ração, um composto organoselênio com propriedades imunomoduladoras (LEITE et al., 2015) 

impediu efetivamente a diminuição da atividade da NTPDase e o aumento da atividade da 

ADA. Doleski et al. (2017) revelou que 5 mg/kg de Ph2Se2 via subcutânea modulou a 

sinalização purinérgica no tecido hepático e em linfócitos de camundongos infectados 

experimentalmente por T. gondii, impedindo o aumento da atividade de NTPDase (para ATP e 
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ADP) e a diminuição da atividade de ADA. Os autores concluíram que o Ph2Se2 é um composto 

que pode prevenir o processo inflamatório porque reduz a inflamação hepática e exibe um efeito 

imunomodulador nos linfócitos hepáticos. No presente estudo, a suplementação com Ph2Se2 

modulou a atividade de ADA em tecidos e linfócitos a níveis basais, fenômeno que pode estar 

relacionado à inibição da desaminação excessiva de Ado em inosina e seu consequente aumento 

no meio extracelular, suposição que concorda com Sartori e colaboradores (2017). De acordo 

com esse estudo, 5 mg/kg de Ph2Se2 por dia durante 5 dias modula as atividades da ADA 

hepática e renal em camundongos infectados experimentalmente pelo vírus herpes simplex 2, 

concluindo que essa modulação reduz a toxicidade hepática e renal causada por infecção.  

Nosso estudo sugere que a sinalização purinérgica em órgãos imunes e linfócitos é uma 

via crucial ligada a efeitos pró-inflamatórios durante a exposição a uma concentração 

ambientalmente relevante de CH3HgCl. A suplementação dietética com 3 mg de Ph2Se2/kg de 

ração preveniu todas as alterações causadas por CH3HgCl e, portanto, pode ser um interessante 

composto que pode evitar respostas imunes e inflamatórias prejudicadas mediadas pelo 

CH3HgCl. 
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