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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar se uma dieta contendo disseleneto de difenila (Ph2Se>)
preveniria prejuizos imunolégicos nas respostas imunes e inflamatdrias provocadas pelo cloreto
de metilmercario (CHsHgCI) via efeitos protetores na sinalizagdo purinérgica em 0rgaos
imunes de peixes. A atividade tecidual e linfocitica da enzima nucleosideo trifosfato
difosfohidrolase (NTPDase) para adenosina trifosfato (ATP) e adenosina difosfato (ADP) foi
significativamente menor no rim cefalico e no baco da carpa capim (Ctenopharyngodon idella)
exposta ao CH3HgCI comparada a peixes ndo expostos ao CH3HgCI. Concomitantemente, a
atividade da enzima adenosina desaminase (ADA) foi significativamente maior em peixes
expostos ao CH3HgCI comparado a peixes ndo expostos. A suplementacdo dietética com
Ph,Se> melhorou essas alteracdes mediadas por CH3HgCI nas enzimas purinérgicas e suas
atividades retornaram a niveis basais (exceto a atividade da NTPDase para o ADP). Com base
nesses resultados, a sinalizacdo purinérgica em &rgdos imunes e linfociticos podem ser
consideradas uma via ligada a efeitos pro-inflamatérios durante a exposicao a concentracdes
ambientais de CHsHgCI, o que pode contribuir para a mortalidade dos peixes afetados. A
suplementacéo dietética com 3 mg de PhzSe2/kg na racdo preveniu as alteracdes induzidas pelo
CH3HgCl, podendo ser considerada um potencial tratamento para prevenir respostas imunes e

inflamatdrias prejudicadas pelo CH3HgCI.
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1. INTRODUCAO

Ao longo da histdria da humanidade, o peixe foi considerado um alimento basico na
dieta humana por ser uma fonte importante de vitaminas, minerais, aminoacidos e cidos graxos
essenciais (OSMONDE AND COLOMBO, 2019; GRGEC, 2022). Atualmente, a producdo de
animais aquaticos é o setor de producdo de animais que mais cresce no mundo, e deve se
expandir ainda mais para atender a um crescente aumento da populacdo mundial (UNITED
UNIONS, 2017). No Brasil, o consumo de peixe cresceu exponencialmente nos ultimos anos,
uma vez que a populagdo passou a conhecer melhor seus beneficios 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 mercario (Hg) vem sendo um contaminante global, persistente e
bioacumulativo liberado por fontes naturais ou antropogénicas (TINOCO et al., 2010).
Reconhecido por seu potencial toxico e teratogénico, é capaz de se bioacumular nos tecidos
comestiveis e biomagnificar através da cadeia alimentar (ARAUJO et al., 2010), podendo ser
consumido pelo homem. Assim, 0s peixes expostos a diferentes formas de Hg estdo
relacionados a varios efeitos imunotdxicos, prejuizos na resposta imune e alteracdes nos niveis
de citocinas anti-inflamatdrias (PINHEIRO et al., 2000). Segundo Lemire e colaboradores
(2006), os peixes representam a alimentacdo béasica e a principal fonte de proteinas para
populagdes tradicionais e ribeirinhas, as quais merecem atengdo especial por possuir maior
probabilidade de exposicdo a niveis considerados perigosos. Estudos na Amazonia acerca dos
niveis de exposicdo ao Hg datam desde os anos 90, periodo o qual altas concentragdes foram
identificadas devido a corrida pela extragcdo do ouro, sendo objeto de preocupagédo em virtude
dos riscos a satde que este metal poderia provocar a populagdes expostas (COSTA JUNIOR et
al., 2015).

Sendo assim, o uso do disseleneto de difenila (Ph2Se2), um composto organosselénico
extensivamente utilizado em modelos experimentais de peixes como aditivos de alimentacao
devido as suas propriedades antioxidantes, hepatoprotetoras e anti-inflamatorias, trouxe
grandes resultados para a protecdo dos pescados (MARTINS et al., 2018; MENEZES et al.,
2016). De particular interesse para este estudo, Fiuza e colaboradores (2018), revelou que
suplementacédo dietética com 3 mg/kg de PhoSe> por 30 dias exerce protecdo hepatica e renal
em jundias (Rhamdia quelen) exposto por via intraperitoneal a 1,7 mg/kg de HgCl,, mas o

possivel efeito imunoprotetor efeitos permaneceram desconhecidos. Estudo conduzido por



Doleski e colaboradores (2017), revelou que 5 mg/kg de Ph2Se2 (via subcutanea) previne
prejuizos imunoldgicos em camundongos experimentalmente infectados por Toxoplasma

gondii via efeitos protetores na sinalizacao purinérgica.

2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar se a suplementacdo alimentar com Ph,Se; preveniria
0 prejuizo nas respostas imunes e inflamatorias provocadas pelo CH3sHgCI via protecdo na

sinalizacdo purinérgica em 6rgdos imunes de peixes.

3. METODOLOGIA

Os principais componentes, CHsHgCI e Ph2Se, 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, Ph,Se> (3
mg/kg de racdo) foi adicionado a dieta basal preparada; esta concentracdo 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 padrao)
foram usadas como modelo experimental. Os animais foram mantidos em aquarios de 30 L
continuamente aerados (&gua estatica) e divididos em quatro grupos (A-D, n = 6 por grupo),
com trés repeti¢des cada, da seguinte forma: os grupos A e C receberam a dieta basal, enquanto
0s grupos B e D receberam a dieta basal que continha 3 mg/kg de Ph>Se>. Todos 0s grupos
receberam suas dietas experimentais uma vez ao dia, as 14 horas, durante 30 dias consecutivos,
proporcional a 5% da biomassa individual total (FIUZA et al., 2018). Ap6s 30 dias, 0s grupos
C e D foram expostos por 96 h a 15 pg/LL CH3HgCI, conforme descrito por Strungaru e
colaboradores (2018), em peixe-zebra. A concentracdo testada pode ser facilmente encontrada
no ambiente, pois a concentragdo de CH3HgCl em aguas espanholas € em torno de 15 a 20 pg/L
(BERZAS NEVADO et al., 2003)

Ap0s 96 h de exposicdo ao CHsHQCI, o rim da cabeca e o baco de dois juvenis de cada
aquario (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 recomendagdes
do Comité de Etica. A seguir, os tecidos do rim cefélico e do bago foram removidos e dissecados

em um prato de vidro com gelo e divididos em duas porcdes: (1) para avaliacao da sinalizagédo



purinérgica nos tecidos e (2) para isolamento de linfocitos para medir a sinalizagao purinérgica.
O rim cefélico e o baco foram homogeneizados (1:10 p/v) com 10 mM Tampéo Tris-HCI (pH
7,4) e centrifugado a 2000 x g por 10 min. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -20 °C
até as analises. Linfocitos foram isolados usando Ficoll-Hypaque, segundo Veldzques e
colaboradores (2018). Ambos os 6rgdos foram macerados em 2 mL de solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) estéril, colocados em Ficoll-Hypaque e centrifugado a 800 x g
por 25 min. A banda de leucdcitos foi coletada, lavada duas vezes com PBS e armazenada a -
80 °C ate a realizacdo das analises.

Atividades de NTPDase e 5'-nucleotidase no homogenato de rim cefalico e bago foram
determinados de acordo com Rosemberg e colaboradores (2010), usando um protocolo
publicado em detalhes por Baldissera e colaboradores (2018). As atividades enzimaticas foram
expressas como nmol de piruvato (Pi) liberado/min/mg de proteina. A atividade de NTPDase
em linfocitos do rim cefélico e do baco foram determinadas seguindo o método descrito por
Leal e colaboradores (2005), e recentemente descrito em detalhes por Baldissera e
colaboradores (2018) ; as atividades enzimaticas foram expressas em nmol Pi liberado/min/mg
de proteina. A atividade da ADA em homogenatos e linfocitos foi medida
espectrofotometricamente com base na liberacéo direta de amdnia quando a enzima age sobre
a adenosina, conforme relatado anteriormente por Giusti e Gakis (1971) e (BALDISSERA et
al., 2018). A atividade enzimaética foi expressa em U/mg de proteina.

A metodologia utilizada no estudo foi aprovada pelo Comité de Etica e Bem-Estar
Animal da Universidade do Estado de Santa Catarina (protocolo 8075021218).

4. RESULTADOS

A atividade da NTPDase em tecidos e linfocitos diminuiu significativamente nos peixes
expostos ao CHsHgCI (grupo C) em comparacdo com o grupo controle (grupo A). A
suplementacdo dietética com Ph,Se, sozinha (grupo B) ndo afetou significativamente a
atividade de NTPDase em homogeneizados de tecido ou linfocitos em comparag¢do com o grupo
controle (grupo A). No entanto, a suplementacdo dietética com Ph2Se> (grupo D) impediu a
diminuicdo da atividade de NTPDase em tecidos e linfécitos observados em peixes expostos a
CH3HgCl (grupo C).

A atividade da NTPDase tecidual e nos linfécitos diminuiu significativamente nos
peixes expostos ao CHsHgCI (grupo C) em comparagdo com o grupo controle (grupo A). Por

si s0, a suplementacdo com Ph,Se, ndo afetou significativamente a atividade de NTPDase em



tecidos ou linfécitos em comparagdo com o grupo controle. Por outro lado, a atividade de
NTPDase em tecidos e linfdcitos foi maior em peixes suplementados com Ph,Se, (grupo D) em
comparagdo com peixes expostos a CH3HgCI (grupo C), mas permaneceu menor que no grupo
controle (grupo A).

N&o houve diferenca significativa entre os grupos em relacdo a atividade de 5'-
nucleotidase tecidual ou para linfdcitos de rim cefalico e bago. A atividade da ADA em tecidos
e linfécitos aumentou significativamente nos peixes expostos ao CHzHgCl (grupo C) em
comparagdo com o grupo controle (grupo A). A suplementacdo de Ph,Se; sozinha (grupo B)
ndo afetou significativamente a atividade da ADA em homogeneizados de tecido ou linfocitos
em comparagcdo com o grupo controle. A suplementagdo com Ph,Se> (grupo D), no entanto,
impediu 0 aumento da atividade da ADA em tecidos e linfocitos que foi observado em peixes

expostos ao CHsHgCI (grupo C).
5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

A diminuicédo da atividade da NTPDase tecidual e linfocitica (para ATP e ADP) ap6s
96 horas de exposicdo ao CHsHgCI pode estar ligada a um perfil pro-inflamatério devido a
reducdo da hidrélise de ATP e ADP e ao possivel aumento desses compostos no meio
extracelular, como observado por Senger e colaboradores (2006) que demonstraram uma
inibicdo dose-dependente na hidrélise de ATP e ADP em membranas cerebrais de peixe-zebra
expostas a 0,05 a 1 mM de Hg>" por 10 min. Além disso, 0 aumento da atividade tecidual e
linfocitica da ADA pode estar relacionada a um perfil pré-inflamatorio devido ao aumento da
desaminacdo de Ado e sua consequente diminui¢do no meio extracelular, uma vez que Ado é
um nucleosideo com propriedades anti-inflamatorias e imunossupressoras por meio da
supressao de um pré- resposta inflamatdria através da interagdo com o purinereceptor P1
(PASSOS et al., 2018). Em concordancia com nossas observacdes, Abdalla e colaboradores
(2012) revelaram que a 0 aumento da atividade da ADA no hipocampo de ratos expostos a 1
ou 4 mg/kg de MeHg favorece um perfil pro-inflamatério devido a diminuicdo dos niveis de
Ado.

Em carpas expostas a CHsHgCI, a suplementacdo dietética com 3 mg de Ph2Sex/kg de
racdo, um composto organoselénio com propriedades imunomoduladoras (LEITE et al., 2015)
impediu efetivamente a diminuigdo da atividade da NTPDase e 0 aumento da atividade da
ADA. Doleski et al. (2017) revelou que 5 mg/kg de PhySe, via subcutdnea modulou a
sinalizacdo purinérgica no tecido hepéatico e em linfécitos de camundongos infectados

experimentalmente por T. gondii, impedindo o aumento da atividade de NTPDase (para ATP e



ADP) e a diminuicdo da atividade de ADA. Os autores concluiram que o Ph2Sez é um composto
que pode prevenir o processo inflamatorio porque reduz a inflamacéo hepética e exibe um efeito
imunomodulador nos linfocitos hepéaticos. No presente estudo, a suplementagdo com Ph,Se;
modulou a atividade de ADA em tecidos e linfocitos a niveis basais, fenémeno que pode estar
relacionado a inibi¢do da desaminacédo excessiva de Ado em inosina e seu consequente aumento
no meio extracelular, suposi¢do que concorda com Sartori e colaboradores (2017). De acordo
com esse estudo, 5 mg/kg de PhoSe> por dia durante 5 dias modula as atividades da ADA
hepatica e renal em camundongos infectados experimentalmente pelo virus herpes simplex 2,
concluindo que essa modulacgéo reduz a toxicidade hepatica e renal causada por infeccéo.

Nosso estudo sugere que a sinalizagdo purinérgica em orgaos imunes e linfocitos é uma
via crucial ligada a efeitos pro-inflamatérios durante a exposicdo a uma concentracdo
ambientalmente relevante de CHzHgCI. A suplementacédo dietética com 3 mg de PhoSeo/kg de
racdo preveniu todas as alteragdes causadas por CHsHgCl e, portanto, pode ser um interessante
composto que pode evitar respostas imunes e inflamatdrias prejudicadas mediadas pelo
CH3sHgCl.
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