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Resumo:

O glioxa € um metabdlito formado pela peroxidacdo de lipidos ou degradacdo oxidativa da glicose, e ainda da degradacdo das
proteinas glicadas. O glioxal é capaz de induzir danos celulares, geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e glicagdo de
proteinas, levando a produtos finais de glicagdo avancada (AGES), os quais, também podem contribuir para citotoxicidade
(SHANGARI; O’'BRIEN, 2004). Os niveis de glioxal em pessoas saudaveis podem chegar a 230 nM sendo que essa
concentracdo em diabéticos pode subir pra 470 nM, entretanto sua concentragcdo em tecidos especificos como figado pode ser
1000 vezes maior. Assim quando as concentragdes aumentam, ha potencia para problemas de salide e doencas (TSUTSUI et
al., 2017). O glioxa revelou um potencia citotdxico que manifestou-se em danos locomotores e geragdo de ROS. Nosso
trabalho mostra que em parte a toxicidade causada pelo glioxa pode ter sido ocasionada pelo aumento das ROS. Este € o
primeiro trabalho que mostra o efeito da exposicao do glioxa em Artémias. Assim, este estudo contribui para um melhor
entendimento dos efeitos do Glioxal e mostra que as artémias sdo um bom modelo para indicar ndo apenas ensaios de
toxicidade, mas também bioquimicos.
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EFEITOS DO TRATAMENTO COM GLIOXAL EM PARAAMETROS
LOCOMOTORES, OXIDATIVOS E NA VIABILIDADE DE ARTEMIAS SALINA

1. INTRODUGAO

O glioxal € um metabdlito formado pela peroxidacao de lipidos ou degradagao
oxidativa da glicose, e ainda da degradagao das proteinas glicadas. O glioxal é capaz
de induzir danos celulares, geragcao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
glicagado de proteinas, levando a produtos finais de glicagdo avangada (AGEs), os
quais, também podem contribuir para citotoxicidade (SHANGARI; O'BRIEN, 2004).

O glioxal predominantemente modifica residuos de lisina e arginina de proteinas
podendo dessa forma levar uma inativagdo ou perda parcial de sua fungao (CLEARY;
MALTHOUSE, 2016)

Os niveis de glioxal em pessoas saudaveis podem chegar a 230 nM sendo que
essa concentragao em diabéticos pode subir pra 470 nM, entretanto sua concentragéo
em tecidos especificos como figado pode ser 1000 vezes maior. Assim quando as
concentracbes aumentam, ha potencial para problemas de saude e doencas
(TSUTSUI et al., 2017).

2. METODOLOGIA

Esse trabalho foi realizado utilizando uma cultura de artémias salina tratadas
por 24 h com Glioxal. Entende-se por cultura, um tratamento para induzir a eclosao
dos cistos de artémia salina. Esse tratamento é realizado da seguinte forma: pesa-se
0,4 g de cistos, trata-se com 20 mL de hipoclorito e 1500 yL de NaOH 0,5 M até os
cistos adquirirem coloragao dourada. Esses cistos sao filtrados, lavados e transferidos
para 1 L de agua salina 4,17 M com 2-3 gotas de anti-cloro, mantidas em uma
temperatura entre 28°C — 29°C e com oxigenacgao, durante 24 h. As artémias utilizadas
tinham 48h apds a ecloséo o que corresponde ao estagio larval L2 e L3.
Para determinacdo da LCso foram utilizados os seguintes grupos experimentais:
Controle, Glioxal (56 mM, 10 mM, 25 mM e 50 mM). Uma populag¢do de 10 artémias em
um volume final de 5 mL de agua do mar artificial foram colocadas em tubos de ensaio.
A avaliagao da atividade locomotora foi realizada através de teste de nado em campo
aberto (tipo open field). Esse teste consiste em quantificar o numero de quadrantes
percorridos pelas artémias durante 1 minuto. A arena utilizada para esse teste € um
poco (placa de cultura 12 pogos) contendo 750 uL de agua salina, com temperatura
controlada de 28°C, cada quadrande mede (0,5X0,5 cm) conforme figura 1, para essa
avaliagao foram utilizados os seguintes grupos experimentais: Controle, glioxal (5 mM,
10 mM e 20 mM).
Na analise fluorimétrica quantitativa de geracdo de ROS pela oxidacdo da DCFH,
foram utilizadas 10 artémias por grupo, previamente tratadas por 24h nas
concentracdes de (1 - 10 mM) de glioxal. As leituras foram realizadas de forma cinética
nos periodos de 0, 15, 30, 45 e 60 minutos no leitor de microplacas MI-5.
Utilizando o mesmo tratamento da analise quantitativa, foi realizada uma analise
qualitativa por imagem apo6s 30 minutos de exposi¢ao a DCFH (figura 5).
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Figura 1: Representagao do teste de nado em campo aberto (tipo open field).

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

A figura 2 mostra o efeito do glioxal na viabilidade das artémias. Apds 24h de
exposigao o glioxal nas concentragdes de 25 mM e 50 mM causaram uma redugao
significativa na viabilidade das artémias. A LCso calculada do Glioxal foi determinada
em 25,16 mM (figura 2).
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Figura 2: Determinacdo da LC50 do tratamento com glioxal por 24 h. * indica #
significativa em relagcao ao controle. P<0,05. n=4

A figura 3 mostra a avaliagdo locomotora em teste de nado em campo aberto. Os
resultados sugerem que glioxal a partir da concentracdo de 10 mM causa danos
locomotores significativos em 24 h de tratamento (figura 3).
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Figura 3: Teste de nado em campo aberto. * indica # significativa em relagdo ao
controle. P<0,05.n=4 -6

A figura 4 mostra a geracao de ROS nas artémias apés 24h de tratamento. Apenas o
Glioxal 10 mM causou um aumento significativo na geragdo de ROS em relagéo ao
controle.
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Figura 4: Analise quantitativa da geragao de ROS pela fluorescéncia da oxidagao da
DCFH. * indica # significativa (10 mM em relagdo ao controle). P<0,05. n=8

A figura 5 mostra o efeito do tratamento com diferentes concentra¢cdes de Glioxal na
geracao de ROS, onde é possivel observar um aumento gradual dessas espécies pela
maior fluorescéncia.

Figura 5: Analise qualitativa da geracdo de ROS pela fluorescéncia da oxidagao da
DCFH. Figura representativa de uma artémia por grupo. A= controle; B= glioxal 1 mM;
C= glioxal 5 mM; D= glioxal 10 mM

4.CONSIDERAGOES FINAIS

O (glioxal revelou um potencial citotoxico que manifestou-se em danos
locomotores e geracao de ROS. Nosso trabalho mostra que em parte a toxicidade
causada pelo glioxal pode ter sido ocasionada pelo aumento das ROS. Porém estudos
futuros poderao dizer se esse aumento foi devido a maior producao de ROS e/ou
diminuicdo da atividade do sistema antioxidante, e também, se esses tratamentos
mostram efeitos crénicos, visto que nosso trabalho avaliou efeitos agudos do
tratamento com glioxal. Muitos trabalhos relacionam a geragdo de ROS com a
toxicidade do glioxal porém os mecanismos acerca deste fendmeno nao estdo
completamente entendidos. Ainda, este € o primeiro trabalho que mostra o efeito da
exposigao do glioxal em Artémias. Assim, este estudo contribui para um melhor
entendimento dos efeitos do Glioxal e mostra que as artémias sdo um bom modelo
para indicar n&o apenas ensaios de toxicidade, mas também bioquimicos.
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