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AVALIACAO DO EFEITO DO METIL-PARATION SOBRE
AS ENZIMAS DO METABOLISMO DA SEROTONINA
EM CEREBRO DE PACU POR CROMATOGRAFIA

LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

» Resumo

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo fluorométrica (HPLC-FD) foi
utilizada para a determinacdo das atividades das enzimas responsaveis pelo metabolismo
da serotonina em fracSes de células do cérebro do peixe Piaractus mesopotamicus
(pacu). O limite de deteccdo de até 5 pg do detector fluorométrico mostrou-se sensivel
e especifico para as dosagens dos produtos das reacbes catalisadas pelas enzimas
triptofano hidroxilase (TPH), aminoacido aromatico descarboxilase (AADC), monoamino
oxidase (MAO) e serotonina N-acetiltransferase (SNAT), com resolucao satisfatéria.

O método foi Util para saber quais destas enzimas poderiam ser afetadas por metil-
paration, um pesticida organofosforado utilizado em piscicultura contra artrépodes
que predam alevinos em tanques de cultivo. Vinte e quatro horas apés ser injetado na
cavidade peritonial dos pacus o metil-paration aumentou a atividade da AADC em cerca
de 35%, mas inibiu a SNAT, que chegou a apresentar 90% de sua atividade inibida 48h
depois da injecao.

Considerando que a AADC catalisa a biossintese da serotonina e a SNAT utiliza a
serotonina para formar a melatonina, concluimos que o paration pode causar acimulo
de serotonina em cérebro de pacu.

Palavras-chave: HPLC, serotonina, pesticidas, paration

» Summary

A high-performance liquid chromatography with fluorimetric detection (HPLC-FD) was
developed for assaying the enzyme activities responsible for serotonin metabolism in
brain cellular fractions from the fish Piaractus mesopotamicus (pacu). Detection limits
of the fluorimetric detector, up to 5 pg, proved to be highly sensitive and specific
for quantifying the products of reactions catalyzed by tryptophan hydroxylase (TPH),
amino acid aromatic decarboxylase (AADC), monoamine oxidase (MAO) and serotonin
N-acetyltransferase (SNAT) with sufficient resolution.

The method was useful to know which of these enzymes could be affected by methyl-
parathion, an organophosphate pesticide largely employed in pisciculture against
arthropods that prey on post-larvae fish. Twenty-four hours after being injected into
the peritonial cavity of pacus, methyl-paration increased AADC activity to about 35%,
but inhibited SNAT, which activity loss reached up to 90% forty-height hours after the
injection.

Considering that AADC catalyzes serotonin biosynthesis and that SNAT utilizes
serotonin to produce melatonin, we concluded that parathion might provoke serotonin
accumulation in brain of pacu.

Keywords: HPLC, serotonin, pesticides, parathion
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E Introducao

Os peixes representam cerca de 50% dos vertebrados,
englobando aproximadamente 24.000 espécies atualmente
conhecidas (1). Eles sdo classificados de acordo com o tipo
de esqueleto que possuem: peixes sem esqueleto 6sseo, 0s
Chondrichthyes ou cartilaginosos e peixes 6sseos, os Ostei-
chthyes. Dentre os Osteichthyes, a infraclasse dos teledsteos é
a maior e a mais representativa, agrupando 23.400 espécies.
Os teledsteos se distribuem por uma variedade de ambientes
aquaticos continentais e marinhos, desde grandes altitudes,
onde o oxigénio é muito rarefeito, até as profundezas mari-
nhas das fossas abissais de 11.000 m, onde a pressdo pode
chegar a centenas de atmosferas. Ocorrem em aguas com fai-
xa de temperatura entre 6°C, nos Oceanos Artico e Antartico,
até 38°C, em lagos da Africa Oriental. Mecanismos tipicos,
apropriados as influéncias presentes, permitiram-lhes grassar
em todos estes ambientes. Esta plasticidade de adaptacdo a
aguas com diferencas de dureza, temperatura, pH, velocidade
de fluxo, fauna competidora, pressdo e iluminacdo suscita
curiosidade sobre a regulacdo neuronal das funcdes fisiol6gi-
cas dos tele6steos que respondem a estimulos ambientais.

As aminas biogénicas sdao as catecolaminas (dopamina,
noradrenalina e adrenalina), as indolaminas (serotonina e
melatonina), as imidazolaminas (histamina) e as poliaminas
(putrescina, espermidina e espermina) (Fig. 1).

A importancia das aminas biogénicas esta no fato delas
desempenharem importantes papéis fisiolégicos no organis-
mo, agindo como neurotransmissores, hormdnios e biomo-
duladores. A serotonina em humanos pode ser encontrada
nas células enterocromafins da mucosa intestinal, nos neu-
ronios serotoninérgicos do cérebro, na glandula pineal e nas

plaquetas. Ainda que os estudos realizados sobre o seu papel
fisiolégico tenham esclarecido algumas de suas funcdes, o
significado da presenca de serotonina em alguns tecidos
permanece sob intensa investigacdo (2). Varios estudos tém
demonstrado que uma das acdes da serotonina € influir sobre
o controle do ciclo reprodutivo dos organismos, tanto em
mamiferos quanto em espécies ndo-mamiferas.

A estimulacdo das gonadas necesséria para a reproducao
dos vertebrados é realizada por glicoproteinas chamadas de hor-
maonios gonadotrépicos ou gonadotropinas (GtH), que séo libe-
radas pela hip6fise no sangue. Em tele6steos existem duas gona-
dotropinas, a GtH-l, responsavel pela iniciacdo e manutencéo do
crescimento das gbnadas e a GtH-ll, responsavel pela regulacéo
dos estagios finais da maturacdo, ovulacdo e ejaculacao (3).

Enquanto as catecolaminas parecem ter efeito inibitério
sobre a secrecdo de GtH (4), o efeito das indolaminas parece
ser o de aumentar a secrecdo do horménio liberador de go-
nadotrofinas (GnRH), que é um decapeptidio produzido no
hipotalamo responsavel pela liberagdo das formas de GtH pela
hipéfise. De fato, em algumas espécies de peixes 6sseos, foi
observado o efeito positivo da serotonina na liberacao de GtH
(5,6). Sintetizada a partir da serotonina, a melatonina esta
implicada em uma variedade de funcgées fisiologicas, desde
o controle da coloracdo da pele de sapos até a regulacdo
do ritmo circadiano (7). Nos animais até aqui estudados, os
efeitos da melatonina estdo relacionados com a luz. Ela esta
diretamente envolvida na adaptacdo a mudancas na intensi-
dade da luz, ambiente pelos fotorreceptores da retina e pelos
melandforos da pele. Em peixes 6sseos foi observado um rit-
mo circadiano da atividade de locomocdo denominado ritmo

free-running, que, em certas espécies
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de peixes, é alterado e até abolido de-
OH pois da remocdo da pineal, a glandula
produtora de melatonina (8). Outro
papel fisiolégico da melatonina parece
estar relacionado a termorregulacdo
comportamental. Existe um ritmo de
preferéncia termal, segundo o qual
0 peixe seleciona temperaturas mais
altas a noite e mais baixas durante o
dia. Com a retirada da pineal o ritmo
é eliminado. Talvez o papel da mela-
tonina mais estudado diga respeito ao
controle fotoperiédico da reproducéo.
Em peixes, o fotoperiodo possui fun-
¢do importante, pois sua reproducdo
NH, é sazonal. Na maioria das espécies, a
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Figura 1. Formulas estruturais planas das principais aminas biogénicas

longos (7). No entanto, é curioso no-
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Figura 2. Esquema de formacao de uma coluna de fase reversa do tipo-C18

tar que em algumas espécies de peixes um curto periodo de
luz faz com que a melatonina tenha efeito estimulador e em
outras espécies tenha efeito inibidor (9) sobre a reproducéo.
Amano et al. (2000) (10) observaram que em salmao masu
(Onchorynchus masou) tratado com melatonina houve um
aumento dos niveis de GtH | da pituitaria e desenvolvimento
testicular. Khan e Thomas (1996) (11) observaram o efeito
estimulante de injecdes de melatonina sobre os niveis sangui-
neos de GtH Il em Micropogonias undulatus. Para Amano et
al. (10), a melatonina é um dos fatores que regula a sinaliza-
cdo fotoperiddica para o desenvolvimento gonadal do salméao
masu, sendo que as mudancas sazonais no comprimento dos
dias sao provavelmente traduzidas no ritmo das mudangas de
concentracdo da melatonina que, em ultimo caso, regula o
eixo cérebro-pituitaria-génada nesta espécie.

A utilizacdo do HPLC para a deteccao das aminas biogénicas
se iniciou em 1975 e deu origem a trés aplicacbes praticas da
HPLC para estudar as aminas biogénicas. A primeira é a quan-
tificacdo dos niveis de aminas biogénicas a partir de extratos
de érgdos, como cérebro e glandula pineal, ou em liquidos
corporais, como sangue e fluido cérebro-espinhal. A segunda é a
dosagem da atividade das enzimas responséveis por sua sintese
e degradacdo, cujas atividades, por serem baixas, foram original-
mente medidas apenas por métodos radioativos, considerados
eficientes, mas de alto custo econémico. Como alternativa, a
utilizacdo do HPLC possibilita dosagens enzimaticas altamente
sensiveis quando associada a deteccdo dos produtos da catalise
por eletroquimica ou por fluorescéncia. A terceira aplicacdo da
HPLC é a purificacdo das enzimas do metabolismo das aminas
biogénicas, ja que estas enzimas sdo geralmente pouco estaveis,
ndo suportando protocolos de purificacdo longos (12).

Um dos modos cromatogréficos da HPLC mais utilizadas
para a separacdo de aminas biogénicas é a cromatografia de
particdo de fase reversa, em que a fase estacionaria é hidrofébi-
ca e a fase mével menos hidrofébica que a fase estacionaria. A
ordem de eluicdo relaciona-se ao aumento do carater hidrofé-
bico do soluto; uma molécula mais sollivel em dgua sera mais
rapidamente eluida que uma molécula menos hidrossolivel.
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As fases méveis mais usadas sdo formadas por uma mistura de
agua (ou uma solugdo tampédo com baixa forca i6nica) e um
solvente orgénico, geralmente metanol ou acetonitrila. As fases
estacionarias sdo em geral compostas de silica mais um ligante
nao polar formado de cadeias com 4, 8 ou 18 atomos de car-
bono (Fig. 2). As colunas do tipo ODS (octadecilsilil) sdo as mais
freqlientemente utilizadas para as dosagens por possuirem uma
meia-vida longa que pode ser aumentada com a utilizacdo de
pré-colunas com fase estacionaria equivalente.

Usar a HPLC nas dosagens das enzimas do metabolismo da
serotonina, além da mencionada deteccdo de baixos niveis de
atividade enzimética, permite grande economia de reagentes, ja
que o volume final dos meios de reacdo, em torno de 50 a 100
pL, sdo volumes corriqueiros de injecdo em colunas de HPLC.

A deteccdo das aminas biogénicas pode ser feita pelos siste-
mas amperométrico, eletroquimico ou fluorométrico. A escolha
da deteccdo fluorométrica para as indolaminas deve-se ao fato de
que estas moléculas exibem uma forte fluorescéncia nativa com
limites de deteccdo que podem chegar a 5 pg. Este valor é seme-
lhante ao observado com a utilizacdo das técnicas de deteccéo
amperométrica e eletroquimica (13). Além disto os comprimentos
de onda de excitacdo e emissdo dos indbis sdo bastante especi-
ficos, o que diminui a interferéncia de substancias que eventual-
mente possam contaminar as solu¢des de dosagem. Geralmente,
os estudos relacionados a deteccdo de indéis por fluorescéncia uti-
lizam comprimentos de onda de excitacdo (A_) que variam entre
280-290 nm e de emissdo (A ) entre 345-360 nm.

Os principais metabdlitos da serotonina (5-hidroxitriptamina,
5-HT) sdo o triptofano (Trp), o 5-hidroxitriptofano (5-HTP), o &ci-
do 5-hidroxindolacético (5-HIAA), a N-acetilserotonina (NAS) e a
melatonina (MEL, 5-hidroximetil-N-acetilserotonina). A serotonina
é sintetizada a partir do aminoacido L-aromatico triptofano através
de duas etapas, uma hidroxilacao realizada pela triptofano hidro-
xilase (TPH) e uma descarboxilacao realizada pela 5-hidroxitripto-
fano descarboxilase, que é uma aminoécido aromético descarbo-
xilase (AADC) (14). A degradacdo da serotonina é catalisada pela
monoamino oxidase (MAO), que ao desaminar oxidativamente a
serotonina forma o seu produto de excrecdo, o acido 5 hidroxin-
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dolacético (5-HIAA). Ao invés de serem degradadas as moléculas
de serotonina podem seguir uma via alternativa, a qual, como
produto final, fornece a melatonina. A melatonina é sintetizada
em duas reacdes: uma acetilacdo, realizada pela serotonina N-ace-
tiltransferase (SNAT) e uma metilacdo, realizada pela hidroxindol
O-metiltransferase (HIOMT). Estas reacdes do metabolismo da
serotonina em cérebro estdo representadas na Figura 3.

A despeito da importancia fisiolégica que os mecanismos
de manutencdo de diferentes quantidades de indolaminas em
cérebro de peixes tem, quase todos os trabalhos relacionados
com serotonina e com melatonina em peixes apenas quantifi-
cam os seus niveis, deixando uma lacuna quanto a observacao
de variacdes de atividades das enzimas responsaveis pelas suas
sintese e degradacdo. Para examinar em detalhes como essas
variacdes podem ocorrer estamos estudando as principais
propriedades bioquimicas das enzimas do metabolismo de
serotonina em cérebro de pacu, uma espécie neotropical eco-
nomicamente importante para a aquicultura nacional.

Os compostos quimicos utilizados na agricultura sdo pro-
vavelmente o grupo de substancias mais disseminado pelo am-
biente. Para atender a crescente demanda por alimentos e outros
produtos faz-se uso de pesticidas no controle de pragas da lavou-
ra. Embora a utilizacéo de pesticidas garanta a producéo agricola
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Figura 3. As reagdes e os metabdlitos do metabolismo da
serotonina

em escala comercial, ela causa poluicdo do meio ambiente.
Segundo dados ja publicados (15) o metil-paration (O,O-dimetil
O-[p-nitrofenil] fosforotionato), que esta disponivel desde 1949,
é um dos organofosforados mais amplamente usados para o
controle de pestes em ambientes agricolas. O metil-paration
mostrou-se melhor que o etil-paration devido a sua mais baixa
toxicidade para humanos e animais domésticos e por seu amplo
espectro de acdo sobre os insetos. Sua mais curta vida residual
também contribuiu para que seja mais desejavel em certas ocasi-
6es (16). O mecanismo de acao dos organofosforados baseia-se
na inibicdo da acetilcolinesterase do sistema nervoso central,
do sistema nervoso periférico e das juncGes neuromusculares,
causando assim, uma sindrome colinérgica derivada do acimulo
do neurotransmissor acetilcolina (17). Os efeitos sobre o sistema
nervoso central podem ser representados por excitacdo inicial,
que pode resultar em convulsées, seqguidas de depressdo, perda
da consciéncia e insuficiéncia respiratéria (17).

Organismos aquaticos, principalmente os peixes, tém
sido cada vez mais afetados por pesticidas usados em am-
bientes rurais e domésticos. Os peixes sofrem intoxicacdes
agudas, que podem levar a morte, e cronicas que geralmente
implicam na reducdo do desenvolvimento de determinadas
espécies por deficiéncia de reproducdo. Neste artigo, consi-
derando as alteracdes neurolégicas provocadas pelos organo-
fosforados, relatamos resultados de experimentos feitos para
aprender se as enzimas do metabolismo cerebral da seroto-
nina em peixes podem ser afetadas por poluicdo ambiental
causada por pesticidas organofosforados.

I Materiais e Equipamentos

Preparo das fracoes celulares cerebrais

Pacus (Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887) de am-
bos os sexos, com peso médio de 198,59 g + 43,80 e compri-
mento médio de 19,5 cm + 1,46, foram sacrificados por seccado
da coluna vertebral. Os pacus foram divididos em grupos
controle, que receberam apenas 6leo de milho, e ensaio, que
foram inoculados com metil-paration dissolvido em éleo de mi-
Iho comercial em uma concentracdo de 20 mg/kg de peso cor-
poral. Os peixes controle e ensaios foram mantidos juntos em
aquarios de 1000 L com aeracéo constante. Os controles foram
marcados na barbatana superior. De cada grupo foram sacri-
ficados animais 24 e 48 h ap6s a injecdo. Nenhum animal do
grupo controle ou ensaio foi perdido durante o experimento.
Os cérebros foram retirados, secos em papel absorvente e pesa-
dos. Para cada grama de tecido foram acrescentados 4,0 mL de
tampao fosfato de potéssio 0,1 M, pH 7,0, contendo 0,25 M de
sacarose. Os 6rgaos foram picados com tesoura e submetidos
a homogeneizacdo em aparelho do tipo Potter-Elvehjem. Todo
este procedimento foi realizado a 4 °C. O homogeneizado foi
centrifugado a 700 x g por 10 min. O sobrenadante foi entdo
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submetido a uma segunda centrifugacdo de 20.000 x g por
20 min. O sobrenadante da centrifugacdo de 20.000 x g foi
submetido a nova centrifugagdo de 100.000 x g por 60 min.
Para os ensaios da SNAT foi usado o sobrenadante de 20.000
x g (sem a presenca de mitocondrias). Para os ensaios da MAO
foi utilizado o sedimento de 20.000 x g (enriquecido de mito-
condrias), suspenso no mesmo tampao de homogeneizacdo na
propor¢do de 1 : 1 (peso do 6rgdo : volume de tampdo). Para
os estudos da TPH e da AADC foram usados os sobrenadantes
de 100.000 x g. Todas as fracdes foram aliqliotadas e congela-
das em nitrogénio liquido até seu uso.

Determinacdo da concentracgio de proteinas

Utilizamos o método de Peterson (18) para a determina-
¢do da concentracdo de proteinas. Padroes contendo 10 pg
e 100 pg de albumina bovina foram processados da mesma
forma que os ensaios e os brancos.

Determinacdo da atividade da Triptofano hidroxilase (TPH)

A atividade da TPH foi dosada através da deteccdo do 5-
HTP pelo método de Friedman et al. (19), com modificacdes.
O ensaio consistia de tampdo tris-acetato 0,1 M, pH 9,0, sul-
fato ferroso de aménio 40 uM, 2-mercaptoetanol 4,0 mM,
fracdo soldvel (1,0 mg/mL), catalase 1000 U e L-triptofano
1,0 mM. Entéo, para inibir a AADC, foi adicionada m-benzi-
Ihidrazina para 5,0 mM final, seguindo-se uma pré-incubacéo
a 37 °C por 10 minutos. A reacdo foi disparada com a adicdo
de 6-MePH, para 0,2 mM dissolvida em HCI 10 mM. Apés 30
minutos, com a adicdo de acido perclérico para 3,5%, a rea-
cdo foi paralisada. Os tubos foram centrifugados a 8.000 rpm
por 2 minutos e 90 pL dos sobrenadantes foram aliquiotados
em frascos tipo Eppendorf.

Determinacdo da atividade da Aminodcido Aromadtico
Descarboxilase (AADC)

A atividade da AADC foi dosada através da deteccdo da
serotonina pelo método padronizado em nosso laboratério. O
ensaio consistia de tampao fosfato de potassio 30 uM, pH 7,5,
piridoxal-5-fosfato (PLP) 10 uM e fracdo solavel 1,5 mg/mL.
Apos isto, para inibir a monoamino oxidase, foi adicionado
pargilina para 1,0 mM, deixando-se a mistura durante 10 mi-
nutos a 40 °C. A reacdo foi disparada com a adicado de 5-hidro-
xitriptofano para 0,2 mM, transcorrendo durante 30 minutos
a 40 °C. A adicdo de acido perclérico para 3,5% paralisou a
reacdo. A seguir, os tubos foram centrifugados a 8.000 rpm
por 2 minutos. Apds esta centrifugacdo 180 pL dos sobrena-
dantes foram aliqliotados em frascos tipo Eppendorf.

Determinagdo da atividade da Monoamino Oxidase (MAO)

A atividade da MAO foi dosada através da deteccdo do 5-
HIAA pelo método padronizado em nosso laboratério. O meio
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de ensaio consistia de tampéo fosfato de s6dio 0,1 M, pH 7,6,
e 50 pg/mL de proteinas de fracdo mitocondrial. A reacéo foi
disparada com a adicdo de serotonina para 0,1 M dissolvida em
tampdo de dosagem, transcorrendo a 40 °C por 10 minutos.
O volume total da reacdo foi de 400 pL. A reacdo foi paralisada
com a adicdo de acido tricloroacético (TCA) para 0,2 M. Nos
brancos a serotonina foi adicionada imediatamente antes da
adicdo de TCA. Os tubos foram centrifugados a 8.000 rpm por
2 minutos. Apds esta centrifugacdo 300 pL dos sobrenadantes
foram aliqliotados em frascos tipo Eppendorf.

Determinacéo da atividade da Serotonina
N-Acetiltransferase (SNAT)

A atividade da SNAT foi dosada através da deteccdo do
NAS pelo método padronizado em nosso laboratério. O ensaio
consistia de tampao tris/HCI 0,1 M, pH 9,0, serotonina para
concentracao final de 0,6 mM e 0,75 mg/mL de proteinas do
sobrenadante cerebral. Disparamos a reacdo com a adicdo de
acetil-coenzima A dissolvido em tampdo de dosagem para 1,0
mM final, transcorrendo por 30 minutos a 35 °C. A reacao foi
paralisada com a adi¢do de acido perclérico para 3,5%. Os tu-
bos foram centrifugados a 8.000 rpm por 2 minutos. Apés esta
centrifugacdo 40 pL dos sobrenadantes foram aliqliotados em
frascos tipo Eppendorf.

Cromatogrdfia de alta eficiéncia - HPLC

Utilizamos um conjunto para HPLC Shimadzu (Solvente
Delivery Module modelo LC10AD) agrupado com um espec-
trofotdmetro de fluorescéncia modelo RF-535 e um processa-
dor de dados modelo Chromatopac CR6A.

As amostras de analise foram os sobrenadantes dos meios
reacionais das enzimas guardadas nos frascos Eppendorf. As
separacdes cromatograficas foram realizadas usando dois
modelos de colunas de fase reversa: tipo C-18 (ODS Hypersyl,
200 mm x 4,6 mm, 5 ) ou do tipo C-8 (Phenomenex 250
mm x 4,6 mm, 10 m). Para todas as separagdes cromatografi-
cas foi utilizada uma pré-coluna (60 x 5 mm) do mesmo tipo
da coluna principal.

A fase moével consistia de acetato de sédio 10 mM, pH
4,82, ou fosfato de potassio 20 mM, pH 2,2, contendo meta-
nol ou acetonitrila. A fase moével foi desgaseificada por vacuo
antes da utilizacdo. O fluxo de solvente foi de 1,5 mL/min e as
separacdes foram realizadas a 25 °C.

Os comprimentos de onda do espectrofotometro de
fluorescéncia foram 285 nm (excitacdo) e 350 nm (emissao)
ou, no caso da dosagem da TPH, 300 nm (excitacdo) e 330
nm (emissao).

Cdlculo da resolucio da separagéio dos indois
Calculamos a resolucdo (Rs) das corridas cromatograficas
de acordo com Mant e Hodges (20).
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Cdlculo estatistico

Os calculos estatisticos foram realizados com a ajuda
do programa de computador Graph Pad InStat versdo 3.01
da GraphPad Software Inc. usando o teste t de Student e a
andlise de variancia de medidas repetidas a um nivel de signi-
ficancia o, = 0,05.

I Resultados e Discussao

Nédo ha necessidade de extrair os inddis para sua quan-
tificacdo, pois eles podem ser identificados diretamente por
fluorometria em homogeneizados brutos cerebrais (21, 22,
23). A maioria dos inddis, incluindo aqueles derivados do
metabolismo de serotonina, possui uma intensa fluorescéncia
natural que pode ser aumentada quando sdo acrescentados
acidos. Mesmo que a deteccdo por fluorescéncia permita uma
grande seletividade quanto aos indéis devido a escolha de
comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo para cada
um deles, para quantificar os produtos formados nas dosa-
gens das enzimas de seu metabolismo, precisamos separar,
nos meios de reacdo, os substratos dos produtos formados.
Para isto empregamos a HPLC de amostras dos sobrenadantes
acidos dos meios de dosagem.

Neste trabalho obtivemos a maior eficiéncia de separacao
dos indéis usando uma coluna de fase reversa do tipo C-18,
exceto para a separacao da 5-HT do 5-HIAA quando da dosa-
gem da MAO, que teve uma melhor resolu¢cdo com a utilizacdo
de uma coluna de fase reversa do tipo C-8. Cromatogramas
tipicos das separacdes dos indbis para as dosagens das enzi-
mas do metabolismo de serotonina sdo mostrados nas figuras

Tabela 1. Dados cromatogréficos. 1- acetato de sodio 10
mM pH 4,82 e 20% de metanol; 2- acetato de sédio 10 mM
pH 4,82 e 23% de metanol; 3- fosfato de potassio 20 mM
pH 2,2 e 15% de acetonitrila; 4 - acetato de s6dio 10 mM
pH 4,82 e 17% de metanol e 1% de acetonitrila. O fluxo em
todas as corridas cromatograficas foi de 1,5 mL/min. TR-
tempo de retencao; R - resolucao

Enzima Indol Condigdo TR R
cromatogrdfica (min)

TPH Trp 1 50 2
TPH 5-HTP 1 25 2,1
AADC  5-HTP 2 2,0 /S1e
MAO 5-HT 3 6, 0.4=100
MAO 5-HIAA 3 9,.0°T 149
SNAT NAS 4 55 0,7

4 (Trp e 5-HTP para a dosagem de TPH), 5 (5-HTP e 5-HT para
a dosagem de AADC), 6 (5-HT e 5-HIAA para a dosagem da
MAO) e 7 (5-HT e NAS para a dosagem de SNAT). A letra A
representa a separacdo de padrdes e a letra B a dosagem das
enzimas em fracdes de células de cérebro de pacu. Na tabela
1 estdo listados os tempos de retencao de cada indol.

Para a dosagem das enzimas que metabolizam serotonina
em cérebro de pacu, utilizamos um A, .. = 285 nm e um
Misso = 350 nm. Para a dosagem de TPH, nés observamos
que os melhores comprimentos de onda foram 300 nm (exci-
tacdo) e 330 nm (emissdo). Moran e Fitzpatrick (24) observa-
ram que triptofano e 5-hidroxitriptofano possuem diferentes
caracteristicas espectrais e que a fluorescéncia maxima destas
duas moléculas fica em torno de 278 nm. Pela comparagao
dos espectros de absorvancia destes compostos, observar-se
que em presenca de triptofano o 5-hidroxitriptofano pode ser
seletivamente excitado por comprimentos de onda entre 300
e 320 nm. Um exemplo que os autores descrevem é que no
comprimento de onda de excitacao de 300 nm o 5-hidroxi-
triptofano possui uma fluorescéncia total 11,9 vezes maior do
que o triptofano. Com base nestas diferencas, padronizamos
o método de dosagem da TPH sem que tivéssemos a interfe-
réncia da fluorescéncia do triptofano.

Lee Chin (25) conseguiu separar com eficiéncia a sero-
tonina do 5-HIAA em uma coluna C-18 (ODS-2, 250 mm
x 4,6 mm, 5 um). Além de possuir uma coluna com um
comprimento maior que a utilizada em nossos estudos, Lee
Chin utilizou uma fase mével mais elaborada, composta de
uma parte polar (acido citrico 14,4 mM, acetato de sédio 10
mM, octilsulfonato de sédio 4 mM, EDTA 1T mM e fosfato de
dibutilamina 0,25 mM) e os solventes apolares metanol e ace-
tonitrila na proporcdo de 8:1:1. Nestas condicdes, o tempo
de retencdo do 5-HIAA ficou em torno de 6 minutos e o da
serotonina, em 17 minutos. Wolf e Kuhn (26) utilizaram con-
dicdes bem semelhantes as nossas, (fase mével composta de
acetato de sddio 10 mM, pH 4,82, contendo 15% de metanol
com fluxo de 1,4 mL/min) e, usando uma coluna do tipo C-
18 (Spherisorb ODS, 250 mm x 4,6 mm, 5 um), conseguiram
separar todos os inddis (Trp, 5-HTP, 5-HT, NAS e 5-HIAA) em
uma faixa de tempo entre 4 e 18 minutos.

Mannens et al. (27) desenvolveram um método seme-
Ihante ao do nosso laboratério para a dosagem da SNAT. A
coluna utilizada foi uma ODS 2 (150 mm x 4,6 mm, 5 um)
com uma fase movel constituida de acetato de sédio 0,1
M, pH 4,75 contendo 25% de metanol. Nestas condicdes,
a serotonina eluiu com 3,2 min e a NAS com 5,3 min. Nas
condi¢des desenvolvidas em nosso laboratério observamos a
inversado da saida dos dois compostos, com a NAS saindo em
5,6 min e a serotonina em 8,8 min. Dois fatores podem estar
influenciando esta inversdo, o primeiro diz respeito a concen-
tracdo de metanol, menor do que o utilizado por Mannens
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Figura 4. Cromatograma tipico da separacao de 5-HTP (pico 1) e de Trp
(pico 2) detectados a (A) AEX/ A.EM 285 nm/350 nm e (B) 300 nm/330
nm em padroes e na dosagem (C) da TPH em fragao soltvel de cérebro
de pacu, ap6s a padronizagao das melhores condi¢6es de dosagem

(27) e o segundo esta relacionado a coluna utilizada pelos
pesquisadores. Embora ndo tenhamos conseguido separar
todos os ind6is com uma Unica metodologia, determinamos
um método eficiente e de baixo custo para a dosagem das
enzimas do metabolismo de serotonina.

Thomas et al. (28) compararam a dosagem da SNAT,
utilizando dois métodos de deteccédo, o fluorométrico (FL)
e o eletroquimico (EC). Tanto o FL quanto o EC foram al-
tamente sensiveis e economicamente mais viaveis do que
os métodos que utilizam acetil-coenzima A radioativa. A
desvantagem do EC é a necessidade de extracdo organi-
ca antes da injecao da amostra. Assim como em nossos
estudos com cérebro de pacu, os pesquisadores também
observaram a presenca de N-acetilserotonina enddgena,
necessitando da utilizacdo de um branco.

Pelo célculo da resolucdo da separacado dos inddis obser-
vamos que a eficiéncia de separacao ficou entre 0,7 e 2,1. De
acordo com Mant e Hodges (20) resolu¢6es maiores do que
0,6 sdo consideradas satisfatérias, indicando que nossa meto-
dologia de separacdo tem eficiéncia comparavel a de outras
separacdes de indéis por HPLC.

Das 4 enzimas de metabolismo de serotonina estudadas

Revista Analytica * Novembro 2002 « N° 02

Figura 5. Cromatograma tipico da separagao de 5-HTP (pico 1) e de 5-
HT (pico 2) determinados em (A) padrdes e na (B) dosagem da AADC
em fragdo solivel de cérebro de pacu, apés a padronizacido enzimatica

em cérebro de pacu, em nosso trabalho, tanto a AADC (8-B)
quanto a SNAT (8-D) sofreram alteracGes nas suas atividades
depois da injecdo de 20 mg/kg de peso corporal de metil-pa-
ration. TPH e MAO nao sofreram efeitos significativos em suas
atividades (Graficos 8-A e 8-C).

Observamos um aumento de cerca de 35% na atividade
da AADC cerebral de pacu 24 e 48 horas depois da injecdo
com 20 mg de metil-paration/kg de peso corporal. O pa-
ration € um organofosforado que aumenta os niveis circu-
lantes de dopamina e noradrenalina (29). Recentemente foi
mostrado que alguns compostos que afetam os receptores
dopaminérgicos podem ocasionar mudancas na atividade
de AADC. Em retinas de ratos, Hadjiconstantinou et al.
(30) mostraram que um aumento da atividade de AADC
foi mediado pela ativacdo de receptores dopaminérgicos do
tipo D,, pois foi abolido com a utilizacdo de antagonistas
seletivos para estes receptores. Zhu et al. (31) mostraram
que estas mudancas também ocorrem em cérebro de ra-
tos. A regulacdo pelas catecolaminas deve estar associada
a sintese de novo de proteinas, pois Hadjiconstantinou et al.
(32) constataram que o aumento de atividade de AADC era
abolido por cicloheximida, um inibidor de sintese protéica.
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Figura 6. Cromatograma tipico da separagao de 5-HT (pico 1) e de 5-HIAA
(pico 2) determinados em (A) padrdes e na (B) dosagem da MAO em
fragdo mitocondrial de cérebro de pacu, apds a padronizagao enzimatica

Também Cho et al. (33), reportaram que o efeito da dopa-
mina sobre a AADC ocorre pelo aumento dos niveis de RNA
mensageiro e ndo diretamente sobre a atividade da enzima.
Outra explicacdo para o envolvimento das catecolaminas
no mecanismo regulador da AADC pode ser via proteinas
quinases, através de reacdes de fosforilacdo e desfosforilacao
da molécula enzimatica, como ocorre para a tirosina hidroxi-
lase e, provavelmente, também para a triptofano hidroxilase
(34). Nossos resultados em cérebro de pacu indicam que,
provavelmente, o aumento dos niveis de dopamina devido a
injecdo de metil-paration podem estar influenciando a sinte-
se de AADC, visto que ndo observamos efeito direto in vitro
da dopamina sobre a atividade desta enzima.

Além do aumento da atividade de AADC, observamos
inibicdo de 90% da atividade da SNAT cerebral de pacu, 48h
depois do tratamento com paration. A causa mais provavel
deste efeito pode ter sido o aumento das catecolaminas cir-
culantes. Em mamiferos, a SNAT é controlada pela liberacéo
de noradrenalina de terminacdes nervosas simpaticas pos-
ganglionares. Depois da liberacdo pela fibra pés-ganglionar,
a noradrenalina interage com receptores B-adrenérgicos na
membrana dos pinealdcitos. O resultado desta interacdo leva
a sintese de novas moléculas de SNAT (29).

Sendo o principal centro produtor de melatonina, as
células da pineal mostram diferencas funcionais quando
comparamos os diferentes grupos de vertebrados. Em pei-
xes, a sintese de melatonina ocorre em células fotorrecep-
toras que sdo estruturalmente e funcionalmente analogas

Aq B "2
2
Inj Inj Inj
1
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2 6 10 14 18 2 6 10 14

aos fotorreceptores da retina. Durante a
evolucdo, estas células foram gradualmente
sendo trocadas por fotorreceptores modifi-
cados, encontrados em lagartos e aves, e por
pinealdcitos tipicos, encontrados em cobras
e mamiferos (35). Por causa desta variedade
de tipos celulares, existem diferentes meca-
nismos que influenciam a producédo da me-
latonina. O principio geral é que o controle
direto pela luz em pineais nao-mamiferas
vai sendo trocado por um controle quimico
indireto (36). Os dois controles, luminoso e
quimico, podem ser vistos para a pineal de
galinha (37). Os estudos sobre os efeitos de
agentes quimicos sobre a atividade de SNAT
foram durante muito tempo negligenciados

2 6 10 14

por causa das caracteristicas fotorreceptoras
das células da pineal. Nos teledsteos estu-
dados até aqui, parece que o controle da

Figura 7. Cromatograma tipico da separacao de NAS (pico 1) e de 5-HT (pico 2) em (A)
padrdes e determinados na dosagem da SNAT em cérebro de pacu ,apés a padronizagao
das melhores condi¢6es de dosagem. B representa o branco da reacao e C representa o

ensaio da reacdo.

atividade de SNAT é multifatorial, podendo
ocorrer de maneira direta ou indireta pela
luz e também pela presenca de catecolami-
nas, da adenosina e de peptideos (36).
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Dentre as catecolaminas reguladoras da atividade de SNAT,
as principais sao a noradrenalina, a adrenalina e o dopa. Os
dados da literatura trazem informac6es sobre receptores adre-
nérgicos presentes na pineal de duas espécies de peixes do he-
misfério Norte: a truta arco-iris (Salmo gairdneri) e o ltcio (Esox
lucius). Falcon e colaboradores observaram o efeito de varios
agonistas catecolaminérgicos sobre a atividade de SNAT tanto
na truta quanto no licio. Para truta ndo observaram qualquer
efeito sob a atividade de SNAT. Para licio, foi demonstrado
que a SNAT foi estimulada por noradrenalina e por agonistas
o- e B-adrenérgicos. Para os agonistas dos receptores o, - e
o,,-adrenérgicos foi observado um efeito inibitério. Adrenalina,
dopamina e agonistas dopaminérgicos nao tiveram efeito sobre
a atividade da SNAT das duas espécies de peixes estudadas.

E provavel que dentro do grupo dos teléosteos, ocorra
um processo evolucionario no qual o controle adrenérgico
da atividade de SNAT possa ser progressivamente modificado
para um controle luminoso, observado em alguns, mas ndo
em todos os teledsteos. E interessante notar que na pineal de
ldcio, as células da pineal possuem caracteristicas de fotorre-
ceptores modificados, semelhantes aqueles de répteis e aves,
0 que ndo ocorre na pineal da truta.

Apesar de nossos estudos terem sido realizados em cére-
bro, o efeito do metil-paration sobre a atividade de SNAT foi
observado. Uma hipédtese para a inibicdo da SNAT cerebral
pode ter ocorrido devido a ativagdo de receptores o.,-adrenér-
gicos, ja que foi observado que estes receptores possuem um
controle inibitério da atividade de SNAT (37). Além disso, a
noradrenalina age de maneira antagénica em o- e B-adreno-
ceptores de teledsteos (36).

Ndo ha nada descrito sobre receptores catecolami-
nérgicos em cérebro de peixes neotropicais, mas, tendo
em vista nossos resultados, levantamos a hipétese de que
a presenca de paration em ambientes aquaticos possa
provocar mudangas em pacu de varios de seus processos
fisiolégicos dependentes de serotonina e melatonina, como
reproducdo, migragdo, hierarquia social, locomocao, imu-
nomodulacdo e alimentacgdo.

B Conclusao

Estabelecemos metodologias de separacdo por HPLC,
com deteccao fluorométrica dos indéis de cérebro de pacu
para a dosagem das enzimas triptofano hidroxilase (TPH),
aminoacido aromatico descarboxilase (AADC), monoamino
oxidase (MAQO) e serotonina N-acetiltransferase (SNAT). Atra-
vés do célculo da resolucdo determinamos separacdes satis-
fatérias entre as misturas contendo as duplas de compostos
Triptofano e 5-hidroxitriptofano, 5-hidroxitriptofano e seroto-
nina, serotonina e acido 5-hidroxindolacético e serotonina e
N-acetilserotonina.
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Figura 8. Efeito da inoculacao de 20 mg de metil-paration/kg
peso corporal sobre as atividades das enzimas do metabolismo de
serotonina em cérebro de pacu

A- triptofano hidroxilase. B- aminoacido aromatico descarboxilase

C- monoamino oxidase D- serotonina N-acetiltransferase. No grafico,
cada barra representa a média + desvio padrao de 5 experimentos. *p
< 0,05, **p < 0,01,***p < 0,001.

Tabela Il. Atividades das enzimas de metabolismo
de serotonina de cérebro de pacu em dosagens por
HPLC com deteccédo fluorométrica

Atividade
(pmol x min" x mg ptn’')

5,67 £0,33

Enzima

Triptofano hidroxilase

Aminodcido aromdatico
descarboxilase

92,31 +5,57
Monoamino oxidase 610,0 = 20,0

Serotonina
N-acetiltransferase

117,52 £ 10,

Mostramos que pacus expostos ao pesticida metil-para-
tion podem vir a sofrer alteracdes dos seus niveis cerebrais
de serotonina e melatonina, ja que duas enzimas envolvidas
nas reacdes do metabolismo destas duas indolaminas tiveram
sua atividade afetada 24h e 48h depois que metil-paration foi
injetado nos peixes.
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