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SANTOS, K.C. Aplicacdo de biomarcadores para analise dos efeitos de herbicidas

isolados e em mistura no bivalve Corbicula fluminea. 2013. 165p. Dissertacdo (Mestrado

em Ciéncias Biologicas — Area de Concentragdo Zoologia) - Universidade Estadual de
Londrina, Londrina. 2013.

RESUMO

Atrazina e Roundup” se enquadram entre os herbicidas mais consumidos no Brasil e no
mundo, sendo potencialmente toxicos aos organismos aquaticos. Assim, o presente trabalho
analisou o efeito agudo (6, 24 e 96 h) dos herbicidas atrazina (ATZ) e Roundup” (RD)
isolados ou como mistura no bivalve dulcicola Corbicula fluminea. Para ATZ, as
concentragdes foram de 2 (ATZ 2) e 10 (ATZ 10) ppb; para RD, foram de 2 (RD 2) e 10 (RD
10) ppm; e para a mistura, foram de 2 ppb de ATZ + 2 ppm de RD (AR 2) e 10 ppb de ATZ +
10 ppm de RD (AR 10). Foram analisadas, em branquia (BRQ) e glandula digestiva (GL), as
defesas antioxidantes: catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa reduzida (GSH); enzimas de biotransformagao:
etoxiresorufina-O-desetilase (EROD), glutationa-S-transferase (GST) e mecanismo de
resisténcia a multixenobioticos (MXR); a ocorréncia de lipoperoxidagao (LPO). O teste do
cometa foi realizado com os hemocitos para andlise de danos ao DNA. As enzimas de
biotransformacdo e as defesas antioxidantes se mostraram mais alteradas nos tempos de
exposi¢ao mais curtos (6 € 24 h), nos quais, para ambos os herbicidas, foi observado inibigao
da CAT e MXR e aumento da SOD e GPx. Ja a ATZ, promoveu inibi¢do da EROD na BRQ ¢
aumento da EROD e GSH na GL, e a GR se apresentou inibida em ambos os tecidos apenas
por RD. A maioria das alteragdes em 6 e 24 h foram observadas em ATZ 2, possivelmente
pela atuacdo de mecanismos de barreira em ATZ 10, como producao de muco. Os principais
danos oxidativos foram observados em 96 h, quando o RD aumentou em mais de trés vezes a
ocorréncia de LPO em BRQ e GL, além da inibicdo da EROD branquial em quase 80% pela
ATZ. Com exce¢do da GSH e LPO, os demais biomarcadores se apresentaram
significativamente diferentes entre os dois 6rgaos analisados, € a BRQ mostrou-se a principal
fonte da EROD, MXR, SOD e GPx e a GL da GST, CAT e GR; estas diferengas podem estar
relacionadas com a localizagdo e funcdo dos 6rgaos no animal. A exposi¢ao a mistura dos
herbicidas nao promoveu alteragdo nas defesas antioxidantes analisadas, com exce¢ao da GR.
Efeito antagonico foi observado na EROD branquial, a qual apresentou inibicdo menos
intensa que a observada para ATZ isolada, e em LPO, onde além da neutralizacdo do efeito de
LPO do RD isolado, houve uma diminui¢do da ocorréncia deste tipo de dano em AR 10. J&
para MXR e danos ao DNA, foi observado efeito de potencializagdo, uma vez que os
herbicidas promoveram alteracdes significativas nestes biomarcadores apenas quando
misturados. Assim, a mistura de herbicidas apresentou mecanismos de toxicidade bastante
complexos, ndao apresentando um padrao aparente de alteracao nos biomarcadores analisados.
A EROD e LPO se apresentaram como bons biomarcadores de efeito da ATZ e RD,
respectivamente, ¢ MXR e teste do cometa, para a mistura dos herbicidas, a qual se
apresentou potencialmente toxica para o bivalve.

Palavras-chave: Atrazina. Biotransformagdo. Danos no DNA. Estresse oxidativo. Roundup.
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ABSTRACT

Atrazine and Roundup® are among the most commonly consumed herbicides in Brazil and
worldwide, being potentially toxic to aquatic organisms. Thus, the present study examined the
acute effect (6, 24 and 96 h) of atrazine (ATZ) and Roundup® (RD), alone or as a mixture, to
the freshwater bivalve Corbicula fluminea. The concentrations used for ATZ were 2 (ATZ 2)
and 10 (ATZ 10) ppb; for RD, were 2 (2 RD) and 10 (DR 10) ppm; and for the mixture were
2 ppb of ATZ + 2 ppm RD (AR 2) and 10 ppb and 10 ppm of ATZ + RD (AR 10). It were
analyzed in the gills (BRQ) and digestive gland (GL) the antioxidant defenses: catalase
(CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase
(GR) and reduced glutathione (GSH); the biotransformation enzymes: ethoxyresorufin-O-
deethylase (EROD), glutathione-S-transferase (GST); the multixenobiotic resistance
mechanism (MXR) and the occurrence of lipid peroxidation (LPO). The comet assay was
performed on hemocytes for the analysis of DNA damage. The biotransformation enzymes
and antioxidant defenses were more affected in shorter exposure times (6, 24 h) when, for
both herbicides alone, it was observed inhibition of CAT and SOD and increased MXR and
GPx. On the other hand, ATZ promoted inhibition of EROD in BRQ and increase of EROD
and GSH in GL, and GR was inhibited in both tissues only by RD. Most of the changes at 6
and 24 h were observed in ATZ 2, possibly by the action of barrier mechanisms, such as
mucus production, in ATZ 10. The major oxidative damages were observed at 96 h, when RD
increased more than three times the occurrence of LPO in BRQ and GL, besides the inhibition
of EROD in the gills by almost 80% by ATZ. With the exception of GSH and LPO, all the
other biomarkers were significantly different between the two organs analyzed, and the BRQ
was the main source of EROD, MXR, SOD and GPx while GL was the main source of GST,
CAT and GR; these differences may be related to the location and function of each organ. The
exposure to herbicides mixture did not promote changes in antioxidant defenses, with
exception of GR. An antagonic effect was observed in gill EROD, which showed a lower
inhibition in comparison to that observed for ATZ isolated and in LPO, where besides
neutralizing the effect of RD isolated, a reduction of the occurrence of such damage was
observed in AR 10. Moreover, for DNA damage and MXR, potentiation effect was observed,
since the herbicides provided significant changes in these biomarkers only when mixed
together. Thus, the herbicide mixture showed very complex mechanisms of toxicity, showing
no apparent pattern of effect on the biomarkers studied. The EROD and LPO were shown as
good biomarkers of effect for ATZ and RD, respectively, and MXR and comet assay for the
herbicides mixture, which appeared potentially toxic for the bivalve.

Key-words: Atrazine. Biotransformation. DNA damage. Oxidative stress. Roundup.
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APRESENTACAO DO FORMATO DA DISSERTACAO

O presente trabalho ¢ constituido de uma introdugdo geral que visa apresentar o
assunto a ser tratado, seguido de uma revisdo de literatura. Esta tem como objetivo auxiliar,
através do embasamento teorico, a compreensdo do tema abordado nesta dissertagdo. Apds
este item sdo delineados os objetivos gerais e especificos do trabalho como um todo e em
seguida o item Material e métodos geral, no qual ¢ apresentada, de maneira detalhada, toda a
metodologia utilizada para o desenvolvimento da pesquisa, bem como o material necessario
para a sua realizagdo. As referéncias utilizadas para elaboracdo de todos os itens
anteriormente apresentados estdo relacionadas em ‘“Referéncias Bibliograficas”. Seguem-se
dois manuscritos completos, cada qual com uma Introdugdo, Material e Métodos, Resultados,
Discussao e suas respectivas referéncias. Cada um destes manuscritos foi redigido de acordo
com as normas exigidas pelo periddico ao qual serd enviado para publicagdo. Como ultimo

item, sdo apresentadas consideracdes finais sobre o trabalho como um todo.
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INTRODUCAO GERAL

A populacdo mundial esta estimada em mais de 7 bilhdes de pessoas (ONU/BR,
2012), sendo que s6 o Brasil, segundo censo realizado em 2010 pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), contribui com mais de 190 milhdes de habitantes (IBGE,
2013). Paralelo ao crescimento da populagdo mundial ha uma demanda cada vez maior de
alimentos. Esta ¢ suprida pela intensa atividade agricola em todo o mundo, a qual tem se
valido do uso de diversos agrotdxicos, que se tornaram parte fundamental do atual modelo
agricola (CALDAS e SOUZA, 2000).

Segundo a Associagcdo Nacional de Defesa Vegetal (ANDEF, 2011), a perspectiva da
agricultura brasileira para a década de 2009-2019 ¢ de que os produtos mais dindmicos do
agronegocio brasileiro deverdo ser, dentre outros, soja, milho e trigo. A produ¢do nacional
destes graos devera passar de 139,7 milhdes de toneladas em 2007/2008 para 180 milhdes de
toneladas em 2018/2019. Este cendrio indica um acréscimo de 40 milhdes de toneladas a
producdo agricola brasileira. Além disso, as previsdes para 2018/2019 sdao de que a area de
soja deva crescer 5,2 milhdes de hectares em relagao a 2007/2008, a de milho 1,75 milhdes de
hectares e a de cana-de-agucar 6 milhdes de hectares. Assim, o Brasil mesmo ja ocupando o
primeiro lugar em consumo mundial de agrotoxicos, tende a aumentar o consumo destes
produtos nos proximos anos, principalmente de Roundup® e produtos a base de atrazina, que
sdo amplamente utilizados nas culturas citadas acima. O glifosato e seus sais ¢ a atrazina
ocupam o primeiro e terceiro lugar entre os ingredientes ativos com agdo herbicida mais
consumidos no Brasil, sendo o estado do Parana, o segundo estado brasileiro que mais
comercializa estes ingredientes ativos no pais (IBAMA, 2010).

Os herbicidas atrazina e Roundup® tém sido detectados em corpos d’4gua no Brasil e
em outros paises. Assim, estes herbicidas merecem atengdo especial quando se trata de
contaminacdo do ambiente aquatico e protecdo da biota presente nesse ecossistema. A
propriedade do glifosato, ingrediente ativo do produto formulado Roundup®, de apresentar
alta capacidade de adsorcdo as particulas do solo, garante que o mesmo seja acumulado no
sedimento e persista no ambiente. Aliando este fator com a consideravel mobilidade da
atrazina, e consequente facilidade de alcangar o ambiente aqudtico, torna possivel a
contaminac¢ao dos corpos d’agua por ambos os herbicidas simultaneamente, como observado
por Armas et al. (2007). Além disso, atrazina e glifosato apresentam um padrdo de consumo
sazonal nas culturas, sendo que o primeiro ¢ empregado no periodo de abril a novembro e o

segundo de setembro a junho (ARMAS et al., 2005). Assim, a aplicacdo simultdnea dos
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agrotoxicos ocorre em praticamente todos os meses do ano, sendo que, mesmo nos meses de
julho e agosto, onde nao ¢ observada sobreposi¢do dos periodos de uso, as propriedades acima
citadas, garantem que os mesmo sejam passiveis de deteccdo simultidnea no ambiente
aquatico.

Desta forma, torna-se de extrema importancia a realizagdo de testes toxicologicos que
visem compreender os efeitos promovidos por estes contaminantes, tanto isoladamente,
quando em conjunto. A maioria das legislacdes que definem parametros/ padroes de qualidade
de agua, tanto nacionais quanto internacionais, ainda ¢ baseada na toxicologia de substancias
individuais. Todavia, organismos aquaticos raramente s3ao expostos a apenas um
contaminante, mas sim a uma variedade destes, os quais se apresentam como misturas
complexas (FAUST et al., 2003). Em contraste com esta realidade ambiental, mais de 95%
dos estudos em toxicologia sdo desenvolvidos sobre a pesquisa de contaminantes individuais
(GROTEN, 2000). Sob a forma de mistura, as substancias quimicas podem apresentar
comportamento diferente do observado quando isoladas (ALTENBURGER et al., 2003).
Assim, dados resultantes da interacdo de contaminantes sdo confrontados com dados da
toxicidade dos compostos individuais (FAUST, et al.,, 2003), os quais normalmente sao
encontrados em baixas concentragcdes no ambiente. Nesta condi¢do, podem ndo apresentar
toxicidade consideravel, porém, em combinagdo com outras substancias podem causar
diversos efeitos adversos severos (SCHRAB et al., 1993).

Toda a biota aquatica se encontra susceptivel aos efeitos dos contaminantes presentes
no meio, sendo que alguns animais se apresentam mais sensiveis que outros. Nesse sentido,
uma vez que testes de toxicidade com agrotoxicos normalmente ndo sdo realizados com
bivalves (BRINGOLF et al., 2007), ¢ de grande importancia a realizagao deste tipo de analise
neste grupo de organismo. Bivalves dulcicolas como Corbicula fluminea sdo considerados
bons biomonitores da presenga de xenobidticos no meio, uma vez que, por serem animais
filtradores ¢ comedores de sedimento (WAY et al., 1990), mantém intimo contato com o
ambiente, filtram grandes quantidades de dgua e sdo sedentarios, podendo refletir mais
precisamente a situacdo de um determinado local. Além das ja citadas vantagens, embora C.
fluminea seja uma espécie invasora, estudos ambientais devem primar por meios rapidos e
eficientes de obtencdo de dados toxicologicos. Em se tratando desta espécie de molusco, tal
necessidade € suprida pela facilidade de coleta e amostragem do animal e ciclo de vida rapido.

Uma vez que todo xenobidtico organico que ocasionalmente atinja a biota, ¢
biotransformado pelo organismo a fim de facilitar sua eliminagdo, a utilizacdo dos

mecanismos de biotransformagdo como biomarcadores de polui¢do aquatica, em especial de
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herbicidas, ¢ de grande valia. As defesas antioxidantes que protegem o organismo contra a
atuacdo das espécies reativas de oxigénio (ERO), potencialmente formadas pela exposi¢do ao
contaminante, também se apresentam como ferramentas muito utilizadas como biomarcadores
de poluicdo do ambiente aquatico. Estas defesas sdo representadas por diversas moléculas e
enzimas, dentre as quais, merecem destaque as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e o antioxidante ndo enzimatico
glutationa reduzida (GSH). Uma vez que alteragdes nestes mecanismos de defesas, bem como
de biotransformacdo, sdo alteradas por atuacdo de xenobidticos, a observacdao de danos
oxidativos na membrana celular e ao material genético sdao potenciais ferramentas de
biomonitoramento ambiental.

O herbicida atrazina ¢ alvo de diversos estudos em toxicologia, sendo apresentada
como potencialmente toéxica aos organismos aquaticos. Todavia, o glifosato e,
consequentemente seu produto formulado Roundup®, considerando-se seu elevado uso e
deteccdo no ambiente aquatico, ainda ¢ alvo de poucos estudos toxicoldgicos, principalmente
com bivalves. Isso se reflete no posicionamento de grandes organizagdes mundiais como
Agriculture Canada, United States Environmental Protection Agency (USEPA) e World
Health Organization (WHO), as quais indicam que Roundup® pode ser usado sem o minimo
risco ao meio ambiente. Este fato se apresenta equivocado, uma vez que alguns estudos tém
mostrado que Roundup® é um agente potencialmente toxico aos organismos. A Resolu¢io n°
357do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005) estabele como limite
méaximo de glifosato em 4guas de classe 1 e 2 o valor de 65 ug.L”, acima da qual h4, entre

outras consequéncias, o comprometimento das formas de vida presentes neste ambiente.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Ecotoxicologia

O ambiente ¢ continuamente alvo de substancias quimicas resultantes das atividades
industriais e urbanas denominadas xenobioticos. Estas substancias externas ao meio natural e
introduzidas acidentalmente ou deliberadamente no ambiente aquético prejudicam a qualidade
da agua, promovendo respostas ou efeitos adversos nos sistemas biologicos ali presentes

(RAND et al, 1995). No século XX, milhares de poluentes organicos como PCBs,
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agrotoxicos organoclorados (OCPs), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs), dentre
outros, foram produzidos e liberados no ambiente (STEGEMAN e HAHN, 1994). Apos a 11
Guerra Mundial houve um grande avango no que diz respeito a produgdo de conhecimento
toxicoloégico e uma crescente preocupacdo das autoridades e comunidade cientifica em
compreender e estudar os efeitos deletérios gerados nos seres vivos, tanto no ecossistema
aquatico quanto terrestre, pelas substancias quimicas liberadas no ambiente, principalmente
por atividade antropica (STEGEMAN e HAHN, 1994). Neste panorama, a Ecotoxicologia
busca alertar sobre as substancias quimicas que representam risco ao meio ambiente € seus
componentes, bem como, sugerir a aplicagdo de medidas preventivas antes que ocorram danos
irreparaveis aos ecossistemas naturais (PAASIVIRTA, 1991). Com este foco, conhecimentos
obtidos por meio da Ecotoxicologia permitem avaliar a extensdo do risco da presenca de um
determinado contaminante no meio, determinar metodologias adequadas para o rastreamento
de agentes toxicos e auxiliar na pratica de medidas de remediacdo no que se refere a sua
eficiéncia. Assim, a toxicologia ambiental ¢ capaz de subsidiar a formulagdo segura de
dispositivos legais, normas, programas e diretrizes para nortear questdes de risco
ecotoxicologico determinados pelo lancamento de agentes quimicos no ambiente
(FORNICOLA et al., 2003).

A avaliacdo da qualidade dos recursos hidricos tradicionalmente se baseia na medida
de parametros fisicos e quimicos da dgua. Porém, aos poucos foi crescendo a preocupagao ¢ a
necessidade de detectar os impactos sofridos pela biota em locais contaminados (ARIAS et
al., 2007). Assim, a resolugdo CONAMA n° 357 (2005) estabelece no artigo 8°, paragrafo 4°,
de suas disposi¢des gerais sobre as condigdes e padroes de qualidade das aguas, que “a
qualidade dos ambientes aquaticos podera ser avaliada por indicadores bioldgicos, quando
apropriado, utilizando-se organismos e/ou comunidades aquaticas”.

Segundo esta mesma resolugdo, os corpos de dgua doce sdo classificados, segundo a
qualidade requerida para o seu uso preponderante, em aguas de classe especial, classe 1, 2,3 e
4, sendo que as de classe 1 e 2 sdo destinadas, dentre outras fung¢des, a protecao das

comunidades aquaticas (CONAMA, 2005).

2.2. Biomarcadores

O termo “biomarcador” pode ser usado em um sentido amplo que inclui qualquer

medida que reflita uma interacdo entre o sistema bioldgico e o potencial perigo, que pode ser

quimico fisico ou bioldégico (WHO, 1993). Além desta defini¢do, biomarcador também pode
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ser definido como qualquer alteracdo biologica (desde alteragdes moleculares através de
respostas celulares e fisiologicas a alteragdes comportamentais) que possa estar relacionada a
exposicdo ao contaminante ou a seu efeito toxico (PEAKALL, 1994). Neste cenario, os
biomarcadores podem ser medidos nos fluidos corporeos, células ou tecidos, indicando
modificagdes bioquimicas ou celulares devido a presenca e magnitude dos toxicos (NRC,
1987), sendo considerados sinais de alerta precoce (BUCHELI e FENT, 1995).

Efeitos em niveis hierarquicos biologicos mais elevados como populagdo, comunidade
e ecossistema, se iniciam por alteragdes precoces em processos biologicos, como aquelas a
nivel molecular, de organelas, células, tecidos e 6rgaos, possibilitando o desenvolvimento de
biomarcadores de efeito precoce que sinalizam efeitos mais tardios (BAYNE et al., 1985). Do
ponto de vista ambiental, os biomarcadores indicam que o contaminante esta interagindo com
o organismo, sendo distribuido entre seus tecidos e estd provocando efeitos em diferentes
orgaos-alvo (McCARTHY e SHUGART, 1990).

A toxicidade dos poluentes varia em funcdo do tempo de exposicdo e de suas
concentragdes, podendo ser dividida em efeitos agudos e cronicos. Os efeitos agudos sdo
causados por exposigdes mais curtas a altas concentracdes de poluentes. Seus efeitos sdo
considerados mais perigosos, podendo abranger desordens fisiologicas e até mesmo morte por
envenenamento. Ja os efeitos cronicos sdo observados quando da exposi¢ao por tempo mais
prolongado a baixas concentra¢des do contaminante (OGA et al., 2008).

A principal razao para se usar um biomarcador ¢ que ele pode fornecer informagdes do
efeito biologico do poluente ao invés de uma simples quantificagdo de seus niveis ambientais.
O estresse gerado por um poluente gera uma cascata de respostas biologicas, cada uma das
quais, pode, em teoria, servir como um biomarcador (McCARTHY et al., 1991). Além disso,
biomarcadores bioquimicos possuem a capacidade de antecipar mudancas em niveis
biologicos organizacionais mais elevados como populacdo, comunidade ou ecossistema. Este
“aviso” oferecido pelos biomarcadores pode ser usado de maneira preventiva, permitindo que
estratégias de remediacdo possam ser desenvolvidas em ambientes poluidos antes que

ocorram danos biologicos irreversiveis e irrepardveis (CAJARAVILLE et al., 2000).

2.3. Biotransformacao de compostos organicos

Um composto orgénico, que ¢ qualquer substancia quimica que contém moléculas de

carbono e hidrogénio em sua estrutura, pode ser eliminado pelo organismo através de duas
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maneiras principais: por meio da eliminagdo de sua forma original (composto de origem) ou
através da eliminagdo de formas biotransformadas pelo organismo (VAN DER OOST, 2003).
Todos os animais apresentam um grupo de enzimas de biotransformagdo, normalmente
presentes em niveis elevados no figado (vertebrados) ou em tecidos relacionados com o
processo de digestdo (invertebrados), como glandula digestiva em moluscos e hepatopancreas
em crustaceos (LIVINGSTONE, 1998). Muitas enzimas de biotransformag¢do em mamiferos
tém sido encontradas também em peixes e invertebrados, incluindo as enzimas de fase I,
como as monooxigenases do citocromo P450 ou sistema de oxigenases de fungdo mista
(MFO), e as de fase II, como as enzimas da familia glutationa S-transferase (GST)
(GEORGE, 1994; LIVINGSTONE, 1991; NEWMAN e CLEMENTS, 2008; SCHLENK,
1993; STEGEMAN e HAHN, 1994).

O processo de biotransformac¢dao pode ser definido como o conjunto de alteragdes
quimicas (estruturais), geralmente mediadas por processos enzimaticos, que as substancias
sofrem no organismo. Tais processos visam formar derivados mais polares e,
consequentemente, mais soliveis em agua. Normalmente, hd uma diminuicdo ou perda do
efeito farmacologico e/ou toxicologico do xenobidtico, o que facilita sua eliminacdo
(AZEVEDO e DE LIMA, 2003; LIVINGSTONE, 1998; VERMEULEN, 1996). A
biotransformacao ¢ um dos mecanismos utilizados pelo organismo para facilitar a eliminagao
de substanicas quimicas (AZEVEDO e DE LIMA, 2003), sendo considerado um processo que
afeta a disposicdo, tempo de residéncia e toxicidade (detoxificacdo ou ativacao) do
xenobiotico (LIVINGSTONE, 1998).

Os produtos das reagdes de biotransformagao podem, por vezes, serem mais toxicos ou
reativos que o componente original (reagdo de bioativacdo), bem como, apresentarem
reatividade reduzida e excrecdo elevada (reagcdo de detoxificacdo) (AZEVEDO e De LIMA,
2003; NEWMAN e CLEMENTS, 2008; VERMEULEN, 1996). Uma vez que nem sempre a
biotransformac¢ao conduz a diminui¢ao da atividade toxica de um dado componente, este
processo ndo pode ser usado como sindnimo de desintoxicacdo (AZEVEDO e DE LIMA,
2003).

Um aumento na taxa de depuragdo de contaminantes através do processo de
biotransformagdo pode interferir no processo de bioacumulagcdo no organismo. Quando as
taxas de absorcdo sdo significantemente mais elevadas que a depuragdo metabdlica pode
ocorrer a bioacumulagdo, mesmo que a substancia seja facilmente biodegradavel (FRANKE
et al., 1994). A concentracdo dos poluentes nos diferentes tecidos e diferencas na excrecao

dos metabdlitos podem ser influenciadas por condicdes, como estado nutricional e
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reprodutivo, condi¢do e duragdo da exposicdo ao poluente, estdgio de vida do animal, bem
como o efeito de um poluente sobre o outro, os quais controlam a atividade das enzimas de
biotransforma¢ao (FARRINGTON, 1991).

As enzimas de biotransformag¢do de xenobidticos sdo inespecificas, € o organismo
reage de forma idéntica através de reagdes de oxidagdo e redugdo independentemente do tipo
de substancia (AZEVEDO e DE LIMA, 2003). As reagdes que ocorrem neste processo
frequentemente sdo classificadas como reagdes do tipo fase I e II (HODGSON e
GOLDSTEIN, 2001; NEWMAN e CLEMENTS, 2008; VAN DER OOST, 2003). As de fase
I compreendem reacdes de oxidagdo, redugdo e hidrolise (GOEPTAR et al., 1995) e conferem
maior polaridade as substancias (aumento de hidrofilicidade) por expor ou inserir
grupamentos sulfidrila, hidroxila, amina ou carboxila. Nesta fase normalmente sdo produzidos
metabdlitos mais reativos (pelo carater eletrofilico, nuclefilico ou radicalar que adquirem) e,
as vezes, mais hidrofilicos que o componente original. Os produtos desta fase podem ser
eliminados diretamente ou submeter-se a transformag¢des de fase II (NEWMAN e
CLEMENTS, 2008).

As reagdes de fase Il conjugam o xenobidtico ou os metabodlitos da fase I com acetato,
cisteina, acido glucuronico, sulfato, glicina, glutamina ou glutationa, consistindo,
basicamente, de sintases (sintese de co-fatores) e transferases. O conjugado resultante desta
fase ¢ mais hidrofilico e facilmente eliminado que o componente antes da conjugagao
(NEWMAN e CLEMENTS, 2008). As reacdes de biotransformagdo sdo referidas como
microssomais ou citosolicas, conforme a localizagdo das enzimas atuantes. As primeiras
catalisam a maioria das reagdes de fase I, enquanto que as outras sdo responsaveis
principalmente pelas reacdes de fase I (OGA et al., 2008).

Muitos organismos aquaticos sdo capazes de sobreviver em ambientes que contém
altos niveis de contaminag¢do natural ou de acdo antropogénica. Isso estd relacionado ndo
apenas com os processos de biotransformacao de fases I e I, que tornam o xenobidtico mais
facilmente excretavel pelo organismo, como também com mecanismos responsaveis por
eliminar o xenobidtico ou seus metabdlitos das células. Tal mecanismo ¢ conhecido como a
fase III da biotransformacao (ZIMNIAK et al., 1993).

Esta terceira fase da biotransformacdo estd relacionada principalmente a presenca de
glicoproteinas-P (P-gp) associadas as membranas plasmaticas. Estas bombas de efluxo
requerem energia para transportar o xenobidtico ou seu metabolito para fora da célula
(NEWMAN e CLEMENTS, 2008). Tal mecanismo de resisténcia a multixenobiotico (MXR)

¢ similar a0 mecanismo de resisténcia a multidrogas (MRD) primariamente observado em
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linhagens de células tumorais resistentes a drogas anti-cancer, as quais evitam o acumulo de

drogas nestas células resistentes (BARD, 2000; NEWMAN e CLEMENTS, 2008).

2.3.1. Fase I — Citocromo P450

O citocromo P450 ¢ uma hemeproteina com um atomo de ferro no seu nucleo.
Atualmente sd3o conhecidas inumeras formas deste citocromo, variando entre si quanto a
estrutura de cadeias polipeptidicas e a especificidade de acgdo. Estudos moleculares
identificaram cerca de 267 familias de CYP450, codificadas por mais de 5000 genes . As
isoenzimas do citocromo P450 sdo representadas pela sigla CYP, seguida de uma algarismo
que indica a familia, uma letra que indica a subfamilia e outro algarismo que indica o gene
(OGA et al., 2008).

As isoenzimas do citocromo P450 estdo localizadas na membrana do reticulo e sdo as
de maior importancia entre as envolvidas nos processos de metabolizacdo de muitos
xenobidticos e compostos endogenos (como esteroides e acidos graxos) de fase 1. Estas
enzimas, juntamente com a NADPH citocromo P450 redutase e o citocromo b5 redutase,
formam o chamado sistema oxidase de fungdo mista (MFO) ou simplesmente P450, o qual ¢
encontrado em diversas espécies desde bactérias até vertebrados (NEWMAN e CLEMENTS,
2008).

O figado ¢ o principal local de expressao do P450, mas outros tecidos também contém
niveis mais reduzidos de enzimas P450. De fato, um mesmo tecido pode apresentar mais de
30 isoformas de P450 expressas (NEBERT et al.,, 1991). Em peixes, a fase I ¢ mediada
principalmente pela subfamilia CYP1A, a qual apresenta uma resposta mais especifica e
sensivel que a simples quantificagdo do P450 (VAN DER OOST, 2003). Esta subfamilia
também foi observada para invertebrados como espécies de molusco Mytilus edulis e Mytilus
galloprovincialis e Chamaelea gallina (GROSVIK et al., 2006; LIVINGSTONE et al., 1997,
PORTE et al., 1995; PETERS et al., 1998; SHAW et al., 2004).

Dois modelos de reacdo do sistema de monooxigenases, aril hidrocarbono hidroxilase
(AHH) e etoxyresorufina-O-desetilase (EROD), tem sido estudados mais intensamente
(ELLENTON et al., 1985; LUXON et al., 1987, PAYNE et al., 1987; SPIES et al., 1982).
Ambos sdo catalisados pela subfamilia CYP1A do citocromo P450, sendo que a EROD ¢
mais especifica para esta subfamilia (EGGENS e GALGANI, 1992), sendo geralmente,
reportada uma boa correlacdo entre niveis proteicos de CYP1A e atividade da EROD (VAN
DER OOST et al., 1996).
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A atividade da P450 tem sido identificada em hemocitos, branquias, pé e gonadas de
moluscos, com a maior concentragdo encontrada na glandula digestiva, embora esta
concentragdo seja cerca de 10 vezes menor que a observada em figado de mamiferos
(LIVINGSTONE et al., 1989; LIVINGSTONE, 1991). A presenca de CYP1Al ¢ CYP1A2
pode ser mensurada indiretamente através da medida de sua indugdo em termos de atividade
enzimatica da EROD (MARTIN-DIAZ et al., 2007; TORRES et al., 2002).

A producao continua de espécies reativas de oxigénio (ERO) ¢ um resultado inevitavel
da oxidacao do NADPH pelo P450 microssomal tanto na auséncia, pela oxida¢dao continua do
NADPH, quanto na presenca de substrato, tornando este sistema uma potencial fonte de ERO
(SEVANIAN et al, 1990). Assim, o P450 parece contribuir significativamente com a
formacao de ERO nas células, mesmo sob condigdes onde este sistema ndo ¢ induzido por
xenobioticos (BONDY e NADERI, 1994; KUTHAN e ULLRICH, 1982).

A entrada de elétrons para o P450 ¢é necessaria para ativar o oxigénio e, finalmente,
inserir um atomo de oxigénio na molécula do substrato (ZANGAR et al, 2004). A maioria das
biotransformacdes oxidativas de xenobidticos, como as observadas nesta fase, resultam na
formacao de produtos que podem se submeter ou ndo a fase subsequente da biotransformagao
(fase IT) (TEPHLY e BURCHELL, 1990).

Vérios compostos quimicos podem induzir o P450 através de mecanismos que
incluem aumento da transcricdo gé€nica ou ativacao enzimatica (PARK et al., 1996), sendo
que o primeiro mecanismo envolve a ativacao do fator de transcricdo citossolico, o receptor
nuclear aril hidrcarboneto (AhR), que normalmente ¢ inibido por associacdo com a proteina
de choque-térmico (HSP90)(NERBERT et al., 1993; WHITLOCK, 1993). Todavia, P450
também pode ser inibido pela atuagdo de xenobidticos através da competicao entre ligantes

pelo sitio ativo da enzima (KITTERINGHAM et a., 1998).

2.3.2. Fase Il - Glutationa S-transferase (GST)

Nas reagdes de fase 11, compostos endogenos sdo conjugados ao contaminante ou seus
metabolitos a fim de promover sua detoxificacdo ou acelerar sua eliminagcdo (NEWMAN e
CLEMENTS, 2008). A conjugacdo compreende reacdes de adi¢do em que frequentemente
grupos quimicos polares sdo covalentemente adicionados ao xenobidtico ou seus metabolitos
(LECH e VODICNIK, 1985). Estes grupamentos polares, adicionados por atuacdo das
enzimas de biotransformagdo de fase II, sdo representados, por exemplo, pela GSH e éacido

glucuronico (COMMANDEUR et al., 1995; MULDER et al., 1990). Alguns compostos
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xenobidticos possuem grupos funcionais requeridos (tais como-NH2, COOH, -OH) para
metabolismo direto pelo sistema de enzimas de conjugacdo de fase II, enquanto outros sio
inicialmente metabolizados na fase I (GEORGE, 1994; LECH e VODICNIK, 1985; SIIM e
OPPERHUIZEN, 1989).

A conjugacdo de compostos eletrofilicos (ou metabdlitos da fase I) com a GSH ¢
catalisada pelas glutationa-S-transferases (GST), uma superfamilia de enzimas diméricas
envolvidas na detoxificacdo de substancias eletrofilicas endogenas e exdgenas (xenobidtico)
(EDWARDS et al., 2000; HAYES e WOLF, 1988; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999
THOM et al., 2001).

Algumas das fungdes essenciais da GST se referem ao transporte intracelular (heme,
bilirrubina e 4cidos bile) e a biossintese de leucotrienos e prostaglandinas, além de um critico
papel na detoxificagdio de ERO nas células, protegendo os lipidios da peroxidagao
(EDWARDS et al., 2000; GEORGE, 1994). Estas enzimas estao localizadas principalmente
na fracao citossolica (SIJM e OPPERHUIZER, 1989). Em plantas, as GSTs estdo envolvidas
no metabolismo de herbicidas e agrotoxicos (HAYES e PULFORD, 1995), sendo chamadas
de agentes protetores contra herbicidas, uma vez que protegem a planta contra a injaria de
alguns herbicidas atuando, em parte, no aumento dos niveis de GSH (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999). A atividade total da GST pode ser determinada através de um
substrato artificial, o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), que ¢ conjugado por praticamente
todas as isoformas de GST (GEORGE, 1994; VAN DER AAR, 1996).

Figado, ou 6rgaos com func¢ao semelhante, como o hepatopancreas em crustaceos e a
glandula digestiva em moluscos, apresentam altas concentragdes de GST. Os conjugados
resultantes da ligacdo com a GSH sdo frequentemente excretados na bile através de bombas
de efluxo glutationa-S-transferase (KAPLOWITZ et al., 1996). Estes transportadores,
segundo Bard (2000), sdao representados pelas MRPs que também constituem o sistema de
resisténcia a multixenobidticos em organismos aquaticos.

Dada sua participagao no processo de detoxificacdo de xenobidticos, a atividade da
GST dos organismos aquaticos tem sido utilizada como biomarcador de poluicdo deste
ambiente (GOLDBERG, 1975; GOLDBERG e BERNITE, 2000; MOREIRO e
GUILHMINO, 2005; PENNEC e PENNEC, 2003). Embora sejam mais bem descritas em
vertebrados, isoformas de GST ja foram isoladas e caracterizadas na branquia e glandula
digestiva do mexilhdo azul Mytilus edulis (FITZPATRICK ¢ SHEEHAN, 1993;
FITZPATRICK et al., 1995) e da glandula digestiva do bivalve marinho Chlamys islandica
(MYRNES e NILSEN, 2006).
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Quando comparada com a fase I, a indu¢do de respostas de enzimas de fase II sdo
geralmente menos pronunciadas (ANDERSSON et al., 1985; GEORGE, 1984), podendo ser
influenciadas por fatores de variabilidade natural, tais como sexo, estado nutritivo,
sazonalidade, temperatura, maturidade. Ainda assim, mesmo pequenas alteragdes na atividade

da fase II podem ser prejudiciais ao organismo (VAN DER OOST, 2003).

2.3.3. Fase III — Mecanismo de resisténcia a multixenobidticos (MXR)

O termo P-gp normalmente ¢ usado para se referir a diferentes tipos de glicoproteinas-
P classificadas como: classe I, transportadora de drogas; classe II, fosfolipidio lipase; spgp,
transportadora de sais da bile (BARD, 2000). As P-gps sdo membros da superfamilia ABC
(ATP-binding cassete) de proteinas transmembrana, com similaridades estruturais entre si e
presentes em eubactérias, eucariontes e, recentemente, descritos em Archaea (JOVELL et al.,
1996; KOONIN et al., 1997; XAVIER et al., 1996). Em eucariontes, transportadores ABC
funcionam para remover moléculas do citoplasma e exporta-las através da membrana celular
ou através das membranas das organelas (SAURIN et al., 1999). Tais transportadores P-gp
consistem em um dimero transmembrana de 1280 aminoacidos, sendo que cada metade da
proteina consiste em seis regides transmembrana, um dominio citoplasmatico ¢ um sitio de
ligacdo do ATP (CHEN et al., 1986).

A glicoproteina-P ¢ um eficiente transportador transmembrana dependente de ATP
que atua como uma barreira ao acimulo de xenobiodticos e seus metabolitos, acelerando seu
processo de remocao e evitando que o mesmo se acumule no interior da célula (ABOU-
DONIA et al., 2002). A ampla distribuicdo de genes de P-gp através dos taxons filogenéticos
sugere que proteinas de resisténcia a multixenobidticos podem ser comum a todos os
organismos e pode transportar substdncias endogenas e externas ao organismo. Tal
observagdo sugere que em adi¢do a sua fun¢do celular natural, a atividade das P-gp pode
contribuir para a relativa resisténcia de algumas espécies aquaticas expostas a xenobioticos
(BARD, 2000).

Entre os constituintes do grupo ABC, além das ja citadas P-gps, temos as MRPs, que
sdo proteinas de resisténcia a multidrogas (COLE et al, 1992). Estas, sdo glicoproteinas de
190 kDa com trés dominios transmembrana (BARD, 2000). As MRPs sdo tidas como
membros do sistema de metabolizacdo de fase III (ISHIKAWA, 1992), sendo que o transporte

mediado por estas proteinas pode tanto complementar quanto suplementar o efluxo P-gp, uma
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vez que alguns substratos podem utilizar estes dois sistemas de transporte (LOE et al., 1998;
ROBSON et al., 1998).

As glicoproteinas sdo expressas em muitos dos mesmos tecidos que o citocromo P450.
A andlise das relagdes da estrutura-atividade e caracteristicas moleculares de transportadores
de xenobidticos e substratos e inibidores do P-gp indicam que as P-gp podem funcionar na
eliminagdo de metabdlitos de xenobidticos hidroxilados apos modificagdo por enzimas de fase
I (BAIN et al., 1997). Muitos conjugados da fase Il sdo transportados por outro transportador
ABC, o do tipo MRP (BAIN 2000).

A mibigdo das P-gps pode resultar em uma elevada dose interna de xenobidtico que
pode alterar a atividade das enzimas de detoxificacdo. Além disso, sua inibicdo tem
demonstrado aprimorar os efeitos mutagénicos e carcinogénicos em esponja (Geodia
cydonium) (KURELEC, 1992), mexilhao (Dreissena polymorpha) (KURELEC et al., 1998) e
améijoa (Corbicula fluminea) (KURELEC et al., 1996).

Assim, o termo MXR normalmente € usado para se referir as multiplas glicoproteinas-
P (P-gp) e MRPs identificadas em organismos aquaticos e associadas com a resisténcia a
xenobidticos. Sua atividade previne o acumulo endocelular de metabdlitos, fosfolipidios e
xenobidticos em animais expostos e culturas celulares. Como apresentado na Figura 1, os
xenobidticos, sem prévia modificagdo por mecanismos de biotransformagao, ou metabolitos
provenientes da fase I da biotransformacdo e que ndo atravessam livremente a membrana
celular, sdo transportados do meio intra para o extracelular através das P-gps. Ja os
metabodlitos destas substiancias exogenas, provenientes da fase Il da biotransformacao, sao
eliminados do interior celular através dos transportadores tipo MRPs (BARD, 2000).

Proteinas imunologicamente relacionadas com as glicoproteinas-P em mamiferos tém
sido identificadas em tecidos envolvidos com absorcdo, secre¢ao e func¢ao de barreira em
muitas espécies de moluscos aquaticos como Corbicula fluminea (WALDMANN et al.,
1995), na branquia de Crassostrea gigas ¢ C. virginica (KEPLER, 1997; MINIER et al.,
1993), na branquia de Mytilus californianus, M. galloprovincialis e M. edulis (CORNWAL et
al., 1995; GALGANI et al., 1995; KORNEK et al., 1995), dentre outas espécies.O mecanismo
de resisténcia a multixenobidticos (MXR) ¢ considerado um potencial protetor de organismos
aquaticos contra danos no DNA (WALDMANN et al., 1995) e durante o desenvolvimento
embriondrio, uma vez que inlimeros organismos vivem e se reproduzem em areas ricas em
substancias quimicas ambientalmente toxicas que podem interferir no processo de divisao
celular do embrido em crescimento (TOOMEY e EPEL, 1993). Parametros ambientais

também podem interferir na expressdo de genes das P-gp. Luedekink e Koehler (2004)
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demonstraram que a expressao destes genes na glandula digestiva de Mytilus edulis foi inibida
em baixa osmolaridade e estimulada em alta osmolaridade, bem como, a exposicdo dos
animais ao ar também induziu aumento na expressdo génica da P-gp. Todavia, nenhuma
alteracdo de expressao génica foi observada para as branquias.

As P-gp sdo encontradas no epitélio de tecidos especializados envolvidos em
processos de secrecdo e excre¢do, sendo parte integrante do maquindrio de detoxificacao
celular (BARD, 2000). Em bivalves o MXR tem representado uma protecao contra os efeitos
deletérios causados pela exposicdo a compostos toxicos organicos (McFADZEN et al., 2000;
WALDMANN et al., 1995) e metais (ACHARD et al., 2004, ROCHA e SOUZA, 2012). Os
niveis basais de atividade deste mecanismo podem aumentar, naturalmente com a idade,
mesmo em animais ndo expostos a contaminantes (ACHAR et al, 2004). As P-gp das
membranas branquiais de Corbicula fluminea aparentemente apresentam uma massa
molecular de 135 kDa e sdo 20 vezes menos concentradas que na adrenal de bovinos
(WALDMANN et al., 1995).

A inducibilidade de MXR por xenobidticos e sua ampla distribuicdo taxondmica
sugere que este pode ser usado como um biomarcador de exposicao a poluentes. Uma ampla
variedade de quimicos que ndo sdo necessariamente toxicos, mas que sdo mais comuns em
ambientes poluidos, pode atuar como substrato para este mecanismo. Assim, competem com
os xenobidticos toxicos, inibindo este mecanismo e interferindo no sistema de defesa do
organismo (SMITAL e KURELEC, 1997). Estes inibidores da MXR podem potencializar a
toxicidade de outros poluentes (WALDMANN et al., 1995).

As P-gp de moluscos bivalves aparentemente nao sofrem interferéncia de variagdes na
temperatura ambiente entre 4 — 20°C, para Dreissena polymorpha (TUTUNDIJIAN e
MINIER, 2007). Todavia estudos de sazonalidade tém mostrado que durante os meses mais
quentes do ano, niveis de proteinas MXR se elevam em muitas espécies de bivalves como
Dreissena polymorpha (MINIER et al., 2006), Mytilus galloprovincialis (MINIER et al.,
2000) e Crassostera virginica (KEPPLER e RINGWOOD, 2001a,b), estando este fato
relacionado com a elevada temperatura da dgua. Além disso, a sintese de tais proteinas pode
ser induzida, em Mytilus californianus, pelas proteinas de choque térmico, quando o animal ¢

submetido a uma variagdo rapida de temperatura (EUFEMIA e EPEL, 2000).
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Figura 1. Modelo de resisténcia a xenobidticos promovido por transportadores ativos de membrana,
P-gp ¢ MRP, ¢ as enzimas de detoxificacdo de fase I e II, citocromo P450 (CYP) e glutationa-S-
Transferase (GST) respectivamente. Um produto natural moderadamente hidrofébico (X) se difunde
para dentro e fora da célula em baixas concentragdes, sendo pouco acumulado devido a atividade de
efluxo da P-gp. Em altas concentragdes, o composto X se acumula ¢ ¢ metabolizado por uma ou mais
enzimas CYP. O metabolito hidroxilado ¢ (i) removido pelo transporte mediado pela P-gp ou (ii)
modificado pela conjugagdo com a glutationa (GSH), catalisada pela GST. A glutationa conjugada (G-
S-X) ¢ eliminada da célula pelos transportadores ativos MRP. (Fonte: Bard, 2000)).

2.4. Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

Em adicao a fontes naturais do organismo, como as mitocondrias e metabolismo do
P450, fontes ambientais como poluentes do ar, poluicdo fotoquimica, quimicos industriais e
radia¢do ionizante, bem como, metabolismo de xenobidticos, contribuem para a concentragao
de ERO celular (CADENAS, 1995). As ERO representam a classe mais importante de
espécies de radicais geradas nos organismos. ERO ¢ um termo que inclui tanto os radicais de
oxigénio quanto as formas ndo radicais como o H,O, (MILLER et al., 1990; HALLIWELL e
GUTTERIDGE , 1999). Uma vez que, nem H,O, ou O, sdo reativos em solu¢do aquosa, o
termo “reativo” ¢ relativo e alguns autores preferem usar o termo “espécies derivadas de
oxigénio” (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Trés produtos intermedidrios da reducdo do oxigénio podem ser formados: anion
radical superoxido (0,"), peréxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxil ("OH), pela

reducdo de um, dois e trés elétrons, respectivamente (SIE, 1993). O segundo produto ¢ o mais



33

estavel, podendo ser acumulado em grande quantidade na célula (BUONOCORE et al., 2010).
Ja 0 O, pode atuar tanto como um fator redutor (formagdo o oxigénio molecular) quanto
oxidante (formacdo do H,0O,) (VALKO et al., 2005). Esses oxi-radicais gerados durante a
reducdo do oxigénio podem atacar e danificar as bases nitrogenadas do DNA ou a estrutura
em hélice desta molécula (HARD et al, 1987). Somado a isso, espécies reativas de oxigénio
podem oxidar lipidios ou proteinas, gerando intermediarios que podem reagir com o DNA ¢

formar adutos (ESTERBAUER et al, 1990).

2.4.1. Radical hidroxil (¢*OH)

O radical hidroxil ¢ produzido principalmente quando ha um excesso de produgdo de
anion radical superdxido e perdxido de hidrogénio, através da reacdo de Haber-Weiss. Nos
organismos, grande parte do "OH provém da quebra do H,O, através da Rea¢do de Fenton,
uma catalise metal-dependente (BUONOCORE et al., 2010; CADENAS, 1995). O radical
hidroxil apresenta um elevado poder oxidante que o torna um radical muito perigoso,
provavelmente o mais reativo dentre todos os radicais de oxigé€nio, apresentando uma meia-
vida in vivo muito curta, cerca de 10” segundos. Em vista disto, sdo eliminados no mesmo
sitio de formagdo e normalmente reagem proximo a este com a primeira molécula que
encontram (PASTOR et al., 2000).

Reag¢des do "'OH com moléculas bioldgicas, muitas das quais sdo ndo-radicais,
desencadeiam uma reacao em cadeia (THANNICKAL, 2009). Tais reacdes incluem interagao
com as bases purinas e pirimidinas do DNA e jungao com atomos de hidrogénio de muitas
moléculas bioldgicas, incluindo os tidis (ARUOMA et al., 1989). Além disso, este radical
pode reagir rapidamente com outras moléculas como agucares, aminoacidos, fosfolipidios e
acidos organicos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990).

A identificagdo de oxidantes responsaveis pela producao de bases de DNA oxidadas ¢
ainda foco de muitos estudos. Todavia, o radical hidroxil (HO®) ¢ um candidato certo para este
dano, uma vez que esta molécula é extremamente reativa, podendo adicionar ou retirar atomos
de hidrogénio da molécula produzindo muitos danos que ocorrem no genoma (WARD, 1988).
Entretanto, o dano bioldgico mais caracteristico do radical hidroxil ¢ sua capacidade de
estimular a rea¢do em cadeia dos radicais livres, conhecida como peroxidagao lipidica, a qual
pode ser iniciada por varias espécies que sejam suficientemente reativas (ARUOMA, 1994).

E muito provavel que o "OH desempenhe um papel na oxidagdo endogena do DNA,

mas provavelmente ndo ¢ livremente produzido em um compartimento celular e difundido
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para o nucleo. Apresenta uma reatividade tao elevada que ndo ¢é capaz de se difundir mais de
um ou dois didmetros moleculares sem reagir com um componente celular (PRYOR, 1986).
Assim, acredita-se que o H,O, sirva como um difusor, uma forma latente de ‘OH que reage
com um ion metélico ao redor da molécula de DNA para gerar o oxidante (HENLE e LINN,

1987).

2.4.2. Anion radical superéxido (0,")

A reatividade do anion radical superoxido, quando comparada com a do radical ‘OH, é
muito menor, apesar de bastante varidvel. Este radical pode ser formado em diversos locais
nos organismos, como por exemplo, nos peroxissomos, pela atividade enzimatica da xantina
oxidase e peroxidases, oxidacdo de moléculas biologicamente importantes como a adrenalina
e noradrenalina, do neurotransmissor dopamina e de compostos tidlicos como a cisteina.
Todavia, a principal fonte de produgdo do O," é a cadeia de transporte de elétrons presente
nas mitocondrias (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

O rapido desaparecimento deste ion em meio aquoso se deve a chamada reagdao de
dismutacao (a mesma espécie sofre reagdao de oxidagao e reducao simultaneamente), onde um
0, ¢ oxidado (O,) e o outro ¢ reduzido (H,0,). O dano biologico direto que pode ser causado
por este derivado do oxigénio ¢ altamente seletivo e frequentemente envolve a reacdo deste
radical com outros radicais, como NO" ou ions de ferro (HALLIWELL ¢ GUTTERIDGE,
1999). Em meio aquoso também pode oxidar acido arcorbico e reduzir certos complexos
como o citocromo ¢ (ARUOMA, 1994). O anion radical superdxido (O,) reage lentamente
com tiois, como a cisteina, enquanto que seu conjugado acido HO,  reage um pouco mais
rapido com a GSH e outros tidis (BUXTON et al, 1988). Sua forma protonada (HO,") é mais
reativa, podendo iniciar o processo de peroxida¢do dos 4cidos graxos. Este forma protonada
pode ser encontrada em pequenas quantidades em equilibrio com a sua forma inicial (O;7),
mesmo em condi¢des fisiologicas normais de pH. Esta forma ¢ capaz de atravessar a

membrana celular tao facilmente quanto o H,O,.

2.4.3. Per6xido de hidrogénio (H,O»)

A formacdo do peroxido de hidrogénio ocorre espontaneamente nos peroxissomos e
nas mitocondrias (AMES et al., 1993; FRITZ et al., 2007), pela atuagdo de enzimas oxidases

como xantina, urato e oxidases D-amino (CHANCE et al., 1979), ou por a¢do da superoxido
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dismutase sobre o radical O, (ARUOMA, 1994; HALLIWELL e GUTERIDGE, 1999). Nio
¢ considerado um radical, uma vez que ndo apresenta elétrons desemparelhados, e apresenta
uma reatividade quimica moderada (ARUOMA, 1994; CANENAS, 1995).

Esta reatividade ¢é refor¢cada por duas caracteristicas: I) diferentemente de seu
precursor O,", o H,O, pode atravessar livremente as membranas bioldgicas (CANENAS,
1995; ARUOMA, 1994); II) este derivado do oxigénio ¢ exigido para a formagao de oxidantes
mais potentes, como o radical hidroxil e complexos oxiferril, através de reagdes com metais
quelantes e hemeproteinas, respectivamente (CADENAS, 1995).

Esta espécie derivada do oxigénio se mistura facilmente com a agua e se difunde sem
dificuldade dentro e entre as células, além de, possivelmente, utilizar proteinas inseridas na
membrana (aquaporinas) para fazer esta travessia. Muitos sistemas que formam o O,
também poderdo produzir H,O,, a menos que alguma outra molécula intercepte o radical
superoxido, por exemplo, quando ha uma alta concentragdo de citocromo ¢ (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999).

Uma vez que se trata de um fraco agente oxidante e redutor e, geralmente, pobremente
reativo, ndo ¢ observada sua atuagdo em oxidacdo de DNA, lipidios ou proteinas quando
incubadas com este oxi-derivado, mesmo em niveis milimolar, sendo toxico para muitas
c¢lulas apenas em niveis de 10-100 uM (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Sua atuacao
parece estar relacionada com a inativacao direta de algumas enzimas através, geralmente, da
oxidacao do grupo tiol (-SH) do sitio ativo.

O peroxido de hidrogénio presente na matriz celular, produzido por atuacdo dos
peroxissomos, ¢ removido através das catalases. Monoxigenases do reticulo endoplasmatico,
como o citocromo P450, contribuem para o aumento celular de H,O;, e O,™. Estes promovem
a lipoperoxidacao, alteram a homeostase de calcio, promovem disfungao mitocondrial € morte
celular (CARO e CEDERBAUM, 2006; ZANGAR et al., 2004).

Todos os componentes celulares sdo susceptiveis a acdo das ERO, particularmente
pelo *OH. A atuagdo destas ERO sobre a proteinas pode promover modificagdes de
aminoacidos, oxida¢do de grupos sulfidril (promove mudangas de conformacao), alteracao de
atividade enzimatica, clivagem de ligagdes peptidicas, bem como, modificagdes em
glicoproteinas, perda de metal em metaloproteinas e aumento da susceptibilidade proteolitica
(STADTMAN, 1992; SIES, 1993). Somado a isso, ERO também podem atacar DNA,
causando ruptura dos filamentos e modificagdo de bases (mutacdes pontuais) (SIES, 1993).

Acidos graxos poli-insaturados também sofrem a agdo destes derivados de oxigénio,

com consequente formacdo de um radical lipidico com um carbono no centro da molécula, o
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qual reage com o oxigénio para formar o radical peroxil (hidroperéxido lipidico). Este pode
retirar um atomo de hidrogénio da cadeia de 4cidos graxos insaturados, iniciando uma cadeia
de reagdes que convertem muitos lipidios da membrana em hidroxiperoxidos de lipidios. A
presenca destes na membrana corrompe sua funcao por alterar sua fluidez permitindo que ions
de Ca'™ passem através da membrana. Como consequéncia, temos a ativagdo de fosfolipases e
eventual ruptura da membrana (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1992). O radical *OH
também pode atacar proteinas de membrana, quebrando-as em uma série de produtos de baixo
peso molecular (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

De uma maneira geral, pode-se afirmar que as maiores consequéncias da producao de
ERO nos sistemas biologicos sdo a peroxidacao lipidica, a degradacao proteica, a inativacao
enzimatica ¢ danos no DNA (LIVINGSTONE, 1993; WINSTON e DI GIULIO, 1991).
Certos invertebrados podem ser mais susceptiveis aos efeitos deletérios de contaminantes
ambientais, uma vez que sdo propensos a acumular xenobidticos, os quais podem aumentar a
producdo de ERO. O potencial para produgdo de ERO por moluscos parece ser
particularmente elevado, especialmente na glandula digestiva, que acumula muitos

xenobidticos organicos (SMITH et al., 1985).

2.5. Defesas Antioxidantes

Como visto anteriormente, o oxigénio pode se tornar uma molécula extremamente
toxica. Organismos aerobicos somente sdo capazes de sobreviver na presenga do oxigénio, €
seu potencial reativo, gragas a presenca de defesas antioxidantes (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999). Estes mecanismos de prote¢ao do organismo podem ser classificados
em sistema de defesa primario e secundario (DAVIES, 1986). Os primarios compreendem os
componentes antioxidantes, tais como a-tocoferol (vitamina E), 4cido ascorbico (vitamina C),
B-caroteno, acido drico, juntamente com uma variedade de enzimas antioxidantes como
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). J4 as defesas
secundarias incluem enzimas proteoliticas e lipoliticas, bem como sistema de reparacdo do
DNA. (CADENAS, 1995).

Quando os mecanismos que evitam a formagao das ERO ndo sdo suficientes e as ERO
sdo formadas, as defesas do organismo que entram em acdo (ARUOMA, 1993; BALLA et al,,
1992; FRIDOVICK, 1989; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989, HALLIWELL, 1990;

SIES, 1985). Estas podem atuar diretamente na neutralizagdo dos radicais livres, inibir a
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producdo destes, bem como aumentar o nivel das defesas antioxidantes enddgenas, atuando,
por exemplo, sobre a expressdo dos genes que codificam agentes antioxidantes (ARUOMA,

1994).

2.5.1. Superdxido dismutase (SOD)

A superoxido dismutase (SOD) acelera o processo de dismutagio do O,
convertendo-o a peréxido de hidrogénio (H,0,) e oxigénio (O,) (ARUOMA, 1994; McCORD
e FRIDOVICH, 1969). Por estar presente em todos os organismos aerobios (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999), a SOD desempenha um importante papel antioxidante ao catalisar a
formagédo do peroxido de hidrogénio (H,O,) via conversdo do anion radical superoxido (0;™),
sendo de essencial importancia na defesa do organismo contra esse tipo de radical
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Embora a atividade da SOD esteja relacionada com a presenca de oxigénio,
caracteristica inerente aos organismos aerobicos, esta enzima pode ser encontrada, mesmo que
em baixas concentracdes, em organismos anaerobios. Isso porque tais organismos apresentam
um espectro de tolerancia ao oxigénio (MARQUIS, 1995) estando, por vezes, expostos ao
oxigénio. Nestas situacdes, a protecdo da SOD se faz necessaria para a sobrevivéncia do
mesmo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

A SOD ¢ uma familia de metaloenzimas que se apresenta em trés isoformas:
CuZnSOD, MnSOD e FeSOD. A primeira estd presente em todas as células eucarioticas,
sendo que a maioria se localiza no citossol, mas algumas podem estar presentes nos
lisossomos, nucleo e espago intermembranoso mitocondrial, sendo menos frequente em
células procariontes (MARQUIS, 1995). Todas as enzimas desta isoforma catalisam a mesma
reacdo de aceleragdo do processo de dismutagdo do O;". A segunda isoforma desta enzima
apresenta um atomo de manganés no seu sitio ativo e atua catalisando essencialmente a
mesma reacdo que a CuZnSOD (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Trata-se de uma
enzima amplamente distribuida em plantas, bactérias e animais, sendo que nestes se localiza
principalmente na mitocondria (FRIDOVICH, 1995). A tltima isoforma de superdxido
dismutase (FeSOD), ndo ¢ encontrada em tecido animal, apresenta um ion de ferro em seu
sitio ativo e apresenta sua atividade inibida em valores elevados de pH (comparados com pH
7). Sua taxa de reagcdo com O, ¢ ligeiramente menor que os outros tipos de SOD
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Tanto a CuZnSOD quanto FeSOD sdao inativadas
pela exposicao prolongada ao H,0O,, enquanto que MnSOD nao ¢ (UCHIDA e KAWAKISHI,
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1994). O balango quantitativo entre as isoformas varia de acordo com o tecido, espécie de
organismo, bem como com a quantidade de metal disponivel (SHATZMAN ¢ KOSMAN,
1979; DE ROSA et al., 1980).

2.5.2. Catalase (CAT)

O pero6xido de hidrogénio geralmente ¢ removido dos organismos aerdbicos através da
acdo de duas enzimas: a catalase, que catalisa diretamente a decomposi¢do do H,O, a O, e
agua ¢ mais efetiva em controlar o estresse oxidativo quando as concentragdes intracelulares
de H,O; sdo muito elevadas e a glutationa peroxidase (GPx), uma enzima que remove H,0O,
através da oxidagdo de outro substrato (GSH, por exemplo) . Esta enzima parece atuar mais
sensivelmente quando hd um pequeno aumento na concentracdo do perdoxido (HERMES-
LIMA, 2004).

O mecanismo de reagdo da CAT € essencialmente uma dismutacdo, na qual um
oxigénio do H,0, € reduzido a H,O e o outro ¢ oxidado a O,, sendo muito dificil promover a
saturacao da enzima com peroxido de hidrogénio, dado sua alta velocidade de conversao deste
derivado de oxigénio (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1999). A maioria das células
aerdbicas possui atividade catalitica desta enzima (CHANCE et al, 1979), embora poucas nao
a apresentem, como em algumas bactérias e algas verdes. Nos animais estd presente em todos
os principais 6rgaos do corpo, mas especialmente no figado, sendo constituida por quatro
subunidades proteicas, cada uma das quais contém um grupo férrico-heme em seu sitio ativo
(REID et al., 1981). A atividade desta enzima em tecidos de plantas e animais ¢ em grande
parte, ou completamente, localizada nos peroxissomos (CHANCE et al., 1979).
Mitocondrias, cloroplastos e reticulo endoplasmatico apresentam pouca, ou até mesmo

nenhuma, catalase.

2.5.3. Glutationa peroxidase (GPx)

A enzimas glutationa peroxidase (GPx) removem o H,O, através da redugdo deste
derivado de oxigénio a H,O, com a consequente oxidagdo de uma glutationa reduzida (GSH)
(CHANCE et al., 1979). Este antioxidante foi descrito em tecido animal em 1957, sendo que
normalmente ndo sdo encontradas em bactérias e plantas superiores, embora tenham sido

reportadas em algumas algas e fungos. E amplamente distribuido nos tecidos animais e
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apresenta especificidade para a GSH como doadora de hidrogénio, podendo, todavia, atuar em
outros peroxidos além do HO, (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Esta enzima antioxidante compreende quatro subunidades proteicas, cada uma
contendo um atomo de selénio no seu sitio ativo sob a forma de selenocisteina (MAIORINO
et al., 1995). Deste fato reside a necessidade de ingestdo de selénio como cofator para a
familia das glutationas peroxidases, as quais se apresentam, pelo menos, sob quatro formas.
Destas merece destaque as glutationas classicas (GPx), uma glicoproteina tetrdmera, e a
fosfolipidio hidroperdxido glutationa peroxidase (PHGPx), que consiste em uma proteina
monomérica que pode reduzir acidos graxos esterificados e hidroperoxidos colesterol
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Estudos com supressao de selénio na dieta de ratos,
mostrou uma reducdo muito mais rapida na quantidade de GPx do que PHGPx, sugerindo que
a manuten¢do da atividade da segunda forma enzimatica ¢ mais importante do que a GPx,

pelo menos no que se refere a estes organismos (JOTTI et al., 1994).

2.5.4. Glutationas

A glutationa, descrita em 1920 por Hunter e Eagles (SOMINI et al., 2002), atua como
agente redox central em muitos organismos aerobicos. Sua forma reduzida (GSH) ¢ utilizada,
em condicdes fisiologicas, na conversdao de diversos compostos eletrofilicos. Tais reacdes sao
aceleradas por enzimas dependentes de glutationa (DE PONTES, 2012). A GSH ¢ um
tripeptideo tiol de molécula de baixo peso molecular presente em animais, plantas e muitas
bactérias aerdbicas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). As glutaionas sdo encontradas
no nucleo e citoplasma, principalmente sob a forma reduzida (GSH) que corresponde a mais
de 90% das glutationas em condi¢des normais. E sintetizada por duas a¢des sequenciais ATP-
dependentes da y-glutamilcisteina sintetase e glutationa sintase (TSUJI, 2008).

Além do seu papel como cofator de inimeras rotas enzimaticas, a glutationa reduzida
(GSH) esta envolvida em muitos outros processos metabolicos, incluindo metabolismo do
acido ascorbico e manutencao de comunicagdo entre as células (BARHOUMI et al., 1993;
GILLILAND, 1993). Nas células, GSH auxilia na manutencdo do ambiente redutor
intracelular, protegendo, assim, grupos tiol da oxidacdo. Assim, exerce papel central em
processos de biotransformagdo e eliminagdo de xenobidticos, bem como, como defensor das
células quando instaurada uma situagdo de estresse oxidativo (GILLILAND, 1993). E o tiol
celular mais abundante encontrado em todos os organismos aerdbicos, estando em altas

concentragdes dentro das células (JOSEPH et al., 1997). Muitas das reacdes das quais a GSH
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participa envolvem seu grupo sulfidrila (SH) que ¢ altamente polarizavel. E considerado um
bom redutor, uma vez que apresenta alta habilidade em doar elétrons a outros compostos

(SIE, 1993).

2.5.5. Glutationa redutase (GR)

A taxa de formagdo da glutationa oxidada (GSSG) em cé€lulas normais ¢ elevada.
Assim, deve haver um mecanismo para reduzir a GSSG a sua forma reduzida (GSH). Tal
tarefa ¢ desenvolvida pela glutationa redutase (GR). Esta ¢ uma flavoenzima da familia das
oxiredutases (KRAUTH-SIEGEL et al., 2001) formada por duas subunidades, cada uma das
quais, contendo um sitio com FAD (dinucleotideo de flavina e adenina), derivado
nucleotidico da riboflavina que atua como cofator enzimatico (SCHULTZ, 1980).

E encontrada em bactérias, fungos, plantas e animais e desempenha um papel
fundamental na manutencdao dos niveis intracelulares de GSH, bem como, um meio
intracelular redutor devido a manutencao de elevados niveis de GSH e baixos niveis de GSSG
(GILLILAND, 1993). E considerada extremamente conservada no curso da evolugdo, tanto
no que se refere a suas isoformas, quanto os sitios de ligacdo ao substrato e at€¢ mesmo a

sequencia de aminoacidos (DE PONTE, 2012).

2.6. Estresse Oxidativo

Nos organismos existe um balanco entre os produtos pro-oxidantes e as defesas
antioxidantes, embora danos oxidativos, particularmente em moléculas bioldgicas como
DNA, lipidios e proteinas, estdo frequentemente presentes. Todavia, um aumento na produgao
de ERO pode superar as defesas antioxidantes, resultando em um aumento dos danos
oxidativos a macromoléculas, alterando processos celulares criticos. Quando o balango entre a
formacao e a remogao das ERO ¢ perturbado, resultando em um acimulo de biomoléculas
oxidativas e potencialmente capazes de promover danos estresse oxidativo, ocorre o chamado
estresse oxidativo (IMLAY, 2003).

Qualquer processo que leve a formagdo de ERO, seja direta ou indiretamente, pode
resultar em estresse oxidativo e dano biologico, o qual pode ser distribuido longe do ponto de
origem por diferentes ERO e outros produtos oxidativos (HALLIWELL e GUTTERIDGE,

1999). A produgdo de ERO estimulada pela presenga de contaminante no meio e a instauragao
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do estresse oxidativo tém sido indicadas como um mecanismo de toxicidade em organismos
aquaticos expostos a polui¢ao (DI GIULIO et al., 1995).

Uma variedade de contaminantes atinge o ambiente aquatico diariamente e sdo
absorvidos pelos organismos a partir do sedimento, coluna d’agua e alimento (VAN VELP,
1990; WALKER e LIVINGSTONE, 1992). Os contaminantes incluem muitos compostos
quimicos que tém se mostrado pro-oxidantes em sistemas vivos. Muitos estudos foram
desenvolvidos em organismos aquaticos € mostram a interferéncia de poluentes na producao
de ERO, nas defesas antioxidantes e danos oxidativos. (DI GIULIO et al., 1989; DI GIULIO
et al.,, 1995; KELLY et al., 1998; LEMAIRE e LINVINGSTONE, 1993; LIVINGSTONE et
al., 1994; LIVINGSTONE, 2001; WINSTON e DI GIULIO, 1992).

2.6.1. Peroxidacio lipidica (LPQO)

A peroxidacdo lipidica, um dos processos resultantes da instauracdo do estresse
oxidativo no organismo, pode ser iniciada por varias espécies que sejam suficientemente
reativas (ARUOMA, 1994). Normalmente, ocorre quando o radical hidroxil (‘OH) é gerado
proximo a membranas e age sobre as cadeias de 4acidos graxos da bicamada de fosfolipidios.
A acdo ¢ feita, preferencialmente, aos acidos graxos poli-insaturados, tais como o acido
aracdonico e o linoléico.

No processo lipoperoxidativo o radical hidroxil separa um atomo de hidrogénio de um
dos atomos de carbono na cadeia lateral e se combina com ele a fim de formar agua. Esta
reagdo remove o ‘OH, mas deixa para tras um radical carbono-centrado (-C'-) na membrana.
Este radical de carbono formado da cadeia lateral do 4cido graxo poliinsaturado passa por um
rearranjo molecular para formar estruturas dieno conjugadas que podem ter varios destinos.
Reagcdes com as proteinas da membrana também podem ocorrer, entretanto sob condigdes
fisiologicas, o destino mais provavel do radical carbono centrado ¢ combinar com o oxigénio,
criando outro radical, o radical peroxil ou peroxilradical (ESTERBAUER et al., 1988).

Radicais peroxil sdo suficientemente reativos para atacar acidos graxos adjacentes da
cadeia lateral, separando o hidrogénio. Outro radical carbono-centrado ¢ formado e as reagdes
em cadeia continuam. Um ‘OH pode resultar na conversdo de centenas de acidos graxos da
cadeia lateral em lipidios hidroperoxidos. O acimulo destes lipidios na membrana perturba a
sua func¢do e pode causar seu colapso. Além do que, pode decompor a membrana e produzir
uma gama de produtos altamente citotoxicos como, por exemplo, o malondialdeido (MDA) e

0 4-hidroxinonenal (ESTERBAUER et al., 1988).
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2.6.2. Danos no DNA

Como visto anteriormente, caso as ERO ndo sejam devidamente neutralizadas pelas
defesas antioxidantes do organismo, além da lipoperoxidacao, estas podem agir no material
genético do organismo, promovendo danos no DNA. Além disso, muitas substancias quimicas
apresentam propriedades fisicas e quimicas que as tornam capazes de interagir com os acidos
nucléicos da molécula de DNA, sendo potencialmente toxicas ao material genético. Estas
substancias que produzem alteragdes no DNA, podendo interferir nas caracteristicas
hereditarias, através de mutagdes, € na integridade da molécula, sdo chamadas de agentes
genotoxicos (SHUGART, 1995).

A interagdo do xenobidtico ou seus metabdlitos com o DNA se manifesta
primeiramente através de alteracdes estruturais na molécula de DNA (SHUGART, 1995). O
material genético pode ser modificado pelo contaminante ou por seus metabdlitos, bem como
por compostos enddgenos do metabolismo celular (AMES, 1989). Normalmente tais
substancias sdo radicais livres ou substancias que facilitam a produgao destes, que se ligam as
bases nitrogenadas do DNA. Esses podem romper uma ou ambas as hélices da dupla fita, bem
como, oxidar as bases da molécula de DNA. As alteracdes no material genético também
ocorrem através da formacgao de ligacdes covalentes do contaminante ou seu metabolito nesta
molécula, formando os chamados adutos (NEWMAN e CLEMENTS, 2008; PAOLIELLO e
DA SILVA, 2003).

Embora a variacdo genética seja essencial para a evolugdo, a estabilidade genética ¢
necessaria a sobrevivéncia do organismo. Assim, muitas das alteracdes que ocorrem no
material genético sdo reparadas pelo proprio organismo ou a c€lula ¢ eliminada (ALBERTS et
al., 2004; ESTERBAUER et al., 1990; NEWMAN e CLEMENTS, 2008). Caso isso nao
ocorra, a célula passa por um processo de mutagdo, podendo transferir e perpetuar tais
alteracdes nas células filhas durante a replicacdo do material genético (PAOLIELLO e DA
SILVA, 2003; SHUGART, 1995). A célula necessita de um mecanismo muito preciso de
replicacdo, mas também de um capaz de reparar as inimeras alteragdes, acidentais ou nao,
que ocorrem na célula por atuacdo do calor, radiacdo, metabdlitos ou xenobidticos. Aos
inimeros processos envolvidos na correcdo destas alteragdes se d4 o nome de reparo do DNA,
o qual garante que apenas uma pequena quantidade de células acumule as alteracdes como
mutacao (ALBERTS et al., 2004).

Visando detectar possiveis danos genotoxicos em organismo, como moluscos, estudos

toxicologicos, normalmente, se baseiam em células da hemolinfa dos animais. Isso porque
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estas sdo células nucleadas, de facil acesso e ja isoladas. Entretanto, células do sistema
circulatorio s3o menos sensiveis ao ensaio do cometa que células da glandula digestiva e da
branquia (CAVAS e KONES, 2007; HARTL et al., 2004; HUANG et al., 2009; KIM e
HYUN, 2006; LEMIERE et al., 2005; SIU et al., 2004). Isso se deve, provavelmente, pelo
fato de as células do tecido branquial estarem em contato direto com o contaminante presente
no meio, representando um importante tecido de absor¢do. Ja no caso da glandula digestiva,
assim como o figado dos vertebrados, ¢ conhecida por biotransformar e acumular poluentes
(SIU et al., 2004). A hemolinfa é considerada um tecido tamponado e fica alocada no interior
de seios e pequenos vasos, sendo atingida pelo contaminante apos atravessar uma série de
barreiras biologicas. Além disso, hemocitos maduros apresentam uma baixa capacidade
metabolica, a qual atua minimizando tanto a acumula¢do do contaminante quanto a ocorréncia
de danos no DNA (SIU et al., 2004)

A deteccdo de quebras no material genético pode ser uma ferramenta muito util
quando se trata do biomonitoramento dos efeitos subletais de poluentes no ambiente aquatico.
Para isso existem testes como o ensaio do cometa ou “Single cell gel eletrophoresis” (SCGE),
o qual ¢ utilizado ndo para deteccdo de mutagdes, mas sim lesdes génicas passiveis de reparo,
como quebras do DNA (CONTIJO e TICE, 2003). Tal ensaio tem se mostrado altamente
adequado para estudos genotoxicos de monitoramento ambiental devido sua simplicidade e
alta sensibilidade (CAVALCANTE et al., 2008; FRENZILLI, 2009; KIM e HYUN, 2006).

Outros ensaios como o do micronicleo também sdo capazes de detectar danos ao
DNA. Todavia, estudos demonstraram que existe uma diferenca de sensibilidade entre os
testes do cometa e do microntcleo (MASUDA et al., 2004), sendo que o teste do cometa se
mostrou mais sensivel no que se refere a capacidade de detectar diferenca entre concentragdes

variadas de contaminantes (CAVAS e KONES, 2007).

2.7. Agrotoxicos

A agricultura se faz presente desde os primoérdios da humanidade e ¢ uma das
principais bases da economia brasileira (IBAMA, 2010). A producdo de agrotoxicos no Brasil
se iniciou em meados dos anos 40, e nos anos 70 se deu a formag¢do do primeiro parque
industrial brasileiro de agrotoxicos. Neste novo cendrio, a agricultura brasileira, bem como o
consumo de agrotoxicos, iniciou um processo de crescimento continuo, o que levou o Brasil a
ocupar, de 1975 a 2007, lugar entre os seis paises com maior mercado consumidor de

agrotoxicos do mundo (TERRA e PELAEZ, 2009).
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A atividade agricola ¢ prejudicada por um grande numero de pragas, as quais sdo
responsaveis por cerca de 40% dos danos a produgdo vegetal. Dentre as chamadas medidas de
manejo integrado (MIP), o uso de agrotoxicos, como herbicidas, fungicidas, inseticidas,
dentre outros, ¢ a principal ferramenta utilizada no combate a essas adversidades (SINDAG,
2011; SILVA e COSTA, 2012). Assim, a utilizagdo de agrotoxicos se tornou parte
fundamental do atual modelo agricola, o qual visa elevados indices de produtividade em vista
da demanda cada vez maior de alimentos. Este aumento da produtividade sem a necessidade
de um idéntico aumento na extensdo das areas de plantio pode ser alcangada, dentre outras
alternativas, através do uso de agrotoxicos (CALDAS e SOUZA, 2000).

De acordo com a Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989, os agrotoxicos sao definidos
como os produtos e agentes de processos, fisicos, quimicos ou biologicos, destinados ao setor
de producgdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecao de florestas nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas. Também ¢ destinado
ao uso em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao
da flora e fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos
(BRASIL, 1989). Ja segundo Naidin (1985) agrotoxico pode ser definido como qualquer
produto quimico que represente determinado efeito, seja de atracdo, repulsdo, prevengao ou
eliminagdo, sobre organismos bioldgicos considerados nocivos a agricultura.

Os agrotoxicos sao popularmente conhecidos como defensivos agricolas ou pesticidas
e visam, de um modo geral, controlar seres vivos considerados indesejaveis em fungdo da
conservagao de outros seres vivos, produtos e do proprio meio ambiente. No Brasil, um dos
maiores produtores de alimentos mundiais, mais de 90% dos produtores dependem do uso de
agrotoxicos (IBGE, 2006), sendo que, somente no ano de 2008 mais de 673 toneladas de
agrotoxicos foram aplicadas em lavouras, garantindo ao Brasil o posto de maior consumidor
mundial de agrotoxicos (ANDEF, 2009).

A base da regulacdo de agrotoxicos no Brasil foi definida pela Lei Federal n°7.802,
promulgada em 1989 (BRASIL, 1989), e em seguida pelos Atos 4074/2002 (BRASIL, 2002)
e 5981/2006 (BRASIL, 2006), os quais regulam todos os aspectos que estdo relacionados aos
agrotoxicos como registro, uso, produ¢do, armazenamento, transporte e distribui¢do. O
registro de um agrotdxico envolve diferentes o6rgdos governamentais como Ministério da
Saude, através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Ministério do Meio
Ambiente, que avalia o impacto de seu uso na saude de espécies ndo-humanas e Ministério da

Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA).
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A acdo que se espera de um agrotoxico se deve a presenga do chamado ingrediente ou
principio ativo, o qual consiste em uma molécula quimica toxica que interfere na atividade
biologica normal dos seres vivos que sao sensiveis a ela. Para a formulacdo de um agrotoxico
faz-se necessario um composto quimico, dito produto técnico, com determinada quantidade
deste ingrediente ativo. Este produto técnico deve se apresentar adequado a uma determinada
finalidade e, juntamente com os chamados produtos intermediarios, formar o produto final,
também chamado de produto formulado, que corresponde ao préprio agrotdéxico (NAIDIN,
1985), o qual ¢ classificado, de acordo com seu alvo de atuacdo, em herbicidas, inseticidas,
fungicidas, adjuvantes, acaricidas (IBAMA, 2010).

Somente no ano de 2009, foram comercializados 725 mil toneladas de produtos
formulados, dos quais 429.693 toneladas (59%) sdo representadas pelos herbicidas, a
principal classe de agrotoxicos. No Brasil, este mercado ¢ tdo intenso que, em 2009,
representou uma movimentagdo de aproximadamente US$ 6,6 bilhdes, cerca de 12,9 bilhdes
de reais, dos quais os herbicidas foram responsaveis pela movimentacao de 38% deste valor
(USS$ 2,5 bilhdes) (SINDAG, 2011).

Apesar da inovagao tecnologica ter possibilitado a reducdo na toxicidade aguda dos
agrotoxicos, além do desenvolvimento de novos mecanismos de agdo que acabam por
provocar menores impactos ao meio ambiente, em comparacdo com os agrotoxicos langados
na década de 60, ainda sd3o inimeros os impactos € problemas causados por estas substancias
quimicas ao meio ambiente. Isso porque, além do intenso crescimento da agricultura, o prego
destes produtos vem caindo a cada dia, facilitando sua aquisicdo e consequentemente seu uso
indiscriminado e intenso (SINDAG, 2011).

A Avaliagdo do Potencial de Periculosidade Ambiental, que ¢ conduzida pelo
IBAMA, se baseia nas propriedades fisicas e quimicas, na toxicidade, no seu poder de
acumulagdo em tecidos vivos, na persisténcia ¢ mobilidade no ambiente. Esta avaliagao
classifica os agrotoxicos, quanto ao potencial de periculosidade ambiental, em defensivos de
classe I (produto altamente perigoso), classe II (produto muito perigoso), classe III (produto
perigoso) e classe IV (produto pouco perigoso). Todos os agrotoxicos registrados se
enquadram em uma destas classes. Quanto menor a classe maior o seu potencial em causar
danos ambientais (IBAMA, 2010).

Estima-se que 99,9% da quantidade de agrotoxicos utilizados nas plantagdes nao
atingem alvos especificos, deixando grande parte do volume utilizado livre para se deslocar
em diferentes compartimentos ambientais, como o solo e aguas superficiais e subterrdneas

(BELLUCK et al.,, 1991). Os agrotoxicos que atingem o solo ou a planta comecam a
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desaparecer por degradacao ou dispersdo, podendo volatilizar para o ar, serem absorvidos
pelas plantas ou organismos do solo, sofrer lixiviagdo e escoamento para as aguas superficiais
e subterraneas ou permanecer no solo (HAYO e WERF, 1996). Neste cenario, tais substancias
podem atingir o ambiente aquatico através de fontes pontuais como estagdes de tratamento de
esgoto, transbordamento deste e mas praticas de manejo do agricultor, ou através de fontes
difusas como escoamento superficial, lixiviagdo, drenagem do solo, deposi¢do atmosférica
(através da volatilizagdo), deposicdo edlica de particulas de agrotoxicos e fluxo de agua
subterranea, sendo que a primeira parece ser a principal fonte de contaminagdao aquatica
(BACH et al., 2001).

Tanto o agrotoxico em solugdo quanto o adsorvido nas particulas do solo pode ser
transportados durante o processo de escoamento. Para agrotoxicos muito soliveis em agua, a
perda via escoamento superficial é considerada mais importante que as demais vias, como a
erosao (LEONARD, 1990). Quando o agrotdxico entra no ambiente aquatico, ele esta
exposto a diferentes processos fisicos, quimicos e microbianos, como volatilizagdo,
sedimentagdo, fotolise, resuspensdo, sorcao/desorcdo, biodegradagdo, bioacumulacdo e
biotransformacao (HOLVOET et al., 2007)

Os organismos que se encontram no ambiente aquatico contaminado podem absorver
os agrotoxicos através da ingestdo de alimento e dgua, respiragdo e através do contato com a
pele ou exoesqueleto. O contaminante que atravessa as varias barreiras do corpo atinge os
tecidos e sofre metabolizagdo ou ¢ acumulado no organismo (HAYO e WERF, 1990). Se a
taxa de excrecao ou metabolizagdo do pesticida for baixa, se os mesmos forem soliveis em
gordura ou se adsorverem fortemente em outros componentes do organismo, a concentragao
final no organismo sera maior que as concentracdes encontradas no meio as quais o animal
esta exposto (MADHUN e FREED, 1990).

A exposicdo a agrotoxicos pode induzir o estresse oxidativo através do aumento da
produgdo de radicais livres e consequente acumulo destes nas células, por alterar os
mecanismos de defesa antioxidante, incluindo enzimas de detoxificacdo e neutralizacdo, ou
por aumentar a peroxidacdo lipidica como um resultado da interagdo das ERO com
membranas celulares ou subcelulares (ABDOLLAHI et al., 2004). O estresse oxidativo tem
sido relacionado com a toxicidade de varios agrotoxicos, incluindo organofosforados
(POSSAMALI et al., 2007), organoclorados (PAL et al., 2009) e triazinas (SINGH et al.,
2010). Neste panorama, Ahmad et al. (2010) reportaram que genes de resposta toxica, como
os do citocromo P450 e da glutationa S-transferase (GST) desempenham um papel critico na

toxicidade induzida por agrotdxicos.
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Os herbicidas sdo substancias quimicas que evitam, reduzem ou eliminam plantas
infestantes (ervas daninhas), apresentando elevada importancia para a obtencdo de altos
rendimentos da lavoura (EMBRAPA, 2003). Dentre as diferentes classes de herbicidas
comercializadas no Brasil, segundo dados do ano de 2009 declarados pelas empresas
registradas no Sistema de Relatorios Semestrais de Comercializagdo de Agrotoxicos do
IBAMA, os herbicidas ocupam o primeiro lugar entre os produtos comercializados,
totalizando cerca de 130 mil toneladas, distribuidos principalmente na classe 1II (IBAMA,
2010). O estado do Parand, em especial, ocupava o 4° lugar entre os dez estados que mais
comercializam agrotoxicos no Brasil, passando, atualmente, a ocupar o 3° lugar (IBAMA,
2010).

Dentre os dez ingredientes ativos comercializados no Brasil, o glifosato e seus sais e a
atrazina, ocupam o primeiro € o sétimo lugar no ranking, respectivamente. A resolugao
CONAMA n° 357 (2005) estabelece como limite maximo permitido de atrazina e glifosato,
para 4guas doce de classe 1 e 2, os valores de 2 ug.L" e 65 pg.L”, respectivamente. No que
diz respeito a atrazina, tais limites se mantém para as demais classes de agua. Ja para o

glifosato, seu limite maximo para 4guas de classe 3 e 4 ¢é de 280 ug.L"' (CONAMA, 2005).

2.7.1. Atrazina

A atrazina ¢ um herbicida pertencente ao grupo quimico das triazinas (MAPA, 2010).
Enquadra-se dentre os herbicidas mais utilizados no Brasil € no mundo, principalmente em
culturas de soja, milho e cana-de-agucar (COX, 2001; SEAB, 2011), as quais representam
48%, 11% e 8% das culturas agricolas desenvolvidas no Brasil (SINDAG, 2011). Além disso,
este herbicida pode também controlar plantas invasoras em culturas de sorgo, pinus, abacaxi e
arroz, tanto em periodo pré-emergente quanto pds-emergente, interferindo no funcionamento
normal da fotossintese (CHAPMAN e STRANGER, 1992). E altamente persistente,
altamente toxico para aves e abelhas e muito toxico para organismos aquaticos, apresentando
produtos técnicos que se enquadram na classe ambiental II (IBAMA, 2010).

Este agrotoxico ¢ mais efetivo em solos umidos, sendo geralmente aplicada depois de
periodos chuvosos. Tal fato ¢, portanto, propicio para a lixiviagdo do solo e escoamento
superficial, particularmente se eventos de chuva ocorrerem logo ap6s a aplicagdo do herbicida
(GRAYMORE et al, 2001). Assim, atrazina ¢ mais de 20 vezes mais frequentemente
detectada em d4guas subterrdneas nos Estados Unidos que qualquer outro herbicida

(BELLUCK et al., 1991)
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No “ranking” dos dez ingredientes ativos mais comercializados no Brasil, a atrazina
ocupa o sétimo lugar, e o estado do Parana foi o 2° maior consumidor de produtos a base de
atrazina para o ano de 2009, perdendo apenas para o estado do Mato Grosso (IBAMA, 2010).
A atrazina € s6lida como ingrediente ativo (MEISTER, 1981), sendo normalmente aplicado
em periodo pré-emergencial através da pulverizagdo, embora aplicagdes pds- emergenciais e
antes da plantacdo sejam, por vezes, usadas (EPA, 1994). Apresenta baixa taxa de
volatilizagdo, solubilidade moderada e consideravel movimento para a agua sob o estado
adsorvido ao solo, durante processos de irrigagao e chuva. Assim, ndo se adsorve fortemente
aos sedimentos (HOWARD, 1991).

O destino da atrazina no ambiente aquatico ¢ influenciado pelo anel s-triazina, que
torna este herbicida resistente ao ataque microbiano. Assim, a biodegradagdo pode ser menos
importante que a degrada¢do quimica no ambiente. Esta, representada pela fotdlise e hidrolise,
¢ também relativamente baixa, o que auxilia no prolongamento de sua presenca na agua
(HOWARD, 1991). A meia-vida deste herbicida tem sido reportada ser de 244 dias a 25°, pH
4 (LI e FELDBECK, 1972)e de 742 dias, em pH 7 (KHAN, 1978).

No Brasil a atrazina ja foi detectada em concentragdes acima do limite maximo
permitido pelo CONAMA (2 pg.L"), em amostras de agua coletadas no aqiifero Serra
Grande, em Tiangud, estado do Ceara (ARRAES et al., 2008). Assim sendo, de uma maneira
geral, pode-se afirmar que o herbicida em questdo apresenta caracteristicas que o posicionam
como um potencial contaminante aquatico, como hidrdlise lenta, baixa solubilidade em agua,
facil movimentagdo e escoamento no solo e capacidade de adsor¢dao em matéria organica e
tecidos gordurosos (EISLER, 1989).

Em plantas a exposicdo a atrazina parece estimular a producdo ou atividade de
enzimas responsavel pela detoxificacdo, como a GST (JACHETTA e RADOSEVICH, 1981).
Os organismos aquaticos, que ficam expostos por periodos de tempo mais longos que as
plantas pulverizadas com o herbicida, podem ser afetados direta ou indiretamente (através de
efeitos nas fontes de alimento e mudancas fisicas no habitat) pela atrazina (SOLOMON et al.,
1996).

A resposta dos organismos a exposi¢ao ao quimico depende do mecanismo de agdo e a
interacdo entre duracdo e intensidade da exposi¢do (GIESY e GRANEY, 1989). Em plantas
este herbicida entra no organismo primariamente através da raiz e folhas de plantas enraizadas
(HULL, 1970). Atua inibindo a fotossintese através do bloqueio do transporte de elétrons no
fotossistema II (FORNEY e DAVIS, 1981; HOLLHOUSE, 1981), sendo que o efeito da
atrazina s6 se da na presenca de luz (SOLOMON et al., 1996). Este bloqueio leva a destruicao
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da clorofila, inibicdo da sintese de carboidratos, uma reducdo no depdsito de carbono a um
acimulo de CO; dentro da célula (SHABANA, 1987). Uma vez que este sistema sO ¢
encontrado em plantas, a atrazina ¢ muito mais toxica para as plantas que para os animais
(SOLOMON et al., 1996)

Dados toxicoldgicos indicam que os primeiros estagios de vida (gloquidia - larva e
juvenil) de mexilhdes de agua doce estdo entre os mais sensiveis a contaminantes como
amonia (AUGSPURGUER et al., 2007) e alguns agrotoxicos (CONNERS e BLACK, 2004).
Todavia, estes estagios iniciais de vida de mexilhdes podem ser menos sensiveis a alguns
agrotoxicos quando comparados com outros invertebrados como anfipodas, quironomideos e

cladéceros (CONNERS e BLACK, 2004).

2.7.2. Roundup®

O Roundup® é um herbicida de amplo espectro de atuagdo, agindo em todos os tipos
de plantas. E também o mais frequentemente aplicado na agricultura em todo o mundo
(HULTBERG, 2007) e em ambientes aquaticos para o controle de macréfitas (ABDULLAH
et al., 1995; TSUI e CHU, 2003), o que favorece sua concentragdao neste ambiente (GIESY et
al, 2000). Ha uma série de formulagdes de herbicidas a base de glifosato, constituidos por um
ingrediente ativo (normalmente o sal isopropilamina de glifosato) e um surfactante
(representado principalmente pelo POEA), que facilita a penetragdo do herbicida pela cuticula
da planta-alvo, e agua. O Roundup® é uma das formulacdes mais comuns do glifosato,
consistindo de um sal amino- isopropil ¢ um surfactante amino polioxietileno (POEA). E
aplicado nas culturas no periodo pos-emergencial (SEAB, 2012), apresenta alta solubilidade
(15,7 mg.L'l) e meia-vida na agua de 7 até 70 dias. Tais caracteristicas tornam o Roundup®
um potencial contaminante do ambiente aquatico (GIESY et al., 2000).

O glifosato ¢ o ingrediente ativo com ag@o herbicida mais amplamente utilizado em
todo o mundo (WOODBURN, 2000). O risco dos efeitos adversos do glifosato para
organismos aquaticos sdo considerados geralmente baixos. Entretanto, alguns trabalhos com
peixes, anfibios e invertebrados aquaticos reportam que algumas formulagdes do glifosato sao
substancialmente mais toxicas devido a presenga do surfactante em sua formulagdo
(FOLMAR et al., 1979; TSUI e CHU, 2003). Uma vez que os testes de toxicidade de
agrotoxicos normalmente ndo sdo realizados com bivalves, o impacto do glifosato em

moluscos de dgua doce ¢ desconhecido (BRINGOLF et al., 2007).
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O ingrediente ativo do Roundup® apresenta agdo herbicida e ¢ registrado para o uso
em 26 culturas, dentre elas algodao, arroz, café, cana-de-agucar, citru, milho, pastagens, soja e
trigo (MAPA, 2010). Pertence ao grupo quimico das glicinas, ¢ considerado toxico para
organismos aquaticos, pouco téxico para organismos do solo, aves e abelhas, e pouco
bioacumulavel. Varia entre pouco ¢ medianamente persistente no solo, apresentando pouca
mobilidade e elevada absor¢do no solo. Os produtos técnicos a base do ingrediente ativo
glifosato, em geral sdo classificados como pertencentes a classe III, ou seja, perigoso ao meio
ambiente (IBAMA, 2010).

O glifosato ¢ o ingrediente ativo que ocupa primeiro lugar no ranking de
comercializa¢do do Brasil, representando 76% do total de produtos comercializados com agao
herbicida no Brasil (IBAMA, 2010). Quando se trata da distribuigdo da comercializa¢do do
glifosato e seus sais no Brasil, o estado do Parana ocupa o 2° lugar entre os estados que mais
comercializam tal ingrediente ativo, perdendo apenas para o estado do Rio Grande do Sul.

Com relagdo ao ingrediente ativo em questdo, este ¢ assimilado pelas folhas e
rapidamente translocado pelo floema, dando-lhe a propriedade de herbicida sistémico, ou seja,
nenhuma parte da planta sobrevive (FRANZ et al, 1997). Nas plantas, interfere no
crescimento destas ao inibir a produgdo do aminoacido aromatico essencial (GIESY et al.,
2000). Apesar de seu modo de acdo ser bem conhecido em plantas, Giesy et. al. (2000)
afirmam que aparentemente o glifosato apresenta baixa atividade em animais, uma vez que
seu modo de acdo ¢ uma rota bioquimica aparentemente Unica para plantas e alguns
microorganismos.

Proporcionalmente ao seu extenso uso, poucos estudos tém sido realizados visando
compreender os impactos ambientais causados pelo glifosato. A falta de interesse em estudos
que envolvam glifosato se deve a sua dificil e dispendiosa detec¢do no ambiente (BUFFIN e
JEWELL, 2011). Testes de toxicidade com o teledsteo Carassius auratus expostos a 5, 10 ¢
15 ppm de Roundup® por 48, 96 ¢ 144 horas, indicaram danos crescentes ¢ dose-dependente
no DNA de eritrocitos (CAVAS e KONES, 2007). Estudos realizados por Barky et al. (2012)
indicaram que atrazina e Roundup® foram capazes de promover alteracdes significativas em
todos os parametros bioquimicos analisados na hemolinfa (glicose, lactato, glicogénio,
piruvato, total de aminoacidos livres, DNA e RNA) de Biomphalaria alexandrina expostos,
por quatro semanas, a concentragdes relativamente baixas de agrotoxicos (0,33 e 0,84 ppm de
atrazina e Roundup®, respectivamente). Além disso, a mortalidade de 100% dos animais
expostos a estas concentragdes se deu 4 e 5 semanas apds o inicio dos experimentos para

. ® . - . .
atrazina e Roundup , respectivamente. Sob as mesmas condigdes descritas, foi observada uma
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inibicdo significativa das enzimas glicogénio fosforilase, G-6-Pase, dehidrogenase lactica,
dehidrogenase succinica, acetilcolinesterase, dentre outras. Além disso, houve uma inibicao
significativa da SOD, CAT e GR, e um aumento significativo da LPO, bem como efeitos
genotoxicos, principalmente em tratamentos com atrazina, a qual se mostrou mais toxica em
todos os parametros analisados nestas condi¢cdes experimentais. Também foram observadas
alteragdes quanto a producao de ovos e a ocorréncia de anormalidades, sendo que para ambos

os agrotoxicos ambas as situacdes foram observadas (BARKY et al., 2012).

2.8. Toxicidade de Misturas

Infelizmente a toxicidade de um pesticida ndo ¢ limitada ao seu local de aplicacao.
Eles atingem outros locais e compartimentos ambientais através de varios processos fisicos de
transporte, afetando os organismos que possam estar presentes. Além disso, ndo € incomum
encontrar uma combinagao de varios agrotoxicos na superficie da agua em areas agricolas ou
nao (ANDERSON e WEBER, 1975), sendo que os organismos aquaticos raramente sao
expostos a apenas um contaminante, mas sim a uma variedade destes (FAUST et al., 2003).
Entretanto, em contraste com esta realidade ambiental, mais de 95% dos recursos em
toxicologia foram desenvolvidos com estudos de contaminantes individuais (GROTEN,
2000).

Normas regulatérias normalmente sdo baseadas em compostos isolados (FOOSTER et
al., 2005). Um simples modo de estudar os efeitos de misturas ¢ comparar o efeito da mistura
com os efeitos dos constituintes isolados. Isso requer um nimero minimo de grupos
experimentais (n+1, o nimero de componentes na mistura mais a mistura em si). Entretanto,
uma mistura pode, preferencialmente, ser testada tanto em altas quanto baixas concentragdes
(GROTEN, 2000). O modo de acdo de um quimico ¢ definido como um conjunto comum de
sinais fisioldgicos e comportamentais que caracterizam o tipo de resposta biologica adversa,
enquanto que o mecanismo toxico se refere ao processo bioquimico fundamental e/ou
interacdo xenobidtico/organismo relacionada com um determinado modo de acdo (RAND et
al., 1995)

Quando na forma de misturas, os quimicos constituintes podem interagir uns com os
outros. Interacdes quimicas sdo conhecidas por ocorrer através de inimeros mecanismos, tais
como alteracdes na absorcdo, ligacdo a proteinas e a biotransformagdo e excrecdo de um ou
ambos os agentes toxicos da interacdo. Intimeros termos tém sido usados para descrever

interagdes farmacoldgicas e/ou toxicologicas. O efeito aditivo ocorre quando o efeito
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combinado dos dois contaminantes ¢ igual a soma dos efeitos que cada um ¢ capaz de
promover isoladamente (2+3=5), sendo que este ¢ 0 mais comumente observado quando se
trata de dois contaminantes juntos. O efeito sinérgico ocorre quando o efeito combinado dos
dois quimicos ¢ muito maior que a soma dos efeitos de cada uma separadamente (2+3= 20). A
potencializacdo € observada quando uma substancia ndo tem efeito toxico em certo 6rgao ou
sistema, mas quando ¢ adicionada a outro quimico, faz com que este se torne muito mais
toxico (0+2=10). O chamado antagonismo se refere ao efeito observado quando dois quimicos
adicionados juntos interferem um na a¢do do outro ou somente um interfere na agdo do outro

(4+10=8;4 +(-4)=0;4+0=1) (EATON e GILBERT, 2008).

2.9. Moluscos como organismo teste

Bivalvia retine cerca de 8.000 espécies, sendo que aproximadamente, 1.300 sdao de
agua doce. O achatamento lateral do pé e da concha facilita a escavagdao a substratos moles.
Seu modo de alimentagdo por filtracdo garante que o animal possa se alimentar enquanto esta
enterrado no substrato e seus sifoes permitem acesso a dgua que contém alimento e oxigénio,
sem que o animal necessite deixar o sedimento. Estes animais apresentam branquias grandes,
que sdo responsaveis pela alimentacdo e trocas gasosas, além de dois musculos adutores
transversais, um anterior € outro posterior, estendem-se de uma valva a outra (RUPPERT et
al., 2005).

Como nao apresentam um exoesqueleto, os moluscos t€ém contato direto com o meio.
Assim, compostos quimicos podem ser absorvidos ndo apenas através da alimentagdo como
também via tegumento, através da respiracdo, resultando em um grande potencial de
acumulacdo de contaminantes (OEHLMANN e SCHULTE-OEHLMANN, 2003). Moluscos
bivalves sdo conhecidos por filtrarem grandes quantidades de é4gua s3o considerados
potencialmente habeis para acumular contaminantes presentes no meio (INZA et al., 1997;
NARBONNE et al., 1999; ACHARD et al., 2004).

Espécies sésseis de mexilhdes e outros bivalves sdo considerados bons bioindicadores
de contaminacdo por metais e compostos organicos, pois podem acumular uma série de
contaminantes em seus tecidos. Segundo Manduzio et al. (2004), os moluscos apresentam
caracteristicas que garantem seu uso como organismos sentinelas para polui¢do quimica,
como sua ampla distribui¢do e facilidade de coleta. Além disso, os bivalves sdo organismos
sedentdrios, o que lhes garante um intimo contato com o ambiente contaminado (SHEEHAN

¢ POWER, 1999).
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Moluscos sdo organismos termoconformadores, tendo que lidar com oscilagdes na
temperatura ambiente e em sua taxa metabolica e, consequentemente, com oscilacdes nos
niveis de ERO (WILHELM-FILHO et al., 1993). Como consequéncia, geragdo de ERO, taxas
de oxidagdo e status antioxidante sdo muito provavelmente relacionados com a temperatura
ambiente e a atividade metabolica (WILHELM-FILHO et al., 2000). Estes invertebrados sao
dependentes, pelo menos em parte, de células sanguineas circulantes (hemdcitos) para defesa
interna natural contra patogenos (LE GALL et al., 1991; PIPE, 1992). A classificagdo dos
hemocitos em bivalves tem atentado tanto para critérios morfologicos quanto estruturais,
sendo que a classificacdo de Cheng (1981) ¢ a mais amplamente aceita (PIPE e COLER,
1995). Esta classificacdo diferencia trés linhas celulares: hialindcitos, que se maturam em
pequenas cé¢lulas, em grande parte agranular, com um grande nucleo em relacdo ao
citoplasma; granulocitos, células ativamente fagociticas, que contém inumeros granulos
citoplasmaticos; e c€lulas serosas. Pesquisas posteriores a de Cheng (1981), como as de
Bachere et al. (1998) e Pipe (1990a), usando técnicas alternativas como caracterizagao
molecular da superficie celular e centrifugagao com gradiente de densidade, t€ém identificado
mais subpopulacdes de hemocitos (PIPE e COLER, 1995).

O mecanismo predominante de defesa interna dos bivalves envolve a fagocitose por
hemocitos circulantes, embora outras respostas a infeccdo, como encapsulacao, sdo utilizadas
por estes organismos. Estes mecanismos normalmente estao relacionados com um aumento no
namero de hemocitos circulantes que, provavelmente, resultam da estimulagdo de migragao
dos tecidos, mais que da proliferacao celular (RENWRANTZ, 1981; COLES et al., 1995). A
fagocitose envolve outros processos como a liberagdo de enzimas degradativas (CHENG,
1981; PIPE, 1990b) e a geragao de ERO (ANDERSON, 1994a), as quais auxiliam na defesa
do organismo contra patdégenos, sendo a exposi¢do do animal a um contaminante, um fator
que pode aumentar a susceptibilidade do mesmo a patologias (PIPE e COLE, 1995). Outros
compostos soluveis liberados pelos hemodcitos, como parte de suas estratégias de defesa,
incluem aglutininas, lisinas e varios outros fatores antimicrobianos (PIPE e COLER, 1995).
Assim, a hemolinfa dos moluscos contém tipos especificos de hemocitos que sdo fagocitarios
e parecem atacar patdogenos invasores através da liberagdo de ERO (LE GALL et al., 1991;
PIPE, 1992).

Para se proteger das ERO, geradas pelo hemoécito durante a fagocitose, estas células
contém SOD (Cu, Zn e MnSOD), CAT e GPx (PIPE et al., 1993). Sdo células altamente
granuladas devido ao fato de serem ricas em lisossomos (MOORE, 1988; PIPE et al., 1993).

Estas organelas sdo ricas em hidrolases que estdo envolvidas na digestdo intracelular de
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alimento endocitado e macromoléculas, bem como, acumulo e sequestro de xenobidticos e
metais. Lisossomos dispdem de mecanismos de protecdo a célula pelo acaimulo de produtos
da peroxidagdo lipidica como aldeidos, alcoois e hidroperdxidos lipidicos (MOORE, 1988).
Hemocitos tém um significante potencial de absorver compostos xenobidticos presentes na
hemolinfa e concentra-los dentro do compartimento lisossomal (WINSTON et al., 1996).

Um importante fator que influencia a bioquimica e fisiologia dos moluscos ¢ a
sazonalidade. Dependendo da disponibilidade de nutrientes, status reprodutivo, taxa de
crescimento e outros fatores, a atividade de enzimas antioxidantes e outros biomarcadores
flutuam significativamente ao longo do ano (SHEEHAM e POWER, 1999). Variagdes
sazonais nas defesas antioxidantes foram observadas em tecido de Modiolus modiolus
(LESSER e KRUSE, 2004), Mytilus edulis (MANDUZIO et al.,, 2004) e Perna perna
(WILHELM-FILHO et al., 2001). O estresse oxidativo também ¢ um processo que sofre
variacao sazonal em moluscos bivalve (LESSER e KRUSE, 2004). A atividade da SOD, GPx,
GR, GST foi maior no inverno, a CAT foi menor (BORKOVIC et al., 2005).

As defesas antioxidantes também sdo influenciadas pela presenga de xenobidticos no
meio (ORBEA et al., 2002), além de sofrer modificagcdes sazonais devido a flutuacdes de
temperatura, salinidade, oxigénio e quantidade de alimento disponivel (VIARENGO et al.,
1991). Em temperaturas mais baixas ha uma reducao na atividade metabolica dos bivalves
(PAIN, 2003), além de haver uma reducao na taxa de filtracdo e consumo de oxigénio e
consequente aumento na absor¢cdo de xenobidtico (FISHER et al., 1993; GOSSIAUX et al.,
1996). Tais alteragdes podem estar relacionadas indiretamente com a temperatura, o qual
interfere no aumento da taxa metabolica do animal, a qual contribui mais diretamente com o

aumento do MXR (BERNY et al., 2002).

2.9.1. Corbicula fluminea

A introducdo de espécies exoticas nos ecossistemas aquaticos tem aumentado
dramaticamente nas ultimas décadas (COHEN e CARLTON, 1998; LIGHT e MARCHETTI,
2007). Ecossistemas de agua doce estdo sendo intensamente modificados pela atividade
humana, resultando no declinio de espécies nativas com a subsequente substituicdo e
propagagdo de espécies invasoras (HOLECK et al., 2004; RICCIARDI ¢ RASMUSSEN,
1999). Bivalves do género Corbicula sdo amplamente distribuidos nas regides tropicais e
subtropicais da Africa, Asia, Arquipélago de Malay, Filipinas, Nova Guiné e Leste da

Australia (MORTON, 1986). Durante o Pleistoceno, este género também se espalhou para a
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Europa (MEIJER e PREECE, 2000). No século XX, estes moluscos foram introduzidos nas
Américas e no restante da Europa (ARAUJO et al., 1993; BRITTON ¢ MORTON, 1979).
Rapidamente ampliaram sua area de ocupagdo e atualmente constituem um potencial perigo
as espécies nativas (McMAHON, 1999; MORTON, 1986; MOUTON, 2001; PFENNINGER
et al., 2002). Este género apresenta uma ampla variedade de estratégias reprodutivas, variando
de desenvolvimento indireto com larva livre-nadante até incubagdo de larva nas branquias até
atingirem o estagio de juvenis bentonicos (KENNEDY et al., 1991; MORTON, 1986). O
primeiro modo se restringe as espécies estuarinas, enquanto que o segundo ¢é restrito aos
animais de agua doce (MORTON, 1986; RAJAGOPAL et al., 2000).

Corbicula fluminea (Miiller 1774) é considerado uma das mais importantes espécies
invasoras em ambiente aquatico, tendo sua origem na Asia (McMAHON, 2002; SOUSA et
al., 2008b). Uma vez que sdo abundantes, podem desempenhar um papel significativo na
ciclagem de nutrientes (SOUSA et al., 2008a), apresentando uma densidade que chega a 1320
individuos.m™ (SOUSA et al., 2008b). Sua introdugdo nos ecossistemas da América e Europa
ocorreu, provavelmente, como resultado de atividade humana (McMAHON, 2002) como uso
dos organismos como isca de peixe, transporte de individuos para outras localidades como
objeto de curiosidade e também por sua extensiva capacidade de dispersaio (McMAHON,
2002; SOUSA et al., 2008c).

De uma maneira geral, a heterogeneidade de reproducao e desenvolvimento observado
no género Corbicula pode estar relacionada com seu amplo espectro de distribuicdo ecoldgica
(KORNIUSHIN e GLAUBRECHT, 2003). Os bivalves de agua doce apresentam reproducao
altamente especializada para exploragdo deste ambiente (MORTON, 1991), sendo que o
desenvolvimento do marstipio, incubagdo de larvas e cuidado parental dos juvenis sao
consideradas convergéncias adaptativas para este tipo de ambiente (PARK ¢ O FOIGHIL,
2000), estando possivelmente relacionado a protecao da prole em resposta as variagdes
bidticas e abidticas dos ambientes limnicos (ITUARTE, 1984).

Enquanto que a maioria das espécies de bivalves marinhos ¢ ovipara, muitos bivalves
dulcicolas exibem vérias formas de ovoviviparidade e viviparidade (KORNIUSHIN e
GLAUBRECHT, 2003), como, por exemplo, as familias da ordem Unionoida e duas familias
de Veneroida: Sphaeriidae e Corbiculidae. Bivalves limnicos geralmente utilizam as
branquias para incubar seus embrides (MACKIE, 1986), sendo os corbiculideos, tipicos
exemplos de bivalves que incubam seus embrides (MORTON, 1991). Com relagdo a familia
Corbiculidae ha registros de um grande nimero de modos de desenvolvimento embrionario, o

qual varia desde larva do tipo véliger livre nadante, normalmente em espécies de aguas



56

salobras como C. fluminalis (Muller, 1774), C.japonica (Prime, 1864) e¢ Polymesoda
(Geloida) erosa (Solander, 1786) (MORTON, 1982, 1985, 1986), até espécies que
desenvolvem cuidado parental dos juvenis com redugdo ou completa auséncia da larva
pelagica (PARK ¢ O FOIGHIL, 2000), como na espécie neotropical Cyanocyclas limosa
(Maton, 1809) que incuba seus embrides até aproximadamente 4 do tamanho da concha da
mao (PARODIZ e HENNINGS, 1965; FOCHT e VEITENHEIMER-MENDES, 2001).

A incubag¢do em Corbiculidae ¢ restrita aos taxons de agua doce, como C. fluminea
(MORTON, 1986), dentre outras espécies. Com exce¢dao de C. passoensis que ¢ a unica
espécie do género Corbicula que incuba suas larvas tanto nas demibranquias internas quanto
externas (tetrabranquiais), todas as demais espécies deste género, estudadas até o momento,
sdo tipicamente endobranquiais, ou seja, as larvas sdo incubadas nas demibranquias internas
(KORNIUSHIN e GLAUBRECHT, 2003). As gonadas desta espécie sao verde-acinzentadas
(MARTINS et al., 2006), apresentando principalmente incubagdo endobranquial, podendo ser
tetrabranquiais. As larvas normalmente sdo espalhadas por toda a extensao das demibranquias
internas, estando distribuias mais restritamente € em menor quantidade em tubos aquiferos nas
demibranquias externas (MARTINS et al., 2006).

C. fluminea apresenta um crescimento continuo ao longo do ciclo de vida e seu tempo
de vida parece variar entre 24 ¢ 36 meses. Todavia algumas populagdes podem apresentar este
tempo mais curto ou mais longo, dependendo da latitude, temperatura e disponibilidade de
alimento (SOUSA et al., 2008a). Juvenis desta espécie crescem rapidamente, cerca de 1 mm
por semana, em temperatura de 25°C. Todavia, tal crescimento ¢ interrompido quando
mantidos em temperaturas abaixo de 15°C, havendo uma consideravel mortalidade de animais
quando mantidos por uma semana em 0°C. Assim, a populacdo destes organismos tende a
decair em ambientes de dguas frias (DEN HARTOG et al., 1992).

Este bivalve dulcicola vem sendo utilizado em diversos estudos de biomonitoramento
da qualidade de 4guas continentais como organismo biomonitor na detec¢do de contaminantes
(CATALDO et al., 2001; COLOMBO et al., 1995; SHOULTS- WILSON et al., 2009). Isso
porque tal animal apresenta uma ampla distribuicdo geografica, maturacdo sexual precoce,
alta taxa de fecundidade, crescimento rapido, baixa capacidade de locomocgdo (animal
sedentdrio) e uma alta taxa de filtragdo, permanecendo com as valvas abertas durante grande
parte do dia (McMAHON, 2002).

Corbicula fluminea apresenta uma elevada taxa de filtracdo, sendo que esta varia
dependendo da quantidade de particulas suspensas no meio: quanto maior a concentragdo de

particulas suspensas, maior a taxa de filtracdo. Assim, estes animais sdo capazes de fazer
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ajustes fisiologicos para que a taxa de filtracdo atinja uma “taxa Otima” de remocdo de
particulas. Ha restricdes morfoldgicas potenciais na branquia destes moluscos que controlam
a quantidade de particulas, bem como, o tamanho que pode ser processado Adicionalmente, a
plasticidade na resposta da alimentacdo por filtragdo e a capacidade de alterar os modos de
alimentagdo contribuem para o sucesso de C. fluminea como uma espécie invasora (WAY et

al., 1990).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Verificar os efeitos agudos do herbicida atrazina (ATZ) e Roundup® (RD), ¢ da
mistura destes, no bivalve dulcicola Corbicula fluminea por meio da analise de biomarcadores

bioquimicos e genotoxicos.

3.2. Objetivos especificos

- Verificar se a atrazina e o Roundup® interferem no processo de biotransformacio, na
glandula digestiva e na branquia de C. fluminea, por meio da analise da EROD (fase I), GST
(fase I1) e MXR (fase III);

- Verificar se a atrazina e o Roundup® interferem na capacidade antioxidante de C. fluminea,
por meio da analise da atividade de antioxidantes enzimaticos (CAT, SOD, GPx ¢ GR), e ndo
enzimaticos (GSH) na glandula digestiva e na branquia;

- Verificar se a exposicdo & atrazina e ao Roundup® interfere na ocorréncia de peroxidacio
lipidica na glandula digestiva e na branquia, ¢ de danos no DNA de células da hemolinfa de
C. fluminea;

- Verificar o efeito causado pela interacio de atrazina e Roundup® nos mecanismos de
biotransformacao, nas defesas antioxidantes e na ocorréncia de lipoperoxidagao em branquia e

glandula digestiva e na ocorréncia de danos no DNA em hemocitos de C. fluminea,
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Exemplares de Corbicula fluminea (Miiller 1774) (Mollusca, Corbiculidae) (Figura 2),
com medidas (média = EP, n = 90) de 6,34 = 0,09 g, largura de 3,01 + 0,04 cm ¢ altura 2,8 +
0,02 cm, foram coletados no Lago Igapd III (23°19°5.89°S 51°11°7.31°0) (Figura 2),
localizado no municipio de Londrina, Parand, Brasil. Esta area, delimitada pelo circulo
amarelo na Figura 3, foi selecionada em vista da grande quantidade de exemplares ali
presentes e do facil acesso ao local. As coletas, realizadas sempre no periodo da manha, por
questdo de padronizagdo, foram feitas através do revolvimento do substrato e subsequente
separagdao dos animais. Os exemplares coletados foram transportados, totalmente submersos,
em recipientes de plastico contendo agua do local até o laboratério de Bioensaios
Universidade Estadual de Londrina. Os animais foram mantidos em aquérios contendo
cascalhos de granulometria 7 mm e cerca de 40 L de dgua desclorada, constantemente aerada,
por 5 dias (aclimatacdo), com renovagao total da agua a cada 24 horas, até que o inicio dos
experimentos.

Durante a aclimatacdo, bem como, no decorrer dos experimentos, os parametros
fisicos e quimicos da agua, como temperatura, condutividade, dureza, oxigénio dissovido e
pH, foram monitorados a cada 24 horas, com o uso de um medidor multiparametros (Horiba,
modelo U-50). O fotoperiodo foi ajustado ¢ mantido em 12 horas de claro e 12 horas de
escuro. Os exemplares coletados ndo receberam alimentagao durante o periodo de aclimatagao
tampouco durante a realizagdo dos experimentos. Uma vez que o estado nutricional ¢ um fator
que pode interferir nas defesas antioxidantes do animal, tal procedimento poderia ser mais um
fator de interferéncia pela falta de controle quanto aos animais que iriam ou ndo ingerir o
alimento, podendo assim, gerar variacdo entre os organismos testados que nao pela atuagdo do

herbicida em questao.

Figura 2. Corbicula fluminea
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Figura 3. Foto de satélite (21/07/2006) indicando a localiza¢do do Lago Igapo III (delimitado pela
linha vermelha): local de coleta de Corbicula fluminea, mais especificamente, na area delimitada pelo
circulo amarelo. (Fonte: Google Earth).

4.2. Selecéo das concentrac6es dos herbicidas testados

Para os experimentos com o herbicida atrazina, foi utilizado apenas o ingrediente ativo
em pd, uma vez que produtos formulados a base deste triazinico apresentam em sua
formulacdo basicamente o ingrediente ativo acrescido de ingredientes inertes. Ja no caso dos
experimentos realizados com o herbicida 4 base de glifosato foi utilizado o produto formulado
Roundup® e ndo apenas seu ingrediente ativo. Isso porque, diferentemente da atrazina, este
produto apresenta em sua formulacdo, além dos ingredientes ativo e inertes, o surfactante
polioxietilenoamina (POEA), o qual visa facilitar a absorcao do agrotoxico pelas folhas das
plantas. Tal substancia ¢ conhecida como sendo potencialmente téxica aos organismos
aquaticos, sendo muitas vezes de toxicidade mais elevada que o glifosato. Assim, o uso
apenas do ingrediente ativo glifosato nos experimentos poderia subestimar os efeitos do
produto formulado Roundup®.

A Resolugdo CONAMA n° 357 de 2005 dispde como limite méximo permitido de
atrazina e glifosato, para 4guas de classe 1 e 2, os valores de 2 pgL' e 65 pgL”,
respectivamente. No que diz respeito a atrazina, tais limites se mantém para as demais classes
de 4gua. J4 para o glifosato, seu limite maximo para aguas de classe 3 e 4 é de 280 pg.L™

(CONAMA, 2005).
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A Portaria n° 518/2004, do Ministério da Satude, estabelece, dentre outras
providéncias, o padrdo de potabilidade da &agua dirigida ao consumo humano, cujos
parametros microbiolégicos, fisicos, quimicos e radioativos ndo oferecam risco a saude
humana. Tal Portaria, firma como limite maximo permitido para atrazina e glifosato as
concentracdes de 2 e 500 pg.L”, respectivamente. O valor especificado para atrazina é
idéntico ao firmado como limite maximo para o DDT, cujo consumo foi banido em diversos
paises, incluindo o Brasil em 2009 (BRASIL, 2004).

Assim, para o presente trabalho foram selecionadas as concentragdes de 2 e 10 ppb
para atrazina, que equivalem a 2 e 10 pg.L™" (m/v), e 2 ¢ 10 ppm para o Roundup, que
correspondem a 2 e 10 pL.L"' (v/v). Para atrazina, as concentragdes de 2 e 10 ppb,
correspondem ao limite maximo permitido pelo CONAMA e a 40% da concentracdo de
atrazina usada nas cultuas (VENTURA et al., 2008), respectivamente. Para o Roundup® (RD)
(36% m/v, Monsanto do Brasil LTDA), a sele¢do de tais concentragdes se baseia em dois
pontos principais: I) o presente herbicida apresenta elevada afinidade ao solo, podendo se
concentrar no substrato, € se apresentar em concentragdes mais elevadas que as observadas na
agua; II) organismos aquaticos sedentarios, como C. fluminea, revolvem ¢ se enterram no
substrato, mantendo um intimo contato com esse “estoque” de glifosato. Uma vez que,
considerando as taxas de aplicagdao de glifosato usuais, um corpo d’agua proximo a lavoura,
sem mata ciliar, pode receber até 3,7 mg.L” de glifosato (GIESY et al., 2000), e as
concentragdes de 2 e 10 ppm testadas no presente trabalho correspondem a cerca de 0,72 ¢ 3,6
mg.L" de glifosato, respectivamente, as concentracdes selecionadas sdo passiveis de serem
detectadas no meio ambiente e possuem grande relevancia quando se trata de organismo
sedentarios. Assim sendo, as concentracdes selecionadas para ambos os herbicidas sdo

ambientalmente relevantes.

4.3. Testes de toxicidade

Ap0s o periodo de aclimatagdo, exemplares de C. fluminea foram submetidos aos
testes de toxicidade aguda do tipo estitico (6 e 24 horas) e semi-estatico (96 horas), com
renovacdo completa do meio a cada 24 horas. Os tempos experimentais foram de 6, 24 e 96
horas para atrazina e Roundup® e de 96 horas para a mistura dos herbicidas (atrazina +
Roundup). Isso porque nos testes realizados com os herbicidas individualmente, o tempo de
96 horas foi o que apresentou alteracdes mais significativas e, portanto, mais interessantes do

ponto de vista de observacdo de efeito, de serem testadas sob atuacdo conjunta dos dois
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herbicidas. Durante todo o tempo experimental qualquer animal que viesse a morrer antes do
periodo de amostragem era retirado do aquario para evitar qualquer perturbagcdo ao meio de
exposic¢ao, como liberagdo da hemolinfa no meio ou processo de putrefagao.

Para os testes de toxicidade os animais foram alocados em aqudrios (40 x 20 x 20 cm)
contendo apenas agua desclorada (grupo controle) ou os contaminantes a serem testados
(grupos experimentais). O nimero de animais/aquario foi de 10 (dez) exemplares. Tal nimero
evitaria o uso excessivo de organismos € a0 mesmo tempo garantiria um niimero adequado de
organismos amostrados para futuras andlises estatisticas.

O procedimento de renovacao do meio, realizado para os testes de 96 h, se baseou na
transferéncia dos animais, com o auxilio de redes, para outros aquarios contendo o meio de
exposi¢do (apenas agua, para o grupo controle, e agua acrescida de contaminante na
concentracdo testada, para o grupo experimental, ambos contendo cerca de 10 L de agua
desclorada e aerada), com minima manipulacdo do animal a fim de evitar o estresse do
mesmo. Tal renovagdo ndo ocorreu para os tempos experimentais de 6 e 24 h, dado ser um

curto intervalo de tempo de exposicao (Figura 4).

CONTROLE (n=10) EXP 2 (n=10) EXP 10 (n=10)
(10L de agua desclorada)  (10L de agua desclorada +  (10L de agua desclorada +
x 2ppm ou 2ppb do herbicida) 10ppm ou 10ppb do herbicida)
CONTROLE EXP 2 EXP 10
(10L de agua desclorada) (10L de dgua desclorada + (10L de agua desclorada +

2ppm ou 2ppb do herbicida) 10ppm ou 10ppb do herbicida)

Figura 4. Esquema de renovagdo da agua a cada 24 horas para experimentos de 96h. Animais sdao
transferidos para outros aquarios, com o auxilio de redes, contendo o mesmo meio de exposi¢cdo em
que se encontravam (controle ou experimental).

O volume de 4gua contido nos aquarios foi igual para ambos os grupos, 10 L de agua

desclorada em constante aeragdo. Os aqudrios, controle e experimentais, a serem utilizados
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nos experimentos foram preparados com 24 horas de antecedéncia, a fim de garantir a
obten¢do de um ambiente desprovido de cloro, bem como, com total dissolug¢do e distribuicao
do contaminante no aquario.

A atrazina (PESTANAL, analytical standart, Fluka) foi pesada e diluida em metanol,
visando 4 obtencdo de uma solu¢io-mie de atrazina (SMA) de concentragio 5 mg.ml”'. A
concentragdo desta solu¢ao foi calculada a fim de se obter uma concentra¢ao determinada que
propiciasse a utilizagdo de um volume vidvel (que nao fosse tdo pequeno a ponto de aumentar
as chances de erros de pipetagem) para a montagem dos experimentos, bem como, evitasse a
producdo de volumes excedentes de SMA. Assim, calculou-se o volume de solugdo-mae que
deveria ser adicionado ao volume de 10 L de dgua contida no aquario para que fosse obtida
uma concentracao final de atrazina de 2 ppb e 10 ppb.

Durante todo o experimento a SMA foi armazenada em tubos de plastico para
microcentrifuga (criogénicos) de 2 ml cuidadosamente lacrados com papel parafilme e
mantida em geladeira, visando minimizar a possibilidade de evaporagdo do metanol. Apos o
término dos experimentos a solugdo-mae de atrazina restante era descartada, uma vez que
dada a volatilidade do metanol, a concentracao da solugdo poderia sofrer alteracdo em sua
concentracgdo pela evaporacao do metanol e consequente concentragao do herbicida.

No caso dos ensaios com Roundup® foi utilizado o pesticida Roundup® Original
(Monsanto) adquirido em casas agropecuarias, sem dilui¢des prévias, uma vez que tal produto
¢ muito soliivel em agua e nao foram observados problemas de pipetagem quando ao volume

do herbicida a ser utilizado nos aquarios.

4.3.1. Experimentos com atrazina e Roundup®

Foram testadas as concentracdo de 2 e 10 ppb de atrazina e 2 e 10 ppm de Roundup®.
Assim, para cada tempo experimental de um dado herbicida a ser testado, trés aquarios (n=30
animais) eram preparados. Para experimentos com atrazina: I) Controle (CTR), 10 L de agua
desclorada; II) ATZ 2, 10 L de agua desclorada + 2 ppb de atrazina; III) ATZ 10, 10 L de
agua desclorada + 10 ppb de atrazina. Para experimentos com Roundup®: I) Controle (CTR),
10 L de 4gua desclorada; IT) RD 2, 10 L de 4gua desclorada + 2 ppm de Roundup®™; IIT) RD
10, 10 L de 4gua desclorada + 10 ppm de Roundup® (Figura 5).
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6 HORAS
(n=30)
CONTROLE (n=10) EXP 2 (n=10) EXP 10 (n=10)
(10L de dgua desclorada)  (10L de agua desclorada (10L de agua desclorada +
+ 2 ppm do herbicida) 10 ppm do herbicida)
24 HORAS
(n=30)
CONTROLE (n=10) EXP 2 (n=10) EXP 10 (n=10)
(10L de dgua desclorada) (10L de agua desclorada + (10L de agua desclorada +
2 ppm do herbicida) 10 ppm do herbicida)
96 HORAS
(n=30)
EXP 10 (n=10
(10?_2!NTROLCE1 (n=|1°)d ) (1oL dg);guza(g(:;ggrada + (10L de agua fjesclo)rada *
e agua desclorada R
2 ppm do herbicida 10 ppm do herbicida

Figura 5. Delinecamento experimental para os testes com atrazina ¢ Roundup® em 6, 24 ¢ 96 horas.
Para cada tempo experimental foram montados trés aquarios, sendo um controle (apenas agua
desclorada) e dois experimentais: EXP 2 ¢ EXP 10 correspondem, respectivamente, & concentragao
dos herbicidas de 2 e 10 ppb de atrazina ou 2 e 10 ppm de Roundup®.

4.3.2. Experimento da mistura (atrazina + Roundup®)

A mistura dos herbicidas Roundup® e atrazina foi testada nas condi¢cdes de 2 ppb de
atrazina acrescido de 2 ppm de Roundup® e 10 ppb de atrazina acrescido de 10 ppm de
Roundup® durante 96 horas de exposicdo. Para a realizacdo de tal experimento foram
montados trés aqudrios: I) Controle (CTR), 10 L de dgua desclorada; II) AR 2, 10 L de dgua
desclorada + 2 ppb de atrazina + 2 ppm de Roundup®; IIT) AR 10, 10 L de 4gua desclorada +
10 ppb de atrazina + 10 ppm de Roundup” (Figura 6).
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96 HORAS
(n=30)

" AR 10 (n=10)
CONTROLE (n=10) Fer 2] (10L de dgua desclorada +
(10L de dgua desclorada) ~ (10L de agua desclorada + S0 e iz 10 o

2 ppb de afrazina+ 2 ppm

®
de Roundup®) de Roundup®)

Figura 6. Delineamento experimental para o teste da mistura de atrazina ¢ Roundup® em 96 horas.
Montagem de trés aquarios, sendo um controle e dois experimentais: AR 2 (10L de agua desclorada +
2 ppb de atrazina + 2 ppm de Roundup®) ¢ AR 10 (10 L de dgua desclorada + 10 ppb de atrazina +10
ppm de Roundup®).

4.4, Amostragem

Decorrido o periodo de experimentagdo, foi iniciado o processo de amostragem com
coleta de material para as analises bioquimicas e genéticas. Com o auxilio de um bisturi, era
realizada a raspagem na juncdo das valvas, visando facilitar a abertura das conchas. A
hemolinfa de C. fluminea foi entdo coletada com o auxilio de uma seringa com agulha
inserida, através da pequena abertura nas valvas, do seio localizado no musculo adutor
anterior do animal (Figura 7). O liquido coletado foi transferido rapidamente para um tubo
plastico de microcentrifuga de 1,5 mL, devidamente identificado, mantidos em plataformas
para tubos plasticos de microcentrifuga sobre o gelo durante todo o periodo amostral e até o

momento da realizacao do teste do cometa em laboratorio.

Figura 7. Coleta de hemolinfa do seio localizado no musculo adutor anterior (estrutura esbranquigada
localizada entre a abertura das valvas e limitada pelo circulo branco), com o auxilio de uma seringa.
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Ap0s a coleta da hemolinfa, o misculo adutor anterior foi seccionado com o auxilio de
um bisturi, a fim de abrir completamente a concha do animal. Branquias e glandula digestiva
foram coletadas (Figura 8), com o auxilio de pingas e tesoura, e transferidas para tubos
plasticos de microcentrifuga (1,5 mL), devidamente identificados, mantidos em gelo durante
toda a amostragem e armazenados em ultrafreezer -80°C (Freeztec, ultra low) para analises
posteriores. A glandula digestiva ndo ¢ facilmente diferenciada dos tecidos adjacentes a ela, e
por isso, a denominagdo de glandula digestiva, utilizada no presente trabalho, refere-se ao

tecido glandular adicionada dos tecidos adjacentes.

Glindula
digestiva

Figura 8. Identifica¢do de 6rgdos em Corbicula fluminea. Circulos vermelhos identificam os érgios-
alvo de analise bioquimica no presente trabalho (branquia e glandula digestiva).

4.5. Biomarcadores

Os tecidos branquial e glandular foram homogeneizados em tampao fosfato de
potassio (0,1 M; pH 7) e posteriormente centrifugadas (Universal 320R) a 16000 g por 20
minutos a 4°C. O sobrenadante resultante da centrifugagdo foi retirado ¢ armazenado em
ultrafreezer (-80 °C) at¢é o momento das andlises. A medida da atividade das defesas
antioxidantes enzimaticas foi feita em espectrofotdometro UV/Visivel (Biochrom, Libra S32)

com banho termostatizado acoplado.

4.5.1. Enzimas de biotransformacio

4.5.1.1. Fase I: EROD (etoxiresorufina-O-desetilase)
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Este ensaio ¢ um método adaptado de Eggens e Galgani (1992) e determina a atividade
catalitica associada & CYP1A. Neste, a conversdao da 7-etoxiresorufina (ETOX) para
resorufina ¢ monitorada fluorimetricamente (exc.: 530 nm; emi.: 590 nm) a cada 1 minuto por
40 minutos em espectrofotdmetro de fluorescéncia (VICTOR® PerkimEImer 1420, Multiabel
Counter). Este ensaio se baseia na adicdo de um meio de reacdo (tampao fosfato de potassio
0,1 M/ pH 7,6, NADPH 2 mM.10 mL™" e etoxiresorufina 0,1 mM.10 mL'l) a amostra a ser
analisada em microplaca preta de 96 pocos.

Apo6s a leitura calculou-se a inclinacdo da reta que descreve a variacdo dos valores
obtidos ao longo dos 40 minutos (onde Y sdo os valores e X o tempo de ensaio). A
concentracdo de resorufina foi correspondente a diferenca entre o valor da fluorescéncia e a
razao da interceptagdo/ inclinacdo. Este valor foi dividido pelo valor obtido para a proteina e

multiplicado por 1000 (M) e expresso em uM de resorufina.min™'.mg de proteina™.

4.5.1.2. Fase Il: Glutationa S-Transferase (GST)

A atividade da GST foi determinada através do método descrito por Keen et al. (1976)
em espectrofotdmetro no comprimento de onda 340 nm. O ensaio consiste em adicionar a
cubeta de plastico 970 uL de tampao fosfato de potassio (0,1 M / pH 7,0), 10 uL de CDNB
(diluido em etanol), 10 uL de GSH e 10 uL de amostra. A atividade enzimatica ¢ mensurada
através da complexacdo da glutationa reduzida (GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB), por atuacao da glutationa S-transferase presente na amostra durante 1 minuto, sendo

expressa em nmol CDNB conjugado. min™.mg de proteina™.

4.5.1.3. Fase Ill: Mecanismo de Resisténcia a multixenobidticos (MXR) - Ensaio de acumulo

de Rodamina

A medida de atividade das proteinas transportadoras componentes do mecanismo de
resisténcia a multixenobidticos (MXR) pode ser feita através de testes de bioacumulacdo ou
efluxo. No primeiro, o acimulo de uma substancia fluorescente, como a Rodamina B, ¢
medida com ou sem um inibidor competitivo em células vivas ou em tecidos homogeneizados
apos exposicdo, através de leitores de placa fluorométricos (SMITAL e KURELEC, 1998),
sendo que a taxa de efluxo ¢ diretamente proporcional a atividade de transporte da P-gp. A

acumulag¢do ou liberagdo de rodamina permite a detec¢do de concentragdes muito mais baixas
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de inibidores do MXR, possibilitando a deteccdo direta da capacidade dos organismos
liberarem ou acumularem rodamina em seus tecidos (SMITAL ¢ KURELEC, 1997). Estes
mesmos autores demonstraram que o teste de Rodamina B ¢ o teste mais rapido, barato e
simples para a deteccdo de contaminantes no meio. Além disso, se apresentou como sendo o
mais confiavel.

Assim, para se estimar indiretamente a atividade das glicoproteinas P (P-gp) e MRP,
ou seja, do mecanismo de resisténcia a multixenobidticos (MXR), foi realizado o ensaio de
acimulo do fluorescente Rodamina B (substrato da P-gp) de acordo com Kurelec et al.
(2000). Apos o sacrificio dos animais, foi feita a coleta das branquias e glandula digestiva, os
quais foram lavados rapidamente em salina (2,5.10% M NaCl, 4.10° M sacarose/ pH 7.,4),
diluida seis vezes, para a retirada do excesso de muco. Em seguida foi retirado o excesso de
salina em papel filtro e os tecidos foram transferidos para pogos de microplacas (24 pocos)
contendo Rodamina B (1 puM). Cada 6rgao de cada animal foi mantido em um dos pogos da
placa, os quais continham 1 mL do corante, por 2 (duas) horas. Em seguida, as amostras
foram novamente lavadas em salina para retirada do excesso de Rodamina e, posteriormente,
submetidas ao congelamento em freezer -20°C por pelo menos 30 minutos. Transcorrido este
tempo e certificados do congelamento do material, este foi homogeneizado em agua destilada
(1:7), centrifugados a 1500 g / 4 °C / 7 minutos. O volume minimo de sobrenadante
necessario para este ensaio ¢ de 200 pL, assim em alguns casos foram feitos ajustes
necessarios de diluicdo até a obtencdo do volume necessario. O sobrenadante resultante foi
utilizado para leitura de fluorescéncia (exc.: 544 nm / emi.: 590 nm) em microplaca preta,
referente ao actmulo de rodamina, em espectrofotdmetro de fluorescéncia (VICTOR®
PerkimElmer 1420, Multiabel Counter). As concentracdes de Rodamina no tecido foram
determinadas através de uma curva padrdo de rodamina, sendo os dados expressos em pM de

. . S |
rodamina. mg de tecido imido ™.

4.5.2. Defesas Antioxidantes Primarias

4.5.2.1. Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada segundo McCord e Fridovich (1969). Este ensaio
se baseia na inibicdo da taxa reducdo do citocromo ¢, promovida pelo anion radical

superoxido oriundo do sistema xantina/xantina oxidase, pela SOD.
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A atividade da SOD foi estimada pela taxa de reduc¢do do citocromo c inibida pelo O3,
em 550 nm e expressa em U de SOD.mg de proteina™, sendo que U representa a quantidade
de SOD que promove a inibi¢do de 50% da taxa de reducdo do citocromo ¢ (FLOHE e
OTTING, 1984).

O ensaio se baseia na adi¢do a cubeta de plastico de 990 pL de mistura reativa (tampao
fosfato de sodio/potassio 50 mM / pH 7,8 contendo 0,1 M de EDTA, xantina 1 mM em NaOH
0,001 N e citocromo c), 5 uL de amostra e 30 pL de XOD (0,2 U.mL™). O volume de mistura
reativa ¢ XOD adicionados podiam ser alterados dependendo da absorbancia obtida na leitura
da referéncia (adi¢do de todos os constituintes acima descritos, exceto a amostra), a qual deve
ser de 0,025 abs.min™. Caso ndo fosse alcancado este valor, era feito um balanco entre os dois

oo ~ , . |
constituintes, sempre mantendo a mesma propor¢ao, até que se atingisse 0,025 abs.min".

4.5.2.2. Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi baseada no protocolo descrito por Beutler, (1975). Neste
ensaio foi avaliado o decréscimo de absorbancia a 240 nm, o qual estd relacionado com a
velocidade da decomposicdo do H,0O; pela enzima catalase presente na amostra. Tal
procedimento consiste na adigdo de 990 uL de meio de reagdo e 10 uLL de amostra em cubeta
de quartzo. O meio de reacao possui H,O, e tampao da catalase (TRIS 1 M e EDTA 5 mM /
pH 8.,0) sendo a atividade enzimatica expressa em pmol de H,O, metabolizado.min™'.mg de

proteina'l .

4.5.2.3. Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade de GPx foi estimada através da oxidacdo do NADPH em presenga de
H,0,, em espectrofotometro (340 nm) a 25 °C e ¢ expressa em pmol de NADPH
oxidado.min'l.mg de proteina® (HOPKINS e TUDHOPE, 1973). O ensaio se baseia na
dismutacdo do H,O, pela GPx presente na amostra. Tal processo gera uma ponte dissulfeto
entre duas GSH (GS-GS), que por sua vez, volta ao estado reduzido (2 GSH) pela acdo da
glutationa redutase (GR), mediante a oxidacio do NADPH. Assim, o ensaio registra a
diminui¢do de NADPH (oxidag@o) durante 1 minuto.

Para andlise de cada amostra, sdo adicionados a cubeta de quartzo 1 ml de meio de

reacdo (tampao fosfato de sédio 0,1 M / pH 7,0 com EDTA 2 mM, NADPH 0,2 mM, azida
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sodica 5 mM, GSH 1 mM e agua destilada), 10 pL de amostra, 20 pL de GR (1 U.mL™) e 20
pL de H20, (20 mM).

4.5.3. Glutationas

4.5.3.1. Glutationa reduzida (GSH)

A concentracdo de GSH foi determinada pelo método de Beutler et al. (1963) pelo
ensaio da reciclagem da glutationa. Na complexacdo da GSH com o &cido 5,5’-dithiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB), ¢ formado o tiolato (TNB) que produz uma cor amarelada, a qual ¢
detectada por espectrofotometria a 412 nm (VICTOR® PerkimElmer 1420, Multiabel
Counter), e a glutationa ¢ oxidada. As amostras sao centrifugadas em acido tricloroacético
(TCA) 6% (1:1) em 1500 g / 4 °C / 5 minutos. O sobrenadante das amostras ¢ disposto em
microplaca transparente de 96 pocos com posterior adicdo de acido 5,5’-dithiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB) (2,5 mM) e tampao fosfato de potassio (0,1 M / pH 7,0). A
concentracdo de GSH ¢ obtida através de uma curva padrao de GSH e expressa em uM de

GSH. mg.” de proteina.

4.5.3.2. Glutationa redutase (GR)

A atividade da GR foi determinada com base no protocolo proposto por Carlberg e
Mannervik (1975). Neste ensaio a glutationa oxidada (GSSG) ¢ reduzida a GSH por acao da
GR, mediante oxidacdo do NADPH. Assim este método se baseia na medida indireta de

atividade da GR, uma vez que registra a diminuicao do NADPH.

GR

GSSG+NADPH+H - 2GSH+NADP'

O ensaio se resume na adigdo, a cubeta de quartzo, de 50 uL de agua ultra-pura, 400
pL de meio de reagdo (tampao fosfato de potassio 0,1 M/ pH 70 com EDTA e NADPH 0,225
mM), 25 pL de GSSG e 25 pL de amostra. A atividade enzimatica ¢ medida em 340 nm e

expressa em pmol NADPH oxidado.min™.mg de proteina™
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4.5.4. Danos oxidativos

4.5.4.1. Lipoperoxidagao

O ensaio TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitlirico) se baseou em Camejo
et al. (1998) e foi utilizado como medida indireta de lipoperoxidacao, a 60°C, pela leitura de
fluorescéncia (exc.: 535 nm/ emi.: 590 nm). Este ensaio foi realizado usando 10uL da amostra
(em duplicata), adicionado ao pogo da microplaca preta de 96 pogos, contendo 10 uLL de BHT
(burilato hidroxitolueno) e 170 pLL de PBS (salina tamponada com fosfato / pH 7,4). Em
seguida, foram adicionados 50 pL de TCA (acido tricloroacético) 50% (m/v), seguido de uma
leitura inicial da placa (deteccio de autofluorescéncia) e TBA (acido tiobarbitirico)
dissolvido em 0,3% (m/v) de NaOH com posterior incubagao da placa por 1 hora em estuda a
60°C. Transcorrido este periodo de tempo, fez-se uma nova leitura a fim de detectar os
valores de fluorescéncia. A concentracdo de malondialdeido (MDA), um dos produtos da

lipoperoxidagio (LPO), foi expressa em pmol de MDA por mg.mL™" de proteina.

45.4.2. Ensaio do cometa

O ensaio do cometa realizado no presente trabalho se baseou em Fedato et al. (2010).
Para a realizagdo deste teste as laminas eram previamente preparadas e submetidas a banho
em agarose de ponto de fusdo normal (1,5%), visando a formag¢do de um filme de agarose
sobre as laminas, no qual a hemolifa foi depositada. A hemolinfa, coletada durante o processo
de amostragem, era primeiramente submetida a um processo de centrifugacao a 1160 g / 20
min, a fim de concentrar as células presentes neste fluido. Em seguida, o sobrenadante era
descartado e o pellet resultante da centrifugacdo era entdo ressuspenso com a adi¢do de
agarose de baixo ponto de fusdo 0,5%, sendo entdo espalhadas sobre as laminas histologicas
previamente codificada.

Em seguida, as laminas foram mantidas em geladeira por pelo menos 30 minutos ou
até que as laminulas apresentassem certa resisténcia ao deslizamento. Apos a retirada das
laminulas, as laminas foram submetidas aos seguintes procedimentos: I) lise: submersdao em
tampao de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM TRIS, 10% DMSO, 1 mL Triton X-100,
pH 10,0) por 1 hora a 4°C, protegido da luz; II) relaxamento e desenrolamento do DNA:
manutencdo em tampao de eletroforese (0,3 N NaOH, 1 mM de EDTA, pH>13) por 30

minutos; IIT) eletroforese: 30 minutos, 300 mA e 25 V, sendo 1 V.em™; IV) neutralizagio:
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trés lavagens de 5 minutos cada em tampao de neutralizagio (0,4 M TRIS, pH 7,5); V)
fixagcdo em etanol absoluto por 10 minutos, seguido de secagem e armazenamento das laminas

sob refrigeracdo até o momento das analises.

4.5.4.2.1. Anélise das laminas

Para analise das ldminas, estas eram coradas com GelRed (0,3 pL.ml" diluido em
agua e NaCl 1M) e analisadas em fotomicroscopio de fluorescéncia (Leica DM 2500) com
filtro de excitagdo (450-490 nm) e um filtro barreira de 515 nm, a uma magnificagcdo de 4000
vezes. Trata-se de um teste cego, onde as laminas previamente codificadas, ndo sdo
identificadas (como controle ou experimental) ao longo das analises, a fim de evitar andlises
tendenciosas. Para cada animal foram analisados 100 nucledides, cada um dos quais recebeu
uma classificacdo de acordo com o comprimento da cauda gerada pela migracdo dos DNA,
que ¢ diretamente proporcional ao dano observado (quando maior a cauda, maior o dano
observado): classe 0 = sem dano aparente, classe 1 = dano minimo, classe 2 = dano médio e
classe 3 = dano maximo, tomando-se por base o comprimento da cauda do cometa. A
identificag¢do das classes de danos foram feitas segundo Kobayashi et al (1995) que apresenta
a seguinte metodologia: classe 0 = sem dano aparente, classe 1 = cauda medindo até 1 vez o
tamanho do didmetro do nucledide; classe 2 = cauda medindo entre 1 ¢ 2 vezes o tamanho do
didmetro do nucleodide e classe 3 = cauda medindo mais de 2 vezes o didmetro do nucledide

(Figura 9)

CLASSEO CLASSE 1 CLASSE 2 CLASSE 3

Figura 9. Classificagdo de nucledides quanto o tamanho da cauda: classe O= sem dano aparente;
classe 1= até 1 vez o tamanho do didmetro do nucledide; dano 2= entre 1 € 2 vezes o tamanho do
diametro do nucledide; classe 3= mais de 2 vezes o didmetro do nucledide.

Para o calculo do escore de dano, o nimero de nucledides em cada classe (0, 1, 2 ou 3)
foi multiplicado pelo valor de cada classe e o escore calculado pela formula: (0xA) + (1xB) +

(2xC) + (3xD), em que: A, B, C e D correspondem ao numero de células em cada uma das
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classes. Assim, o escore total para as células analisadas pode variar de 0 (dano minimo =

nenhuma célula danificada) a 300 (dano maximo = todas as células apresentam dano de classe

3).

4.6. Dosagem de proteinas totais

O método utilizado no presente trabalho foi o de Lowry et al. (1951) o qual foi
originalmente proposto em 1922, ¢ amplamente utilizado em estudos de dosagem proteica. O
principio deste método se baseia na utilizacdo de uma mistura contendo molibdato, tungstato
e acido fosforico (reagente de Folin-Ciocaltear). Este reagente sofre uma reducdo, catalisada
pelo Cu™, ao entrar em contato com as proteinas presentes na amostra, produzindo um
composto azulado e de absor¢do maxima em 750 nm (ZAIA et al., 1998). Chou e Goldstein
(1960) e Legler et al. (1985) sugerem que a reacao de redugdo ocorre diretamente através das
cadeias laterais de alguns aminoacidos (tirosina, triptofano, cisteina, asparagina e histidina).
Estes contribuem com quatro elétrons ou através da retirada de dois elétrons de cada unidade
tetrapeptidica dos peptideos e proteinas, a qual ¢ facilitada pela formagdo do quelato entre
cobre e peptideos/proteinas.

A principal vantagem deste método ¢ sua alta sensibilidade, sendo utilizado para a
determinagdo proteica de diversos meios (ZAIA et al., 1998). Para dosagem proteica em
tecidos animais, estudos comparativos como os de UPRETI et al. (1988) demonstraram que o
método de Lowry € mais recomendavel, pois mostrou-se mais sensivel, com melhor exatidao,
menor consumo de amostras e, menos susceptiveis a alguns tipos de interferentes (lipidios,

melanina, agucares, RNA, detergentes e compostos fenolicos (ZAIA et al., 1998).

4.7. Analise Estatistica

Os resultados obtidos para cada 6rgdo (branquia e glandula digestiva), em cada tempo
experimental (6, 24 ¢ 96 h), para as diferentes concentragdes de atrazina, Roundup e atrazina
+Roundup ([2] X [10]) foram comparados entre si e com o respectivo grupo controle (CTR X
[2] X [10]) por meio de andlise de ANOVA ou Kruskall-Wallis. Na indicacdo de diferenca
significativa os resultados foram comparados por testes de comparagdes multiplas (Teste de
Dunn’s) para a localizagdo das diferencas. Para os experimentos de 6 e 24 h, para cada
biomarcador empregado, os resultados obtidos para os grupos controle de ambos os

herbicidas foram agrupados para cada 6rgdo e foram comparados entre os dois Orgdos
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(branquia X glandula digestiva) por meio de teste t de student ou Mann-Whitney. As
comparacdes foram feitas por meio de teste paramétrico (ANOVA e teste t) ou ndo
paramétrico (Kruskall-Wallis ¢ Mann-Whitney), de acordo com a distribui¢cdo dos dados
(normalidade e homogeneidade de variancia, teste Shapiro-Wilk). Foram considerados
significativos valores de p < 0,05. A andlise estatistica foi feita com auxilio do software

SigmaPlot 11.0.
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RESUMO

Biomarcadores bioquimicos e genotoxicos foram empregados para avaliar os efeitos agudos
(6 e 24 h) dos herbicidas atrazina (ATZ) e Roundup” (RD) nos mecanismos de
biotransformagdo, defesas antioxidantes e ocorréncia de danos oxidativos em branquia (BRQ)
e glandula digestiva (GL) e danos ao DNA de hemocitos de Corbicula fluminea, expostos as
concentracdes de 2 ¢ 10 ppb de ATZ e 2 ¢ 10 ppm de RD. As principais alteragdes
promovidas pela ATZ foram inibicdo da catalase (CAT), etoxirresorufina-O-desetilase
(EROD) branquial, mecanismo de resisténcia a multixenobidticos (MXR) e aumento de
glutationa reduzida (GSH), EROD glandular, superdxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e danos oxidativos no DNA. Ja para RD, foi observado aumento da SOD e
GPx e inibigdo do MXR, CAT e GR. Diferentemente da ATZ, RD promoveu mais alteragdes
quando na maior concentragao € em tempo de exposi¢do mais curto (6 h), sendo que para
ambos os herbicidas a GL se apresentou como o principal alvo de interferéncia dos
contaminantes. Com exce¢dao da GSH e LPO, todos os demais biomarcadores se apresentaram
significativamente diferentes entre os dois 6rgaos analisados, sendo que a BRQ ¢ a principal
fonte da EROD, MXR, SOD e GPx e a GL da GST, CAT e GR. Assim, por promover danos
oxidativos a0 DNA, a ATZ se apresenta potencialmente toxica para C. fluminea, sendo a
EROD um bom biomarcador para contaminagao com este herbicida. J4 o RD, embora alguns
biomarcadores tenham se apresentado alterados por este herbicida, tais alteragdes sao menos
severas que as observadas para ATZ.

Palavras-chave: Biomarcadores. Biotransformag¢do. Branquias. Danos no DNA. Estresse
oxidativo. Glandula digestiva.
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Introducéo

A atrazina ¢ um herbicida pertencente ao grupo quimico das triazinas e enquadra-se
dentre os herbicidas mais utilizados no Brasil ¢ no mundo, principalmente em culturas de
soja, milho e cana-de-acucar (Cox, 2001; SEAB, 2011). As propriedades da atrazina de
moderadamente hidrofilica, com uma solubilidade em 4gua de 33 mg. L™, e persistente, com
uma meia-vida de 124 - 365 dias em lagoas e lagos, t€m resultado em extensiva contaminagao
da 4gua, com niveis superiores a 48 ug.L™”, reportados apds ocorréncia de chuvas (Huber,
1993).

Sua alta toxicidade aos organismos aquaticos pode ser comprovada através de
inameras alteracdes provenientes da atuacdo deste herbicida em diferentes niveis
organizacionais dos animais. Este herbicida tem sido relacionado com diversas alteracdes em
moluscos como aumento no nivel de aneuploidia na ostra Crassostrea gigas (Bouilly et al.,
2004), diminuigdo da permeabilidade dos lisossomos do gastropode Lymnaea stagnalis
(Russo et al., 2009), genotoxicidade a células do hepatopancreas do bivalve Pecten maximus
(Pennec e Pennec, 2001). Além destas, atrazina também promove alteracdes teciduais e
aumento na producao de muco, as quais interferem na alimentagdo e respiragdo dos animais
como o bivalve Diplodon expansus (Noragol et al.,, 2012). Pode interferir, também, em
parametros de elevada relevancia ambiental como diminuicdo da atividade locomotora do
gastropoda Potamopyrgus antipodarum (Gerard e Poullain, 2005), diminui¢do do grau de
agregacdo entre invertebrados sedentarios como Elipitio complanata (Flynn e Spellman,
2009), mudangas de fecundidade de Lyminaea palustris (Baturo, 1995) e no nimero e massa
de ovos produzidos (Lagadic et al., 2007).

Outro herbicida de grande relevancia quando se trata de polui¢do de recursos hidricos
¢ o Roundup®. O glifosato ¢ o ingrediente ativo com acdo herbicida mais amplamente
utilizado em todo o mundo (Woodburn, 2000; Hultberg, 2007), e ¢ uma das formula¢des mais
comuns do glifosato, consistindo de um sal amino-isopropil e um surfactante amino
polioxietileno (POEA) (Giesy et al., 2000). Este herbicida também ¢ frequentemente aplicado
em ambientes aqudticos para o controle de macréfitas aquaticas (Abdullah et al., 1995; Tsui e
Chu, 2003). A meia-vida do glifosato na dgua € de cerca de 7 a 70 dias (Giesy et al., 2000). Ja
no solo esse periodo varia entre 30 a 90 dias (Cox, 1998). A toxicidade aguda do Roundup® é
considerada baixa (WHO, 1994), entretanto este herbicida tem se mostrado dotado de
potencial toxicidade para diferentes grupos taxondmicos de organismos aquaticos,

promovendo disturbios em diferentes niveis organizacionais e em diferentes classes de
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animais. Pode promover alteragdes nas defesas antioxidantes anfibios (Rana cateisbeiana), de
peixes (Rhamdia quelen, Carassius auratus e Prochilodus linetus) (Costa, 2008; Ferreira et
al., 2010; Lushchak et al., 2009; Modesto ¢ Martinez, 2010), alteragdo em neurotransmissores,
como a acetilcolinesterase, em peixes (Prochilodus lineatus, Cyprinus carpio) e anfibios
(Rana cateisbeiana ) (Cattanco et al., 2011; Costa, 2008; Modesto e Martinez, 2010),
estimulacdo adrenérgica em anfibios (Rana cateisbeiana) (Costa, 2008), inibicdo de enzimas
de regulagdo i6nica como a Na'K" ATPase, diminuicdo de glicogénio, lipidios, trigliceridios,
colesterol em crustaceos como Hyalella castroi (Dutra et al., 2011). Pode promover também
danos as membranas celulares em peixes (Prochilodus lineatus, Cyprinus carpio) e
malacostraca (Hyalella castroi) (Modesto e Martinez, 2010; Cattaneo et al., 2001; Dutra et al.,
2011), bem como, alteragcdes histopatologicas em branquia, manto e glandula digestiva do
mexilhdo Ruditapes decussatus (El-Shenawy, 2009). Além disso, pode alterar parametros
relacionados a manutengdo da espécie no ambiente, através da diminui¢do de fecundidade em
diferentes estdgios de desenvolvimento, bem como, diminuicdo do numero de juvenis de
animais, como observado para Daphnia magna (Papchenkova, 2009), além de promover
alteragdes comportamentais como na atividade de abertura e fechamento das valvas de
Ruditapes decussatus (El-Shenawy et al., 2003).

A biotransformagdo de xenobidticos se apresenta como o mecanismo que facilita a
eliminacao dos contaminantes do organismo (Van Der Oost, 2003), compreendendo trés fases
(Hodgson e Goldstein, 2001; Newman e Clements, 2008; Van Der Oost, 2003). Isoenzimas
do citocromo P450 sdo de importancia central no metabolismo de muitos xenobidticos e
compostos enddgenos de fase I, sendo que os niveis de P450 totais sdo normalmente mais
elevados em peixes que em invertebrados (Livingstone, 1998). Em peixes, a fase I ¢ mediada
principalmente pela subfamilia CYP1A (Van Der Oost, 2003), a qual também est4 presente
em moluscos. A identificagdo imunoquimica da CYPIA tem sido extensivamente estudada
nestes invertebrados, principalmente em glandula digestiva (Grosvik et al., 2006; Goksoyr et
al., 1991; Livingstone et al., 1997; Porte et al., 1995), sendo que sua atividade pode ser
avaliada indiretamente através da inducdo da atividade da 7-etoxiresorufina-O-desetilase
(EROD) (Torres et al., 2002). A atividade da P450 tem sido identificada em células
sanguineas, branquia, pé e gonada de moluscos, com uma elevada concentracdo encontrada na
glandula digestiva, embora esta concentracdo seja dez vezes menor que a observada no figado
de mamiferos (Livingstone et al., 1989; Livingstone, 1991). A fase II compreende as reacdes
de conjugacdo do xenobidtico ou seus metabdlitos com a glutationa reduzida (GSH) por

atuagcdo da glutationa-S-transferase. Muitas isoenzimas da GST tém sido purificadas e
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caracterizadas em moluscos (Fitzpatrick e Sheeham, 1993; Fitzpatrick et al., 1995). Estas sao
usadas como biomarcadores de exposicao a herbicidas em peixes (Modesto e Martinez, 2010;
Peebua et al., 2007; Santos e Martinez, 2012). A fase III, também conhecida como mecanismo
de resisténcia a multixenobidtico (MXR), estd relacionada a presenca proteinas
transportadoras, como as glicoproteinas-P (P-gp) e proteinas de resisténcia a multidrogas
MRPs, associadas as membranas plasmaticas. Estas representam eficientes transportadores
transmembrana dependentes de ATP que atuam como uma barreira ao actmulo de
xenobidticos e seus metabolitos na célula, acelerando o processo de remog¢do do contaminante
do interior celular (Abou-Donia et al., 2002). A observag¢ao deste mecanismo em membranas
celulares de molusco (Mytilus galloprovincialis) levou Kurelec e Pivcevic (1991) a acreditar
que este mecanismo poderia explicar a relativa alta tolerancia destes organismos a
contaminantes, sendo recentemente encontrado no peixe marinho (Anoplarcus purpurescens)
(Bard et al., 2000), nos moluscos Mytilus edulis ( Luedeking ¢ Korhler, 2004), Corbicula
fluminea (Achard et al., 2004; Rocha e Souza, 2012; Waldmann et al., 1995) e Dreissena
polymorpha (Smital ¢ Kurelec, 1997).

No organismo, o metabolismo de agrotoxicos pode contribuir para a geracao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (Cadenas, 1995), como anion radical superdxido (O57),
peroxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxil ("OH) (Sie, 1993). Neste sentido, defesas
antioxidantes removem cataliticamente os radicais livres e outras espécies reativas (Halliwell
e Gutteridge, 1999), sendo representadas pela superdxido dismutase (SOD), que acelera o
processo de dismutagdo do O,”, convertendo-o a peroxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio
(02) (Aruoma, 1994; McCord e Fridovich, 1969), pela catalase (CAT), que catalisa
diretamente a decomposicao do H,O, a O, e agua (Chance et al., 1979), pela glutationa
peroxidase (GPx), que remove o H,O, através da reducdo deste derivado de oxigénio a H»O,
com a consequente oxida¢do de uma glutationa reduzida (GSH) (Chance et al., 1979), pela
glutationa redutase (GR), que ¢ responsavel por manter os niveis intracelulares de glutationa
reduzida (GSH) através da conversao da GSSG (Gilliland, 1993), bem como, pela acdo
antioxidante da propria GSH, que também atua como cofator de inimeras rotas enzimaticas,
como da GPx e GR, e de muitos outros processos metabdlicos (Barhoumi et al., 1993,
Gilliland, 1993).

Quando ocorre um desbalancgo entre a formacao e a remocao das ERO pode haver um
acimulo de biomoléculas capazes de promover danos oxidativos, instaurando-se o estresse
oxidativo (Imlay, 2003), que apresenta como principais consequéncias a peroxidacao lipidica

(Aruoma, 1994) e alteragdes no material genético, com consequentes danos a molécula de
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DNA (Paoliello e Da Silva, 2003). Neste sentido, o ensaio do cometa, que ¢ utilizado para
deteccdo de danos no DNA passiveis de reparo, tem se mostrado altamente adequado para
estudos genotoxicos de monitoramento ambiental devido sua simplicidade e alta sensibilidade
(Cavalcante et al., 2008; Frenzilli, 2009; Kim ¢ Hyun, 2006).

Antioxidantes enzimaticos ¢ ndo enzimaticos, enzimas de biotransformacgdo, bem
como indicadores de estresse oxidativo, tém sido amplamente utilizados como biomarcadores
de poluicdo em moluscos (Cossu et al., 1997; Livingstone et al., 1990). Estes mecanismos
podem sofrer interferéncia de diversos fatores como sazonalidade, nutri¢do, tipo de 6rgao,
tipo de tecido, diferenciando-se, até mesmo, entre cé¢lulas de um mesmo tecido (Halliwell e
Gutteridge, 1999).

Espécies sésseis de mexilhdes e outros bivalves sdo considerados bons bioindicadores
de contaminagdo por metais € compostos organicos, pois podem acumular uma série de
contaminantes em seus tecidos, bem como apresentar varias alteragdes indicadoras de danos
(O'Connor, 2002). O bivalve dulcicola Corbicula fluminea é uma espécie invasora, originaria
da Asia, e utilizada em diversos estudos de biomonitoramento da qualidade de aguas
continentais como organismo biomonitor na deteccao de contaminantes (Cataldo et al., 2001;
Colombo et al., 1995; Shoults-Wilson et al., 2009;). Isso porque tal animal apresenta uma
ampla distribuicdo geografica, maturacdo sexual precoce, alta taxa de fecundidade,
crescimento rapido, baixa capacidade de locomocao (animal sedentario) e uma alta taxa de
filtracao, permanecendo com as valvas abertas durante grande parte do dia (McMahon, 2002).

Assim, o presente trabalho buscou compreender os efeitos toxicos agudos dos
herbicidas atrazina ¢ Roundup®, por meio do uso de biomarcadores bioquimicos e
genotoxicos, do bivalve dulcicola Corbicula fluminea. Para tal, foi determinada, em branquia
e glandula digestiva, a atividade enzimatica da EROD, GST e MXR, visando compreender a
biotransformacao destes herbicidas, da SOD, CAT, GPx, GR e concentragao de GSH, para
andlise dos mecanismos de defesa antioxidante, e ocorréncia de lipoperoxidacao (LPO) e, em
hemocitos, danos no DNA. Além disso, os dados resultantes deste trabalho serviram de base
para comparagdes quanto a interferéncia do tipo de tecido nos diferentes mecanismos

analisados.

2. Material e Métodos

2.1. Animais
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Exemplares de Corbicula fluminea (Miiller, 1774) (Mollusca, Corbiculidac) com
medidas (média = EP, n = 120) de 6,29 £ 0,15 g, largura de 2,90 £+ 0,04 cm e altura 2,80 +
0,02 cm, foram coletados no Lago Igap6 III (23°19°5.89°°S 51°11°7.31°°0), localizado no
municipio de Londrina, Parand, Brasil. Apds a coleta os animais foram transportados em
recipientes de plastico contendo 4gua do local até o Laboratério de Bioensaios da
Universidade Estadual de Londrina. Os individuos foram mantidos em aquarios contendo
cascalhos de granulometria 7 mm, e cerca de 40 L de agua desclorada, constantemente aerada,
por 5 dias (aclimatacdo) até que o inicio dos experimentos, sem alimentacdo e com renovacao

da 4gua a cada 24 horas.
2.2. Testes de toxicidade

Apbs o periodo de aclimatagdo os animais foram submetidos aos testes estaticos de
toxicidade aguda (6 e 24 horas). As concentracdes dos herbicidas testadas foram de 2 e 10 ppb
para a atrazina e 2 e 10 ppm para o Roundup®. No caso da atrazina (ATZ) (PESTANAL,
analytical standart, Fluka), tais concentragdes correspondem a concentracdo maxima
permitida pela resolucao n°357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA/2005) e
a 40% da concentracdo normalmente utilizada nas lavouras (Ventura et al., 2008),
respectivamente. Ja para o Roundup® (RD) (36% glifosato m/v, Monsanto do Brasil LTDA),
as concentragdes foram definidas considerando-se que, de acordo com as taxas de aplicacao
de glifosato usuais, um corpo d’agua proximo a lavoura, sem mata ciliar, pode receber até 3,7
mg.L" de glifosato (Giesy et al., 2000), e as concentracdes de 2 ¢ 10 ppm testadas no presente
trabalho correspondem a cerca de 0,72 ¢ 3,6 mg.L™" de glifosato, respectivamente. Portanto, as
concentragdes selecionadas sdo passiveis de serem detectadas no meio ambiente e possuem
grande relevancia quando se trata de organismos sedentarios.

Os testes foram realizados em aquarios de vidro contendo cerca de 10 L de agua
desclorada em constante aeracdo, contendo 10 animais cada aquario. Para cada tempo
experimental de cada herbicida testado, os animais foram separados em um grupo controle
(CTR), expostos apenas a dgua desclorada, e dois grupos experimentais, correspondentes as
duas concentracdes testadas. Durante a aclimatagdo e no decorrer dos experimentos foi
mantido fotoperiodo de 12 h claro/12 h escuro e os demais parametros da 4gua mantiveram-se
em: pH 7,1 ; condutividade 80 pS.cm’l; turbidez 0,02 UNT; temperatura e oxigénio dissolvido

mantiveram em torno de 20°C e 7,9 mg O,.L™" .
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2.3. Coleta de material bioldgico

A coleta da hemolinfa foi feita do seio do musculo adutor anterior com o auxilio de
uma seringa com agulha, através de uma pequena abertura (raspagem) feita nas conchas. O
material coletado foi mantido em raques sobre o gelo até o momento do ensaio do cometa,
para deteccdo de danos no DNA. Apos a sec¢do do musculo e abertura da concha, branquias e
glandula digestiva foram coletadas e mantidas em ultrafreezer -80°C (Freeztec, ultra low) até
o momento das andlises bioquimicas, para detec¢do e medida dos processos de

biotransformacao, defesas antioxidantes e danos oxidativos (lipoperoxidagao).

2.4. Biomarcadores Bioquimicos

Os tecidos branquial e glandular foram homogeneizados em tampao fosfato de
potassio (0,1 M / pH 7) e centrifugados (Universal 320R) (16000 g, 4° C, 20 min). O
sobrenadante foi utilizado para a medida dos parametros bioquimicos e dosagem de proteina
totais, pelo método proposto por Lowry et al. (1951).

2.4.1. Mecanismos de biotransformacdo

2.4.1.1. Etoxyresorufina-O-desetilase (EROD)

Este ensaio foi baseado no método proposto por Eggens e Galgani (1992), no qual a
conversao da 7-etoxiresorufina (ETOX) para resorufina ¢ monitorada fluorimetricamente (ex:
530 nm; em: 590 nm) a cada 1 minuto, durante 40 min (VICTOR3 Perkin Elmer 1420,
Multiabel Counter). A atividade enzimatica foi expressa em pM de resorufina.min”.mg de

proteina'l.
2.4.1.2. Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da glutationa S-transferase foi determinada de acordo com a metodologia
proposta por Keen et al. (1976), que mede a complexacdo da glutationa reduzida (GSH) com
o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) durante 1 min em 340 nm (Biochrom, Libra S32),

sendo expressa em nmol CDNB conjugado. min"'.mg de proteina™.
2.4.1.3. Mecanismo de resisténcia a multixenobiéticos (MXR)

A atividade das proteinas transportadoras P-gps e MRPs foi determinada indiretamente

através do ensaio de acumulo de Rodamina B, proposto por Kurelec et al. (2000). Os tecidos
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foram expostos @ Rodamina B (1 uM) contida nos pogos da microplaca, por 2 horas. Em
seguida, os tecidos foram pesados, congelados, homogeneizados (1:7 m/v) em agua destilada
e centrifugados (1500 g, 4°C, 7 min). O sobrenadante foi transferido para microplaca preta e
submetido a leitura de fluorescéncia (exc.: 544 nm / emi.: 590 nm) (VICTOR® PerkimElmer
1420, Multilabel Counter), a qual se refere ao acimulo de Rodamina. As concentragdes deste
substrato foram determinadas através de uma curva padrdo com diferentes concentragdes de

. . . L, . -1
Rodamina, sendo os dados expressos em nM de rodamina. mg de tecido timido™.

2.4.2. Antioxidantes enzimaticos

A medida da atividade das enzimas antioxidantes foi feita em espectrofotometro
UV/Visivel (Biochrom, Libra S32) com banho termostatizado acoplado (25°). A atividade da
SOD (CuZn-SOD) foi determinada de acordo com a metodologia de McCord e Fridovich
(1969). Este ensaio se baseia na inibicdo da taxa de reducao do citocromo ¢, promovida pelo
anion radical superoxido, em 550 nm, sendo a atividade da SOD expressa em U de SOD.mg
de proteina”, onde U representa a quantidade de SOD que promove a inibicdo de 50% da taxa
de redugao do citocromo c. A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com a
técnica descrita por Beutler (1975), na qual se avalia a velocidade de decomposi¢do do H,O,
pelo descréscimo de absorbancia em 240 nm, sendo expressa em umol de H,O,
metabolizado.min.mg de proteina”. J4 a atividade da GPx foi determinada baseada no
método proposto por Hopkins e Tuphope (1973). Neste ensaio se mede a oxidagao do
NADPH em presenga de H,O,, em 340 nm, sendo a atividade expressa em pumol de NADPH
oxidado.min.mg de proteina’. A atividade enzimatica da glutationa redutase (GR) foi
determinada de acordo com Carlberg ¢ Mannervik (1975). Neste ensaio ¢ medida a
diminuicdo de NADPH, oxidado pela redu¢do da GSSG a GSH via atividade da GR. A

atividade ¢ medida em 340 nm e expressa em pmol NADPH oxidado.min".mg de proteina™.

2.4.3. Antioxidantes ndo-enzimaticos

A concentragdo de GSH (glutationa reduzida) foi determinada de acordo com o
método de Beutler et al. (1963). Na complexacdo da GSH, e sua consequente oxida¢cdo, com o
acido 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) ¢ produzido o tiolato (de coloragdo amarela),
que ¢ detectado em 412, nm (VICTOR® PerkimElmer 1420, Multiabel Counter). A
concentragdo de GSH foi obtida a partir de uma curva padrao e expressa em pM de GSH. mg

de proteina™.
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2.5. Danos oxidativos

2.5.1. Peroxidacdo lipidica (LPO)

A lipoperoxidacdo foi medida pela quantificagdo de malondialdeido (MDA), um dos
produtos finais da LPO, presente nas amostras, segundo a metodologia proposta por Camejo
et al. (1998), com modificagdo no tempo de analise em fluorescéncia para 40 min. O ensaio
mede a quantidade de substancias reativas ao acido tiobarbittrico a 60 °C através da leitura de
fluorescéneia (exc.: 535 nm / emi.: 590 nm) (VICTOR® PerkimElmer 1420, Multiabel

Counter). A concentragio de MDA foi expressa em umol de MDA.mg de proteina™.

2.5.2. Danos no DNA

Os danos no DNA foram quantificados através do ensaio do cometa, com
modificagdes para bivalve, proposto por Fedato et al. (2010). A hemolinfa foi previamente
centrifugada (1160 g / 20 min) a fim de concentrar as células presentes neste fluido. Em
seguida, o sobrenadante foi dispensado e, ao pellet restante, foi acrescido agarose de baixo
ponto de fusdo com posterior distribuicdo do material em laminas previamente preparadas
com agarose normal (1,5%). Apds a secagem das laminas em geladeira e retirada da laminula
foram executadas as seguintes etapas: I) lise: em tampao de lise (2,5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM TRIS, 10% DMSO, 1 mL Triton X-100, pH 10,0) por 1 hora a 4°C, protegido
da luz; II) relaxamento e desenrolamento do DNA: manutencdo em tampao de eletroforese
(0,3 N NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13) por 30 minutos; III) eletroforese: 30 minutos, 300 mA,
25V, sendo 1 V.em™; IV) neutralizacdo: trés lavagens de 5 minutos cada em tampdo de
neutralizac¢ao (0,4 M TRIS, pH 7,5); V) fixacao em etanol absoluto por 10 minutos, seguido
de secagem e armazenamento das ldminas sob refrigeragdo até o momento das andlises. As
laminas foram coradas com GelRed e analisadas em fotomicroscopio de fluorescéncia (Leica
DM 2500). Para cada animal foram analisados 100 nucledides, classificados segundo
Kobayashi et al. (1995) em: classe 0 = sem dano aparente, classe 1 = cauda medindo até 1 vez
o tamanho do diametro do nucledide; classe 2 = cauda medindo entre 1 e 2 vezes o tamanho
do didmetro do nucledide e classe 3 = cauda medindo mais de 2 vezes o didmetro do
nucledide Para o calculo do escore de dano, o nimero de nucledides em cada classe (0, 1, 2 ou
3) foi multiplicado pelo valor de cada classe e o escore calculado pela formula: (0xA) + (1xB)
+ (2xC) + (3xD), em que: A, B, C e D correspondem ao niimero de células em cada uma das

classes
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2.6. Analise estatistica

Os resultados obtidos para cada 6rgdo (branquia e glandula digestiva), em cada tempo
experimental (6 e 24 h), para as diferentes concentracdes de atrazina e Roundup ([2] X [10])
foram comparados entre si e com o respectivo grupo controle (CTR X [2] X [10]) por meio de
analise de ANOVA ou Kruskall-Wallis. Na indicagdo de diferenga significativa os resultados
foram comparados por testes de comparagdoes multiplas (Teste de Dunn’s) para a localizacao
das diferencas. Para cada biomarcador empregado, os resultados obtidos para os grupos
controle (6 e 24 h) de ambos os herbicidas foram agrupados para cada orgido e foram
comparados entre os dois 6rgdos (branquia X glandula digestiva) por meio de teste t de
student ou Mann-Whitney. As comparacdes foram feitas por meio de teste paramétrico
(ANOVA e teste t) ou ndo paramétrico (Kruskall-Wallis e Mann-Whitney), de acordo com a
distribui¢do dos dados (normalidade e homogeneidade de variancia, teste Shapiro-

Wilk). Foram considerados significativos valores de p < 0,05
3. Resultados

No que diz respeito ao processo de biotransformacao dos herbicidas atrazina (ATZ) e
Roundup® (RD) (Figura 10), foi verificado, apos 24 horas de exposi¢io & ATZ, uma inibicio
(64%) em 2 ppb da atividade da CYP1A na branquia (BRQ) e um aumento (92%) na glandula
digestiva (GL) de Corbicula fluminea em 10 ppb deste herbicida. Quanto a fase II da
biotransformacdo, nao foi observado alteracdo na atividade da GST em nenhuma das
situagdes teste. Ja com relacao a terceira fase da biotransformacao, foi observado um aumento
na quantidade de Rodamina B (300%), ou seja, inibi¢do do mecanismo de eliminagdo P-
gp/MRP na BRQ de C. fluminea expostos a 2 ppb de ATZ por 6 h e em ambos os 6rgios de
animais expostos a 10 ppm de RD por 6 h.

Em se tratando das defesas antioxidantes primarias (Figura 11), apos exposi¢ao de 24
horas a atrazina, foi observado um aumento da atividade da SOD, tanto na branquia, em 2 ppb
(26%), quanto na glandula, em 2 ppb (32%) e 10 ppb (52%). Comportamento semelhante foi
observado em animais expostos ao Roundup®, nos quais houve um aumento da atividade da
superdxido dismutase branquial (80%) e glandular (146%) em 6 horas de exposicdo a 10 ppm
de RD e, somente na branquia, em 24 horas de exposic¢ao tanto para 2 ppm (15%) quanto 10
ppm (18%) do herbicida em questdo. A catalase (CAT) se apresentou inibida somente no
menor tempo de exposicdo na branquia e na glandula de animais expostos a 10 ppb de

atrazina e a 2 e 10 ppm de Roundup®, com inibigdo de 27% e 57%, respectivamente. J4 a
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glutationa peroxidase (GPx) ndo sofreu alteracdo em nenhuma das situagdes teste na branquia,
mas apresentou aumento de atividade na glandula digestiva de animais expostos por 24 h a 2

ppb de ATZ e por 6 ha 10 ppm de RD (25%).
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Figura 10. Atividade (média = EP, n=6 a 11) da EROD (A), GST (B) e MXR (C) em branquia (I) e
glandula digestiva (IT) de Corbicula fluminea apds exposi¢ao (6 € 24 h) a 2 e 10 ppb de atrazina (ATZ)
e 2 e 10 ppm de Roundup”® (RD) ou apenas & agua desclorada (CTR). Letras diferentes indicam

diferencas significativas considerando-se um mesmo periodo de exposicdo ao mesmo herbicida (p<
0,05).
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Figura 11. Atividade (média = EP, n= 8 a 11) da SOD (A), CAT (B) e GPx (C) em branquia (I) e
glandula digestiva (IT) de Corbicula fluminea apo6s exposigdo (6 e 24 h) a 2 e 10 ppb de atrazina
(ATZ), 2 e 10 ppm de Roundup” (RD) ou apenas a agua desclorada (CTR). Letras diferentes indicam
diferencas significativas considerando-se um mesmo periodo de exposicdo ao mesmo herbicida (p<

0,05).



108

Outras defesas do organismo se baseiam na atuacdo da glutationa redutase (GR) e da
GSH (Figura 12). O antioxidante enzimatico em questdo sO se mostrou suceptivel ao
Roundup®, uma vez que nenhuma alteracio foi observada nas situagdes teste com atrazina.
Para Roundup®, foi observada uma inibi¢do de 34% da atividade da GR na branquia apos 24
horas de exposi¢do a maior concentragdo. Na glandula digestiva, foi observada inibicao apos
6 h de exposicdo a 10 ppm de RD (41%) e a ambas as concentracdes de RD apos 24 h, com
inibicdo enzimdtica de 35%. A concentracdo de GSH somente se apresentou mais elevada,
quando comparada com os respectivos grupos controle, na glandula digestiva de animais

expostos a 10 ppb de atrazina por 6 (72%) e 24 horas (408%).
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Figura 12. Atividade (média + EP,n=4a 11) da GR (A) concentra¢do de GSH (B) em branquia (I) e
glandula digestiva (IT) de Corbicula fluminea apo6s exposigdo (6 e 24 h) a 2 e 10 ppb de atrazina
(ATZ), 2 e 10 ppm de Roundup” (RD) ou apenas a agua desclorada (CTR). Letras diferentes indicam
diferencas significativas considerando-se um mesmo periodo de exposicdo ao mesmo herbicida (p<
0,05).

As situacdes testadas no presente trabalho ndo foram capazes de promover os

chamados danos oxidativos, lipoperoxidacdo (LPO) e danos ao DNA, exceto para animais
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expostos a 2 ppb de atrazina por 24 h, onde foi possivel observar um aumento na

fragmentacdo do DNA e, consequentemente, de danos ao material genético (Figura 13).
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Figura 13. Concentragdo (média = EP, n = 8 a 10) de malondialdeido (MDA) (A) em branquia (I) e
glandula digestiva (I1); (B) Escore de danos (média = EP, n = 6 a 10) em hemocitos. Dados obtidos
para Corbicula fluminea apos exposigdo (6 ¢ 24 h) a 2 ¢ 10 ppb de atrazina (ATZ), 2 e 10 ppm de
Roundup® (RD) ou apenas a éagua desclorada (CTR). Letras diferentes indicam diferencas
significativas considerando-se um mesmo periodo de exposi¢do ao mesmo herbicida (p< 0,05).

As defesas antioxidantes, enzimaticas ou nao, bem os como mecanismos envolvidos

no processo de biotransformag¢ado, se mostraram influenciados pelo tipo de tecido em questao

(Tabela 1).
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Tabela 1. Resultados (média + EP (n) e intervalo de variagdo) obtidos para os mecanismos de
biotransformagdo, defesas antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas e peroxidacdo lipidica
(TBARS) em branquia e glandula digestiva de Corbicula fluminea dos grupos controle dos
experimentos com atrazina e Roundup®. * indica diferenca significativa entre os experimentos com

atrazina ¢ Roundup, considerando-se o mesmo 6rgao (p<0,05).

Branquia Glandula digestiva
Etoxiresorufina —O-desetilase 0,64 + 0,07 (n=37) 0,34 + 0,02 (n=39)*
(EROD) 0,09 —2,24 0,09 -1,01

Glutationa-S-transferase (GST)

Acumulo de Rodamina (MXR):

Superoxido dismutase (SOD)

Catalase (CAT)

Glutationa peroxidase (GPx)

Glutationa redutase (GR)

Glutationa reduzida (GSH)

Lipoperoxidacéo (LPO)

66,72 + 3,56 (n = 38)
36,28 — 110,94

16,89 + 1,93 (n = 38)
0,98 — 46,39

40,14 + 1,95 (n = 38)
8,85 — 59,70

6,52 + 0,36 (n = 40)
2,17 12,53

69,34 + 3,91 (n = 38)
34,32 - 118,84

12,42 + 0,65 (n = 39)
5,91 - 22,59

2,36+ 0,34 (n = 28)
0,29 - 7,75

0,93 + 0,12 (n = 37)
0,06 — 2,09

141,64 + 7,38 (n = 38)*
54,60 — 231,63

8,79 + 1,12 (n = 36)*
0,29 — 20,55

26,64 £ 1,54 (n = 37)*
8,08 — 44,06

16,73 + 0,95 (n = 40)*
2,81 26,61

48,90 2,73 (n=38)*
27,08 — 76,59

27,77 + 1,51 (n = 39)*
8,12 — 43,66

2,68 + 0,45 (n=32)
0,40 — 8,91

1,29+ 0,18 (n = 37)
0,03 — 4,94

A branquia, 6rgao relacionado com a alimentagdo e trocas gasosas, se apresenta como
a principal fonte dos antioxidantes primdrios SOD e GPx, e dos mecanismos de
biotransformacao de fase I, o qual apresenta aproximadamente o dobro de atividade neste
orgdo. Ja a glandula digestiva, apresenta como principal defesa contra as espécies reativas de
oxigénio a CAT, a qual possui atividade mais de duas vezes superior a observada na branquia.
Além disso, GL ¢ o local de maior atividade dos mecanismos de biotransformacao de fase II e
III, sendo que para a fase IIl foi observado, aproximadamente, metade do conteido de
rodamina acumulado (dobro de atividade) na GL em relagdo a BRQ. Além disso, a GR
também se apresenta mais ativa na glandula digestiva, com atividade enzimatica mais de duas

vezes superior a observada para a branquia.
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4. Discussao

Visando compreender os possiveis mecanismos de toxicidade da atrazina e do
Roundup®, em curtos periodos de tempo, o presente trabalho delineou um conjunto de
parametros que refletem a atuacdo dos herbicidas em diferentes estdgios de defesa do
organismo, desde sua absor¢do pelo organismo com consequente submissdo ao processo de
biotransformacao, seguida pela sua atuacdo nos mecanismos de defesa do organismo e
induc¢do de estresse oxidativo.

Muitos estudos também tém buscado entender a toxicidade destes herbicidas em
outros organismos aquaticos. Entretanto, poucos sdo aqueles que promovem um estudo
integrado dos possiveis mecanismos de atuagdo de herbicidas. Os resultados apresentados
sugerem que a atrazina, nas condi¢des descritas no presente trabalho, € capaz de interferir nos
mecanismos de metabolizagcdo, mais precisamente na fase I. A branquia € o 6rgdo de contato
inicial do contaminante, principalmente em invertebrados como C.fluminea, nos quais esta
relacionada com os processos de respiragdo e alimentacao do animal (Ruppert et al., 2005).

Embora ndo tenham sido observadas alteracdes na EROD em tempos de exposi¢ao
mais curtos ¢ de menor concentracdo da atrazina, apds exposi¢ao de 24 h, a menor
concentragdo foi capaz de inibir o mecanismo de biotransformacao de fase I. A exposicao a
maior concentragdo do herbicida, diferentemente de 2 ppb, foi capaz de promover o disparo
de “alarme” no organismo, fazendo com que o mesmo reagisse a presenga do contaminante
através de um reestabelecimento da atividade enzimatica, tendendo a estimulacdo da EROD.
Este aumento pode ser fruto de um aumento na produgdo de proteinas com esta finalidade,
visando minimizar a toxicidade do contaminante. J4 na glandula digestiva, a menor
concentragdo nao foi capaz de promover a inibicao observada na branquia, mas o aumento na
atividade de CYP1A, observada para a maior concentragdo de atrazina, aponta para a
participacdo deste 6rgdo na metabolizacdo do herbicida e protecdo do organismo.

A GST tem sido comumente usada como biomarcador de locais poluidos (Cairrdo et
al., 2004), e em especial como um indicador de exposi¢do a agrotoxicos (Bowles et al., 2005;
Peebua et al., 2007; Taysse et al., 1998; Xiao et al., 2006) mostrando sua participagdo no
processo de detoxificacdo de herbicidas. Esta enzima pode se apresentar tanto inibida (Santos
e Martinez, 2012) quanto estimulada (Menezes et al., 2011; Ezemonye e Tongo, 2010) pela
exposi¢do ao herbicida. Além disso, estudos como os de Tang et al. (1998), apontam que a

atrazina ¢ um substrato de metabolizacao pela GST.
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Diferentemente do observado em peixes, onde a participacdo de enzimas relacionadas
com o citocromo P450 (fase I) na metaboliza¢do da atrazina parece ter menos importancia
quando comparado com mecanismos de fase II, como a GST (Wiegand et al., 2001), em
C.fluminea a atividade de enzimas de fase I, como a EROD, parece ser de especial
importancia na metabolizagdo da atrazina, uma vez que nao foram observadas alteragdes em
outros mecanismos de biotransformacdo, como a GST, tampouco estes mecanismos de
biotransformagdo se apresentaram alterados por atuacio do Roundup®.

Segundo Wu et al. (2005) quando um organismo € exposto a uma substancia quimica,
existe um periodo latente antes que uma resposta possa ser observada (inducgdo inicial). Esta
entdo ird surgir até¢ um nivel maximo (inducdo méaxima) e, em uma exposicao prolongada, se a
adaptacao for observada, a resposta pode diminuir ou até mesmo retornar aos niveis iniciais.
Assim, a auséncia de alteragdes na atividade da GST, para ambos os herbicidas, pode ser
resultado do curto periodo de exposicdo, ndo sendo possivel a observacdo de possiveis
alteracOes nesta fase da biotransformacado. Além disso, uma vez que os metabolitos resultantes
da fase I podem ser eliminados diretamente, por meio de proteinas transportadoras, sem que
sejam transferidos para a fase II (Newman e Clements, 2008), os herbicidas testados podem,
em C. fluminea, ndo terem sido capazes de interferir nesta fase simplesmente por ndo
necessitarem dela para sua biotransformagao.

Assim como para a EROD, comportamento semelhante, porém em tempo de
exposi¢ao mais curto (6 h) foi observado para o mecanismo de excre¢ao celular (MXR) em
animais expostos a ATZ, com inibicdo inicial e posterior reestabelecimento da atividade
semelhante ao controle. Este mecanismo de fase III ¢ considerado um potencial protetor de
organismos aquaticos contra danos no DNA (Waldmann et al., 1995). No que diz respeito ao
Roundup®, uma vez que este ndo promoveu interferéncia significativa na EROD tampouco na
GST, ¢ possivel que a fase III da biotransformag¢do seja mais sensivel a atuacdo deste
herbicida, uma vez que foi observada uma inibicdo do MXR tanto na branquia quanto na
glandula digestiva. A inibicdo do MXR, por estar relacionado com a eliminagdo de
metabodlitos da célula, pode promover o acimulo de herbicida e seus metabdlitos no interior
celular, onde podem atuar diretamente sobre 0 DNA ou promover a formacdo de ERO. No
caso dos experimentos com atrazina, pode ser feita uma relacdo entre o aumento da CYP1A,
como forma de metabolizar possiveis acimulos de herbicida, e a inibicdo do MXR. De acordo
com Oliveira-Brett e Silva (2002), a atrazina, assim como outros herbicidas do grupo triazina,
¢ capaz de se ligar diretamente no DNA, através de mecanismos de intercalacdo e formacao

de adutos entre adenina e guanina. Assim, o acimulo deste herbicida na célula estd
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relacionado com o aumento na ocorréncia de danos no DNA de hemdcitos observado em
condigdes onde houve a inibi¢do da CYP1A e da MXR. Para o Roundup, a inibicdo da
excrecdo do contaminante, € seu consequente armazenamento, pode ainda ndo ser suficiente
para promover alteracdes nos demais mecanismos de biotransformacdo, como as observadas
para atrazina.

O citocromo P450 ¢ uma potencial fonte de ERO (Sevanian et al., 1990). Assim, o
aumento de atividade da CYPIA na glandula digestiva promovida pela atrazina pode ter
promovido o aumento da quantidade de ERO, como o anion radical superoxido, baseado no
aumento de atividade observado para a SOD. O mesmo foi observado para a branquia, onde
mesmo ndo significativo, a tendéncia ao aumento da CYPIA promoveu a crescente
metabolizagdo da atrazina com consequente producdo de ERO e estimulagdao da SOD. A
possivel retencdo de Roundup® e seus metabdlitos nas células, reflexo da inibicdo do MXR,
embora ndo atuando sobre a maioria dos mecanismos de biotransformacdo, promoveu um
desbalango na producao basal de ERO, uma vez que foi observado aumento de atividade da
SOD branquial e glandular. Tendo em vista que a SOD atua sobre o O, convertendo-o a
peroxido de hidrogénio (H,0;) e oxigénio (O;) (Aruoma, 1994; McCord e Fridovich, 1969), o
aumento de atividade desta enzima tem como consequéncia um aumento na concentragao de
H,0,. Tanto a CAT quanto a GPx podem atuar na conversao deste derivado do oxigénio
(Hermes-Lima, 2004). Uma vez que a CAT se manteve inalterada ou inibida na branquia pela
atrazina e na glandula digestiva pelo Roundup® e a GPx glandular foi estimulada por ambos
os herbicidas, esta parece ter papel mais relevante na neutralizagdo do peroxido de hidrogénio
nesta espécie de bivalve dulcicola que a catalase. Além disso, o H,O, pode atravessar
livremente as membranas biologicas (Cadenas, 1995; Aruoma, 1994). Assim, a nao
estimulacdo da GPx em todos os casos de estimulagao da SOD pode ser resultado do fato de
este derivado do oxigénio estar sendo liberado através da membrana celular.

As glutationas redutase e reduzida se apresentaram mais susceptiveis a atuacdo do
Roundup® e da atrazina, respectivamente. A GR nio sofreu alteragdes por atuagio da atrazina,
todavia, foi inibida em ambos os 6rgdos por atuacdo do Roundup®. Uma vez que tal enzima
esta relacionada com a manuten¢ao dos niveis intracelulares de GSH, bem como, de um meio
intracelular redutor devido a manutengao de elevados niveis de GSH e baixos niveis de GSSG
(Gilliland, 1993), era de se esperar que houvesse uma consequente diminui¢do na
concentragdo de GSH. Todavia, isto ndo foi observado, possivelmente porque esta inibi¢ao
ainda ndo foi capaz de interferir nos niveis basais da GSH disponivel, mantidos constantes

provavelmente pela sintese deste antioxidante em outros locais do organismo, uma vez que a
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GR se encontra inibida. Tampouco foi observada uma alteracdo na atividade da GPx,
dependente indiretamente da atividade da GR, uma vez que seu cofator (GSH) ndo foi
alterado. Embora ndo tenha sido observada estimulagdo da GR pela atrazina, houve um
aumento na quantidade de GSH disponivel na glandula digestiva. Este antioxidante ¢
considerado defensor das células quando instaurada uma situacdo de estresse oxidativo
(Gilliland, 1993). Todavia, mesmo com este aumento na concentracdo de GSH, este e os
demais mecanismos de defesa ndo foram suficientes e se instaurou um estado de estresse
oxidativo em 24 horas de exposicdo ao herbicida, com aumento de ocorréncia de danos no
DNA. A situagdo de aumento da GSH, observado neste trabalho, possivelmente ndo ¢
proveniente da reciclagem da GSSG pela GR, mas de sintese de glutationa, a qual pode estar
relacionado com o aumento de atividade da GPx, bem como, pode ser um requerimento para
possivel conjugacao com o herbicida por atuacdo da GST.

Estudos realizados por Santos e Martinez (2012) demonstraram que a exposicao (24 ¢
48 horas) de Prochilodus lineatus as concentragdes de 2 ¢ 10 ppb de atrazina, promoveram
inibi¢des significativas em quase totas as enzimas antioxidantes analisadas (SOD, CAT,
GPx), além de um aumento de atividade da GR, associado com diminui¢ao na quantidade de
GSH. Além disso, também foram observados danos no DNA de hemocitos e células
branquiais e hepaticas, embora ndo tenha sido associado aumento da concentragdo de MDA
(TBARS). No que diz respeito ao Roundup®, estudos como o de Modesto e Martinez (2010)
observaram que ap6s exposi¢do (6, 24 e 96 h) de Prochilodus lineatus a 2 e 10 ppm de
Roundup® houve a inibi¢do de SOD (24 h) e GPx (6 ¢ 24 h) ¢ aumento da GSH (6 ¢ 24 h) e
GST (96 h).

Os efeitos, muitas vezes contrarios, observados pelo presente estudo com C. fluminea,
quando comparado com os estudos com atrazina ¢ Roundup apresentados acima, apontam este
bivalve como sendo mais resistente a estes herbicidas por ter a capacidade de reagir, através
de ativag¢do enzimatica, aumento na quantidade de GSH e inalteracdo de alguns mecanismos
de defesa como GST, CAT, GPx, dentre outros, em determinadas situacdes teste. Esta
caracteristica pode estar relacionada ao fato de, diferentemente do P. lineatus, o bivalve
dulcicola apresentar mecanismos mais eficientes de resisténcia a condi¢des adversas como
contaminagao por herbicidas como, por exemplo, o comportamento de fechamento das valvas
quando expostos a contaminantes, diminuindo assim o contato com xenobioticos presentes no
meio (El-Shenawy et al., 2003; Liao et al., 2005; Liao et al., 2007; Liao et al., 2009; Tran et
al., 2004)



115

Como apresentado anteriormente, ao observar as alteragdes desenvolvidas em animais
expostos a 2 ppb de atrazina, ¢ possivel observar um comportamento comum. Todas as
alteragdes nesta concentracao de herbicida normalmente retornam a niveis similares ao grupo
CTR em exposi¢des de 10 ppb. Inibicdo da EROD e MXR e aumento da SOD, na branquia,
aumento da GPx na glandula e aumento na ocorréncia de danos no DNA, sdo fruto da ndo
ativacdo de mecanismos de defesa inerentes ao organismo. Nos bivalves, a branquia
representa uma ampla superficie de contato com a agua circulante, tornando-se habeis para
acumular elevadas concentragdes de compostos toxicos (Gregory et al., 1999) e avaliar os
diferentes condicdes da agua e sedimentos (David e Fontanetti, 2005). A capacidade destes
organismos sobreviverem em ambientes impactados € possivel, dentre outros mecanismos,
devido a fungdo protetora dos tecidos que formam os filamentos branquiais (Alyakrinskaya,
2003). A producdao de muco em bivalves, além de ter um papel indispensdvel em muitos
processos vitais (captura e transporte de particulas de alimento, formagao de pseudofezes e
prevencao de perda de agua quando expostos ao ar) (Sze e Lee, 1995), tem se mostrado como
uma resposta a exposicao a poluentes como metais (Kadar et al, 2001; Sze e Lee, 1995),
poluentes organicos (David e Fontanetti, 2005) e herbicidas como a atrazina (Noragol et al.,
2012).

Estudos como os de Noragol et al. (2012), mostraram que a exposi¢ao do bivalve
Diplodon expansus, por um periodo de sete dias, a diferentes concentra¢des de atrazina,
promoveram alteragcdes como producao de muco nas branquias, rompimento de filamentos
branquiais e perda da integridade destes filamentos. A exposi¢ao a 2 ppb nao foi capaz de
promover nenhuma das alteragdes acima descritas. Assim, o poluente ¢ livremente absorvido
pelo organismo, onde pode atuar sobre o funcionamento normal das defesas antioxidantes e
mecanismos de biotransformacdo, promovendo a instauracdo da situagdo de estresse
oxidativo, com consequentes danos no material genético, como observado no presente
trabalho. Todavia, a concentragdo de 6,25 ppb de atrazina foi capaz de promover um aumento
na producdo de muco na superficie frontal da branquia, tornando-as cobertas por uma grande
quantidade desta substincia viscosa. A producdo deste muco na superficie frontal deste 6rgao
estd relacionada com a prisdo do poluente e posterior eliminagdo como pseudofezes. Ja a sua
producdo nas zonas laterais e abfrontais branquiais € responsdvel pela eliminacdo de
poluentes previamente absorvidos. (David e Fontanetti, 2009). Grupos expostos a 12,5 ppb,
concentragdo pouco mais elevada que a de 10 ppb testada no presente trabalho, promoveu,
além da grande quantidade de muco, o rompimento dos filamentos branquiais e perda de

cilios. Assim, quando, no presente trabalho, exemplares de C.fluminea foram expostos a
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concentragdes mais elevadas do herbicida (10 ppb), mecanismos de defesa do animal podem
ter sido ativados. O envolvimento da branquia pelo muco supostamente pode ter sido capaz de
proteger o animal dos efeitos toxicos do contaminante, nas condi¢des especificas deste
trabalho, através da diminuicdo da absor¢do do herbicida, o que é comprovado pelo
reestabelecimento do funcionamento normal das enzimas nestas condigdes experimentais.
Embora a produ¢do de muco parega ser uma vantagem para o animal, a exposi¢ao de animais
a altas concentragdes de herbicidas pode, assim, comprometer o funcionamento normal das
branquias e, consequentemente, comprometer a alimentagao e respiragcdo (David e Fontanetti,
2009).

Moluscos apresentam uma variacdo metabdlica sazonal, e consequente variagdo nas
defesas antioxidantes, relacionada com a flutuagdo de parametros ambientais como
temperatura, salinidade, niveis de oxigénio, estado fisiologico, disponibilidade de alimento e
ciclo gametogénico (Gabbott, 1975; Livingstone, 1981; Orbea et al., 1999; Power e Sheeham,
1996; Widdows, 1978). Além destes fatores, idade, tipo de tecido e caracteristicas fisicas do
ambiente podem ser fatores interferentes (D1 Giulio et al., 1989; Livingstone, 2001).

Os dados apresentados na Tabela 1 indicam que ha uma diferenca de expressao dos
mecanismos de defesa, biotransformagao e ocorréncia de lipoperoxidagao (LPO) em branquia
e glandula digestiva. Por ser o principal 6rgao de absor¢do do contaminante do meio, bem
como eliminagao destes, pelo intimo contato com o ambiente externo, a branquia se apresenta
como principal fonte do primeiro mecanismo relacionado a redugdo da toxicidade do
herbicida (fase I). Isso aponta para sua importancia como primeira linha de defesa do
organismo. A GST e o MXR, por outro lado, apresentam-se mais ativos na glandula digestiva,
representando, assim, o principal local de metabolizagdo e detoxificagdo do organismo através
da eliminagdo dos poluentes e seus metabolitos. LeBlanc et al. (1988) reportou que existe uma
intima relagdo entre lipofilicidade, toxicidade e inibigdo da atividade da GST em Daphinia
magna exposta a uma série de fendis clorados. Assim, tecidos que apresentem maior
concentragdo de gordura, como a glandula digestiva, sdo os principais locais de metabolizacao
de inseticidas (Timur et al., 2002). Além disso, a glandula digestiva ¢ o 6rgdo de maior
atividade de mecanismos de excre¢do. Estes dados contrariam os observados por Manduzio et
al. (2004) e Almeida et al. (2005), com os moluscos Mytilus edulis e Perna perna,
respectivamente, onde foi observado maior concentragdo de GST na branquia destes animais.
Tais disparidades entre os dados do presente trabalho e dos acima citados pode estar
relacionado a biologia dos organismos-teste. Isso porque, diferentemente de C. fluminea que ¢

uma espécie dulcicola, M. edulis e Perna perna sao espécies de bivalves marinhos ¢ de zona



117

intertidal. Assim, estdo expostos a adversidades ambientais diferentes do organismo de agua
doce, principalmente no que diz respeito a temporaria exposi¢do dos animais ao ambiente
aéreo quando da retracdo da maré.

Por estar relacionado com as trocas gasosas no animal e, portanto, sujeito a uma
grande exposi¢do ao oxigénio, a branquia se apresenta como principal fonte da SOD e GPx.
Com a adigdo de apenas um elétron ao O, héa a formag¢do do anion radical superdxido (0;7), o
qual é considerado ERO primaria, podendo gerar outras ERO secundarias (H,O, e ‘OH) (Sie,
1993). Assim, a SOD atua como defesa primaria no combate deste derivado do oxigénio ¢ a
GPx esta mais relacionada com a reducao do H,O, produzido por acdo da SOD, do que da
CAT. A baixa atividade da CAT na branquia pode estar relacionada a habilidade das
branquias excretarem peroxido de hidrogénio diretamente na agua (Wilhelm-Filho et al.,
1994). Isso impediria o estabelecimento de elevadas concentragdes de perdxido na branquia,
levando a GPx a decompor em niveis mais baixos desse derivado do oxigénio. Hermes-Lima
(2004) afirma que a CAT ¢ mais efetiva em controlar o estresse oxidativo quando as
concentragdes intracelulares de peroxido de hidrogénio sao muito elevadas e que a GPx atua
mais sensivelmente quando ha um pequeno aumento na concentracdo de H,O, No presente
trabalho, assim como o observado por Satovito et al. (2005), a maior concentracdo de H,O,,
por elevada atividade da SOD, na branquia aparentemente ¢ mais sensivelmente neutralizado
pela agdo da GPx que da CAT. Esta apresenta papel mais relevante na glandula digestiva,
confirmando a premissa de que tal enzima ¢ encontrada em todos os principais 6rgaos do
organismo, mas especialmente no figado ou orgdos relacionados (Reid et al., 1981). Este
orgao de metabolizacdo, assim como o manto, possui maior quantidade de acidos graxos poli-
insaturados (PUFA), quando comparada com a branquia (Ribera et al., 1991). Isso tem uma
relacdo direito com a maior ocorréncia natural de danos oxidativos (LPO) na glandula
digestiva.

Embora nado totalmente eficientes, uma vez que foram observados danos no DNA, as
defesas antioxidantes se mostraram suficientes na prote¢do das membranas celulares pela nao
alteracdo na quantidade de MDA em nenhuma das situagdes teste. Uma vez que, a inativagao
de algumas enzimas, sem que sejam observados danos oxidativos, pode ser considerado como
um evento de suave estresse oxidativo (Lushchak et al., 2009), pode-se dizer que as alteragdes
enzimaticas associadas com a verificagdo da capacidade genotoxica da atrazina, promoveram
a instauragdo, mesmo que momentanea, da situagdo de estresse oxidativo nos animais
expostos ao herbicida. Por ndo promover tantas alteragdes como o outro herbicida testado,

Roundup® se apresentou menos toxico ao bivalve dulcicola Corbicula fluminea que a
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atrazina, sob as condigdes especificadas no presente trabalho. Além disso, os mecanismos de
biotransformagdo e as defesas antioxidantes enzimaticas se apresentaram como ferramentas
mais sensiveis a contaminagio por atrazina e Roundup®, respectivamente. Mesmo com a
diversidade de biomarcadores bioquimicos e genotoxicos empregados, houve certa
dificuldade de se estabelecer um sequencia de alteragdes, bem como, uma pontualidade de
atuagdo dos herbicidas. Desta forma, estudos que utilizem Corbicula fluminea como
biomonitor de ambientes contaminados com atrazina ¢ Roundup®, devem ser realizados em
tempos experimentais mais longos que os utilizados no presente trabalho, com a consideracao

de fatores de varia¢ao, como a tecidual.

Referéncias

Abdullah MP, Daud J, Hong, KS, Yew, CH (1995) Improved method for the determination of
glyphosate in water. J] Chromatog 697: 363-369

Abou-Donia M, Elmasry EM, Abu-Qare AW (2002) Metabolism and toxicokinetics of
xenobiotics. In: Derelanko MJ, Hollinger MA (eds) Handbook of Toxicology, 2" edn.
CRC Press, Boca Ranton, pp 769-833

Achard M, Baudrimont M, Boudou A, Bourineaud JP (2004) Induction of a multixenobiotic
resistance protein (MXR) in the Asiatic clam Corbicula fluminea after heavy metal
exposure. Aquatic Toxicol 67: 347-357

Almeida EA, Bainy ACD, Dafre AL, Gomes OF, Medeiros MHG, Di Mascio P (2005)
Oxidative stress in digestive gland and gill of the brown mussel (Perna perna) exposed
to air and re-submersed. J Exp Mar Biol Ecol 318: 21-30

Alyakrinskaya, 1.0O. Tissue Hemoglobins in Bivalvia (Mollusca). Biol. Bull. 30 (6), 617-626.

Aruoma OI (1994) Nutrition and health aspects of free radicals and antioxidants. Food Chem
Toxicol 32 (7): 671-683

Bard SM (2000) Multixenobiotic resistance as a cellular defense mechanism in aquatic
organisms. Aquatic Toxicol. 48: 357-389.

Barhoumi R, Bowen JA, Stein LS, Echols J, Burghardt RC (1993) Concurrent analysis of
intracellular GSH content and gap junctional intercellular communication. Cytom 14:
747-756

Baturo W (1995) Estude des effets écotoxicologiques de I’atrazine et de 1’hexachlorobenzéne
sur Lymnaea palustres (Miiller) (Gastropoda, Pulmonata) maintenue em mésocosmes:
indentification et validation expérimentale de biomarqueurs. France: University of Paris-
Sud, Orsay

Baturo W, Lagadic L (1996) Benzo[a]pyrene hydroxylase and glutathione-S-transferase
activities as biomarkers in Lymnaea palustres (Mollusca, Gastropoda) exposed to
atrazine and hexachlorobenzene in freshwater mesocosms. Environ Toxicol Chem 15:
771-781

Biagianti-Risbourg S, Bastide J (1995) Hepatic perturbations induced by herbicide (atrazine)
in juvenile grey mullet Liza ramada (Mugilidae, Teleostei): an structural study. Aquatic
Toxicol 31: 217-229

Blanco P, Machado A, Satrustegui J (1987) Variations due to hyperoxia and ageing in the
activities of glutathione S-transferase and NADPH-cytochrome C reductase. Mech
Ageing Develop 39: 11-19



119

Bouilly K, McCombie H, Leitao A, Lapegue S (2004) Persistence of atrazine impact on
aneuploidy in Pacific oysters, Crassostrea gigas. Mar Biol 145: 699-705

Bowles D, Isayenkova J, Lim E, Poppenberg B (2005) Glycosyltransferases: managers of
small molecules. Curr Opin Plant Biol 8: 254-263

Cadenas E (1995) Mechanisms of Oxygen Activation and Reactive Oxygen Species
Detoxification. In: Ahmad S Oxidative Stress and Antioxidant Defenses in Biology.
Chapman & Hall, New York

Camejo G, Wallin B, Enojarvi M (1998) Analyses of Oxidation and Antioxidants using
Microtiter Plates. In: Amstrong, D (ed) Free radical and antioxidants protocols. Humana
Press, New Jersey, pp. 377-387

Cairrao E, Couderchet M, Soares AMVM, Guilhermino L (2004) Glutahione-S-transferase
activity of Focus spp. as a biomarker of environmental contamination. Aquatic Toxicol
70: 277-286

Cataldo D, Colombo JC, Boltovskoy D, Landoni P (2001) Environmental toxicity assessment
in the Parand river delta (Argentina): simultaneous evaluation of selected pollutants and
mortality rates of Corbicula fluminea (Bivalvia) early juveniles. Environ Pollut 112: 379-
389

Cattaneo R, Clasen B, Loro VL, Menezes CC, Pretto A, Baldisserotto B, Santi A, Avila LA
(2011) Toxicological responses of Cyprinus carpio exposed to a commercial formulation
containing glyphosate. Bull. Environ. Contam. Toxicol 87: 597-602.

Cavalcante DGSM, Martinez CBR, Sofia SH (2008) Genotoxic effects of Roundup on the
fish Prochilodus lineatus. Mutat Res 655: 41-46

Chance B, Sies H, Boveris A (1979) Hydroperoxide metabolism in mammalian organs.
Physiol Rev 59: 527-605

Colombo JC, Bilos C, Campanaro M, Presa MJR, Catoggio JA (1995) Bioaccumulation of
Polychlorinated Biphenyls and Chlorinated Pesticides by the Asiatic Clam Corbicula
fluminea: Its use as sentinel organism in the Rio de La Plata Estuary, Argentina. Environ
Sci Technol 29: 914-927

Cossu, C., Doyotte, A., Jacquin, M.C., Vasseur, P. 1997. Biomarqueurs de stress oxydant
chez les aninaux aquatiques. In: Lagadic, L.T., Coquet, J.C., Amiard, C., Ramade, F.
(Ed.). Biomarqueurs en écotoxicologie. Aspects fondamentaux. Collection Ecologie,
Paris, Masson.

CONAMA (2005) [Conselho Nacional do Meio Ambiente/ Ministério do Meio Ambiente].
Resolugao n° 357 de 17 de margo de 2005.
http://www.mma.gov.br/port/conama/legiabre. Acesso em: 05 mai. 2011.

Costa LLF, Sant’Ana ES, Suchara EA, Benato VS, Carasek E (2008) Determinagdo de
herbicidas usados no cultivo de arroz arrigado na Regido Sul do Estado de Santa Catarina
através da SPME-GC-ECD. Quimica Nova 31(1): 79-83

Costa MJ, Monteiro DA, Oliveira-Neto AL, Rantin FT, Kalinin AL (2008) Oxidative stress
biomarkers and heart function in bullfrog tadpoles exposed to Roundup Original.
Ecotoxicol 17: 153-163

Cox C (1998) Glyphosate (Roundup). J Pestic Reform 18: 3-17

Cox C (2001) Atrazine: environmental contamination and ecological effects. J Pestic Reform
21:12-20

David JAO, Fontanetti CS (2005) Surface morphology of Mytella falcate gill filaments from
three regions of the Santos estuary. Braz J Morphol Sci 22: 203-210.

David JAO, Fontanetti CS (2009) The role of mucus in Mytella falcate (Orbigny, 1842) gills
from polluted environments Water Air Soil Pollut 200: 1-6.


http://www.mma.gov.br/port/conama/legiabre

120

Di Giulio RT, Washbum PC, Wenning, RJ, Winston GW, Jewell CS (1989) Biochemical
responses in aquatic animals: a review of determinants of oxidative stress. Environ
Toxicol Chem 8: 1103-1123

Dong, X, Zhu L, Wang J, Xie H, Hou X, Jia W (2009) Effects of atrazine on cytochrome
P450 enzymes of zebrafish (Danio rerio). Chemosphere 77: 404—412

Dutra BK, Fernandes FA, Failace DM, Oliveira GT (2011) Effect of Roundup (glyphosate
formulation) in the energy metabolism and reproductive traits of Hyalella castroi
(Crustacea, Amphipoda, Dogielinotidae). Ecotoxicol 20: 255- 263

Fedato RP, Simonato JD, Martinez CBR, Sofia SH (2010) Genetic damage in the bivalve
mollusk Corbicula fluminea induced by the water-soluble fraction of gasoline. Mutat Res
Genet Toxicol Environ Mutagen 700: 80-85

Eggens ML, Galgani F (1992) Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) activity in flatfish fast
determination with fluorescence plate-reader. Mar Environ Res 33: 213-221

El-Shenawy NS, Abdel-Nabi IM, Moawad TI, Taha IA (2003) Physiological and behavioural
responses of Ruditapes decussatus to roundup and reldan. Egypt J Biol 5: 108-119

El-Shenawy N, Moawad TI, Mohallal ME, Abdel-Nabi IM, Taha IA (2009) Histopathologic
biomarkers responses of clam, Ruditapes decussates, to organophosphorous pesticides
Reldan and Roundup: A laboratory study. Ocean Sci J 44: 27-34

Ezemonye L, Tongo I (2010) Subletal effect of endosulfan and diazinon pesticides on
glutathione-S-tranferase (GST) in various tissues of adult amphibians (Bufo regularis).
Chemosphere 81: 214-217

Ferreira D, Motta AC, Kreutz LC, Toni C, Loro VL, Barcellos LIG (2010) Assessment of
oxidative stress in Rhamdia quelen exposed to agrichemical. Chemosphere 79: 914-921

Fitzpatrick PJ, Sheeham D (1993) Separation of multiple forms of glutathione S-transferase
from the Blue Mussel Mytilus edulis. Xenobiotica 23: 851-861

Fitzpatrick P, Krag TOB, Hejrup P, Sheeham D (1995) Characterization of glutathione S-
transferase and a related glutathione-binding protein from gill of the blue mussel Mytilus
edulis. Biochem J 305: 145-150

Flynn KM, Delclos KB, Newbold RR, Ferguson SA (2005) Long-term dietary methoxychlor
exposure in rats increases sodium solution consumption but has few effects on other
sexually dimorphic behaviors. Food Chem Toxicol 43(9): 1345-1354

Flynn K, Spellman T (2009) Environmental levels of atrazine decrease spatial aggregation in
the freshwater mussel, Elliptio complanata. Ecotoxicol Environ Saf 72: 1228-1233

Frenzilli G, Nigro M, Lyons BP (2009) The comet assay for the evaluation of genotoxic
impact in aquatic environments. Mutat Res 681: 80-92

Gabbott PA (1975) Storage cycles in marine bivalve molluscs: a hypothesis concerning the
relationship between glycogen metabolism and gametogenesis. In: Barnes H (ed)
Proceedings of the European Marine Biology Symposium. University Press, Aberdeen,
pp 191-211

Gerard C, Poullain V (2005) Variation in the response of the invasive species Potamopyrgus
antipodarum (Smith) to natural (cyanobacterial toxin) and anthropogenic (herbicide
atrazine) stressors. Environ Pollut 138: 28-33

Giesy JP, Dobson S, Solomon KR (2000) Ecotoxicological risk assessment for roundup
herbicide. Rev Environ Contam Toxicol 167: 35-120

Gontijo AMM, Tice R (2003) Teste do cometa para a deteccdo de dano no DNA e reparo em
células individualizadas. In: Salvadori, D.M., Marques, E.K. (org) Mutagénese
Ambiental. Ulbra, Canoas, pp. 173-200.

Gilliland GL (1993) Glutathione proteins. Curr Opin Struct Biol 3: 875-884



121

Goksoyr A, Andersson T, Buhler DR, Stegeman JJ, Williams DE (1991) Immunochemical
cross-reactivity of B-naphtoflavone inducible cytochrome P450 (P45'1A) in liver
microsomes from different fish species and rat. Fish Physiol Biochem 9: 1-13

Gregory MA, George RC, Marshall DJ, Anandraj A, McClurg TP (1999) The effects of
mercury exposure on the surface morphology of gill filaments in Perna perna (Mollusca:
Bivalvia). Mar Pollut Bull 39: 116-121

Grosvick BE, Jonsson H, Rodriguez-Ortega MJ, Roepstorff P, Goksoyr A (2006) CYPIA-
immunipostive proteins in bivalves identified as cytoskeletal and major vault proteins.
Aquatic Toxicol 79: 334-340

Halliwell B, Gutteridge JMC (1999) Free Rad Biol Med, 3rd edn. Oxford University Press,
New York

Hayes TB, Collins A, Lee M, Mendoza M, Noriega N, Stuart AA, Vonk A (2002)
Hermaphroditic, demasculinized frogs after exposure to the herbicide atrazine at low
ecologically relevant doses. Proc Natl Acad Sci 99: 5476-5480

Hermes-Lima M (2004) Oxygen in biology and biochemistry: role of free radicals. In: Storey
KB (ed) Functional metabolism: regulation and adaptation. John Wiley & Sons, New
York 2004, pp 319-368

Hodgson E, Goldstein JA (2001) Metabolism of toxicants: phase I reactions and
pharmacogenetics. In: Hodgson E, Smart RC (eds) Introduction to biochemical
toxicology, 3™ edn. Wiley-Intercience, New York, pp 67-113

Huber W (1993) Ecotoxicological relevance of atrazine in aquatic systems. Environ Toxicol
Chem 12: 1865-1881

Hultberg M (2007) Cysteine turnover in human cell liones is influenced by glyphosate.
Environ Toxicol Pharmacol 23: 19-22

Hussein SY, El-Nasser A, Ahmed M (1996) Comparative Studies on the Effects of Herbicide
Atrazine on Freshwater Fish Oreochromis niloticus and Chrysithyes auratus at Assiut,
Egypt. Bull Environ Contam Toxicol 57: 503-510.

IBAMA (2010) [Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis]
Produtos agrotoxicos e afins comercializados em 2009 no Brasil: Uma abordagem
ambiental. Rebelo RM (coord), Vasconcelos RA, Buys BDMC, Rezende JA, Moraes
KOC, Oliveira RP. Ibama, Brasilia

Imlay JA (2003) Pathways of oxidative damage. Annu Rev Microbiol 57: 395-418

Johnson PD, McMahon RF (1998) Effects of temperature and chronic hypoxia on
survivorship of the zebra mussel (Dreissena polymorpha) and Asian clam (Corbicula
fluminea). Can J Fish Aquatic Sci 55: 15641572

Kadar E, Salanki J, Jugdaohsingh R, Powell JJ, McCrohan CR, White KN (2001) Avoidance
responses to aluminum in the freshwater bivalve Anodonta cygnea. Aquatic Toxicol 55:
137: 148

Kim Y, Hyun C (2006) Comparative evaluation of the alkaline comet assay with the
micronucleus test for genotoxicity monitoring using aquatic organisms. Ecotoxicol
Environ Saf 64: 288-297

Kurelec B, Pivcevic B (1991) Evidence for a multixenobiotic resistance mechanism in the
mussel Mytilus galloprovincialis. Aquatic Toxicol 19: 291-302

Kurelec B, Smital T, Pivecevic B, Eufemia N, Epel D (2000) Multixenobiotic resistence, P-
glycoprotein and Chemosensitizers. Ecotoxicol 9: 307-327

Lagadic L, Coutellec MA, Caquet T (2007) Endocrine disruption in aquatic pulmonate
molluscs: few evidences, many challenges. Ecotoxicol 16: 45-59

Leblanc GA, Hilgenberg B, Cochrane BJ (1988) Relationship between the structure of
chlorinated phenols, their toxicity and their ability to induce glutathione S-transferase
activity in Daphnia magna. Aquatic Toxicol 12: 147-156



122

Liao CM, Jou LJ, Chen BC (2005) Risk-based approach to appraise valve closure in the clam
Corbicula fluminea in response to waterborne metals. Environ Pollut 135: 41-52

Liao CM, Lin CM, Jou LJ, Chiang KC (2007) Linking valve closure behavior and sodium
transport mechanism in freshwater clam Corbicula fluminea in response to cooper.
Environ Pollut 147: 656-667

Liao CM, Jau SF, Lin CM, Jou LJ, Liu CW, Liao VHC, Chang FJ (2009) Valve movement
response of the freshwater clam Corbicula fluminea following exposure to waterborne
arsenic. Ecotoxicol 18: 567-576

Livingstone DR (1981) Induction of enzymes as a mechanism for the seasonal control of the
metabolism in marine invertebrates: glucose-6-phosphate dehydrogenases from the
mantle and hepatopancreas of the common mussel Mytillus edulis L. Comp Biochem
Physiol 69 B: 147-1560

Livingstone DR (1991) Organic xenobiotic metabolism in marine invertebrates. Advanced
Comp Environ Physiol 7: 45-187

Livingstone DR (1998) The fate of organic xenobiotics in aquatic ecosystems: quantitative
and qualitative differences in biotransformation by invertebrates and fish. Comp
Biochem Physiol A 120: 43-39

Livingstone DR (2001) Contaminant-stimulated reactive oxygen species production and
oxidative damage in aquatic organisms. Mar Pollut Bull 42: 656-666

Livingstone DR, Kirchin MA (1989) Wiseman, A. Cytochrome P450 and oxidative
metabolism in mollusks. Xenobiotica 19: 1041-1042

Livingstone DR, Garciamartinez P, Michel K, Narbonne JF, O’hara S, Ribera D, Winston
GW (1990) Oxyradicals production as a pollution mediated mechanism of toxicity in the
common mussel Mytillus edulis L. and other molluscs. Func Ecol 4: 415-424

Livingstone DR, Nasci C, Montserrat S, Da Ros C, O'hara S, Peters L, Fossato V, Wootton A,
Goldfarb P (1997) Apparent induction of a cytochrome P450 with immunochemical
similarities to CYPIA in digestive gland of the common mussel (Mytilus
galloprovincialis L.) with exposure to 2,2',3,4,4',5'-hexachlorobiphenyl and Arochlor
1254. Aquatic Toxicol 38: 205-224

Luedeking A, Koehler A (2004) Regulation of expression of multixenobiotic
resistance(MXR) genes by environmental factors in the blue mussel Mytilus edulis.
Aquatic Toxicol 69: 1-10

Lushchak OV, Kubrak OI, Storey JM, Storey KB, Lushchak VI (2009) Low toxic herbicide
Roundup induces mild oxidative stress in goldfish tissues. Chemosphere 76: 932-937

Manduzio H, Monsinjon T, Galap C, Leboulenger F, Rocher B (2004) Seasonal variations in
antioxidante defences in blue mussels Mytilus edulis collected from a polluted area:
major contributions in gills of na inducible isoform of Cu/Zn-superoxide dismutase and
glutathione-S-transferase. Aquatic Toxicol 70: 83-93

McCord JM, Fridovich I (1969) Superoxide dismutase: An enzyme function for
erythrocuprein (hemocuprein). J Biol Chem 244: 6049-6055.

McMahon RF (1979) Response to temperature and hypoxia in the oxygen consumption of the
introduced Asiatic freshwater clam Corbicula fluminea (Miiller). Comp Biochem Physiol
63A: 383-388

McMahon RF (2002) Revolutionary and physiological adaptations of aquatic invasive
animals: selection versus resistance. Can J Fish Aquatic Sci 96: 1235-1244

Menezes CC, Loro VL, Fonseca MB, Cattaneo R, Pretto A, Miron DS, Santi A (2011)
Oxidative parameters of Rhamdia quelen in response to commercial herbicide containing
clomazone and recovery pattern. Pestic Biochem Physiol 100: 145-150



123

Modesto KA, Martinez CBR (2010) Roundup causes oxidative stress in liver and inhibits
acetylcholinesterase in muscle and brain of the fish Prochilodus lienatus. Chemosphere
78:294-299

Newman MC, Clements WH (2008) Ecotoxicology: A Comprehensive Treatment. CRC
Press, New York

Noragol LR, Brossi-Garcia AL, Fontanetti CS (2012) Surface morphology of Diplodon
expansus (Kiister, 1856; Mollusca, Bivalvia, Hyriidae) gill filaments after exposure to
environmentally relevant concentrations of atrazine herbicide. Microsc Res Tech 75:
807-813

O’Connor TP (2002) National distribution of chemical concentrations in mussel and oysters
in the USA. Mar Environ Res 53: 117-143

Oliveira-Brett AM, Silva LA (2002) A DNA-electrochemical biosensor for screening
environmental damage caused by s-triazinederivates. Anal Bioanal Chem 137C: 43-51

Orbea A, Marogomez I, Fernandez C, Tarazona JV, Cancio I, Cajaraville MP (1999)
Structure of peroxisomes and activity of the marker enzyme catalase in digestive
epithelial cells in relation to PAH content of mussels from two basque estuaries (Bay of
Biscay): seasonal and site-specific variations. Arch Environ Contam Toxicol 36: 158-166

Pannunzio TM, Storey KB (1998) Antioxidant defenses and lipid peroxidation during anoxia
stress and aerobic recovery in the marine gastropod Littorina littorea. J Exp Mar Biol
Ecol 221: 277-292

Paoliello MMB, Da Silva ES (2003) Toxicodinamica. In: AZEVEDO, F. A.; CHASIN, A. A.
M. (coordenadores). As Bases Toxicoldgicas da Ecotoxicologia. RiMa, Sao Carlos

Papchenkova GA, Golovanova IL, Ushakova NV (2009) The parameter of reproduction, sizes
and activities of hydrolases in Daphnia magna straus of successive generations affected
by Roundup herbicide. Aquatic Toxicol 2 (3): 286-291

Peakall D (1992) Animal Biomarkers as Pollution Indicators. Chapman & Hall, London

Peebua P, Kosiyachinda P, Pokethitiyook P, Kruatrachue M (2007) Evaluation of Alachlor
herbicide impacts on the Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) using Biochemical
Biomarkers. Bull Environ Contam Toxicol 78: 138-141

Pennec GL, Pennec ML (2001) Evaluation of the toxicity of chemical compounds using
digestive acini of the bivalve mollusk Pecten maximus L. maintained alive in vitro.
Aquatic Toxicol 53: 1-7

Porte C, Lemaire P, Peters LD (1995) Livingstone, D.R. Partial purification and properties of
cytochrome P450 from digestive gland microsomes of the common mussel, Mytilus
edulis L. Mar Environ Res 39: 27-31

Power A, Sheeham D (1996) Seasonal variation in the antioxidant defence system of gill and
digestive gland of the Blue Mussel, Mytillus edulis. Comp Biochem Physiol 144C: 99-
103

Reidi TJ, Murthy MRN, Sicignano A (1981) Structure and heme environment of beef liver
catalase at 2,5A resolution. Proc Nat Acad Sci USA 78: 4767-4771

Ribera D, Narbonne JF, Michel X, Livingstone DR, O’hara S (1991) Responses of
antioxidante and lipid peroxidation in mussels to oxidative damage exposure. Comp
Biochem Physiol 100C: 177-181

Ruppert EE, Fox RS, Barnes RD (2005) Zoologia dos invertebrados: uma abordagem
functional-evolutiva. cap 12 Mollusca. 7thedn. Roca, Sdo Paulo

Russo J, Lagadic L (2004) Effects of environmental concentrations of atrazine on hemocyte
density and phagocytic activity in the pond snails Lymnaea stagnalis (Gastropoda,
Pulmonata). Environ Pollut 127: 303-311



124

Russo J, Madec L, Brehélin M (2009) Haemocyte lysosomal fragility facing na environmental
reality: A toxicological perspective with atrazine and Lymnaea stagnalis (Gastropoda,
Pulmonata) as a test case. Ecotoxicol Environ Saf 72: 1719-1726

Santos TG, Martinez CBR (2012) Atrazine promotes biochemical changes and DNA Damage
in the Neotropical fish species. Chemosphere 89: 1118-1125

Santovito G, Piccinni E, Cassini A, Irato P, Albergoni V (2005) Antioxidant responses of the
Mediterranean mussel, Mytillus galloproviancialis, to environmental variability of
dissolved oxygen. Comp Biochem Physiol 140: 321-329

SEAB (2012) [Secretaria da Agricultura e do Abastecimento do Parani].
http://celeparO7web.pr.gov.br/agrotoxicos/bulas.asp. Acesso em: 01.nov.2012

Sevanian A, Nordenbrand K, Kim E, Ernsterm L, Hochstein P (1990) Microsomal lipid
peroxidation: The role of NADPH-cytochrome P450 reductase and cytochrome P450.
Free Radic Biol Med 8: 145-152

Shoults-Wilson WA, Peterson JT, Unrine JM, Richark J, Black MC (2009) The Asian clam
Corbicula fluminea as a biomonitor of trace element contamination: Accounting for
different sources of variation using an hierarchical linear model. Environ Toxicol Chem
28:2224-2223

Sie H (1993) Strategies of antioxidant defense. Rev Eur J Biochem 215: 213-219

Spano L, Tyler CR, Van Aerle R, Devos P, Mandiki SN, Silvestre F, Thomé JP, Kestemont P
(2004) Eftects of atrazine on sex steroid dynamics, plasma vitellogenin concentration and
gonad development in adult gold fish (Carassius auratus). Aquatic Toxicol 66 (4): 369—
379

Steinberg CEW, Lorenz R, Spieber OH (1995) Effect of atrazine on swimming behavior of
zebrafish Brachydanio rerio. Water Res 29: 981-985

Tang J, Siegfried BD, Hoagland KD (1998) Glutathione-S-transferase and in vitro
metabolism of atrazine in freshwater algae. Pestic Biochem Physiol 59: 155-161

Taysse L, Chambras C, Marionuet D, Bosgiraud C, Deschaux P (1998) Basal level and
induction of cytochrome P450, EROD, UDPGT and GST activities in carp (Cyprinus
carpio) immune organs (spleen and head kidney). Bull Environ Contam Toxicol 6: 300-
305

Timur S, Onal S, Karabay UN, Sayim F, Zihniogul F (2002) In vivo effects of malathion on
glutathione-S-transferase and acethylcolinesterase activities in various tissues of neonatal
rats. Turk J Zool 27: 247-252

Torres MA, Testa CP, Gaspari C, Masutti MB, Panitz CMN, Curi-Pedrosa R, De Almeida
EA, Di Mascio P, Filho DW (2002) Oxidative stress in the mussel Mytella guyanensis
from polluted mangroves on Santa Catarina Island, Brazil. Mar Pollut Bull 44: 923-932

Tran D, Fournier E, Durrieu G, Massabuau JC (2004) Cooper detection in the Asiatic clam
Corbicula fluminea: optimum valve closure response. Aquatic Toxicol 66: 333-343

Tsui MTK, Chu LM (2003) Aquatic toxicity of glyphosate-based formulations: Comparison
between different organisms and the effects of environmental factors. Chemosphere 52:
189-1197

Van Der Oost R, Beyer J, Vermeulen PE (2003) Fish bioaccumulation and biomarkers in
environmental risk assessment: a review. Environ Toxicol Pharmacol 13: 57-149

Ventura BC, Angelis DF, Marin-Morales MA (2008) Mutagenic and genotoxic effects of the
atrazine herbicide in Oreochromis niloticus (Perciformes, Ciclidae) detected by the
micronuclei test and comet assay. Pestic Biochem Physiol 90: 42-51

Vidal ML, Basseres A, Narbonne JF (2002) Influence of temperature, pH, oxygenation,
water-type and substrate on biomarker responses in the freshwater clam Corbicula
fluminea (Muller). Comp Biochem Physiol C 132: 93—104



125

Waldmann P, Pivcevic, B, Miiller WEG, Zahn RK, Kurelec B (1995) Increased genotoxicity
of acetylamino-fluorene by modulators of multixenobiotic resistance mechanism: studies
with the freshwater clam Corbicula fluminea. Mutat Res 342: 113-123

WHO (1994) [World Health Organization] Glyphosate. Environment health criteria no 159.
1994.

Widdows J (1978) Combined effects of body size, food concentration and season on the
physiology of Mytillus edulis. J Mar Biol Assoc UK 58: 109-124

Wiegand C, PFlugmacher S, Giese M, Frank H, Steinberg C (2000) Uptake, toxicity and
effects on detoxification enzymes of atrazine and trifluoroacetate in embryos of
zebrafish. Ecotoxicol Environ Saf45: 122-131

Wiegand C, Krause E, Steinberg C, Pflugmacher S (2001) Toxicokinetics of atrazine in
embryos of the zebrafish (Danio rerio). Ecotoxicol Environ Saf 49: 199-205

Wilhelm-Filho D, Gonzalez FB, Boveris A (1994) Gill diffusion as a physiological
mechanism for hydrogen peroxide elimination by fish. Braz J] Med Biol Res 27(12: 2879-
2872

Woodburn AT (2000) Glyphosate: Production, pricing, and use worldwide. Pest Manag Sci
56:309-312

Wu RSS, Siu WHL, Shin PKS (2005) Induction, adaptation and recovery of biological
responses: Implications for environmental monitoring. Mar Pollut Bull 51: 623—-634.

Xiao N, Liu X, Li W, Ge F (2006) Effect of herbicide acetochlor on cytochrome P450
monooxygenases and GST of earthworms Eisenia fetida. J Environ Sci 18 (1): 135-140



126

7. MANUSCRITO 11

Efeitos dos herbicidas atrazina e Roundup® isolados e da mistura de ambos no bivalve
dulcicola Corbicula fluminea: antagonismo ou potencializagéo?

Kelly Cristina dos Santos e Claudia Bueno dos Reis Martinez

Manuscrito a ser submetido para publicagdo no periddico Ecotoxicology and Environmental
Safety



127

Efeitos dos herbicidas atrazina e Roundup® isolados e da mistura de ambos no bivalve

dulcicola Corbicula fluminea: antagonismo ou potencializagdo?

Kelly Cristina dos Santos e Claudia Bueno dos Reis Martinez*
Laboratério de Ecofisiologia Animal - Departamento de Ciéncias Fisiologicas

Universidade Estadual de Londrina. Parand. Brasil.

* Autor para correspondéncia. Tel.: +55-43-33714650; +55-43-33714207;

E-mail: cbueno@uel.br (C. B. R. Martinez).

RESUMO

Aliado ao crescente uso de agrotoxicos ha um aumento na contaminacdao do ambiente
aquatico por estes compostos. Assim, biomarcadores bioquimicos (defesas antioxidantes,
mecanismos de biotransformagdo e danos oxidativos) e genotdxicos (dano no DNA de
hemocitos) foram utilizados para avaliar a toxicidade aguda (96 h) dos herbicidas atrazina
(ATZ) e Roundup® (RD) em brinquia (BRQ) e glandula digestiva (GL) de Corbicula
fluminea, expostos a 2 ¢ 10 ppb de atrazina (ATZ), 2 e 10 ppm de Roundup® (RD) ou a
mistura de 2 ppb de ATZ + 2 ppm de RD e 10 ppb de ATZ + 10 ppm de RD. Para ambos os
pesticidas isolados foi observado aumento da superoxido dismutase (SOD) e da glutationa
peroxidase (GPx), além de inibi¢do da catalase (CAT) pelo RD, inibicdo de quase 80% da
etoxirresorufina-O-desetilase (EROD) branquial pela ATZ e aumento na ocorréncia de
lipoperoxidacdo (LPO) na BRQ (370%) e GL (350%) por atuacdo do RD. A exposicdo a
mistura dos herbicidas promoveu efeito antagdénico na EROD e LPO, onde nao s6 foi
observada neutralizacao do efeito peroxidativo do RD isolado, como também, diminui¢ao na
ocorréncia de dano na concentracdo mais elevada da mistura, sendo também observado o
efeito de potencializacdo no MXR e na ocorréncia de danos ao DNA. Assim, EROD e LPO se
apresentam como bons biomarcadores de ATZ e RD, respectivamente, e ensaio do cometa e
MXR, biomarcadores para monitoramento de contaminagdao simultdnea destes herbicidas,
sendo que a mistura se apresentou potencialmente toxica para C. fluminea.

Palavras-chave: Biomarcadores. Teste do cometa. Estresse oxidativo. Branquia; Glandula
digestiva.
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1. Introducéo

O uso de agrotoxicos tém se mostrado responsavel por inimeros efeitos indesejados
no ambiente tais como acumulo de residuos no ambiente e danos a cadeia tréfica como um
todo (Fan et al., 2007; Graymore et al., 2001; Hayes et al., 2002; Hayes et al., 2006). Estima-
se que 99,9% da quantidade de agrotdxicos utilizados nas plantagdes ndo atingem alvos
especificos. Apenas uma pequena quantidade de produto atinge o alvo (Pimentel e Levitan,
1986), deixando uma grande quantidade de agrotdxicos livre para se deslocar em diferentes
compartimentos ambientais, como solo, ar e aguas superficiais e subterraneas e,
consequentemente, organismos aquaticos (Belluck et al., 1991; Jablonowski et al., 2009).

Assim, os agrotoxicos se tornaram cada vez mais comuns em contaminagdes
aquaticas, sendo encontrados tanto em aguas superficiais quanto subterraneas. Entre os
agrotoxicos detectados a maior parte corresponde a herbicidas (Kross et al., 1992). O Brasil ¢
o maior consumidor mundial de agrotdéxicos (ANDEF, 2009), sendo a classe dos herbicidas a
mais representativa dentre os agrotoxicos utilizados no pais, com mais de 127 mil toneladas
de ingredientes ativos distribuidos nos produtos formulados em 2009 (IBAMA, 2010)

Neste cendrio, merecem destaque os herbicidas atrazina e Roundup®, os quais se
enquadram entre os agrotéxicos com agao herbicida mais utilizados no Brasil ¢ no mundo
(Cox, 2001; Hultberg, 2007; IBAMA, 2010; Steinberg et al., 1995). A atrazina (2-cloro-4-
etilamina-6-isopropilamina-s-triazina) ¢ um herbicida de amplo espectro de atuagdo. E
primariamente aplicada para aumentar o rendimento de culturas alimenticias como soja, cana-
de-agucar e milho, sendo o pesticida mais comumente utilizado nos Estados Unidos, com
mais de 36 mil toneladas aplicadas anualmente em mais de 25,4 ha de terra agricola
(Graymore et al., 2001). Apresenta baixa taxa de volatilizacdo de superficies e agua,
solubilidade moderada e consideravel movimentacao do solo para a agua durante processos de
irrigagdo e chuva. Assim, ndo se adsorve fortemente aos sedimentos. Uma vez na agua, sua
relativamente baixa hidrolise e taxa de fotdlise pode resultar em um alongamento de sua
presenca na agua (Howard, 1991).

Como um reflexo de seu elevado consumo mundial e propriedades ja citadas, a
atrazina ¢ frequentemente encontrada em ambientes aquaticos e, normalmente, se apresenta
como o herbicida de maior ocorréncia e concentracdo em ambientes dulcicolas (Appleyard,
1995; Balinova e Mondesky, 1999; Bushway et al., 1992; Gojmerac, 1996; Pionke e
Glotfelty, 1989; Ritter, 1990), sendo detectado também em ambiente estuarino € marinho

(Readman et al., 1993). Além disso, ¢ cerca de 20 vezes mais frequentemente detectada em
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aguas subterraneas dos Estados Unidos que qualquer outro herbicida (Belluck et al., 1991).
No Brasil a atrazina foi detectado em concentragdes acima do limite maximo (2 pg.L™)
permitido pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) em amostras de agua
coletadas no aquifero Serra Grande, em Tiangua, estado do Ceara (Arraes et al., 2008) ¢ em
aguas superficiais em Corumbatai, estado de Sdo Paulo, em concentragio de até 2,7 pg.L’
(Armas et al., 2007). Além disso, também foi detectada, mesmo que em concentragdes
inferiores aos limites permitidos pelo CONAMA em varias amostras de agua no Estado de
Santa Catarina (Costa, L.L.F et al., 2008).

Este herbicida triazinico tem como principal forma de contaminacdo as fontes nao
pontuais relacionadas a pratica agricola (Kross et al, 1992). Apresenta as maiores
concentragdes geralmente coincidentes com as estagdes de aplicacdo dos herbicidas na
lavoura e com eventos de chuva forte (Muir et al., 1978; Smith et al., 1996). Nestes eventos a
perda de atrazina por escoamento € maior quando ocorrem logo em seguida da aplicagdo (Hall
et al., 1972, Hall, 1974; Kleinschmidtt, 2007; White et al., 1967) e/ou em solos sujeitos a
erosado (Kookana et al.,, 1998). Hidrolise lenta, baixa solubilidade em &gua, facil
movimentagdo e escoamento no solo e capacidade de adsor¢ao em matéria organica e tecidos
gordurosos posicionam a atrazina como um potencial contaminante aquatico (Eisler, 1989).
Sua toxicidade estd relacionada a diversas alteragdes do organismo, como genéticas em
bivalves (Pecten maximus e Crassostrea gigas) (Pennec e Pennec, 2001; Bouilly et al., 2004),
bioquimicas em gastropodas (Lymnaea palustris, Lymnaea stagnalis) e actinopterigeos (Liza
ramada, Danio rerio, Prochilodus lineatus) (Baturo, 1995; Baturo ¢ Lagadic,1996; Biagianti-
Risbourg e Bastide, 1995; Dong et al., 2009; Russo et al., 2009; Santos ¢ Martinez, 2012),
comportamentais em anfibios (Xenopus laevis), gastropodas (Potamopyrgus antipodarum),
actinopterigeos (Carassius auratus, Brachydanio rerio) (Gerard e Poullain, 2005; Hayes et
al.,, 2002 ; Spano et al.,, 2004; Steinberg et al., 1995) e alteragdes na estruturacdo das
comunidades em bivalves (Elliptio complanata) (Flynn ¢ Spellman, 2009).

O glifosato ¢ o ingrediente ativo com agdo herbicida mais amplamente utilizado em
todo o mundo (Woodburn, 2000). Roundup®, uma das formulagdes mais comuns do glifosato
e consiste de um sal amino-isopropil adicionado de um surfactante (POEA) (Giesy, 2000). E
um herbicida de amplo espectro de atuacdo, agindo em todos os tipos de plantas, além de ser
também o mais frequentemente aplicado na agricultura em todo o mundo (Hultberg, 2007) e
em ambientes aquaticos para o controle de macroéfitas (Abdullah et al., 1995; Tsui e Chu,
2003). Apresenta alta solubilidade (15,7 mg.L™") e meia-vida na dgua de 7 até 70 dias (Giesy,

2000). Tais caracteristicas tornam o Roundup” um potencial contaminante do ambiente
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aquatico, apresentando alta afinidade com o solo e podendo se acumular no sedimento (Giesy
et al., 2000). Assim, ¢ considerado como sendo persistente no ambiente (Dyson et al., 2002).
Todavia, em condi¢des ambientais favoraveis (pH e forga ionica da solu¢do) pode se desligar
das particulas do solo, ficando disponivel na coluna d’agua (Lavorenti, 1996). Duas grandes
organiza¢des mundiais (USEPA, 1993; WHO, 1994) indicaram que Roundup® pode ser usado
sem 0 minimo risco ao meio ambiente. Entretanto, um crescente numero de trabalhos reporta
que Roundup® ¢ potencialmente toxico aos organismos aquaticos, podendo causar alteragdes
moleculares em actinopterigeos (Cyprinus carpio, Rhamdia quelen, Carassius auratus e
Prochilodus lineatus), malacostracas (Hyalella castroi) e anfibios (Rana cateisbeiana)
(Cattaneo et al., 2001; Costa, M.J. et al., 2008; Dutra et al., 2011; Ferreira et al., 2010;
Lushchak et al, 2009; Modesto e Martinez 2010). Pode também promover danos as
membranas celulares em actinopterigeos (Cyprinus carpio, Prochilodus lineatus) e
malacostraca (Hyalella castroi) (Cattaneo et al., 2001; Dutra et al., 2011; Modesto ¢ Martinez,
2010), alteragdes teciduais (El-Shenawy, 2009) e comportamentais em bivalves (Ruditapes
decussatus) (El-Shenawy et al., 2003). Altera¢ao na constituicdo das comunidades aquaticas,
com interferéncia na reproducdo dos animais, como em crustaceos (Daphnia magna)
(Papchenkova, 2009), também podem ser resultado da toxicidade do Roundup®. Baseado em
sua visivel toxicidade, pesquisas recentes buscam compreender os riscos ambientais e a satde
humana associados com o glifosato (Giesy et al., 2000; Solomon ¢ Thompson, 2003). No
Brasil, embora menos detectavel no ambiente aquatico que a atrazina, devido suas
propriedades ja citadas, estudo como de Da Silva et al. (2003) detectaram glifosato em 46,5%
das amostras de agua no Estado do Rio Grande do Sul, com concentragdes entre 20-30 ppb até
30 dias apos a aplicagdo do herbicida. Neste mesmo estado, tal ingrediente ativo também foi
detectado em aguas superficiais em concentracdes superiores a 100 ppb, e até 120 dias apds a
aplicacdo do herbicida nas culturas, mostrando sua elevada persisténcia no ambiente (Mattos
et al., 2002).

Infelizmente a toxicidade de um pesticida nao ¢ limitada ao seu local de aplicacao,
tampouco, a atuagdo de um Unico defensivo agricola. A pratica da agricultura pode envolver a
aplicagdo de mais de um pesticida no mesmo local, o que significa que misturas de
agrotoxicos podem estar presentes na superficie da d4gua (Anderson e Weber, 1975; Backhaus
et al.,, 2000; Cuppen et al., 2002; Van Den Brink et al., 2002). Assim, os organismos sao
expostos a numerosos poluentes simultaneamente, os quais podem interagir entre si de
diferentes maneiras, promovendo diversos efeitos. O efeito aditivo ocorre quando o efeito

combinado dos dois contaminantes ¢ igual & soma dos efeitos que cada um ¢ capaz de
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promover isoladamente, sendo o mais comumente observado quando se trata de dois
contaminantes juntos. O efeito sinérgico ocorre quando o efeito combinado dos dois quimicos
¢ muito maior que a soma dos dois efeitos de cada uma separadamente. A chamada
potencializacdo, ocorre quando uma substiancia ndo tem efeito toxico em certo 6rgao ou
sistema, mas adicionada a outro quimico faz com que este se torne muito mais toxico. Ja o
efeito de antagonismo, ¢ observado quando dois quimicos adicionados juntos interferem uns
nas agdes dos outros ou interfere na agdo do outro, seja minimizando ou inibindo sua agao
observada isoladamente (Eaton e Gilbert, 2008). Atrazina e Roundup® apresentam
sobreposicdo de periodos de aplicacdo na agricultura (Armas et al., 2005), ou seja, sdo
passiveis de serem encontrados simultaneamente no ambiente, como o observado por Armas
et al. (2007). Neste estudo, ambos os herbicidas foram detectados em amostras de agua
superficiais, sendo que, a concentracdo de atrazina variou de 0,6 — 2,7 ug.L™, ultrapassando o
limite maximo de 2 pg.L™" permitido pelo CONAMA.

Os poluentes, de uma maneira geral, podem interferir na producao de espécies reativas
de oxigénio como anion radical superoxido, radical hidroxil e peroxido de hidrogénio, bem
como, nas defesas antioxidantes como superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx), catalase (CAT), glutationa redutase (GR) e glutationa reduzida (GSH), as quais atuam
na neutralizagdo de derivados do oxigénio. Além disso, contaminantes podem promover
danos oxidativos nas membranas celulares e no material genético (Di Giulio et al., 1989; Di
Giulio et al., 1995; Kelly et al., 1998; Lemaire ¢ Livingstone, 1993; Livingstone et al., 1994;
Livingstone, 2001; Winston e Di Giulio, 1992). Os mecanismos de biotransformagao também
sdo influenciados por contaminantes como os herbicidas (Hanioka et al., 1998; Ramljak et al.,
2000; Santos e Martinez, 2012; Modesto e Martinez, 2010). Isoenzimas do citocromo P450
sdo de importancia central no metabolismo de muitos xenobioticos de fase I, sendo que os
niveis de P450 totais sdo normalmente mais elevados em peixes que em invertebrados
(Livingstone, 1998). Em peixes, a fase I ¢ mediada principalmente pela subfamilia CYPIA
(Van Der Oost, 2003), a qual também est4 presente em moluscos, principalmente na glandula
digestiva (Goksoyr et al., 1991; Grosvik et al., 2006; Livingstone et al., 1997; Porte et al,,
1995). A atividade da CYP1A pode ser avaliada indiretamente através da indugdo da
atividade da 7-etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) (Torres et al., 2002). A fase II
compreende as reacdes de conjugacdo do xenobiodtico ou seus metabolitos com a glutationa
reduzida (GSH) por atuagdo da glutationa—S-transferase (GST). Muitas isoenzimas desta
enzima glutationa tém sido purificadas e caracterizadas em moluscos (Fitzpatrick e Sheeham,

1993; Fitzpatrick et al., 1995). A fase III, também conhecida como mecanismo de resisténcia
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a multixenobidtico (MXR), esta relacionada principalmente a presenca de glicoproteinas-P (P-
gp) associadas as membranas plasmaticas, as quais atuam como uma barreira a absor¢do de
xenobidticos e seus metabolitos, bem como, acelera o processo de remogao, caso este consiga
entrar na célula, evitando que o mesmo se acumule no interior da célula (Abou-Donia et al.,
2002). A observagdo deste mecanismo em membranas celulares de molusco (Mytilus
galloprovincialis) levou Kurelec e Pivcevic (1991) a acreditar que este mecanismo poderia
explicar a relativa alta tolerancia destes organismos a contaminantes, sendo posteriormente
encontrado no peixe marinho Anoplarcus purpurescens (Bard et al., 2002), nos moluscos
Mytilus edulis ( Luedeking e Korhler, 2004), Corbicula fluminea (Achard et al., 2004;
Waldmann et al., 1995) ¢ Dreissena polymorpha (Smital e Kurelec, 1997).

Assim, por ter potencial de interferir em diferentes mecanismos de defesas do animal,
a exposicao a agrotoxicos pode induzir o estresse oxidativo, seja através do aumento da
producdo de radicais livres, alteragdes dos mecanismos de defesa antioxidante (enzimas de
detoxificagdo e neutralizagdo) ou por aumentar a peroxidagao lipidica como um resultado da
interagdo das ERO com membranas celulares ou subcelulares (Abdollahi et al., 2004). O
estresse oxidativo tem sido relacionado com a toxicidade de varios agrotoxicos (Possamai et
al., 2007; Pal et al., 2009; Singh et al., 2010). Além disso, Ahmad et al. (2010) reportou que
genes de resposta a toxicidade, como os do citocromo P450 e da glutationa-S-transferase
(GST) desempenham um papel critico na toxicidade induzida por agrotoxicos.

Os ecossistemas de dgua doce vém sendo continuamente modificados pela atividade
humana, resultando em declinio de espécies nativas e consequente substitui¢ao e propagacao
de espécies invasoras (Holeck et al., 2004; Ricciardi e Rasmussen, 1999). O bivalve dulcicola
Corbicula fluminea (Miiller, 1774) é reconhecido como uma das mais importantes espécies
invasoras nos ambientes aquaticos (McMahon, 2002; Sousa et al, 2008) e de especial
importancia em estudos de biomonitoramento (Cataldo et al., 2001; Colombo et al., 1995;
Livingstone, 1993; Shoults- Wilson et al., 2009). Os bivalves dulcicolas sdo organismos
sedentdrios, o que lhes garante um intimo contato com o ambiente contaminado (Sheehan e
Power, 1999). Sabe-se que a atrazina afeta diretamente o crescimento do fitoplacton e,
consequentemente, muitas espécies de zooplancton podem apresentar redu¢ao na reproducgao
e crescimento quando seus ecossistemas sdo expostos a estes componentes. Este fato, afeta
indiretamente as espécies de invertebrados que ocorrem no local e que possuem estes
organismos como fonte de alimento (Graymore et al., 2001).

Assim, o presente trabalho buscou compreender a toxicidade dos herbicidas Roundup®

e atrazina separadamente, bem como, da mistura destes herbicidas, no bivalve dulcicola
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Corbicula fluminea, através do uso de biomarcadores bioquimicos e genéticos. Para tal, foi
determinada, na branquia e glandula digestiva, a atividade da SOD, CAT, GPx ¢ GR, a
concentragdo de GSH, atividade de enzimas relacionadas aos mecanismos de
biotransformagdo de fase I (EROD), fase II (GST) e fase III (MXR), bem como a ocorréncia
de lipoperoxidagdo (LPO) e, em hemocitos, danos no DNA.

2. Material e Métodos

2.1. Animais

Exemplares de Corbicula fluminea (Miiller, 1774) (Mollusca, Corbiculidac) com
medidas (média + EP, n = 90) de 6,40 = 0,14 g, largura de 3,10 + 0,04 cm e altura 2,8 + 0,02
cm, foram coletados no Lago Igapo III (23°19°5.89’S 51°11°7.31°°0), localizado no
municipio de Londrina, Parana, Brasil. Apds a coleta os animais foram transportados em
recipientes de plastico contendo 4gua do local até o Laboratorio de Bioensaios da
Universidade Estadual de Londrina. Os individuos foram mantidos em aquarios contendo
cascalhos de granulometria 7 mm, e cerca de 40 L de dgua desclorada, constantemente aerada,
por 5 dias (aclimatacdo), com renovacao de agua a cada 24 h, até que o inicio dos

experimentos, sem alimentagao.

2.2. Testes de toxicidade

Apo6s o periodo de aclimatacdo os animais foram submetidos ao teste de toxicidade
aguda semi-estatico (96 horas) com renovacgdo completa do meio de exposicdo a cada 24
horas. As concentragdes dos herbicidas utilizadas no presente trabalho foram de 2 ¢ 10 ppb
para a atrazina ¢ 2 ¢ 10 ppm para o Roundup®.

Para o Roundup® (RD) (36% m/v, Monsanto do Brasil LTDA), a selegdo de tais
concentragdes se baseia em dois pontos principais: 1) o presente herbicida apresenta elevada
afinidade ao solo, podendo se concentrar no substrato, e se apresentar em concentragdes mais
elevadas que as observadas na agua; II) organismos aquaticos sedentarios, como C.fluminea,
revolvem e se enterram no substrato, mantendo um intimo contato com o glifosato que venha
a se acumular no sedimento. Uma vez que, considerando as taxas de aplicacdo de glifosato
usuais, um corpo d’agua proximo a lavoura, sem mata ciliar, pode receber até 3,7 mg.L™" de

glifosato (Giesy et al., 2000), e as concentragdes de 2 e 10 ppm testadas no presente trabalho
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correspondem a cerca de 0,72 e 3,6 mg.L'1 de glifosato, respectivamente, as concentracdes
selecionadas sdo passiveis de serem detectadas no meio ambiente e possuem grande
relevancia quando se trata de organismo sedentdrios. No caso da atrazina (ATZ)
(PESTANAL, analytical standart, Fluka), tais concentragdes correspondem a concentragao
maxima permitida pela resolucdo n°357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA/2005) e a 40% da concentracao normalmente utilizada nas lavouras (Ventura et
al., 2008), respectivamente.

Os testes foram realizados em aquarios de vidro contendo cerca de 10 L de agua
desclorada em constante aeracdo, contendo 10 animais cada aquario. Para cada herbicida e
para a mistura, os animais foram divididos em trés grupos, sendo um controle e dois
experimentais. O grupo controle (CTR) foi exposto apenas a 4gua desclorada. Para os
herbicidas testados isoladamente, os grupos experimentais foram: ATZ 2 (2 ppb de atrazina) e
ATZ 10 (10 ppb de atrazina), para atrazina, ¢ RD 2 (2 ppm de Roundup®) e RD 10 (10 ppm
de Roundup®), para Roundup®. J4 para os testes com a mistura dos herbicidas, os grupos
experimentais foram: AR2 (2 ppb de atrazina + 2 ppm de Roundup®) e AR10 (10 ppb de
atrazina + 10 ppm de Roundup™). Durante a aclimatacio e no decorrer dos experimentos foi
mantido fotoperiodo de 12 h claro /12 h escuro e os demais parametros da agua mantiveram-
se em torno de: pH 7,8, condutividade 80 uS.cm’1 e turbidez 9,36 NTU; temperatura e
oxigénio dissolvido da meio de exposi¢do dos aniamis se mantiveram em torno de 21°C e 6,3

mg O,.L "

2.3. Coleta de material biologico

A coleta da hemolinfa foi feita no musculo adutor anterior com o auxilio de uma
seringa com agulha, através de uma pequena abertura (raspagem) feita nas conchas. O
material coletado foi mantido em tubos de microcentrifuga sobre o gelo até o momento do
ensaio do cometa, para deteccdo de danos no DNA. Apos a sec¢ao do musculo e abertura da
concha, branquias e glandula digestiva foram coletadas e mantidas em freezer -80°C
(Freeztec, ultra low) até o momento das andlises bioquimicas, para detec¢do e medida dos

processos de biotransformacgao, defesas antioxidantes e danos oxidativos (lipoperoxidacao).

2.4. Biomarcadores Bioquimicos
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Os tecidos branquial e glandular foram homogeneizados em tampado fosfato de
potassio (0,1 M/ pH 7) e centrifugadas a 16000 g / 4°C / 20 min. O sobrenadante foi utilizado
para a medida de todos os parametros bioquimicos analisados no presente trabalho ¢ a

dosagem de proteina totais foi feita baseada no método proposto por Lowry et al., (1951).

2.4.1. Mecanismos de biotransformacio

2.4.1.1. Etoxyresorufina-O-desetilase (EROD)

Este ensaio foi baseado no método proposto por Eggens e Galgani (1992), o qual
determina a atividade catalitica associada a CYP1A. Neste, a conversdo da 7-etoxiresorufina
(ETOX) para resorufina ¢ monitorada fluorimetricamente no comprimento de onda de 530
nm (excitagdo) e 590 nm (emissdo) a cada 1 minuto durante 40 minutos em espectrofotometro
de fluorescéncia (VICTOR® PerkimElmer 1420, Multiabel Counter). A atividade enzimatica

. - -1 o -1
foi expressa em uM de resorufina.min”.mg de proteina™ .

2.4.1.2. Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da glutationa S-transferase foi determinada de acordo com a metodologia
proposta por Keen et al. (1976), que mede a complexacao da glutationa reduzida (GSH) com
0 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em 340 nm, durante 1 minuto, sendo expressa em nmol

CDNB conjugado. min".mg de proteina™.

2.4.1.3. Mecanismo de resisténcia a multixenobiéticos (MXR)

A atividade das proteinas transportadoras P-gps e MRPs, foi determinada
indiretamente através do ensaio de acumulo de Rodamina B proposto por Kurelec et al
(2000). Os tecidos foram expostos & Rodamina B (1 uM) por 2 horas. Em seguida, os tecidos
foram pesados, congelados, homogeneizados (1:7 m/v) em 4gua destilado e centrifugados
durante 7 minutos a 1500 g / 4°C. O sobrenadante foi submetido a leitura de fluorescéncia
(excitacdo: 544 nm / emissdo: 590 nm) em microplaca preta, referente ao acimulo de
rodamina, em espectrofotdmetro de fluorescéncia (VICTOR® PerkimElmer 1420, Multiabel

Counter). As concentragdes de Rodamina no tecido foram determinadas através de uma curva



136

padrdo de concentracdo de rodamina, sendo os dados expressos em nM de rodamina. mg de

. ;e -1
tecido umido .

2.4.2. Antioxidantes enzimaticos

A medida da atividade das enzimas antioxidantes foi feita em espectrofotometro
UV/Visivel (Biochrom, Libra S32) com banho termostatizado acoplado. A atividade da SOD
(CuZn-SOD) foi determinada de acordo com a metodologia de McCord e Fridovich (1969).
Este ensaio se baseia na inibi¢do da taxa de reducdo do citocromo c, promovida pelo anion
radical superdxido, em 550 nm, sendo a atividade da SOD expressa em U de SOD.mg de
proteina™, onde U representa a quantidade de SOD que promove a inibi¢io de 50% da taxa de
redugdo do citocromo c¢. A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com a
técnica descrita por Beutler (1975), onde se avalia a velocidade de decomposi¢ao do H,O,
pelo descréscimo de absorbancia em 240 nm, sendo expressa em umol de H,O,
metabolizado.minuto”.mg de proteina™. J4 a atividade da GPx foi determinada baseada no
método proposto por Hopkins e Tuphope (1973). Neste ensaio se mede a oxidagao do
NADPH em presenca de H,O,, em espectrofotometro (340 nm), sendo a atividade expressa
em pmol de NADPH oxidado.minuto™.mg de proteina™. A atividade enzimatica da glutationa
redutase (GR) foi determinada de acordo com a proposta metodoldgica de Carlberg e
Mannervik (1975). Neste ensaio ¢ medida a diminuicdo de NADPH, oxidado pela redugdo da
GSSG a GSH via atividade da GR. A atividade ¢ medida em 340nm e expressa em pmol
NADPH oxidado.min™.mg de proteina™.

2.4.3. Antioxidantes ndo-enzimaticos

A concentracdo de GSH foi determinada pelo método de Beutler et al. (1963) pelo
ensaio da reciclagem da glutationa. Na complexagdo da GSH com o acido 5,5’-dithiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB), ¢ formado o tiolato (TNB) que produz uma cor amarelada, a qual ¢
detectada por espectrofotometria a 412 nm (VICTOR? PerkimElmer 1420, Multiabel Counter)
As amostras sdo centrifugadas em acido tricloroacético (TCA) 6% (1:1) em 1500 g/ 4 °C /5
minutos. A concentracdo de GSH ¢ obtida através de uma curva padrdo de GSH e expressa

em pM de GSH. mg.” de proteina.
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2.5. Danos oxidativos

2.5.1. Peroxidacdo lipidica (LPO)

A lipoperoxidagdo foi medida através da quantificagdo de malondialdeido (MDA), um
dos produtos finais da LPO, presente nas amostras, segundo a metodologia TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbiturico) proposta por Camejo et al. (1998), com algumas
modificagdes para bivalve. A leitura da fluorescéncia (excitacdo: 535 nm/ emissao: 590 nm)
foi feita em espectrofotometro de fluorescéncia (VICTOR® PerkimElmer 1420, Multiabel

Counter) e expressa em pmol de MDA por mg.mL™" de proteina.

2.5.2. Danos no DNA

Os danos no DNA foram quantificados por meio do ensaio do cometa, com
modificagdes para bivalve, proposto por Fedato et al. (2010). A hemolinfa foi previamente
centrifugada a 1160 g durante 20 min, a fim de concentrar as células presentes neste fluido.
Em seguida, o sobrenadante foi dispensado e, ao pellet restante, foi acrescido agarose de
baixo ponto de fusdo, posteriormente distribuido em laminas previamente preparadas com
agarose de alto ponto de fusdo (1,5%). Apds a secagem das laminas em geladeira e retirada da
laminula foram executadas as seguintes etapas: I) lise: submersdao em tampao de lise (2,5M
NaCl, 100 mM EDTA, 10mM TRIS, 10% DMSO, 1 mL Triton X-100, pH 10,0) por 1 hora a
4°C, protegido da luz; I) relaxamento e desenrolamento do DNA: manuten¢do em tampao de
eletroforese (0,3 N NaOH, 1 mM EDTA, pH>13) por 30 minutos; III) eletroforese: 30
minutos, 300 mA, 25 V, sendol V.cm’l; IV) neutralizagdo: trés lavagens de 5 minutos cada
em tampao de neutralizacdo (0,4 M TRIS, pH 7,5); V) fixacdo em etanol absoluto por 10
minutos, seguido de secagem e armazenamento das laminas sob refrigeracdo até o momento
das andlises. As laminas foram coradas com GelRed e analisadas em fotomicroscopio de
fluorescéncia (Leica DM 2500). Para cada animal foram analisados 100 nucledides
classificados segundo Kobayashi et al. (1995) que apresenta a seguinte metodologia: classe 0
= sem dano aparente, classe 1 = cauda medindo até 1 vez o tamanho do didmetro do
nucleoide; classe 2 = cauda medindo entre 1 e 2 vezes o tamanho do didmetro do nucledide e
classe 3 = cauda medindo mais de 2 vezes o didmetro do nucledide. Para o célculo do escore

de dano, o nimero de nucledides em cada classe (0, 1, 2 ou 3) foi multiplicado pelo valor de



138

cada classe ¢ o escore calculado pela formula: (0xA) + (1xB) + (2xC) + (3xD), em que: A, B,

C e D correspondem ao nimero de células em cada uma das classes.

2.6. Analise estatistica

Os resultados obtidos para cada grupo experimental (atrazina, Roundup® e atrazina +
Roundup®) foram comparados entre sipor meio de analise de varidncia paramétrica
(ANOVA) ou ndo-paramétrica (Kruskall-Wallis), de acordo com a distribuicdo dos dados
(normalidade e homogeneidade de varidncia, teste de Shapiro-Wilk). Quando observada
indicagdo de diferenga significativa (p < 0,05) os resultados foram comparados por testes de

comparacdes multiplas (Teste de Dunn’s) para a localizacao das diferencgas.

3. Resultados

Em se tratando dos mecanismos de biotransformacao (Figura 14), foi possivel
observar que dentre os 6rgaos analisados pelo presente trabalho a branquia se apresentou mais
susceptivel a atuagdo dos herbicidas testados, uma vez que ndo foi observada nenhuma
alteracdo significativa nos parametros analisados na glandula digestiva. A exposicdo a
atrazina promoveu inibi¢do significativa na atividade da CYPIA branquial nas duas
concentragdes testadas, diminuindo a atividade desta enzima em cerca de 70% de sua
atividade normal a 2 ppb e 79% em 10 ppb do herbicida. Embora ndo tenha sido observado
efeito do Roundup® nesta fase da biotransformacao, a mistura dos dois herbicidas foi capaz de
promover uma inibicao na atividade enzimatica de fase I, tanto em AR 2 quanto em AR 10,
nas quais foi observada uma inibicdo enzimatica de aproximadamente 15 e 25%,
respectivamente. Embora sejam observadas estas alteragdes na fase I, a fase II permaneceu
com a atividade da GST inalterada em todas as situagdes teste, apesar da tendéncia de inibigao
desta enzima na glandula em situagdes de exposicao a atrazina e a mistura. Em se tratando da
fase III, novamente foram observadas alteracdes apenas na branquia, a qual apresentou
aumento no acimulo de rodamina de aproximadamente 116% em relacdo ao controle, e
consequente inibi¢do do mecanismo de eliminacdo via glicoproteinas-P, nas células
branquiais de animais expostos a maior concentra¢do da mistura (10 ppb de atrazina +10 ppm
de Roundup®).

Com relagdo as defesas antioxidantes primarias (Figura 15), ¢ observado um aumento

da atividade da SOD na branquia de animais submetidos a0 Roundup® e a atrazina, somente
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na concentragdo mais elevada destes herbicidas isolados. A menor concentracdo dos
herbicidas e a mistura dos mesmos, ndo foram capazes de promover alteragdes nesta enzima
na branquia. A SOD glandular apresentou alteracdo somente nos tratamentos com atrazina,
em ambas as concentracdes, ndo sendo observada nenhuma alteragdo nas exposigdes ao
Roundup® e a mistura. Diferentemente da enzima citada anteriormente, que apresentou mais
alteragdes no tecido branquial, A CAT se apresentou mais sensivel na glandula, onde teve sua
atividade inibida significativamente em aproximadamente 62% em animais exposto a 10 ppm
de Roundup®, niio apresentando alteragdes em nenhuma das demais situagdes teste. Ja a GPx ,
assim como a SOD, apresentou-se mais alterada na branquia, onde foi observado um aumento
(68%) da atividade desta enzima nos tratamentos com 10 ppm de Roundup®. Uma pequena
alteracdo foi observada em animais expostos a menor concentragdo de atrazina. Todavia, este
aumento singelo da atividade enzimatica retornou a valores proximos ao CTR em RD 10. A
glutationa peroxidase glandular se apresentou inalterada em todas as situagdes teste.

Para a atividade da glutationa redutase e concentracdo da glutationa reduzida (Figura
16), apesar de algumas tendéncias de diminui¢do na quantidade de GSH, ndo foi observada
nenhuma alteracdo significativa na quantidade deste antioxidante ndo enzimatico em nenhum
dos orgdos analisados. J& a GR apresentou uma alteragdo na branquia dos tratamentos
expostos a mistura, sendo observado um aumento de aproximadamente 60% da atividade
enzimatica na menor concentragdo deste tratamento, com posterior diminuicdo (20%) da

atividade da GR e aproximacao de valores representativos do controle.
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Figura 14. Atividade (média = EP, n=6 a 11) da EROD (A), GST (B) e MXR (C) em branquia (I) e
glandula digestiva (IT) de Corbicula fluminea ap6s exposi¢ao (96 h) a 2 e 10 ppb de atrazina (ATZ), 2
e 10 ppm de Roundup™(RD), 2 ppb de atrazina + 2 ppm de Roundup™ 10 ppb de atrazina + 10 ppm de
Roundup® ou apenas a agua desclorada (CTR). Letras diferentes indicam diferengas significativas,
considerando-se situagdes teste de um mesmo tratamento (ATZ, RD ou ATZ+RD) (p< 0,05).
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Figura 15. Atividade (média = EP, n =4 a 14) da SOD (A), CAT (B) e GPx (C) em branquia (I) e
glandula digestiva (IT) de Corbicula fluminea apos exposi¢ao (96 h) a 2 e 10 ppb de atrazina (ATZ), 2
e 10 ppm de Roundup™(RD), 2 ppb de atrazina + 2 ppm de Roundup™ 10 ppb de atrazina + 10 ppm de
Roundup” ou apenas a agua desclorada (CTR). Letras diferentes indicam diferencas significativas,
considerando-se situagdes teste de um mesmo tratamento (ATZ, RD ou ATZ+RD) (p< 0,05).
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Figura 16. Atividade (média + EP, n= 5 a 10) da GR (A) e concentra¢do de GSH (B) em branquia (I)
e glandula digestiva (IT) de Corbicula fluminea apds exposigdo (96 h) a 2 ¢ 10 ppb de atrazina (ATZ),
2 e 10 ppm de Roundup®(RD), 2 ppb de atrazina + 2 ppm de Roundup® 10 ppb de atrazina + 10 ppm
de Roundup® ou apenas a agua desclorada (CTR). Letras diferentes indicam diferencas significativas,
considerando-se situagdes teste de um mesmo tratamento (ATZ, RD ou ATZ+RD) (p< 0,05).

Apesar de algumas defesas antioxidantes enzimadticas e ndo enzimadticas terem sido
estimuladas, algumas das situacdes teste do presente trabalho foram capazes de promover
danos oxidativos, tanto nos lipidios de membrana quanto no DNA (Figura 17). As alteragdes
mais significativas sdo observadas para os animais expostos a 10 ppm de Roundup®™. Estes
apresentaram um aumento significativo de aproximadamente 370% na quantidade de MDA na
branquia, ou seja, ocorreu um aumento na ocorréncia de peroxida¢do lipidica (LPO) neste
orgdo. Situacdo semelhante foi observada na glandula digestiva, onde se observa um aumento

de 350% na ocorréncia de peroxidagdo lipidica para a maior concentragio de Roundup®
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testada. Na glandula, a atrazina promoveu uma diminui¢do da ocorréncia de LPO em 2 ppb e
reestabelecimento da concentracdo de MDA semelhante ao controle em 10 ppb. Quando na
presenca dos dois herbicidas concomitantemente, uma situagio inversa a do Roundup® se
desenvolveu no 6rgdo em questdo, havendo uma diminui¢do na concentracdo de MDA na
maior concentragao da mistura, ou seja, houve uma diminui¢do na ocorréncia de danos as
membranas celulares. Embora a exposicdo isolada aos herbicidas ndo tenha sido capaz de
promover danos ao DNA de hemocitos dos organismos expostos, a exposi¢cao aos dois
agrotoxicos concomitantemente, promoveu um aumento significativo na ocorréncia de danos
ao DNA, tanto em AR 2 quanto em AR 10, sendo este aumento correspondente a cerca de 114
e 124%, respetivamente, quando comparado com o grupo controle.

O tipo de dano que os hemocitos apresentaram pode ser visualizado na Tabela 2.
Embora em todos as situagdes testes seja observada uma predominancia de danos de classe 0,
também ¢ possivel observar que em situagdes de exposicao ao contaminante a quantidade de
danos de classes 1 a 3 se eleva, havendo uma predominancia de danos de classe 1. No que se
refere aos danos de classe 2, exceto para testes com atrazina, ¢ possivel observar uma relagao
entre a quantidade de nucledides possuidores deste tipo de dano e a concentracdo de
herbicida, sendo que quanto maior a concentragdo dos contaminantes no meio, maior a
quantidade de nucledides pertencentes a classe 2. J& para a classe 3, tal relacdo com a
concentracdo do pesticida nao ¢ observada, embora haja uma clara predominancia deste tipo
de dano nos hemocitos de animais expostos a ambas as concentracdes da mistura. Neste
sentido, ao comparar as trés situacdes teste (atrazina, Roundup® e mistura), quanto a
quantidade de danos de classe 3, considerado o mais agressivo dentre os citados, ¢ possivel
estabelecer uma ordem, sendo esta a de atrazina, Roundup® e mistura, a qual representa,
respectivamente, uma ordem crescente de capacidade de promover a ocorréncia destes danos

nos hemocitos de Corbicula fluminea.
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Figura 17. Concentra¢do (média = EP, n = 6 a 10) de malondialdeido (MDA) (A) em branquia (I) e
glandula digestiva (II); (B) escore de danos (média = EP, n = 8 a 10) em hemocitos. Dados obtidos
para Corbicula fluminea apds exposi¢do (96 h) a 2 e 10 ppb de atrazina (ATZ), 2 ¢ 10 ppm de
Roundup®(RD), 2 ppb de atrazina + 2 ppm de Roundup®™ 10 ppb de atrazina + 10 ppm de Roundup®
ou apenas a agua desclorada (CTR). Letras diferentes indicam diferengas significativas, considerando-
se situacdes teste de um mesmo tratamento (ATZ, RD ou ATZ+RD) (p< 0,05).
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Tabela 2. Freqiiéncia (%) de nucledides observados em cada uma das classes do cometa (0, 1,2 e 3) e
total de nucleodides danificados (média = EP) em hemocitos de C.fluminea expostos apenas a agua
desclorada (CTR), a 2 ¢ 10 ppm de Roundup (RD), a 2 ¢ 10 ppb de atrazina (ATZ) ou a mistura de
herbicidas (ATZ + RD) (2 ppb ATZ + 2 ppm RD) (10 ppb ATZ + 10 ppm RD) apds 96 h. Os valores
representam a média = EP. * diferenga significativa em relacdo ao CTR do mesmo experimento.

Classes de danos

Total de nucledides

Experimento Grupo 0 1 2 3 .
N %) %) ) %) danificados
0 0 0 0

(Média + EP)

CTR 8 653 31,0 3,2 0,3 38,2+4,3

2 ppb 10 589 36,2 4.4 0,5 35,1+6,3

ATZ

10ppb 9 66,1 303 1,6 0,3 39,7+0,7

CTR 8 61,3 300 7,75 0,8 34,6+29

RD 2 ppm 7 648 251 9,0 1,0 41,1+3,0

10 ppm 7 60,2 27,5 10,8 1,2 338+1,11

CTR 9 69,8 292 1,0 0,0 30,1+2,7

ATZ + 2 10 48,0 39,6 10,2 2,2 50,3 + 3,5*
RD 10 10 44,8 41,2 11,8 1,7 55,3 + 1,8*

4. Discussao

Como apresentado na Figura 14, a branquia, sendo o principal 6rgao local de absor¢ao
de contaminantes presentes no meio, apresentou maior nimero de alteracdo nos mecanismos
de biotransformacao, se comparada com a glandula digestiva, na qual ndo se observou
nenhuma alteragdo significativa deste processo. Se analisarmos o comportamento da EROD
frente a atrazina, Roundup® e a mistura destes, observamos que a atrazina se apresenta como
um potencial inibidor da fase I da biotransformagao, corroborando os dados apresentados por
Santos e Martinez (2012) para Prochillodus lineatus expostos as mesmas concentragdes de
atrazina testadas no presente trabalho. Esta inibi¢do ¢ resultado da atuagdo do herbicida no
citocromo P450 através da competi¢do entre ligantes pelo sitio ativo da enzima CYP1A
(Kitteringhamet al., 1998). Uma vez que a metabolizacdo tende formar compostos menos
reativos e mais facilmente excretaveis que o composto de origem (Van Der Oost, 2003), a
inibicdo deste mecanismo acarreta na permanéncia do produto formulado na célula, o que

ege ~ ,y e . ® ~
pode facilitar sua atuagdo como agente toxico para o organismo. O Roundup™ ndo se
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apresentou como interferente na primeira fase da biotransformacao. Todavia, a mistura dos
dois herbicidas promoveu uma inibi¢do da EROD na branquia, provavelmente por agdo da
atrazina, uma vez que trabalhos como o de Abass et al. (2009) e Hietanen et al. (2009)
notificaram aumento dos niveis de P450 e da atividade de monoxigenases em figado de rato
por atuacdo do glifosato. Esta interferéncia foi inferior a observada pela atuagdo da atrazina,
sendo reestabelecida a atividade da CYP1A em cerca de 50% nesta situacao teste. Assim, este
efeito do Roundup” e da atrazina indica um efeito antagonico, onde o efeito da atrazina ¢, em
parte, neutralizado pela presenca do herbicida a base de glifosato, conhecido como ter efeito
de aumentar a atividade de monooxigenases. Neste sentido, o Roundup” pode estar
interferindo na disponibilidade e/ou acesso da atrazina aos sitios ativo da CYP1A, bem como,
sob as condigdes dos experimentos desenvolvidos no presente trabalho, ha uma sinalizacao
celular para induzir a producdo enzimatica, relacionada ao aumento de atividade da EROD.
Embora a GST seja frequentemente usada como um indicador de exposi¢ao a
agrotoxicos (Bowles et al., 2005; Peebua et al., 2007; Taysse et al., 1998; Xiao et al., 2006),
apresentando-se ora inibida (Santos e Martinez, 2012) ora estimulada (Ezemonye e Tongo,
2010; Menezes et al, 2011), em C. fluminea tal enzima parece ndo ser de potencial
importancia para a metabolizagdo de herbicidas, embora esta glutationa ja tenha sido
associada com a metabolizacdo de contaminantes como PCBs e PAH em outras espécies de
bivalves (Sheeham et al., 1995) e identificada como via de metabolizagdo da atrazina
(Jachetta e Radosevich, 1981). Segundo Wu et al. (2005) quando um organismo € exposto a
um quimico, existe um periodo latente antes que uma resposta possa ser observada (indugao
inicial). Passado este periodo, a resposta ird surgir até um nivel maximo (indugdo maxima) e,
em uma exposi¢ao prolongada, se adaptacao for observada, a resposta pode diminuir ou até
mesmo retornar aos niveis iniciais. Assim, as condi¢des do presente trabalho ndo foram
capazes de alterar o possivel estado de laténcia da GST, seja por curto tempo de exposi¢cdo ou
concentracoes de herbicidas insuficientes. Ja a eliminacdo dos contaminantes ¢ seus
metabdlitos (fase III) foi afetada, tendo sua atividade inibida, somente quando na presenga dos
dois contaminantes simultaneamente. Assim, a interferéncia neste mecanismo de fase III se
apresenta como efeito do tipo potencializacdo, uma vez que a toxicidade dos herbicidas
somente ¢ observada na exposi¢do simultdnea aos herbicidas, ndo apresentando toxicidade
para este mecanismo quando isolados. A inibicdo do mecanismo de eliminacdo de
xenobiodticos (MXR), associado com a inibicdo da EROD, pode dificultar a elimina¢do do
xebobidtico do meio intracelular, promovendo o acimulo de herbicidas e seus metabdlitos nas

células, tornando o organismo mais exposto e susceptivel a atuagdo dos contaminantes.
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As alteragdes observadas no processo de biotransformacdo podem estar relacionadas
as mudancas obtidas para as defesas antioxidantes do animal, sendo que novamente, a
branquia se apresentou como principal alvo de efeito dos herbicidas. A exposicdo dos
organismos ao xenobiotico pode aumentar a producdo de ERO (Cadenas, 1995). O anion
radical superoxido, considerado uma ERO primaria, ¢ primariamente formado, podendo
originar as ERO secundarias (Sie, 2003). O aumento de atividade da superdxido dismutase
tanto na branquia quanto na glandula, indica que atrazina e Roundup® sdo agentes potenciais
de estimulo a producdo de ERO no animal, sendo que o primeiro herbicida apresenta
capacidade oxidativa mais elevada, ao interferir na atividade enzimatica de ambos os 6rgaos.

Embora o animal esteja respondendo ao agente estressor através do aumento da SOD,
tendo em vista que esta enzima atua sobre o O,”, convertendo-o a peroxido de hidrogénio
(H20,) e oxigénio (O2) (Aruoma, 1994; McCord e Fridovich, 1969), o aumento de atividade
desta enzima tem como consequéncia imediata um aumento na concentracao de H,O,. Tanto a
CAT quanto a GPx podem atuar na conversdo deste derivado do oxigénio(Hermes-Lima,
2004). Uma vez que, na exposi¢do a Roundup® e atrazina, a CAT permaneceu inalterada ou
até mesmo inibida, e a GPx foi estimulada pela presenca dos herbicidas, esta enzima tem
papel central na defesa do organismo contra o H,O; excedente. O aumento de atividade desta
glutationa, todavia, nao foi capaz de promover uma diminui¢do na quantidade da GSH
disponivel, em vista da reciclagem pela GR e/ou sintese pelo organismo. O ndo concomitante
aumento da GPx com o aumento da SOD, como na glandula de animais expostos a atrazina,
pode estar relacionado ao fato de o peroxido de hidrogénio se difundir facilmente pela
membrana celular (Aruoma, 1994; Cadenas, 1995). Assim, este derivado de oxigénio formado
possivelmente estd sendo liberado através das membranas celulares e ndo pela atividade
enzimatica. Além disso, a CAT ¢ a principal defesa antioxidante glandular se apresentou mais
susceptivel a toxicidade do Roundup®™, enquanto que a SOD, a da atrazina. As glutationas se
apresentaram como as mais resistentes a exposicdo aos herbicidas, uma vez que nao foram
observadas alteragdes nestes antioxidantes por atuagdo dos herbicidas isolados. Isso ocorre,
possivelmente, por ndo estarem envolvidas diretamente na neutralizacdo das ERO, mas sim
como cofatores de enzimas de biotransformagdo, bem como, atuando na reciclagem de
antioxidantes. O aumento de atividade enzimatica antioxidante em bactérias (Demple, 1991;
Lushchak, 2001) e levedura (Delaunay et al., 2000) ¢ coordenada por mecanismos ERO-
sensiveis, incluindo sensores, transcricdo de genes transdutores e reguladores. Estes
mecanismos em peixes e invertebrados € ainda incerto, mas elevagdo de atividade enzimatica

em resposta a estressores ambientais tem sido observada por muitos autores (Valavanidis et
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al., 2006; Craig et al., 2007; Winston, 1991). Por outro lado, a diminui¢do de atividade
enzimatica, sob estresse oxidativo, tem sido relacionada com a sua inativagdo pela ERO,
como a SOD que pode ser inativada pelo peroxido de hidrogénio (Bray et al., 1974), CAT
pelo anion superdxido e perdxido de hidrogénio (Lardinois, 1995) e a GST ¢ sensivel a
produtos da reacdo de Haber-Weiss (Hermes-Lima e Storey, 1993)

A exposi¢ao dos bivalves dulcicolas a mistura dos herbicidas, todavia, teve um efeito
do tipo antagdnico nas enzimas antioxidantes primarias SOD branquial e glandular, CAT
glandular e GPx branquial. Isso porque, os efeitos observados para os testes com os
agrotoxicos individualmente foram anulados quando na presenca de ambos. Neste ponto,
baseado em Wu et al. (2005), ¢ possivel que no tempo de exposi¢ao de 96 horas, as defesas
antioxidantes que ndo apresentaram altera¢des significativas, ja se apresentem em um estado
de adaptacdo, onde a alteragdo enzimatico (efeito da exposicdo ao contaminante) diminui ou
retoma seus niveis de atividade semelhantes ao grupo controle. A excecio destes, da CAT
branquial, GPx e GR glandular e GSH, a mistura promoveu um efeito sinérgico na atividade
da GR na menor concentracdo dos herbicidas, o qual se torna ndo significativo na
concentracdo mais elevada de herbicidas, como um reflexo de adaptacdo do organismo a
presenca do contaminante. Isso pode indicar que o animal est4 passando por uma situagao de
utilizagao excessiva da GSH, a qual tem seus niveis ideiais mantidos pela recliglagem da
glutationa redutase.

A primeira vista, a neutralizacdo dos efeitos dos herbicidas observada em tratamentos
da mistura, parece ser um efeito satisfatorio, uma vez que as enzimas foram mantidas em suas
concentragdes iniciais. Todavia, este fato ndo representa, necessariamente, auséncia de
formacao de espécies reativas de oxigénio. Uma vez que os herbicidas sdo capazes de
promover um aumento na producdo de ERO quando isolados, verificado pelo aumento de
atividade da SOD, continuam a ter este papel pro-oxidante se adicionados simultaneamente ao
ambiente. As defesas antioxidantes sdo responsaveis pela manutencdo do balango entre a
formagdo e a remocdo das ERO do organismo. A ndo alteracdo (adequacdo) da atividade
enzimatica pode ter como consequéncia o acumulo de biomoléculas oxidativas e
potencialmente capazes de promover danos oxidativos (Imlay, 2003). Este fato, aliado a
inibicdo do MXR, que ¢ considerado um potencial protetor de organismos aquaticos contra
danos no DNA (Waldmann et al., 1995), e inibicdo da EROD, expdem os organismos
aquaticos tratados com a mistura a situacdo de estresse oxidativo. Esta situacdo ¢
potencialmente danosa ao material genético, como evidenciado pelo aumento na ocorréncia

de danos oxidativos em hemocitos de C. fluminea (Figura 17). Assim como para a fase III da
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biotransformag¢do, a toxicidade dos herbicidas sofreu o efeito de potencializacdo sobre a
fragmentacdo do DNA, uma vez que, embora ndo sendo capazes de promover danos
oxidativos quando isolados, ao atuarem conjuntamente tiveram sua toxicidade potencialmente
aumentada. Tanto atrazina quanto Roundup® apresentam acdo genotodxica. De acordo com
Oliveira-Brett e Silva (2002), a atrazina, assim como outros herbicidas do grupo triazina, sdo
capazes de se ligar diretamente no DNA, através de mecanismos de intercalacdo e formacao
de adutos entre adenina e guanina. Peluso et al (1998) indicou que a formagao de adutos com
o DNA sdo os responsaveis pela genotoxicidade do herbicida Roundup®, induzida por
produtos adicionados as formulagdes e ndao pelo glifosato. Todavia, Bolognesi et al. (1997)
demonstrou que tanto o glifosato quanto o Roundup® podem induzir danos oxidativos no
DNA no rim e figado de ratos. Esta genotoxicidade € evidenciada em trabalhos como os de
Santos e Martinez (2012) e Modesto e Martinez (2010), os quais apresentam atrazina e
Roundup®, respectivamente, como sendo agentes genotoxicos em Prochillodus lineatus.
Todavia, misturas contendo atrazina também podem ter efeito antagdnico sobre a ocorréncia
de danos no DNA, como observado por Lin et al. (2005), onde a mistura de atrazina e cadmio
promoveu uma redugdo na ocorréncia de quebras no DNA, apresentando intensidade de
danificacdo semelhante a observada para a atrazina individual. Assim como o observado para
o teste do cometa, estudos tém mostrado que a atrazina possui sinergismo com alguns
inseticidas (Belden e Lydy, 2000; Lydy et al., 2004; Papelindstrom e Lydy, 1997; Schuler et
al., 2005), onde pode atuar aumentando a permeabilidade aos outros agrotdxicos.
Observando-se a distribuigdo dos danos de diferentes classes (Tabela 2), nota-se que, mesmo
animais expostos apenas a agua controle exibem uma taxa basal de danos no material
genético, os quais sdo reparados pelo organismo. Todavia, a exposi¢do a contaminante
acentua a ocorréncia destes danos, principalmente de classes mais elevadas. Embora nio haja
uma relagdo direta entre a exposi¢do a contaminantes ¢ o total de nucledides danificados,
exceto para os testes com a mistura, a observagao de danos de classes 2 ¢ 3 se tornam mais
frequentes em organismos exposto ao Roundup® e 4 mistura. Uma vez que, a porcentagem de
danos de classes 2 e 3 foram maiores em exposicdes ao Roundup®, quando comparado com a
atrazina, este se apresenta com maior potencial genotdxico, tendo, possivelmente, grande
participagdo no dano oxidativo observado para a mistura.

Além de promover quebras no DNA, o Roundup®™ também se apresentou indutor de
danos nas membranas celulares. Embora algumas defesas antioxidantes tenham sido ativadas,
como a SOD e a GPx, visando manter a integridade do organismo, a concentracdo de 10 ppm

® . . . , . ..
de Roundup™ promoveu significativo aumento na quebra de acidos graxos poli-insaturados,
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tanto na branquia como na glandula digestiva. A elevada concentracdo de anion radical
superdxido e perdxido de hidrogénio, evidenciada pelo aumento de atividade da SOD e GPx,
pode originar, através da Reagdo de Fenton e Reagdo de Haber-Weiss o radical hidroxil (‘OH)
(Buonocore et al, 2010; Cadenas, 1995). Este radical é o principal causador de
lipoperoxidacdo e quando gerado proximo a membranas, ataca as cadeias de acidos graxos da
membrana de fosfolipidios (Aruoma, 1994). Um tnico ‘'OH pode resultar na conversio de
centenas de acidos graxos da cadeia lateral em lipidios hidroperoxidos. A acumulagdo destes
lipidios na membrana perturba a sua fun¢do e pode causar seu colapso. Além do que, pode
decompor a membrana e produzir uma gama de produtos altamente citotéxicos como, por
exemplo, o malondialdeido (MDA), que podem formar adutos com o DNA (Marnett, 1999;
Esterbauer et al., 1988). O anion radical superoxido pode ndo ser tdo reativo quanto o "OH,
porém sua forma protonada (HO,") é mais reativa, podendo iniciar o processo de peroxidagio
dos acidos graxos. Além disso, quando ¢ produzido no interior da membrana hidrofébica pode
aumentar seu potencial de causar danos, uma vez que o O, é altamente reativo em solventes
organicos (Halliwell e Gutteridge, 1999). Além do ja citado ‘OH, a redug¢do de GSH esta
relacionada com a inducdo de danos na membrana celular em moluscos expostos a
contaminantes metalicos (Viarengo et al., 1988).

A exposicao aos dois herbicidas simultaneamente, assim como o observado na maioria
dos demais biomarcadores, teve efeito antagonico sobre a ocorréncia de lipoperoxidagao,
tanto na branquia quanto na glandula digestiva. Nesta, ndo s6 houve a neutralizacao do efeito
toxico observado para o Roundup®, como houve uma diminui¢io de danos na membrana em
organismos expostos a maior concentracdo da mistura de herbicidas. Quando comparados ao
grupo CTR, esta diminui¢do no nivel de MDA pode ser tida como uma reagdo do organismo
ao estresse oxidativo promovido pela maior quantidade de herbicida e pode ser resultado da
participacdo de diferentes defesas do organismo, ndo analisadas no presente estudo, como
vitamina E, fosfolipases e a fosfolipidio hidroperdxido glutationa peroxidase (PHGPx). A
vitamina E, considerada o principal antioxidante lipossoliivel que previne o ataque oxidativo
da membrana (Machlin, 1984), ¢ muito efetiva em remover radicais que promovem a
peroxidacdo (Burton e Ingold, 1981; Burton et al., 1983), interrompendo a cadeia de reagdes
da peroxidagdo lipidica (Ehrenkranz, 1980; Palamanda e Kehrer, 1993). E amplamente
distribuida na natureza, estando presente em muitas plantas, algas, micro-organismos e
animais, incluindo moluscos (Dyatlov, 1991; Ernst et al., 2013; Harrington e Harley, 1988;
Rudneva, 1999; Thomas e Nyberg, 1988; Vilasoa-Martinez et al., 2008). A fosfolipase A, ¢

apresentada por Frederik et al. (1987) como protetora de membranas celulares contra a
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peroxidacdo. Estas biomoléculas sdo encontradas em plantas (Lee et al, 2005), insetos
(Kuchler et al., 1989; Ryu et al., 2003), moluscos (McIntosh et al., 1995; Zarai et al., 2010),
répteis (Kini, 2003), mamiferos (Valentin e Lambeau, 2000), dentre outras classes, ¢ sao
responsaveis por manter a composi¢ao das membranas celulares e esta envolvida na reposicao
de 4cidos graxos livres (FFA) de fosfolipidios (Takeuchi et al., 1991). O tipo especifico de
enzima da familia das peroxidases que contém selénio (PHGPx) foi recentemente identificada
na glandula digestiva do mexilhdo Perna perna (Almeida et al., 2004). Neste estudo a
atividade da PHGPx foi relacionada com os niveis de MDA, onde o aumento na atividade
desta enzima teve ligagdo com a falta de alteragdo ou queda na concentracdo de MDA
observada nos organismos expostos a diferentes metais essenciais. Assim, este tipo especifico
de GPx se apresenta com papel fundamental na protecdo das membranas contra a
lipoperoxidagao, sendo um possivel novo biomarcador de toxicidade (Almeida et al., 2004).
Assim, nota-se que ambos os herbicidas testados se mostraram potencialmente toxicos
a C. fluminea, interferindo tanto nas defesas antioxidantes e mecanismos de biotransformagao
do animal quanto promovendo a instauragdo da situagdo de estresse oxidativo com
consequentes danos as membranas celulares e ao material genético. A mistura dos herbicidas
teve efeitos diversos dependendo do mecanismo de que se trata, sendo observado tanto
antagonismo, na EROD branquial e LPO branquial e glandular, quanto sinergismo, no MXR
da branquia e no teste do cometa. Assim, os efeitos promovidos por misturas ¢ do tipo
complexo e variavel, se apresentando ora intensificadora ora atenuante de efeitos adversos,
apresentando maior interferéncia no 6rgdo de contato mais intimo com o ambiente, a
branquia. Embora tenha sido analisado um quadro bastante completo dos possiveis pontos de
interferéncia dos contaminantes, desde os mecanismos de biotransformacdo, defesas
antioxidantes e ocorréncia de danos oxidativo, analises complementares como fosfolipases,
vitamina E e PHGPx, sdo necessarias para a melhor compreensdo dos mecanismos de acdo
dos herbicidas, principalmente quando se trata de exposicdo a misturas. As defesas
antioxidantes, embora bastante importantes em situagdes de exposicdo a xenobidticos, nao
apresentaram alteracdo relevantes que garantisse seu uso como biomarcadores. O bivalve
dulcicola Corbicula fluminea se apresenta como um bom biomonitor de ambientes
contaminados pelos herbicidas atrazina e Roundup®, sendo a EROD e LPO potenciais
biomarcadores para os herbicidas em questdo, respectivamente. Ja para exposi¢ao a mistura, o
teste do cometa e de acimulo de Rodamina (MXR), apresentaram-se como bons

biomarcadores deste tipo de contaminagao.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos com a realizagdo deste trabalho estdo sintetizados na Tabela 3.
Observou-se que tanto atrazina quanto Roundup® sdo potencialmente toxicos ao bivalve
dulcicola Corbicula fluminea, especialmente em tempos de exposi¢do de 96 h, onde foram
observadas alteragdes mais significativas, e quando em mistura. Tempos de exposi¢cdo mais
curtos (6 e 24 h) sdo necessarios para auxiliar a compreensdao do comportamento das defesas
antioxidantes do animal ao longo do tempo e do proprio organismo na tentativa de
biotransformar os contaminantes, bem como, quais dos diversos mecanismos envolvidos na
exposi¢do ao xenobidtico atuam primariamente, além de possibilitar a identificacdo de
possiveis alteracdes que levaram a instauragdo da situagdo de estresse oxidativo em tempos de
exposicao mais longos. Embora as defesas antioxidantes e mecanismos de biotransformacao
objetivem proteger o organismo contra injirias promovidas por xenobidticos, no presente
trabalho, estas ndo se mostraram capazes de evitar danos mais severos como lipoperoxidagao
e quebras no material genético. A maioria destas alteragdes, como as quebras no DNA, sao
passiveis de reparo. Todavia, em situagdes ambientais reais, os organismos ficam expostos
cronicamente aos contaminantes, ou seja, a observagcdo de danos oxidativos em tempos
relativamente curtos de exposi¢do alerta para o perigo e consequéncias do contato da biota
aquatica com contaminantes no meio.

Alteragdes bioquimicas e genéticas, como as analisadas neste trabalho, podem
interferir, a logo prazo, em niveis mais elevados de organizagdo e de maior relevancia
ecoldgica como alteragcdes comportamentais, reprodutivas e de sobrevivéncia que, direta ou
indiretamente, interferem na manutengao da espécie no ambiente. Embora menos sensivel que
outras espécies de animais, como o peixe Prochilodus lineatus, Corbicula fluminea se
apresentou como um bom organismo teste para estudos de toxicidade dos herbicidas atrazina
¢ Roundup®, uma vez que além de ter apresentado alteracdes importantes do efeito dos
herbicidas, apresenta caracteristicas bioldgicas, como alta densidade e fécil coleta, manuseio e
amostragem, que auxiliam e facilitam a realizagdo de testes ecotoxicologicos.

Os biomarcadores analisados s3o ferramentas de extrema valia em estudos de
biomonitoramento, entretanto, estas sdo complementares, e por isso ¢ importante uma analise
conjunta de varios biomarcadores para um diagnostico adequado da toxicidade de poluentes,
bem com, da consideracdo de diversos fatores interferentes como a variacdo tecidual. Ao
observar a Figura 18, que apresenta uma comparagdo entre branquia e glandula digestiva

quanto aos biomarcadores analisados, ¢ possivel notar que a branquia ¢ um 6rgdo que tem
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especial importancia na defesa primaria dos organismos. Ja a glandula digestiva, além do seu
papel central na metabolizagdo e eliminagdo de contaminantes, ao apresentar-se como
principal local de atividade/concentragdo dos biomarcadores, se torna um o6rgdo de grande
importancia em estudos toxicologicos.

A potencializagio observada para exposi¢io simultinea a atrazina ¢ Roundup® alerta
para a necessidade de mais estudos que verifiquem a atuacdo conjunta de contaminantes, uma
vez que, além de muito complexas e incompreendidas, um composto, que isoladamente ndo ¢
toxico, pode apresentar potencialidade em causar danos aos organismos quando na presenca
de outro contaminante. A exposicao simultanea a diversos contaminantes ¢ uma situacao
extremamente comum no ambiente, uma vez que diariamente uma grande quantidade e
diversidade de substincias quimicas sdo langadas nos corpos d’agua por atividade antrdpica.
Assim, ao estabelecer os limites maximos permitidos para um determinado contaminante, as
legislagdes ambientais brasileiras devem considerar ndo apenas a toxicidade do composto
isolado no ambiente, mas sim, e principalmente, o perigo de sua toxicidade quando na
presenca de outras substancias. Desta forma, o limite de 2 ppb de atrazina, permitido pela
Resolugdo CONAMA 357, ndo se mostrou uma concentracdo ambientalmente segura para
manuten¢io do bem-estar da biota aquatica, como Corbicula fluminea. O Roundup®,
considerado menos perigoso que a atrazina, pode ser encontrado no meio ambiente e se
apresentar potencialmente toxico ao bivalve em questdo, devendo ganhar maior atencao

quando na elaboragao de Leis de defesa ao Meio Ambiente.



164

GLANDULA DIGESTIVA

- GSTe MXR = local de metabolizacdo e eliminacéo de
contaminantes

- CAT = principal antioxidante primario

L Controla altas concentragdesde H,0, = na branquia
& eliminado facilmente para o meio externo

- GR e GSH = principal fonte de glutationas

- LPO = maior concentracdo de acidos graxos polinsaturados

BRANQUIA

- EROD = local de metabolizagdo de contaminantes = contato com ambiente externo :
entrada do contaminante no organismo

- S0D e GPx = principal fonte de antioxidantes primarios

\

Mais expostaao oxigénio = primeira linha de defesa

Figura 18. Esquema dos principais biomarcadores observados em cada érgdo analisado: comparagio
entre branquia e glandula digestiva.
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Tabela 3. Resultados obtidos para os parametros analisados em branquia (BRQ) e glandula digestiva (GL) de Corbicula fluminea expostos por 6,24 ¢ 96 ha
atrazina (ATZ) e Roundup® (RD), isoladamente, e em mistura (ATZ + RD). As setas para cima e para baixo indicam, respectivamente, aumento e diminui¢ao
de atividade ou concentrag@o dos biomarcadores, sendo que os efeitos apresentados na tltima coluna se referem apenas aos experimentos da mistura (96 h).

[2] e [10] representam alteracdo na menor ¢ maior concentragao do herbicida ou mistura, respectivamente.

. ~ ATZ RD ATZ + RD
BIOMARCADOR ORGAO 6h 24h 96h 6h 24h 96h 96h EFEITO
EROD BRQ 1[2] 1[2 e 10] 1[2 e 10] Antagonismo
GL 2]
MXR BRQ 1[2] 1[10] 1[10] Potencializagao
GL 1[10]
SOD BRQ M2] 1110] 110] 12 e 10] 110] Antagonismo
GL 1M2e10] 1[2e 10] 1110] Antagonismo
CAT BRQ J[10]
GL 1[2 e 10] 1[10] Antagonismo
GPx BRQ 2] 110] Antagonismo
GL 2] 1[10]
GR BRQ 1[10] 2] Potencializagao
GL 1[10] 1[2e10]
GSH BRQ 110] 1[10]
GL
LPO BRQ 1[2] 1110] Antagonismo
GL 1110] 1[10] Antagonismo
COMETA Hemocitos 2] 12 e 10] Potencializagao
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