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OLIVEIRA, Luciana Fernandes. Toxicidade do chorume de aterro doméstico:
avaliacdo por meio de biomarcadores em bivalves. 2012. 108 f. Dissertacao de
Mestrado (Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

RESUMO

Estudos ecotoxicolégicos podem ser empregados na avaliagdo da qualidade de
ecossistemas, por meio do uso de biomarcadores, que sao alteracbes em
parametros em nivel subindividual que indicam que um organismo foi exposto a
contaminantes. Os bivalves sdo organismos frequentemente utilizados em estudos
ecotoxicolégicos e a espécie Corbicula fluminea (Corbiculidae) esta entre aquelas
gue mais aparecem nos estudos realizados em ambientes dulcicolas. O chorume
produzido em lixdes e aterros de residuos domeésticos € uma mistura complexa e
variavel que contém diversos tipos de compostos toxicos, tais como metais e
compostos organicos Xxenobidticos, os quais podem causar alteragbes em
biomarcadores de animais aquaticos. No presente trabalho, fez-se o uso de
biomarcadores para avaliar a toxicidade do chorume em bivalves C. fluminea em
dois tipos distintos de testes de toxicidade. Foram realizados testes de toxicidade in
situ em trés pontos (P1, P2 e Periq3) de um cdrrego contaminado por chorume de
aterro doméstico e, também, testes de toxicidade em laboratério com diferentes
diluigdes (10X, 18X, 32X e 50X) do chorume bruto retirado do mesmo aterro
controlado. Os biomarcadores avaliados foram de biotransformacao de xenobidticos
(EROD: 7-etoxiresorufina-O-deetilase; GST: glutationa S transferase; MXR:
mecanismo de resisténcia a multixenobidticos), estresse oxidativo (ERO: geracao de
espécies reativas de oxigénio; CAO: capacidade antioxidante total; LPO:
lipoperoxidacdo), danos no DNA (ensaio do cometa), conteudo de metalotioneinas
(MT) e expresséo relativa dos genes piGST e MT. Além disso, nos testes de
toxicidade in situ foi avaliado o acumulo dos metais Al, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni e Pb nas
branquias e glandulas digestivas dos bivalves. Nos testes realizados em laboratoério
também foram analisadas a expresséo génica dos genes da GST e MT, nos bivalves
expostos por 5 dias a diluicdo de 50X. Os resultados mais relevantes mostram que o
chorume, independente do tipo de teste de toxicidade empregado, provoca a
reducado da atividade da EROD em branquias e indugdo na glandula digestiva, o
aumento da atividade da GST, a reducdo do MXR, ocorréncia de LPO e aumento do
conteudo de MT. O ensaio do cometa realizado mostrou que danos no DNA de
hemocitos de bivalves C. fluminea ocorrem a partir de 15 dias de exposicdo ao
chorume. O metal Cr teve maior acumulo nos tecidos dos bivalves confinados nos
trés pontos do corrego contaminado por chorume, podendo este ser um potencial
contaminante do chorume com acgdo téxica sobre os bivalves. Conclui-se que
mesmo nos experimentos em campo ou em laboratério o chorume foi toxico para os
bivalves, que apresentaram alteracbes mesmo no ponto mais distante da fonte de
chorume e na maior diluicdo testada. Isto mostra que o tratamento ou diluicbes do
chorume precisam ser maiores ou mais eficientes para evitar danos mais severos e
permanentes a biota aquatica.

Palavras-chave:Bioacumulagdo. Biotransformagédo. Corbicula Fluminea. Estresse
oxidativo. Metalotioneina



OLIVEIRA, Luciana Fernandes. Toxicity of domestic landfills leachate:
assessment through bivalves biomarkers. 2012. 108 f. Master Dissertation (Post-
Graduate Program in Biological Sciences) - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2012.

ABSTRACT

Ecotoxicity studies can be used to assess the quality of ecosystems, through
biomarkers, which are biological changes at suborganic levels that indicate that an
organism was exposed to contaminants. Bivalves are organisms commonly used in
ecotoxicological studies and the specie Corbicula fluminea (Corbiculidae) is one that
most appear in studies of freshwater environments. The domestic landfills leachate is
a complex and variable mixture that contains various types of toxic compounds such
as metals and organic xenobiotics, which can cause changes in biomarkers in
aquatic animals. In this study, biomarkers were used to assess the toxicity of
leachate in the bivalve C. fluminea in two distinct types of toxicity tests. In situ toxicity
tests were carried out at three points (P1, P2 and Perig3) from a stream
contaminated with landfill leachate and, also, toxicity tests at laboratory, using
different dilutions (10X, 18X, 32X and 50X) of the leachate from the same landfill.
The biomarkers used were related to biotransformation of xenobiotics (EROD:
etoxiresorufina-7-O-deetilase; GST, glutathione S transferase; MXR mechanism of
resistance to multixenobioticos), oxidative stress (ROS: generation of reactive
oxygen species; CAO: antioxidant capacity total; LPO: lipid peroxidation), DNA
damage (comet assay), metallothionein content (MT) and relative expression of
piGST and MT genes. Moreover, in animals from in situ toxicity tests it was evaluated
the accumulation of metals Al, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni and Pb in the gills and digestive
glands. In tests conducted at the laboratory it was also analyzed gene expression of
GST and MT in bivalves exposed for 5 days at a dilution of 50X. The most relevant
results show that landfill leachate, regardless of the toxicity test used, promoted a
decrease of EROD activity in gills and induction in digestive gland, an increase in
GST activity, a reduction in MXR and an increase in the occurrence of LPO and MT
content. The comet assay performed showed that DNA damage in haemocytes of
bivalve C. fluminea occur after 15 days of exposure to leachate. The metal Cr was
greater accumulated in the tissues of bivalves confined at the three points of the
stream contaminated by leachate, which may be a potential contaminant that caused
toxicity in the bivalves. Was concluded that both in experiments in field or laboratory
leachate was toxic to bivalves, which showed biomarker changes even in the most
distant point from the source of leachate and the with the highest dilution tested.
Thus, the treatment or dilution of the leachate must be larger or more efficient to
avoid more severe and permanent damage to aquatic biota.

Key-words: Bioaccumulation. Biotransformation. Corbicula Fluminea.
Metallothionein. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 ECOTOXICOLOGIA AQUATICA

A Ecotoxicologia € a ciéncia que estuda os efeitos dos
contaminantes nos constituintes da biosfera (Newman e Clements 2008). Estes
podem ser estudados em niveis diferentes de organizag&o biologica como mostrado
na Fig.1. Sendo assim, esta ciéncia envolve muitas areas de pesquisa, nas quais o
enfoque pode estar na medida de alteragbes na expressao génica de determinada
proteina até alteragcbes na composicdo e estrutura da comunidade de um
ecossistema. Os efeitos adversos que os contaminantes causam nos organismos
podem ser letais ou subletais. Os efeitos letais podem ser estudados através da
quantificacdo da mortalidade e/ou sobrevivéncia de uma espécie exposta a um ou
uma mistura de contaminantes, por curtos ou longos periodos de tempo. Efeitos
subletais podem surgir como alteragbes de comportamento, crescimento,
reproducdo, estrutura tecidual, atividade de desintoxicacédo e outros. Em exposi¢des
crbnicas, os efeitos observados em nivel individual podem evoluir para efeitos nas
populagdes ou comunidades, podendo ser observadas alteragcdes na abundancia,

diversidade e condigéo fisioldgica do grupo de organismos (Rand et al. 1995).

Figura 1 — Representagcdo esquematica dos niveis de organizagao biolégicos nos
quais se observa alteracdes devido a exposicado a poluentes. Baseado
em Van der Oost et al. (2003).
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A Ecotoxicologia tem contribuido para o levantamento de dados
essenciais e de conhecimentos basicos que servem de suporte para a formulagao de
dispositivos legais, normas, programas e diretrizes gerenciais relacionadas a riscos
ecotoxicolégico da entrada de contaminantes no ambiente aquatico (Fernicola et al.
2003). Em estudos ecotoxicolégicos, 0 uso de parametros biolégicos em niveis de
menor organizagao como ferramentas, permite um diagndéstico precoce da qualidade
ou presenga de contaminantes no meio aquatico, ja que alteragbes nestes
parametros podem ser observadas em curtos espagos de tempo (Martin-Diaz et al.
2004). A observacao dessas alteragbes antes que danos mais graves ocorram em
nivel de populagcdo e ecossistema sao importantes, pois permitem a criagédo de
estratégias e acdes corretivas.

As atividades humanas, através da industria, agricultura, mineragéo,
producao de residuos, dentre outras, promovem a entrada de substancias quimicas,
de diversas naturezas, no ambiente. os ecossistemas aquaticos sdo o receptor final
destes compostos, seja por langamento direto de efluentes, infiltragdo no solo e
contaminagdo de aguas subterraneas e/ou superficiais, escoamento superficial e
precipitacdo e carreamento de poluentes atmosféricos. Quando um composto
quimico entra no ambiente aquatico podem ocorrer alguns processos como
transporte, transformagédo (por ag&o biologica ou fotoquimica), deposicdo ou
sedimentacdo, adsorcao ou interacdo com outros compostos quimicos. com isso, a
porcao potencialmente biodisponivel depende das caracteristicas fisicas e quimicas
do ambiente e do contaminante, bem como das caracteristicas biologicas e
ecologicas dos organismos, que determinam a maior ou menor interagdo destes com
os diferentes compartimentos do ambiente. Devido a esta complexidade, um estudo
ecotoxicolégico deve abranger a quantidade dos contaminantes que entra no
ambiente, as caracteristicas deste ambiente, o quanto os contaminantes estao
biodisponiveis e interagem com a biota e quais os efeitos que eles provocam nestes
organismos, populagdes e/ou comunidades (Fernicola et al. 2003).

Os estudos ecotoxicolégicos permitem avaliar a concentragéo e
tempo necessarios para que um composto quimico ou mistura causem um efeito no
organismo. Estes podem ser realizados com trés diferentes abordagens, cada uma
com suas vantagens e limitagdes: experimentos controlados em laboratorio,
simulacées de ecossistemas e estudos no ecossistema natural. Experimentos em

laboratério sdo aqueles que estabelecem melhor as relagbes de causa e efeito de
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um contaminante sobre uma espécie e fornece informagdes quanto as
concentracdes e duragao de exposi¢cao que provocam alteracdes. Sao relativamente
faceis de serem conduzidos e reproduzidos. A principal limitacdo destes estudos é
que eles nao representam de fato o que acontece no ambiente natural, muitas vezes
superestimando os efeitos adversos, pois ndo consideram a habilidade adaptativa de
populagdes naturais, as interagbes entre espécies, as mudangas que ocorrem no
ambiente e a biodisponibilidade dos contaminantes pode ser maior, devido ao uso de
aguas que nao contém matéria organica como no ambiente natural (Rand et al.
1995).

Em laboratério, ainda € possivel a realizagdo da simulagdo de
pequenos ecossistemas (microcosmos), onde se identificam efeitos de
contaminantes numa amplitude maior do que apenas em uma espécie, promovendo
informagdes sobre consequéncias ecoldgicas. Apesar disso, ainda nao representam
fielmente as condigdes de um ambiente natural. Os experimentos realizados em
campo sdo os mais realistas. Entretanto, também apresentam limitagdes. Devido a
falta de estabilidade das variaveis ambientais estes experimentos séo dificeis de
serem repetidos e as relacdes de causa e efeito sao dificeis de serem estabelecidas,
pois muitas variaveis ndo sao controladas ou definidas (Rand et al. 1995). Os testes
in situ tém sido utilizados com frequéncia desde a década de 1990 em paises da
Europa e nos Estados Unidos (Stien et al. 1998). Tais testes constituem-se
basicamente da manutengao dos organismos em recipientes-teste no ambiente a ser
testado, com livre circulagcdo de agua e acesso ao alimento. Por determinado
periodo de tempo acompanha-se a sobrevivéncia dos animais, acumulo de
contaminantes em seus tecidos e/ou realizam-se analises de parametros bioldgicos
dos animais expostos ao teste. Testes in situ apresentam vantagens em relagéo aos
testes laboratoriais ou técnicas de coleta dos animais no campo, ja que permitem
uma total cobertura dos contaminantes presentes na agua e sedimento de uma area
especifica que se deseja estudar, abrangendo todas as variagdes fisicas e quimicas
que possam vir a ocorrer no local durante o experimento. Coletas dos animais no
campo nao permitem padronizagao de idade e sexo, por exemplo, dos organismos a
serem estudados bem como o tempo de exposicdo dos animais, e os testes
laboratoriais ndo representam fielmente a realidade a qual os animais estdo

expostos no campo e amplificam a magnitude dos efeitos (Viarengo et al. 2007).
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1.2 BIVALVES NA ECOTOXICOLOGIA

Organismos que sobrevivem em ambientes contaminados sao
chamados biomonitores, pois podem ser utilizados como sensores ou monitores da
qualidade do ambiente em que vivem. Nestes € possivel observar alteragdes em
nivel individual, como em aspectos comportamentais, bioacumulagdo, danos em
tecidos, aumento ou diminui¢cdo da atividade de determinadas enzimas, que podem
ser utilizados como ferramentas de monitoramento ambiental (Rand et al. 1995).

Os bivalves geralmente apresentam uma série de caracteristicas
que favorecem seu uso como biomonitores, tais como: a ampla distribuicdo
geografica; ocorréncia em altas densidades; sdo faceis de coletar e identificar, e se
mantem saudaveis durante amostragens e experimentos em campo e laboratdrio;
apresentam tamanho suficiente para realizagdo de analises em tecidos
separadamente; tem tempo de vida relativamente longo; sao bentbnicos ou sésseis;
sao animais filtradores; tem elevada capacidade de acumular contaminantes sem
chegar a morte; e apresentam respostas a contaminantes presentes no meio
(Boening 1999).

O uso de bivalves no monirotamento de ecossistemas aquaticos
adquiriu importancia a partir da década de 1970, quando teve inicio o programa "The
Mussel Watch", cuja proposta era avaliar a concentragdo de poluentes acumulados
no tecido destes animais (Goldberg 1975). A bioacumulagdo ainda hoje é o
parametro mais relacionado a estudos ecotoxicoldégicos com bivalves, seguido por
parametros relacionados ao estresse oxidativo e analise do conteudo de
metalotioneinas.

Géneros de bivalves que sao frequentemente utilizados em estudos
ecotoxicolégicos sao Mytilus, Crassostrea e Perna, que sao animais marinhos, €
Dreissena e Corbicula, que s&o bivalves de agua doce. Corbicula fluminea (Muller,
1774) é uma espécie originada da Asia, que atualmente também é encontrada nos
continente americano, europeu e africano. Na América do sul foi introduzido
primeiramente na Bacia do Prata no inicio da década de 1970, e posteriormente se
alastrou por todo o continente. Esta € considerada uma espécie invasora, devido,
principalmente, a sua alta taxa reprodutiva e adaptacao a diversos tipos de ambiente
(Rodrigues et al. 2007).
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1.3 BIOACUMULACAO EM BIVALVES

A bioacumulacdo é um termo genérico que define o processo de
assimilagao e retengdo de compostos exdgenos nos organismos independentemente
da sua rota de entrada ou fontes no ambiente aquatico. Ela € o resultado da
captacdo, transformacdo, translocagcdo e eliminagdo destes compostos e a
quantidade de compostos bioacumulados depende de caracteristicas fisicas e
quimicas do ambiente e do composto e da capacidade do organismo de
biotransforma-lo e elimina-lo (Newman e Clements 2008). Devido a capacidade de
bioacumular grandes quantidades de xenobidticos os bivalves sao utilizados como
organismos sentinela em programas de monitoramento ao redor do mundo
(Goldberg 1975).

A exposicdo a misturas pode interferir na bioacumulacdo de
xenobidticos nos tecidos de bivalves. Por exemplo, bivalves da espécie Ruditapes
philippinarum expostos a Cd e benzo(a)pireno, separados e em mistura,
apresentaram maior acumulo de ambos os contaminantes em bréanquias e glandulas
digestivas quando expostos a mistura (Wang et al. 2011). No caso do mexilh&do
Perna viridis a exposi¢cao a mistura de Ag e Cu promoveu o mesmo efeito que em R.
philippinarum, porém quando este animais foram expostos a mistura de Ag e Cd nao
foi observado o efeito sinérgico no acumulo total. Entretanto, quando consideradas
as fragbes sub-celulares, a distribuicdo da Ag é influenciada pela presenca de Cd
(Ng e Wang 2007).

1.4 BIOMARCADORES

Os biomarcadores sao alteragcbes bioldégicas que os organismos
expressam diante de um poluente (Sarkar et al. 2006). S&o definidos como variagdes
induzidas por agentes toxicos em componentes moleculares ou celulares,
processos, estruturas ou fungbes, determinaveis em sistemas bioldgicos ou
amostras (Depledge et al. 1995). Eles constituem importantes ferramentas para
monitorar o equilibrio do ecossistema aquatico e tém sido empregados em diversos
programas de monitoramento em varios paises (Cravo et al. 2012, Faria et al. 2010,
Saenz et al. 2010, Wang et al. 2012).
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Uma das caracteristicas mais importantes dos biomarcadores
moleculares e celulares € que eles tém o potencial de antecipar mudangas em niveis
de organizagdo biologica superiores, como populagdes, comunidades ou
ecossistemas. Este aviso antecipado oferecido pelos biomarcadores pode ser usado
de uma maneira preventiva, permitindo que estratégias de remediagao possam ser
desenvolvidas antes que ocorram danos ambientais e ecoldgicos irreversiveis
(Cajaraville et al. 2000). Desta forma, devem ser selecionados biomarcadores
capazes de indicar se o organismo foi exposto a poluentes (biomarcadores de
exposicao) e/ou se a magnitude da resposta ao poluente afeta o bem estar do
organismo (biomarcadores de efeito) (Cajaraville et al. 2000; Monserrat et al. 2007).

Os biomarcadores frequentemente utilizados em estudos
ecotoxicoldgicos sdo aqueles relacionados aos processos de biotransformacéo de
xenobidticos, relacionados ao estresse oxidativo, danos genéticos e conteudo de

metalotioneina, os quais serao tratados, com mais detalhes, a seguir.

1.4.1 Biotransformacao de Xenobibticos

O processo de biotransformacgao consiste na alteracdo da estrutura
de um composto quimico como resultado da atividade de uma enzima e tem papel
importante na transformacdo de compostos enddgenos como esteroides, acidos
biliares e acidos graxos e na transformacao de xenobidticos (Di Giulio et al. 1995).
Muitos xenobidticos importantes sao lipofilicos e entram nas células com facilidade
através da membrana celular. A biotransformacdo converte estes compostos em
metabdlitos mais soluveis, que serdo excretados com mais facilidade pelo
organismo, porém nem sempre ocorre a diminuicdo da toxicidade, podendo o
produto ser mais toxico que o composto original (Van der Oost et al. 2003).

A biotransformagédo é comumente dividida em duas fases. A Fase |,
na qual um grupo polar é adicionado a molécula, geralmente por reagdes de
oxidacao, reducao ou hidrélise e a Fase Il, na qual os compostos séo alterados por
meio da conjugacgao de substratos endégenos (Hodgson et al. 2008). Dependendo
das caracteristicas do composto quimico a ser biotransformado, este pode passar
pelas duas ou apenas em uma das fases.

As enzimas oxidativas primarias envolvidas na Fase | de

biotransformacgao pertencem as familias do citocromo P450, que sao proteinas que
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contém um grupo heme envolvidas no transporte de elétrons. Localizam-se no
reticulo endoplasmatico e ocorrem em todas as espécies de animais e plantas ja
estudados. Essas enzimas catalisam reagdes principalmente de hidroxilagdo, mas
também de epoxidagao, dealquilacdo, deaminacdo, sulfoxidacdo e desulfuragao.
Algumas formas de P450 catalisam varias reagbes, enquanto outras sao mais
especificas. Exemplos de xenobidticos que sao biotransformados nesta fase sao os
hidrocarbonetos poliaromaticos (PAHs) e muitos pesticidas (Di Giulio et al 1995). Em
estudos ecotoxicolégicos, a familia de citocromo P450 mais estudada é a CYP1A, e
existem evidéncias da existéncia de CYP1A-like em bivalves (Wootton et al. 1996).
Um biomarcador que indica a atividade da CYP1A é a enzima 7-Etoxiresorufina O-
deetilase (EROD), que vem sendo bastante utilizada em estudos com bivalves
(Binelli et al. 2005, Martin-Diaz et al. 2009, Monari et al. 2009).

A biotransformacao de Fase Il consiste na conjugagédo de compostos
toxicos, diretamente ou subsequentes a Fase |, com pequenas moléculas
endogenas presentes nas células (Hodgson et al. 2008). Diferente da Fase I, as
enzimas envolvidas encontram-se geralmente no citosol. As Glutationa S
transferases (GSTs) sdo uma familia de isoenzimas envolvidas na conjugacgao de
glutationa reduzida (GSH) com compostos eletrofilicos, como epdxidos, haloalcanos,
nitroalcanos, alcanos, derivados de metil sulfoxido, organofosfatos, halo e nitro-
compostos aromaticos. A atividade da enzima GST é extensamente utilizada como
biomarcador em estudos com moluscos bivalves (Franco et al. 2006, Rocher et al.
2006, Richardson et al. 2008). Além de exercer o papel de conjugacao, as GSTs
apresentam outras fungdes importantes na desintoxicagcdo. Estas enzimas parecem
estar envolvidas no carreamento de compostos lipofilicos enddgenos ou
xenobioticos até os locais de ocorréncia da biotransformacao de Fase |, sdo capazes
de se ligar covalentemente a metabdlitos ativos, como os epdxidos gerados na Fase
I, prevenindo que estes se liguem a outras moléculas e tem papel na conjugacao de
produtos gerados na lipoperooxidagao (Di Giulio et al 1995). Existem diferentes
isoformas identificadas de GST, e entre aquelas citosdlicas estdo as classes Alpha,
Mu, Pi, Sigma, Theta, Zeta e Omega. A pi-GST tem papel na inativagao de produtos
da lipoperoxidagdo e inativagdo de espécies reativas de oxigénio (Doyen et al.
2005).

Geralmente, a biotransformacao é descrita por duas fases, porém

alguns autores tratam de uma terceira (Newman e Clements 2008). Como as Fases |
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e Il transformam compostos lipofilicos em compostos mais hidrofilicos, a difuséo
destes para fora das células através da bicamada lipidica se reduz. Com isso,
proteinas de transporte ativo facilitam o efluxo destes compostos, o que caracteriza
a Fase Il de biotransformagdo (Fig.2). O mecanismo de resisténcia a
multixenobidticos (MXR) é considerado a primeira linha de defesa de organismos
aquaticos contra xenobioticos, pois contribui com a redugdo do acumulo destes nas
células. Este mecanismo depende da atividade de glicoproteinas-P (Pg-p), que s&o
dependentes de ATP, e transportam para fora da célula uma variedade de
substratos, de estrutura e fungdes diversas. Os compostos que interagem com este
mecanismo sao, geralmente, moderadamente hidrofobicos, planares ou produtos
naturais (Bard 2000). O MXR ja foi descrito em diversos organismos, como esponjas,
bivalves e peixes e em bivalves ja foram observadas alteracbes neste mecanismo
devido a exposicdo a xenobidticos. A inibicado do MXR é frequentemente observada
em organismos expostos a uma classe de contaminantes denominada de
chemosensitizers, dentre os quais estdo incluidos pesticidas, produtos de higiene
pessoal, produtos da degradacdo microbiana (Smital et al. 2004), Pb (Rocha e
Souza 2012) e algumas fragrancias (Luckenback et al. 2004; Smital et al. 2004). O
aumento do MXR também ja foi evidenciado em bivalves expostos a metais (Achard
et al 2004) e 6leo Diesel (Smital e Kurelec 1998, Smital et al. 2003).

Figura 2 —Biotransformacao de xenobidticos (X) dividida em trés fases (I, Il e Ill).
Baseada no modelo especulativo de resisténcia a xenobiéticos de Bard
(2000).
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1.4.2 Extresse Oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sédo substancias quimicas
que contém oxigénio e que sao extremamente reativas, podendo se ligar a DNA,
lipidios e proteinas causando danos deletérios (MacKenzie 2008). O oxigénio
molecular (O;) é essencial para a vida de organismos aerobios, principalmente por
ser o receptor final na cadeia respiratéria da mitocondria. A redugao de oxigénio a
agua, consequéncia deste processo de respiragao celular, requer quatro elétrons, e
as reacdes ocorrem sequencialmente. Os produtos intermediarios destas reacoes
sdo as ERO, anion radical superoxido (O2"), peroxido de hidrogénio (H20>) e radical
hidroxil ("OH).

Uma vez que ocorre a entrada de um xenobidticos na célula pode
ocorrer 0 aumento da geracdo de ERO. Compostos organicos e metais podem
estimular a producao de ERO através de diferentes mecanismos, tais como o ciclo
redox, reagdes redox de metais de transi¢céo (Co, Cr, Ni, Va) com O, e outras ERO,
inducdo de enzimas de Dbiotransformagdo, comprometimento da cadeia
transportadora de elétrons por contaminantes lipofilicos ou ions metalicos e pelo
comprometimento das defesas antioxidante (Livingstone 2003). As defesas
antioxidantes quando ativadas podem reduzir o acumulo e toxicidade das ERO.
Estas se dao por agdo conjunta de enzimas, como a catalase, superoxido dismutase
e glutationa peroxidase, e moléculas de menor peso molecular como a glutationa
reduzida (Hermes-Lima 2004). Estes parametros vém sendo bastante utilizados
como biomarcadores em bivalves (Faria et al. 2010; Vidal-Linan et al. 2010; Wang et
al. 2012), porém podem apresentar alteragbes variaveis a agentes estressores,
sendo que frequentemente ocorre 0 aumento de algum pardmetro e diminui¢cao de
outro. A avaliacdo da capacidade antioxidante total permite uma visdao mais geral
sobre a condigdo do organismo ou do tecido e sua susceptibilidade ao estresse
oxidativo (Regoli 2000). Através da reacédo de ERO com o 2'7'-diclorofluorescina
diacetato (H,DCF) em presengca ou auséncia de 2-2'-azobis-(2 metil-
propionamidina)-dihidroclorido (ABAP) ¢é possivel estabelecer a capacidade
antioxidante total contra radicais peroxil (Amado et al. 2009).

O estresse oxidativo se estabelece quando ocorre um desequilibrio
entre a producdo de ERO e a capacidade de defesa antioxidante da célula

(Livingstone 2003). Em consequéncia do acumulo de ERO, danos oxidativos
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comecam a ocorrer. O 02 e H,0, gerados podem reagir com metais de transic&o,
como o Fe?+ e Cu+, e formar o radical peroxil (OH), através das reacdes de Fenton
e Haber-Weiss. Por sua vez o OH é a principal ERO que reage com acidos graxos
polinsaturados (PUFAs), acidos nucléicos e proteinas, causando danos. Quando
uma espécie oxidante retira um atomo de hidrogénio de um grupo metileno de um
PUFA inicia-se uma cadeia de reagdes chamada de lipoperoxidagao. Forma-se um
radical lipidico que em sequéncia reage com oxigénio molecular, formando um
radical peroxil. Estes, por sua vez, alimentam a cadeia de reacbes da
lipoperoxidagdo agindo como oxidantes de PUFAs ainda ndo oxidados (Hermes-
Limas 2004). Os danos causados pelas ERO podem ser considerados proporcionais
aos niveis de lipoperoxidacdo tecidual (Wilhelm Filho 1996). Como consequéncias
deste dano podem-se observar a redugdo na fluidez de membranas bioldgicas,
inativacao de receptores e enzimas de membrana e o aumento da permeabilidade
da mesma (Manduzio et al. 2005). Um dos produtos finais da lipoperoxidagao é o
malondialdeido (MDA), que pode ser mensurado pela reagdo com o acido
tiobarbiturico (TBA) em meio acido (Hermes-Lima 2004). Diversos estudos ja
evidenciaram o aumento do nivel de lipoperoxidacdo em varios tecidos de bivalves
expostos a uma variedade de contaminantes (Almeida et al. 2005, Franco et al.
2006).

1.4.3 Danos Genéticos

Um dos efeitos observados em organismos aquaticos expostos a
contaminagdo é o dano genético. Os xenobidticos presentes no meio aquatico
podem ser classificados como genotdéxicos, quando produzem alteragdes na
molécula de DNA de animais expostos a concentragdes subletais (Shugart 1995).
Estas alteracdes podem ser causadas diretamente pelo xenobidtico, por seu produto
ativado na biotransformacgéo ou ainda pelas ERO geradas em decorréncia de sua
presenca. Danos oxidativos no DNA s&o reconhecidos como a principal causa de
morte celular e mutagbes em organismos aerobicos e s&o induzidos principalmente
pelos radicais hidroxil que resultam da Reacao de Fenton (Bjelland e Seeberg 2003).

Os danos no DNA podem afetar as ligagdes das fitas da molécula,
fazendo com que acontegam quebras na mesma. A deteccao de quebras no material

genético pode ser uma 6tima ferramenta no monitoramento dos efeitos subletais de
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poluentes em animais aquaticos, uma vez que existem testes, como por exemplo, o
ensaio do cometa, que sdo sensiveis a esse tipo de dano (Ohe et al. 2004,
Cavalcante et al. 2008). O ensaio do cometa € um método que vem sendo bastante
utilizado para avaliacdo de quebras na fita da molécula de DNA, que sao passiveis
de reparo. Este se baseia na deteccdo de fragmentos de DNA que migram mais
rapidamente durante a eletroforese do que o DNA intacto, formando uma cauda
(Tice et al. 2000). Na versao do método chamada de alcalina, € possivel a detecgao

de quebras de fita simples e dupla, sitios alcalilabeis e crosslinks (Silva et al. 2003).

1.4.4 Conteudo de Metalotioneina

A metalotioneina € uma proteina de baixo peso molecular, rica em
cisteinas, que devido a presenca de grupos tiol (-SH) tem a propriedade de se ligar a
varios metais e, por isso, é utilizada como biomarcador, estando o seu aumento no
meio celular geralmente relacionado ao aumento ou a presenga de metais. As
metalotioneinas exercem funcdo importante no controle homeostatico de metais
essenciais, como o cobre e o zinco, mantendo o estoque destes metais na célula.
Além disso, metais ndo essenciais, como o cadmio, chumbo e mercurio, apresentam
afinidades com os grupos tidis destas proteinas e, portanto, quando estao presentes
nas células, podem se ligar a estes sitios. Com isso, as metalotioneinas também
exercem fungdes de protegao contra a toxicidade destes metais (Amiard et al. 2006).

Além disso, as metalotioneinas também agem como antioxidantes.
Bivalves da espécie Mytilus galloprovincialis quando pré-expostos ao Cd néo
apresentaram aumento de ERO e lipoperoxidacdo quando expostos a Fe, devido ao
aumento de metalotioneinas provocada pela presenga do Cd (Viarengo et al. 1999).
Segundo esses autores a indugdo da metalotioneina ocorre pela presenca de
metais, mas também por outros compostos quimicos e estressores, principalmente

agentes oxidantes.
1.4.5 Expressao Génica
A entrada de um xenobidtico ou aumento de compostos enddégenos

no meio intracelular, pode desencadear a ativacdo da transcricdo de determinados

genes, e aumentar a expressao génica dos mesmos. A método mais dinamico para
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avaliacao do aumento da expressao por meio da quantificagdo de mRNA é o RT-
gPCR, sendo este considerado o melhor custo-beneficio para este tipo de analise e
€ adaptavel ao uso de pequena amostragem nao-letal (Veldhoen et al. 2012).

A maioria dos genes que tem sido estudados para uso como
biomarcador estdo relacionados aqueles genes cujo mRNA codifica proteinas ou
enzimas bem estabelecidas como biomarcadores bioquimicos, pois assume-se que
alteracbes nos parametros bioquimicos sdo devido a mudancas paralelas na
expressao de seus genes correspondentes (Pina et al. 2007). Porém, nem sempre
isso ocorre, o que justifica a necessidade de validagdo de biomarcadores
relacionados a expressao. O aumento da expressao do gene da metalotioneina (MT)
no peixe de agua doce Barbus graellsii € um exemplo no qual n&o ocorre correlagao

com o conteudo da proteina na célula (Quirds et al. 2007).

1.5 CHORUME

Na maioria dos municipios brasileiros ainda ocorre o depdsito do lixo
em lixdbes ou aterros que sao potencialmente causadores de contaminaciao
ambiental. O chorume € o liquido produzido na decomposigao do lixo e pode ter uma
composi¢cdo muito variavel (Sisinno e Moreira 1996). Os residuos solidos de um
municipio consistem principalmente numa mistura de plasticos, metais e alguns
materiais organicos e, por isso, varias substancias organicas e inorganicas sao
encontradas na composi¢cao do chorume (Oygard et al. 2004). Christensen et al.
(2001) indicaram cinco grupos de poluentes que podem ocorrer na pluma de
chorume: matéria organica dissolvida, macrocomponentes orgéanicos (calcio,
magnésio, potassio, aménia e ferro), metais traco (cadmio, cromo, cobre, chumbo,
niquel e zinco), compostos organicos xenobidticos (hidrocarbonetos aromaticos,
fendis, compostos alifaticos clorados) e outros componentes em baixas
concentracdes como boro, arsénio, bario, selénio, mercurio e cobalto.

Devido a variedade de compostos presentes no chorume este
consiste em uma mistura complexa. Avaliar a toxicidade e os riscos associados a
contaminagao por misturas em ecossistemas ou aos seres humanos ainda € um dos
maiores desafios de cientistas, avaliadores de risco e tomadores de decisdo
(Spurgeon et al. 2010). Os compostos presentes em uma mistura podem sofrer

interacdes associadas a diferentes processos. As interacbes podem ocorrer no meio
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externo, de forma que a presenca de um composto pode aumentar ou diminuir a
disponibilidade de outro no meio, no processo de toxicocinética (absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excre¢do) ou ainda no processo de toxicodindmica
(interagbes relacionadas aos sitios receptores). As diferentes interagdes dos
compostos presentes em uma mistura promovem nos organismos expostos a ela
efeitos diferenciados, que podem ser aditivos, sinérgicos ou antagdnicos (Spurgeon
et al. 2010).

O estudo da ecotoxicidade do chorume foi empregado poucas vezes
e 0 uso de biomarcadores para avaliacdo da toxicidade desta mistura em
organismos aquaticos € raro. O estudo de Bernanrd et al. (1996) exemplifica o uso
da ecotoxicologia classica para avaliagdo da toxicidade do chorume por meio de
parametros como a mortalidade, inibicdo de crescimento e inibicdo da luminescéncia
empregados em microalgas, microcrustaceos, bactérias e outros por meio de testes
agudos de toxicidade. Como dito anteriormente, o uso de biomarcadores para
avaliacdo da toxidade do chorume é raro e em bivalves ndo foram encontrados
trabalhos com este contexto na literatura consultada. Em peixes, na espécie
Carassius auratus, a toxicidade do chorume foi verificada por meio do ensaio do
cometa e teste do micronucleo e o chorume bruto causou maior genotoxicidade e
mutagenicidade nos tecidos avaliados em relagdo ao chorume tratado (Deguthi et al.
2007). Parametros de estresse oxidativo também ja foram avaliados no gastropode
Bellamya purificata apds exposicao ao chorume, e foi observado aumento da
atividade da enzima Glutationa S transferase e redugcdo da concentragdo de

glutationa total de forma dose-dependente (Li et al. 2008).

1.5.1 Aterro Controlado do Municipio de Londrina

O aterro controlado do munipio de Londrina (Fig.3), desativado
desde 2010 devido ao esgotamento da capacidade, ocupa uma area de 19 ha e
recebia aproximadamente 350 toneladas/dia de residuos domésticos de diferentes
naturezas (Souza 2008). O local comecgou a receber residuos desde a década de
1970 ainda com estrutura de lixdo, ou seja, sem nenhum preparo do terreno para
recebimento de residuos, tais como impermeabilizacdo, compactagao, cobertura dos
residuos com terra ou captacao e tratamento do chorume. Na década de 90, este

mesmo local foi readaptado e recebeu o nome de aterro controlado. Com a
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readequacdo parte do chorume bruto passou a ser canalizada para um tanque de
tratamento aerdbico (Fig.3B), cujo efluente é direcionado para o coérrego dos
Periquitos (Fig.3C). Nao ha impermeabilizagdo total do terreno e por isso a
canalizagdo n&o garante a retirada de todo chorume produzido, sendo que uma
por¢cao deste infiltra no solo e contamina as aguas subterraneas (Mendes et al.
2006).

Figura 3 — Imagem de satélite do aterro controlado do municipio de Londrina, PR
(Google Earth 2006). A — Foto do aterro ainda em funcionamento. B —
Chorume bruto parcialmente canalizado do aterro controlado e langado
em lagoa de tratamento aerdbico. C — Langamento do efluente de
chorume apés tratamento no corrego dos Periquitos.

O Laboratério de Hidraulica e Saneamento do Departamento de
Construgao Civil do Centro de Tecnologia e Urbanismo, da Universidade Estadual de
Londrina (UEL) realizou analise do chorume produzido por este aterro nos meses de
abril a julho/2010, mesmo periodo no qual o presente estudo foi realizado. Além da
analise do chorume bruto, foram realizadas também analises da agua da montante e
jusante do langamento do efluente do aterro no cérrego dos Periquitos, que estao
apresentados na Tabela 1. Na Tabela 2 estdo apresentados os dados de metais

quantificados no chorume bruto para os mesmo locais (SILVA, 2007).
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Tabela 1 - Parametros fisicos, quimicos e biolégicos de qualidade de agua
analisados no chorume bruto, montante e jusante do efluente langado no
cérrego dos Periquitos, pelo Laboratério de Hidraulica e Saneamento do

Departamento de Construgdo Civil

do Centro de Tecnologia e

Urbanismo, da Universidade Estadual de Londrina (UEL), no periodo de
abril a julho/2010. n.a.: ndo analisado; n.d.: ndo detectado. (SILVA,

2007)
Parametros Chorume bruto Montante Jusante
pH 8,3 6,8 7.9
Temperatura (°C) n.d. 23,4 23,2
Condutividade (uS.cm') 8865 713 1405
DBO (mgO2.LY 593 <2 33
DQO (mgO,.L™) 3025 35 56
N-NH3 (mg.L™) 956,5 1 28
NKT (mg.L™) 1052 3,2 36,5
P-PO, total (mg.L™) 2 n.a. 0,6
Cloretos (mg.L™) 1751,5 114 162
Coliformes termotolerantes 21876 7676 7792
(NMP 100 mL)
E. coli (NMP 100 mL) 2331 850 1257
Sélidos em Suspenséo (mg.L™) 21,5 2 6
So6lidos Sedimentéaveis <0,1 n.a. n.a.

(mL.1000mL™)

Tabela 2 - Concentracdo de metais analisados no chorume bruto pelo Laboratério
de Hidraulica e Saneamento do Departamento de Construgao Civil do
Centro de Tecnologia e Urbanismo, da Universidade Estadual de
Londrina (UEL), no periodo de abril a julho/2010. n.d.: ndo detectado.

(SILVA, 2007)

Metais (mg.L™)

Chorume bruto

Aluminio
Cadmio
Chumbo
Cobre
Cromo
Ferro
Manganés
Mercurio
Niquel

Prata

0,435
n.d.
n.d.

0,081

0,060
8,74
1,68
n.d.

0,017

0,401
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2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade de chorume de aterro doméstico em bivalves

Corbicula fluminea submetidos a testes de toxicidade in situ e em laboratério, por

meio da analise de biomarcadores.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar testes de toxicidade in situ com exemplares de C.
fluminea expostos a trés pontos de um ribeirdo contaminado por
chorume e testes de toxicidade em laboratério com bivalves
expostos a diferentes diluicdes de chorume;

Caracterizar parametros fisicos e quimicos da agua dos trés
pontos do corrego contaminado por chorume, bem como a
presenca de alguns metais no sedimento e acumulados nos
tecidos dos bivalves confirnados nestes.

Verificar a ocorréncia de alteragcbes nos parametros de
biotransformagdo de xenobioticos em brénquias e glandula
digestiva de C. fluminea expostos aos testes de toxicidade in situ
e em laboratdrio.

Quantificar espécies reativas de oxigénio gerados em branquias e
gléandula digestiva em decorréncia a exposi¢cao ao chorume in situ,
bem como a capacidade antioxidante total contra radicais peroxil
destes tecidos.

Verificar a ocorréncia de lipoperoxidagdo em bréanquias e glandula
digestiva e quebras no DNA de hemodcitos como biomarcadores
de efeito a exposi¢ao ao chorume.

Determinar o conteudo de metalotioneinas em branquias de C.
fluminea expostos ao chorume e examinar este parametro com
um biomarcador para metais.

Definir  quais os melhores biomarcadores para o

biomonitoramento de areas contaminadas por chorume.
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3 CAPITULO 1 - BIOMARCADORES EM BIVALVES SUBMETIDOS A TESTES IN
SITU EM UM CORREGO CONTAMINADO POR CHORUME DE ATERRO
DOMESTICO?

Luciana F. Oliveira; Caroline Santos: Claudia B. R. Martinez**

Resumo

O chorume de aterro doméstico € uma mistura complexa que contém compostos
potencialmente toxicos para os organismos aquaticos. Empregando-se de testes in
situ em um cérrego contaminado por chorume foram verificados efeitos desta
mistura em bivalves Corbicula fluminea. Os animais foram expostos em trés pontos
deste corrego: P1 o mais proximo da fonte de chorume, P2 o intermediario e Periq3
o mais distante. Os testes ocorreram por periodos de 1, 5, 15 e 30 dias para analise
dos seguintes biomarcadores: atividade da 7-Etoxiresorufina O-deetilase (EROD) e
Glutationa S transferase (GST), mecanismo de resisténcia a multixenobioticos
(MXR), capacidade antioxidante total (CAO), geracao de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e lipoperoxidagdo (LPO) em brénquias e glandulas digestivas,
conteudo de metalotioneinas (MT) em branquias e danos no DNA nos hemdcitos.
Nas brénquias e glandulas digestivas foi avaliado também o acumulo de Cu, Cr, Cd,
Pb, Al, Mn e Ni. Os resultados foram comparados com aqueles de animais recém-
coletados de um lago urbano, local denominado como ponto Coleta e com um ponto
no ribeirdo Cafezal (Caf), no qual foram submetidos a testes in situ em local
presumivelmente limpo. A mortalidade dos bivalves expostos ao coérrego
contaminado foi maior no P1, seguido pelo P2 e Perig3. O chorume causou o
comprometimento de defesas destes organismos, fato evidenciado pela redugéo da
EROD em branquias e em ambos os tecidos a reducdo do MXR e da CAO. Em
consequéncia disso foi observado aumento de danos no DNA, aumento de ERO e
ocorréncia de LPO, que indicam o possivel estabelecimento de estresse oxidativo.
Foram observadas também algumas respostas de C. fluminea expostos a este
cérrego, como o aumento da EROD em glandula digestiva, aumento da GST em
ambos os tecidos e conteudo de MT nas branquias. A condi¢gdo na qual os bivalves
foram submetidos promoveu efeitos letais e subletais, indicando a presenca de
contaminantes no corrego em concentragdes capazes de provocar tais efeitos e em
longo prazo comprometerem populagdes residentes no mesmo.

Palavras-chave: Bioacumulagao. Biotransformacgé&o. Corbicula fluminea. Ensaio do
cometa. Estresse oxidativo. Metalotioneina.

! Manuscrito a ser submetido para o periodico Ecotoxicology

2 Laboratério de Ecofisiologia Animal, Departamento de Ciéncias Fisiolégicas, Universidade Estadual de Londrina
- Londrina/PR
Autor para correspondéncia: Tel.: +55-43-
33714650 Fax: +55-43-33714207 E-mail:

cbueno@uel.br
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3.1 INTRODUCAO

As atividades humanas produzem diversos tipos de residuos que de
forma direta ou indireta tém os corpos d'agua como receptor final. Os aterros ou
lixdbes ainda sdao um grave problema ambiental, principalmente relacionado a
producao de chorume (Kulikowska e Klimiuk 2008), que é o liquido produzido na
decomposicéo do lixo e pode ter uma composi¢do muito variavel (Sisinno e Moreira
1996). Os residuos solidos de um municipio consistem principalmente numa mistura
de plasticos, metais e alguns materiais organicos e, por isso, varias substancias
organicas e inorganicas sao encontradas na composi¢cdo do chorume (Oygard et al.
2004). Segundo Christensen et al. (2001) cinco grupos de compostos podem ocorrer
na pluma de chorume: matéria organica dissolvida, macrocomponentes organicos
(calcio, magnésio, potassio, amdnia e ferro), metais traco (cadmio, cromo, cobre,
chumbo, niquel e zinco) compostos organicos xenobidticos (hidrocarbonetos
aromaticos, fendis, compostos alifaticos clorados) e outros componentes em baixas
concentracdes como boro, arsénio, bario, selénio, mercurio e cobalto.

Assim, o chorume consiste em uma mistura de compostos que uma
vez liberados no ambiente sdo potencialmente toxicos aos organismos aquaticos e
podem diminuir a qualidade de vida dessa biota (Arias et al. 2007). Para avaliar a
toxicidade do chorume organismos aquaticos ja foram utilizados parametros como a
mortalidade, inibicdo de crescimento e inibicdo da luminescéncia empregados em
microalgas, microcrustaceos, bactérias e outros por meio de testes agudos de
toxicidade (Bernard et al. 1996), porém o uso de biomarcadores para avaliagdo da
toxicidade desta mistura foi empregado poucas vezes. Biomarcadores genéticos no
peixe Carassius auratus, como o ensaio do cometa e teste do micronucleo, foram
utilizados por Deguthi et al. (2007) e a exposi¢cdo ao chorume bruto causou maior
genotoxicidade e mutagenicidade nos tecidos avaliados em relacdo ao chorume
tratado. Parametros de estresse oxidativo também ja foram avaliados no gastrépode
Bellamya purificata apds exposicdo ao chorume, e foi observado aumento da
atividade da enzima Glutationa S transferase e redugcdo da concentragdo de
glutationa total de forma dose-dependente (Li et al. 2008).

Na literatura consultada, ndo foram encontrados estudos sobre a
toxicidade do chorume em bivalves, que sido organismos considerados bons

bioindicadores de contaminagdo por metais e compostos orgéanicos (O'Connor
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2002). Os bivalves apresentam alteragdes decorrentes da exposi¢cao a contaminagao
de compostos presentes no chorume como os metais (Freitas et al. 2012; Marie et
al. 2006; Zhang et al. 2010) e hidrocarbonetos (Large et al. 2002). Uma espécie de
bivalve que tem sido foco de diversos estudos ecotoxicolégicos é a espécie
Corbicula fluminea (Muller, 1774), considerada indicadora de contaminagao
aquatica, dada a sua alta sensibilidade aos mais diversos contaminantes e a grande
quantidade de agua que filtra do meio (Goldberg et al. 1975). Biomarcadores ja bem
estabelecidos podem ser utilizados nestes organismos para avaliagdo dos efeitos do
chorume, como aqueles relacionados a biotransformacao, estresse oxidativo, danos
em lipidios ou no DNA e as metalotioneinas.

Entre os parametros de biotransformagdo de xenobidticos que
podem ser avaliados estdo a enzima 7-Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) utilizada
como medida indireta da atividade catalitica da familia CYP1A do citocromo P450,
envolvidos na Fase | (Whyte et al. 2000), a atividade da enzima de fase Il, Glutationa
S transferase (GST) (Hodgson et al. 2008) e o mecanismo de resisténcia a
multixenobioticos (MXR), responsavel pela eliminacdo de xenobidticos na fase Ill de
biotransformacédo (Bard 2000). Quanto aos parametros relacionados ao estresse
oxidativo, pode-se avaliar a quantidade de espécies reativas de oxigénio (ERO)
presentes ou ainda a capacidade antioxidantes dos tecidos contra radicais de
oxigénio. Os danos causados pelas ERO podem ser considerados proporcionais aos
niveis de lipoperoxidacao tecidual (Wilhelm Filho 1996). Outro efeito que pode ser
observado é o dano genético que podem ser quantificados por meio do ensaio do
cometa (Tice et al. 2000). Por ultimo, a metalotioneina (MT) é um biomarcador
frequentemente utilizado e geralmente relacionado ao aumento ou presenca de
metais (Amiard et al. 2006), porém também apresenta papel de antioxidante
(Viarengo et al. 1999).

Com isso, o presente trabalho teve por objetivo diagnosticar a
qualidade de um cérrego contaminado por chorume de um aterro domeéstico, por
meio da avaliagdo de bioacumulacdo de metais e de biomarcadores em bivalves C.

fluminea submetidos a testes in situ.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Local de Estudo

O codrrego dos Periquitos, que se localiza a jusante do antigo aterro
do municipio de Londrina, PR, Brasil, € contaminado pelo chorume produzido neste
aterro. A contaminacdo se da de forma difusa e pontual, pois no aterro ndo ha
impermeabilizagcdo, apenas canalizacdo de parte do chorume produzido. Este
chorume é canalizado para uma lagoa de tratamento aerdbico e posteriormente o
efluente é langado no coérrego dos Periquitos. Este corrego esta inserido na bacia do
Baixo Tibagi, mais especificamente na bacia do ribeirdo Cambé e apresenta em

torno de 3 km de extenséo (Fig.4).

Figura 4 —Localizacdo dos pontos estudados na bacia do rio Tibagi, PR, Brasil. A —
Bacia do ribeirdo Cambé, onde se localizam o ponto de coleta (Coleta) e o
corrego dos Periquitos, e Bacia do ribeirdo Cafezal, onde se localiza o
ponto Caf. B — Detalhe do coérrego dos Periquitos, indicando o aterro
controlado do municipio de Londrina, PR, e os pontos nos quais foram
realizados os testes (Perig1, Perig2 e Periq3).
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3.2.2 Desenho Experimental

Bivalves dulcicolas da espécie Corbicula fluminea (n = 510),
medindo 2,71 £ 0,02 cm de comprimento e 2,63 + 0,02 cm de altura (média £ EP),
foram coletados em um lago urbano na cidade de Londrina, PR. Os organismos
recém-coletados constituiram um grupo de analise no presente trabalho, chamado
de "Coleta", e os resultados obtidos para este grupo foi comparado com aqueles dos
pontos nos quais foram realizados testes in situ. Outros individuos foram submetidos
a testes in situ, por periodos de 1, 5, 15 e 30 dias, em trés pontos do corrego dos
Periquitos (Perig1, Perig2 e Periq3) e um ponto no ribeirdo Cafezal (Caf). Periq1,
localizado aproximadamente a 20 m do langamento do efluente, Perig2, a
aproximadamente 1500 m, e Periq3 a 3000 m estdo indicados na Fig.4B. O ponto
Caf, localiza-se no municipio de Rolandia e esta indicado na Fig.4A. Este local foi
escolhido, pois fica préximo a nascente do ribeirdo, em area pouco urbanizada e
mata ciliar preservada e n&o ha evidencias ou relatos da presenga de chorume no
local. O ponto escolhido fica dentro de uma propriedade rural utilizada para turismo e
nao ha utilizacdo de agrotoxicos. Devido a estas caracteristicas, os resultados
obtidos nos animais confinados neste ponto (Caf) foram comparados aqueles dos
animais confinados no coérrego dos Periquitos, para verificar alteragdes nos
individuos expostos ao chorume em testes in situ. Os testes in situ no corrego dos
Periquitos foram todos realizados no més de abril/2010 e no Caf no més de
julho/2010.

A manutengao dos bivalves nos testes de toxicidade in situ foi feita
com uso de sacos confeccionados com redes de malha 1 cm, que permite o fluxo de
agua. Para cada tempo testado foi utilizado um saco contendo aproximadamente 30
individuos. Os sacos foram posicionados préoximos a margem e em contato com o
sedimento, e pesos foram acrescentados na base para impedir a flutuagdo. Estes
sacos se fecham na parte superior e apresentam base circular de aproximadamente

30 cm, mantida através de arame entrelagado na rede (Fig.5).
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Figura 5 — Sacos utilizados para manutencao de C. fluminea nos testes in situ.
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Apo6s os periodos de teste os bivalves foram transportados em
recipientes plasticos contendo agua do préprio local até o Laboratério de Bioensaios

da Universidade Estadual de Londrina, onde foi realizada a amostragem.

3.2.3 Monitoramento de Parametros Fisicos e Quimicos

Os parametros fisicos e quimicos da agua como a condutividade,
pH, turbidez, oxigénio dissolvido e temperatura, foram tomados no ponto Coleta e no
inicio e término de todos os testes in situ realizados com auxilio de um medidor

multiparametros Horiba 5000.

3.2.4 Determinagao de Metais no Sedimento

O sedimento dos pontos estudados no cérrego dos Periquitos, bem
como dos pontos Coleta e Caf foram coletados em campo e armazenados em tubos
plasticos com tampa. Para coleta, os tubos abertos foram mergulhados na agua e foi
retirada a camada mais superficial de sedimento presente no fundo. Os metais
chumbo, niquel, aluminio, cobre, cromo e cadmio foram analisados no sedimento na
forma de metais fracamente ligados (potencialmente biodisponiveis). Para isso, 1 g
de sedimento, previamente seco a 60°C, foi submetido a agitacdo horizontal por 2
horas com acido cloridrico (HCI) 0,1M. Apds este periodo a suspenséo foi filtrada
(malha de 8 um) e no filtrado foi determinada a concentragdo dos metais (Mozeto
1999) por ionizagao eletrotérmica em forno de grafite acoplado a espectrofotdmetro

de absorcao atébmica.
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3.2.5 Amostragem

No laboratorio, a hemolinfa dos bivalves foi retirada do musculo
adutor anterior, com auxilio de seringas de 1 mL, para realizagdo imediata do ensaio
do cometa. Na sequéncia, os animais foram mortos através do rompimento deste
musculo. As branquias e glandulas digestivas foram removidas com auxilio de pinca
e tesoura, e estes tecidos foram utilizados para analise de diferentes parametros. E
importante esclarecer que a glandula digestiva ndo é facilmente diferenciada dos
tecidos adjacentes, e por isso a denominagdo de glandula digestiva utilizada no
presente trabalho refere-se ao tecido glandular adicionado de tecidos adjacentes.

Durante a amostragem, os animais foram mantidos em recipiente
plastico contendo agua do local de origem e os individuos utilizados para o ensaio
de acumulo de rodamina ficaram nesta condicdo por periodo de 1 a 2 horas até
serem submetidos ao ensaio. Para as analises do acumulo de rodamina,
quantificacdo de espécies reativas de oxigénio e capacidade antioxidante total os
tecidos foram utilizados logo ap6s a amostragem. Para as demais analises o0s

tecidos foram congelados em -72°C.

3.2.6 Acumulo de Metais nos Tecidos

Foram determinados os metais chumbo, niquel, aluminio, cobre,
cromo, cadmio e manganés acumulados nas branquias e glandulas digestivas dos
bivalves. Os tecidos foram retirados, lavados em solug¢do salina (26 mM NaCl; 4,3
mM Sacarose; pH 7,4) e transferidos para tubos plasticos previamente lavados com
solugdo de acido nitrico 0,5% por 24 horas. Os tubos foram mantidos em estufa a
60°C para secagem total dos tecidos. O tecido seco foi submetido a digestdo acida
com acido nitrico suprapuro (Merck) em estufa, a uma temperatura constante de
60°C até a total evaporacéo do acido. Apds a digestao, foi adicionado 1 mL de acido
nitrico suprapuro 0,2% (Merck) e o material digerido foi centrifugado (2000 g; 10
min). Assim como para o sedimento, a concentragcao dos metais foi determinada por
ionizagao eletrotérmica em forno de grafite acoplado a espectrofotometro de
absorcédo atbmica. Foi utilizado tecido referéncia do bivalve Mytilus edulis (ERM-

CE728 - IRMM) para validagéao da analise de acumulo de metais.
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3.2.7 Biomarcadores

As branquias e glandulas digestivas foram homogeneizadas em
tampéo fosfato de potassio (0,1 M; pH 7) e posteriormente centrifugadas (15600 g;
20 minutos; 4°C), para os procedimento de determinagido da 7-Etoxiresorufina-O-
deetilase, glutationa S transferase e lipoperoxidagcédo. Para os demais biomarcadores
foram utilizadas solugbes especificas que serdo descritas separadamente. O
sobrenadante foi utilizado e quando necessario armazenado em ultrafreezer (-72°C)

até o momento das analises.
3.2.7.17-Etoxiresorufina O-deetilase (EROD)

A atividade da CYP1A foi determinada pela analise da atividade da
EROD, estimada pela taxa de conversdao da 7-Etoxiresorufina em resorufina,
seguindo-se o protocolo de Eggens e Galgani (1992), com modificagdes. A reagéo
foi iniciada pela adicdo da amostra na mistura reativa (tampéao fosfato de K 0,1M; pH
7,6: NADPH 2 mM e 0,1 mM 7-Etoxiresorufina). O aumento progressivo da
fluorescéncia, resultante da formagao de resorufina, foi medido a cada minuto,
durante 30 minutos (ex/em: 530/590nm). A atividade da EROD foi expressa em pmol
de resorufina minuto™ mg de proteina”, baseada em uma curva padrdo de

resorufina.
3.2.7.2 Glutationa S transferase (GST)

A atividade da GST foi determinada através do método descrito por
Keen et al. (1976). Este método se baseia na conjugacao, catalisada pela GST, da
glutationa reduzida (GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). O aumento de
CDNB conjugado foi monitorado durante 1 minuto, em espectrofotdmetro a 340 nm e
a atividade da enzima foi expressa em nmol de CDNB conjugado minuto™ mg de

proteina™.
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3.2.7.3 Ensaio de acumulo de rodamina (MXR)

O ensaio de acumulo do fluorescente rodamina B (substrato de P-
gp) foi realizado de acordo com Kurelec et al. (2000) para avaliagdo do mecanismo
de resisténcia a multixenobidticos (MXR). Neste ensaio, 0 aumento do acumulo do
fluorescente representa uma reducdo do MXR. Em torno de 1 - 2 horas apods a
chegada ao laboratério, os animais foram colocados em uma solugéo contendo 2,5
uM de rodamina B por um periodo de 2 horas, com agitagcdo da agua. Apos este
periodo, os animais foram mortos e as branquias e glandulas digestivas retiradas
para verificagdo do acumulo de rodamina nos tecidos. Os tecidos foram lavados em
solugdo salina (26 mM NaCl; 4,3 mM Sacarose; pH 7,4), homogeneizados em agua
destilada (1:7 - m/v) e centrifugados (1700 g; 7 minutos; 4°C). A fluorescéncia
referente ao acumulo de rodamina foi medida (ex:/em: 544/590 nm) e as
concentragdes determinadas através de uma curva padrao de rodamina, sendo os

dados expressos em uM de rodamina mg de tecido imido™.
3.2.7.4 Espécies reativas de oxigénio (ERO) e Capacidade antioxidante total (CAO)

As espécies reativas de oxigénio e a capacidade antioxidante total
contra radicais peroxil foram medidas através do método proposto por Amado et al.
(2009). Os tecidos recém-coletados foram homogeneizados (1:4 - m/v) em tampao
Tris-HCI (100 mM; pH 7,75) com EDTA 2 mM e Mg®+ 5 mM e centrifugados (15600
g; 20 minutos; 4°C). O sobrenadante obtido foi diluido para concentragdo de 1 mg
mL" de proteina considerando o volume na microplaca. O método baseia-se na
deteccdo de ERO por fluorescéncia (ex/em: 485/520 nm) utilizando 2'7'-
diclorofluorescina diacetato (H2DCF-DA) como substrato, monitorado por 30 min. As
amostras foram submetidas a duas condi¢des: presenca e auséncia de 2,2'- azobis
(2 metilpropinamida) dihidroclorido (ABAP). A decomposigdo de ABAP a 35°C gera a
producao de radicais peroxil. A quantidade de ERO foi determinada pela area dos
graficos obtida pelo calculo da integral das unidades de fluorescéncia ao longo do
tempo de leitura, considerando-se apenas as leituras realizadas sem ABAP e a CAO
foi calculada pela diferenga entre as areas dos graficos obtidos das leituras com
presenca e auséncia de ABAP. Estes parametros foram expressos pela area dos

graficos.
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3.2.7.5 Lipoperoxidagéo (LPO)

O ensaio TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico) foi
realizado de acordo com Camejo et al. (1998) para medida de lipoperoxidagédo. Ao
sobrenadante foi acrescentado butilhidroxitolueno (BHT 1M), solugdo salina
fosfatada (2 mM KCI; 1,4 mM NaH2PO4; 357 mM NaCl; 10 mM Na2HPO4; pH 7,4),
acido tricloroacético (TCA 50%) e acido tiobarbiturico (TBA 1,3%) dissolvido em
0,3% NaOH e a mistura foi mantida a 60°C em estufa por 1 hora. Posteriormente, foi
feita a leitura de fluorescéncia (ex/em: 535/590 nm) e a concentracdo de TBARS
determinada através de uma curva padrdao de malondialdeido (MDA). A

concentragdo de TBARS foi expressa em nmol de TBARS mg de proteina™.
3.2.7.6 Ensaio do cometa

O ensaio do cometa com hemdacitos foi realizado segundo Tice et al.
(2000), com modificacbes de Fedato et al. (2010). Amostras de hemolinfa dos
animais foram coletadas do musculo adutor posterior de cada individuo, utilizando-se
uma seringa de 1 mL e obtendo-se cerca de 500 uL de hemolinfa por animal
amostrado. Durante todo o periodo de amostragem as amostras de hemolinfa
coletadas foram mantidas em um recipiente com gelo. A hemolinfa foi misturada a
uma solucdo de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% e entéo, espalhada sobre
laminas histoldgicas, previamente preparadas com um filme de agarose de ponto de
fusdo normal (1,5%). Estas laminas permaneceram por 30 minutos sob refrigeragao
(4°C), e tiveram suas laminulas retiradas. Feito isto, as laminas ficaram submersas
por no minimo uma hora em solugao de lise (1 mL Triton X-100, 10 mL DMSO, q.s.p.
100 mL SLE) preparada a partir de uma solugao de lise estoque (SLE): NaCl 2,5 M,
EDTA 100 mM, Tris 10 mM. Em seguida, as laminas foram mantidas por 30 minutos
em cuba de eletroforese contendo tampao em condigéo alcalina (pH > 13), para que
as moléculas de DNA relaxassem e desnaturassem. A corrida de eletroforese (20
min) ocorreu em 300 mA, 25V (1 V.cm™) e depois as laminas foram neutralizadas
com um tampao de neutralizagdo (Tris 0,4 M) com trés banhos de 5 minutos cada.
As laminas foram fixadas em etanol absoluto por 10 minutos e mantidas sob-
refrigeragdo até analise citoldgica. Apds serem coradas com GelRed, as laminas

foram codificadas e analisadas em microscépio de fluorescéncia. Foram analisados
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100 nucleodides por animal e cada nucleoide analisado recebeu uma classificagao de
acordo com o dano: classe 0 = auséncia de cauda do cometa, classe 1 = cauda do
cometa menor que o didmetro do nucleoide, classe 2 = cauda do cometa maior que
o diametro do nucleoide e classe 3 = cauda do cometa maior que o dobro do
didmetro do nucleoide. Para o calculo do escore de dano, o numero de células em
cada classe (0, 1, 2 ou 3) foi multiplicado pelo valor de cada classe e o escore
calculado pela formula: (OxA) + (1xB) + (2xC) + (3xD), em que: A, B, C e D
correspondem ao numero de células em cada uma das classes. Assim, 0 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).

3.2.7.7 Metalotioneina (MT)

O conteudo de metalotioneinas foi determinado segundo a
metodologia descrita por Viarengo et al. (1997a) com modificagdes. Sao
quantificadas proteinas semelhantes a metalotioneinas (MT-like), que serao tratadas
no presente trabalho como metalotioneinas (MT). As branquias foram
homogeneizadas (1:5 - m/v) em tampao (Sacarose 0,5 M, Tris 26 mM, fluoreto de
fenilmetilsulfonil 0,5 mM, p-mercaptaetanol 1,3 mM) e centrifugadas por 45 minutos
(21300 g; 4 °C), o sobrenadante foi submetido a fracionamento etanol/cloroférmio
acido para obtencdo de uma fracdo de metaloproteinas parcialmente purificada.
Nesta fragdo foram quantificados os grupos sulfidril (-SH) utilizando-se o reagente de
Ellman, em espectrofotdmetro a 412 nm. A glutationa reduzida (GSH) foi utilizada
como padrao e o conteudo de metalotioneinas foi expresso em nmol de GSH mg de

proteina™.

3.2.7.8 Proteinas totais

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de
Bradford (1976), que se baseia na reacao de proteinas com o corante Coomassie
Brilliant Blue G-250.

A curva de calibragéo foi feita com albumina de soro bovino (BSA) e

a absorbancia lida em espectrofotdmetro a 595 nm.
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3.2.8 Analises Estatisticas

Os resultados foram expressos na forma de média * erro padrao. No
caso da mortalidade observada, os dados foram expressos percentual = erro padrao,
calculado através da férmula: V[P x(I-P)]*n , onde P = percentual e n = numero total
de individuos.

Os dados fisicos e quimicos avaliados foram comparados entre os
diferentes pontos estudados (Coleta, Caf, Periq1, Perig2 e Perig3), sem considerar
os diferentes tempos experimentais. Os valores médios obtidos de cada biomarcador
foram utilizados para comparagdes entre: (i) os pontos onde foram realizados os
testes in situ (Caf, Perig1, Perig2 e Periq3), em todos os tempos experimentais, com
o ponto de coleta; (ii) os diferentes tempos experimentais de um mesmo ponto (1, 5,
15 e 30 dias); (iii) os pontos (Caf, Periq1, Perig2 e Perig3) nos quais foram
realizados os testes in situ em um mesmo tempo experimental. Para estas analises
foi utilizada analise de variancia paramétrica (ANOVA), seguido por um teste de
comparag¢des multiplas (Teste de Student Newman-Keuls) quando indicado. Foram

considerados significativos valores de P < 0,05.

3.3 RESULTADOS

Durante os testes ocorreu mortalidade dos animais, principalmente
nos pontos localizados no cérrego contaminado por chorume. A morte dos animais
foi considerada quando observada abertura da concha. No Periq1 ocorreu 100% de
mortalidade dos animais apds 15 e 30 dias de confinamento, 27% em 5 dias e
apenas 3% em 1 dia. No Perig2 houve 100% de mortalidade no teste de 30 dias,
15% em 15 dias e 3% nos outros dois periodos. No Periq3 ocorreu 19% de
mortalidade no teste de 30 dias, € nos demais tempos apenas 3%. No ponto Caf a
mortalidade observada foi sempre inferior a 6%. A mortalidade observada nos
animais confinados no cérrego contaminado por chorume decresceu com o aumento
da distancia em relacédo a fonte de chorume (Fig.6). Devido a mortalidade os dados
de Perigl em 15 e 30 e Perig2 em 30 dias ndo foram obtidos. Em Perigl optou-se
pela ndo realizacdo do ensaio de acumulo de rodamina em 5 dias, pois houve 27%

de mortalidade e para este ensaio utilizariam-se individuos exclusivos.
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), ao longo do tempo, dos bivalves C. fluminea

submetidos a testes in situ no ribeirdo Cafezal (Caf) e em trés pontos de
um cérrego contaminado por chorume (Periq1, Perig2 e Periq3).
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Os valores obtidos para temperatura, oxigénio dissolvido (OD),

condutividade elétrica, pH e turbidez nos pontos Coleta e Caf e nos pontos

contaminados por chorume estdo indicados na Tabela 3. A condutividade nos pontos

contaminados (Periqgl, Periq2 e Periq3) decresceu com o aumento da distancia em

relacado a fonte de chorume, e foi significativamente mais elevada que as medidas de

condutividade nos pontos Coleta e Caf. Foi observado que no Caf a concentragao de

oxigénio dissolvido era significativamente maior que nos demais pontos.
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Tabela 3 -Parametros fisicos e quimicos da agua dos locais avaliados (Média * EP,
n=3).
Parametro Coleta Caf Periql Periq2 Periq3
Temperatura 224 +19 18,6 £ 0,1 23,0+0,6 21,4107 20,8 +0,8
(°C)

oD 757+060% 982+016° 7,63+044°% 769+042% 8,11+0,60°
(mg mL™)
Condutividade 133+21° 42+1° 974 +88° 590 +47° 436+40°
(uS cm™)
pH 6,75+ 0,32 6,81 £0,28 7,33 +0,06 7,35+0,05 7,00 £ 0,16
Turbidez
(NTU) 10,35+2,05 8,25+065 17,07+225 10,85+2,15 16,73+2,00

OD: Oxigénio dissolvido; Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os pontos (P <0,05).

3.3.2 Concentragao de Metais no Sedimento

Os resultados da concentragdo de alguns metais no sedimento dos
locais estudados estdo apresentados na Tabela 4. Foi observada concentracao
significativamente maior de Cr e Ni no sedimento dos trés pontos do cérrego dos
Periquitos em relacdo ao ponto Caf. No caso do Ni essa diferenga também ocorreu
em relagdo ao ponto Coleta. A concentragdo de Pb foi significativamente menor no
ponto Caf em relagdo ao ponto Coleta. O Cd nao foi detectado em nenhum dos

pontos.

Tabela 4 - Concentragdo de metais (ug g') fracamente ligados ao sedimento dos
locais avaliados (Média + EP, n = 3-4).

Local Cr Cu Cd Pb Al Ni
Coleta 2,45+0,67 32,00+3,26 nd. 4,72+0,39 818,25+112,21 1,07+0,06
Caf 1,56+0,53 47,44+13,93 n.d. 1,82+0,96 * 685,92+158,79 1,34+0,30

Perigl  3,95+0,59# 60,86+4,91 n.d. 3,96+0,50 1074,20+125,86 2,61+0,17 *#
Perig2  4,44+0,19# 55,86+4,59 nd. 2,55+0,13 1080,80+61,45 2,61+0,15*#
Perig3  3,82+0,45# 61,94+1,75 nd. 2,26+0,44 904,03+27,77 2,62+0,16 *#

* indica diferenca significativa em relagédo ao local Coleta; # indica diferencga significativa em relagéao
ao Caf (P £0,05). n.d.- ndo detectado. Limites de detecgdo: Al 0,1 ug.L-1; Cd 0,002 pg.L-1; Cr 0,004
Mg.L-1; Cu 0,014 pg.L-1; Ni 0,07 ug.L-1; Pb 0,05 pg.L-1.
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3.3.3 Acumulo de Metais nos Tecidos

A concentragdo de Cr, Cu, Cd, Pb, Al, Ni e Mn nas branquias e
glandulas digestivas de C. fluminea do ponto Coleta e daqueles animais mantidos
por 1, 5, 15 e 30 dias no Caf, Perig1, Perig2 e Perig3 estado indicados nas Tabela 5 e
6, respectivamente. As andlises no tecido de referéncia (ERM-CE728 - IRMM)
mostraram recuperagao de 105% para o Cr, 104% para o Cu, 100% para o Mn e
45% para o Cd. Os animais apresentaram maior acumulo de metais nas branquias
do que na glandula digestiva, apresentando de duas a cinco vezes mais metais no
tecido branquial.

Dentre os metais analisados o Cr foi o que aumentou mais
claramente nos tecidos de C. fluminea confinados nos trés pontos do corrego dos
Periquitos em relacao aos bivalves dos pontos Coleta e Caf. Ja no teste de 1 dia foi
constatado aumento de acumulo deste metal, que continuou aumentando nos outros
tempos experimentais, e chegou a ser 2 vezes maior nas branquias e 4 vezes na
glandula digestiva ja nos animais confinados por 5 dias no corrego dos Periquitos. O
Cu também aumentou nos dois tecidos, mas apenas nos animais confinados no
Perig2. Além disso, foi observada diminuicao dos metais Al e Ni acumulados nos
tecidos dos animais submetidos aos testes de toxicidade in situ no corrego dos
Periquitos e no Caf em relagao ao ponto Coleta e diminuicdo de Mn, Cu e Cd apenas

no Caf.
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Tabela 5 -Acimulo de metais em branquias (ug g~ de tecido seco) de C. fluminea
do ponto Coleta e submetidos a testes in situ por 1, 5, 15 e 30 dias no
ribeirdo Cafezal (Caf) e trés pontos no cérrego contaminado por
chorume (Perig1, Perig2 e Periq3) (Média + EP, n = 3-7).

Coleta Caf Perig1 Perig2 Perig3
1 11.43£0 65° #1824+2 447 #16,95¢1,16%  *#22 5042 16°
c 5 13,3550 11 11,04+1,63°  *#3144+439°  #2004+151%  #17.51+1 48°
r 2 .
15 ' 13,74+0.99° n.a. *#29 8311 87°  *#34,3241 70°
30 10,85¢1, 167 n.a. n.a. *#22 7541 36°
1 £5,95+8 61° 99.08+12,34%  *78,144538° 9324412 87°
c 5 06 9842 84 *68,7417,82%  #112,73£12,33°  *69,99+4,75%°  91,99+13,56°
] , 1.1, b
15 ' 115,94+13,12° n.a. *133,17+3.54° 939843 ,92°
30 71,885 48° n.a. n.a. #100,0446,01%
1 *0,20+0,05% #1040, 25° #1.29+0,19° 0,5410,16°
5 0.86+0,10° *0,42+0,13° *0,62+0 06° #1,67+0,44°
Cd 1,1740,14 . . . . s
15 1,55+0,12 n.a. 1,50+0,09 #0,58+0,15
30 1,00+0,07® n.a n.a. 1,07+0,07%*
1 0,510,113 0,22+0,00° #0.20+0,042 0,231+0,06°
- 5 034011 *0.76+0 08" 0,34+0,05° #0.29+0,06° 0,60+0,14%
+0.1
15 ' ' 0,41+0,053 n.a. 0,51+0,072 0,21+0,173
30 0,26+0,02° n.a. n.a. #0,54+0,12°
1 *B0.51+7.44% 14339139887 *9381+17,84° #189 71+17,58°
5| *50.3126,23%  62,8442625°  *B12B+11,59°% *73,36:19,84°
Al 172,04£2029 . . .. o
15 30.71+3,04 n.a. £2.0545,96 86,54+30 48
30 *22 9644 05° na. na. *#82 63+9,00°
1 2,41+0,31° 2.01+0,30° *1,39+0,07* *1,8320,36°
5 _ 1,29+0,22° *1,09+0,12° *0,9240,11° *1,37+0,20°
Ni 2.7940,41 . \ o i .
15 2,55+0,43 n.a. 1,9340,22 1,310,25
30 3,9241,15° n.a. n.a. *#1 2540 047
1 *1570¢1,61%  *#51,01+5,93% #B885:1467%  #66,79+8.26°
M 5 79 884602 *13,85+¢1.83°  *2061+221°  #3886+1156°  #B3 75+4 80°
n Jooth, . h
15 ' *18,47+2 437 n.a. #58 57+4,22%  #57 11+8,51%
30 *25 764,027 n.a. n.a. *#39 1311 86"

* indica diferenca significativa em relagado ao local Coleta; # indica diferenga significativa em relagéao
ao Caf em um mesmo tempo; Letras diferentes indicam diferencga significativa entre os tempos de
um mesmo local (P < 0,05). n.a. — Nao analisado devido a mortalidade dos animais. Limites de
deteccao: Al 0,1 ug L-1; Cd 0,002 pg L-1; Cr 0,004 pg L-1; Cu 0,014 pg L-1; Mn 0,005 pg L-1; Ni
0,07 pg L-1; Pb 0,05 pg L-1.
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Tabela 6 - Actumulo de metais em glandulas digestivas (ug g™ de tecido seco) de C.
fluminea do ponto Coleta e submetidos a testes in situ por 1, 5, 15 e 30
dias no ribeirdo Cafezal (Caf) e trés pontos no cérrego contaminado por

chorume (Periq1, Perig2 e Periq3) Média + EP, n = 3-7).

Coleta Caf Perig1 Perig2 Perig3
1 405£0.72° #B8 75+1,55° 7.61+1,06° *#9 0521,272
5 3.28+0 24° “#13 46+1 697 *#14,81+229°  *#10,45+2 03°
Ccr 5 09+0.89 . » S b
15 4.80+0,67 n.a. #17,3121 .25 #17,0321,32
30 3,510,452 n.a. n.a. *#18,22+1,36°
1 *48 4615,10°  #66,9412 913 #66,76+4,72° 57.9143,17°
5 _ *48,69+1,12°  #86,18+13,07°  *#90,91+2 53° £9,18+4 36°
Cu 70,188,551 R b 3
15 31,63+4,70 n.a. #101,28:5,00°  #79,5845 50
30 *29,13125,33° n.a. n.a. #80,32+6,01°
1 *D,04+0,01° #0,14+0,01° #0,24+0,06° #0,16+0,02°
5 *0,05+0,01° 0,09+0,012 #0,330,07° #0,3240,03°
cd 0,16+0,04 _ : _ . .
15 0,14+0,02 n.a. #0,330,05 #0,3040,05
30 0,16+0,03" n.a. n.a. 0,24+0.05°
1 *0,67+0,22° #0,06+0,00° #0,110,02° #0,13+0,03°
5 0,37+0,07* #0,10+0,03° #0,14+0,05 #0,15+0,02°
Pb 0,10£0,03 _ i . a
15 0,1240,02 n.a. 0,09+0,01 #0,2440,05
30 0,09+0,01° n.a. n.a. 0,15+0,08°
1 B4 B0£25 45%  #27 0429473 *#18,8414 76°  #21.11x4 87°
5 48,0846,67°  47.79+10,98° *#12 401204 30,70£1143°
Al 42 96+14,49 . . s s
15 60,4449 94 n.a. #11,862 82 #7.65£1.70
30 £7,90£19,37° n.a. n.a. *#6 81x0,96%
1 *D, 4240, 052 0.44+0 087 0,450,053 0,75+0, 167
5 *0,28+0.03° #067+0,12° *0,51+0,05 0,43£0.07°
Ni 0,71+0,04 . i . .
15 0,54+0,06 n.a. 0,51+0,02 0,40£0,04
30 0,53+0,07° n.a. n.a. 0,43+0 047
1 17,4142 23° 23,70+2,80° #29 084394  #31,521263°
5 _ 9.88+1,85%  #36,32+390° #22 10£1,113 #26,97+3,25°
Mn 32,8245 81 _ ) . .
15 £.16£0.83 n.a. #53 0421486 #29 79+1,85
30 5610, 86° n.a. na. #14,6411,86°

* indica diferenga significativa em relagédo ao local Coleta; # indica diferenca significativa em
relacao ao Caf em um mesmo tempo; Letras diferentes indicam diferencga significativa entre os
tempos de um mesmo local (P < 0,05). n.a. — Nao analisado devido a mortalidade dos animais.
Limites de detecgéo: Al 0,1 ug L-1; Cd 0,002 pg L-1; Cr 0,004 pg L-1; Cu 0,014 ug L-1; Mn
0,005 pg L-1; Ni 0,07 pg L-1; Pb 0,05 pg L-1.
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3.3.4 Biomarcadores

3.3.4.1 7 Etoxiresorufina O-deetilase (EROD)

A atividade da EROD foi medida nas branquias e glandula digestiva
e esta foi cerca de 5 vezes maior no tecido branquial em relagao ao outro tecido. Em
branquias foi observada uma reducéo da atividade da enzima no Periq3, nos tempos
de 1, 15 e 30 dias, quando comparada ao ponto Coleta e Caf. No Perig1 e Perig2 no
teste de 1 dia foi observada diferenga na atividade da EROD em relagédo ao Caf (Fig.
7A). Diferente do observado nas branquias, na glandula digestiva foi observado
aumento da EROD no Periq1 em 5 dias e no Perig3 em 5, 15 e 30 dias. Essas
diferencas ocorreram em relacdo ao ponto Coleta e Caf, com excecdo do teste de 5
dias no Perig3, no qual nao foi observada diferenca significativa em relagado ao Caf.
(Fig. 7B).
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Figura 7 — Atividade da 7-Etoxiresorufina O-deetilase (pmol Resorufina min-1 mg
de proteina-1) em branquias (A) e glandula digestiva (B) de C. fluminea
do ponto de Coleta (Coleta) e submetidos a testes in situ por 1, 5, 15 e
30 dias em um ribeirdo Cafezal (Caf) e trés pontos no cérrego
contaminado por chorume (Perigl, Periq2 e Periq3). As barras
representam a média e as linhas verticais o EP. * indica diferenca
significativa em relagao a Coleta; # indica diferenga significativa em relagao
ao Caf em um mesmo tempo; Letras diferentes indicam diferencga
significativa entre os tempos de um mesmo local (P < 0,05).
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3.3.4.2 Glutationa S transferase (GST)

Foi detectada uma elevada atividade da GST nos dois tecidos em
Perigl, Perig2 e Periq3, significativamente maior em relagdo ao ponto Coleta e Caf,
apoés 5 e/ou 15 dias de teste. Nas branquias, o aumento da atividade da GST em
Perig3 ocorreu no teste de 5 dias e em 30 dias ocorreu diminuigao significativa desta
em relacdo ao Caf. Neste mesmo ponto, os animais apresentaram um aumento
progressivo da atividade da enzima em glandula digestiva que posteriormente se

normalizou em 30 dias de teste. (Fig.8)
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Figura 8 —Atividade da Glutationa S transferase (nmol CDNB conjugado min-1
mg de proteina-1] em branquias (A) e glandula digestiva (B) de C.
fluminea do ponto de Coleta (Coleta) e submetidos a testes in situ
por 1, 5, 15 e 30 dias em um ribeirdo Cafezal (Caf) e trés pontos no
corrego contaminado por chorume (Periql, Perig2 e Perig3). As
barras representam a média e as linhas verticais o EP. * indica diferenga
significativa em relagcdo a Coleta; # indica diferenga significativa em
relagdo ao Caf em um mesmo tempo; Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os tempos de um mesmo local (P < 0,05).
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3.3.4.3 Ensaio de acumulo de Rodamina (MXR)

O maior acumulo de rodamina nos tecidos representa uma
diminuicdo do MXR. No presente estudo, foi observada uma redugao significativa no
MXR em ambos os tecidos avaliados, principalmente nos maiores tempos
experimentais do Caf, Perig2 e Periq3 em relagdo ao ponto Coleta. Nas branquias foi
observada reducdo do MXR em Perig2 no teste de 15 dias e no Caf no teste de 30
dias. Como nas branquias, em glandula digestiva também foi observada redugéo do
MXR no Perig2 e no Caf, mas também nos tempos de 15 e 30 dias no Periq3.
(Fig.9).
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Figura 9 - Mecanismo de resisténcia a multixenobi6ticos (Rodamina mg tecido
amido™) em branquias (A) e glandula digestiva (B) de C. fluminea do
ponto de Coleta (Coleta) e submetidos a testes in situ por 1, 5, 15 e 30
dias em um ribeirdo Cafezal (Caf) e trés pontos no corrego contaminado
por chorume (Periql, Perig2 e Periqg3). As barras representam a média e
as linhas verticais o EP. * indica diferencga significativa em relagao a Coleta; #
indica diferencga significativa em relagdo ao Caf em um mesmo tempo; Letras
diferentes indicam diferencga significativa entre os tempos de um mesmo local
(P <0,05).
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3.3.4.4 Espécies reativas de oxigénio (ERO) e capacidade antioxidante total (CAO)

Foi observada, nos dois tecidos, maior geragcdo de ERO nos pontos
avaliados no corrego contaminado por chorume em relagdo ao ponto Coleta. Em
branquias foi observado aumento significativo em Periq2 e Perig3 em 15 e 30 dias,
respectivamente. Os animais mantidos no ribeirdo Cafezal também apresentaram
aumento na geragdo de ERO nos tempos de 5 e 30 dias. Na glandula digestiva o
aumento significativo na geracdo de ERO foi observado em Perig1, Perig2 e Periq3
em 5 dias de teste (Fig.10).
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Figura 10 - Espécies reativas de oxigénio (Area) em branquias (A) e glandula
digestiva (B) de C. fluminea do ponto de Coleta (Coleta) e submetidos
a testes in situ por 1, 5, 15 e 30 dias em um ribeirdo Cafezal (Caf) e trés
pontos no cérrego contaminado por chorume (Periql, Periq2 e Perig3).
As barras representam a média e as linhas verticais o EP. * indica diferenca
significativa em relagao a Coleta; # indica diferenga significativa em relagao
ao Caf em um mesmo tempo; Letras diferentes indicam diferencga
significativa entre os tempos de um mesmo local (P <0,05).
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A CAO tem relacado inversa com a area relativa apresentada, ou
seja, 0 aumento da area relativa representa a diminuicdo da CAO. Observou-se,
portanto, reducdo da CAO em Perig1, Perig2 e Periq3, em ambos os tecidos, em 1
dia de teste. Em 5 dias ocorre o restabelecimento da CAO e aumento significativo no
Periq1 em relagao ao ponto Coleta e nos trés pontos em relagao ao Caf. No Perig2
foi observada reducao da CAO também no teste de 15 dias. A redugdao da CAO
também ocorreu nos bivalves mantidos no Caf em relacdo ao ponto Coleta nos
tempos de 5, 15 e 30 dias (Fig.11).



52

Figurall- Capacidade antioxidante total [(Média * EP) Area relativa] em
branquias (A) e glandula digestiva (B) de C. fluminea do ponto de
Coleta (Coleta) e submetidos a testes in situ por 1, 5, 15 e 30 dias em
um ribeirdo Cafezal (Caf) e trés pontos no corrego contaminado por
chorume (Periql, Periq2 e Periq3). As barras representam a média e as
linhas verticais o EP. * indica diferenga significativa em relagao a Coleta; #
indica diferenga significativa em relagdo ao Caf em um mesmo tempo;
Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os tempos de um
mesmo local (P < 0,05).
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3.3.4.5 Lipoperoxidacédo (LPO)

A lipoperoxidagao foi evidenciada através do ensaio TBARS (Fig.12).
Foi observado aumento de TBARS em branquias de C. fluminea submetidos a testes
in situ em Perigl, Perig2 e Periq3 em relacdo ao ponto Coleta, entretanto estes
aumentos ocorreram em tempos experimentais distintos. No Perigl, o aumento foi
observado em 5 dias de exposi¢cédo, enquanto no Perig2 o aumento ocorreu apenas
em 15 dias. No Perig3 foi observado aumento significativo de TBARS em 1 e 5 dias,
e redugdo em 15 dias. Na glandula digestiva aumento significativo foi observado
apenas no Perig2 apés 15 dias de exposicdo. Neste mesmo tecido ocorreu redugao

de TBARS nos animais confinados por 30 dias no Perig3. No Caf, foi observada
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reducao de lipoperoxidacdo em 15 dias, quando comparado as testes de 1 e 5 dias

neste mesmo local, o que evidencia reducéo deste parametro ao longo do tempo.

Figura 12 - TBARS (nmol TBARS mg de proteina™) em branquias (A) e glandula
digestiva (B) de C. fluminea do ponto de Coleta (Coleta) e submetidos
a testes in situ por 1, 5, 15 e 30 dias em um ribeirdo Cafezal (Caf) e trés
pontos no cérrego contaminado por chorume (Periql, Periq2 e Perig3).
As barras representam a média e as linhas verticais o EP. * indica diferenca
significativa em relagao a Coleta; # indica diferenga significativa em relagao
ao Caf em um mesmo tempo; Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os tempos de um mesmo local (P < 0,05).
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3.3.4.6 Ensaio do cometa

Os hemécitos de C. fluminea foram avaliados através do ensaio do
cometa, para deteccado de danos na molécula de DNA. Os dados de 1 dia ndo foram
obtidos. Foi verificado que apdés 15 dias de teste ocorreu aumento significativo do
escore de danos nos bivalves mantidos em Perig2 e Periq3 em relacdo aos pontos

Coleta e Caf. Este aumento se manteve no tempo de 30 dias em Perig3. Os animais
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confinados no ribeirdo Cafezal apresentaram o escore de danos significativamente
maior que o ponto Coleta no tempo de 5 dias, entretanto ocorreu diminui¢cao
significativa deste em 30 dias em relagdo ao observado em 1 e 5 dias neste mesmo
local (Fig.13).

Figura 13- Danos no DNA de hemécitos (Escore de danos) de C. fluminea do
ponto de Coleta (Coleta) e submetidos a testes in situ por 1, 5, 15 e 30
dias em um ribeirdo Cafezal (Caf) e trés pontos no coérrego
contaminado por chorume (Periql, Perig2 e Perig3). As barras
representam a média e as linhas verticais o EP. * indica diferenca
significativa em relacdo a Coleta; # indica diferenga significativa em
relacdo ao Caf em um mesmo tempo; Letras diferentes indicam diferenga
significativa entre os tempos de um mesmo local (P < 0,05).
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3.3.4.7 Metalotioneina (MT)

O conteudo de MT apresentou-se significativamente maior nos
animais submetidos a testes em Perig2 e Periq3 nos tempos de 1, 5 e 15 dias, e
também no Caf em relacdo ao ponto Coleta. No Perig3, ocorreu restabelecimento do
conteudo de MT apds 30 dias de exposicdo. Em Periq1 n&o foi observada alteracao
no conteudo de MT (Fig.14).
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Figura14 - ContetGdo de metalotioneinas (nmol de GSH mg de proteina™) em
branquias de C. ilumines do ponto de Coleta (Coleta) e submetidos a
testes in situ por 1, 5, 15 e 30 dias em um ribeirdo Cafezal (Caf) e trés
pontos no corrego contaminado por chorume (Perigl, Perig2 e
Perig3). As barras representam a média e as linhas verticais o EP. * indica
diferencga significativa em relagao a Coleta; # indica diferencga significativa
em relacdo ao Caf em um mesmo tempo; Letras diferentes indicam
diferenga significativa entre os tempos de um mesmo local (P < 0,05).
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3.4 DiscussAo

Os potenciais efeitos dos contaminantes presentes em misturas
complexas em organismos aquaticos sdo dificeis de serem determinados.
Geralmente a toxicidade dos compostos € avaliada de forma individual ou em
misturas simples. Os efeitos de compostos em misturas podem ser aditivos,
sinérgicos ou antagbnicos e estes vao ser determinados de acordo com a
concentracdo dos compostos, interagdes dos compostos no meio, nos sitios de
entrada e eliminagéo destes pelos organismos e nos sitios de agéo toxica (Spurgeon
et al. 2010). O chorume consiste em uma mistura complexa e variavel, e por isso, é
dificil identificar se os compostos presentes nele causaram alteracbes em C.
fluminea de forma individual ou conjunta.

Dados de analises realizadas no chorume bruto e em amostras
coletadas a jusante do langamento do efluente no cérrego dos Periquitos nos meses
de abril e julho/2010 (meses nos quais foram realizados os testes do presente
trabalho), cedidos pelo Laboratorio de Hidraulica e Saneamento do Departamento de
Construgédo Civil do Centro de Tecnologia e Urbanismo, da UEL mostram que o

chorume bruto apresentava altos valores de condutividade elétrica (8865 uS cm-1),



56

DBO (593 mg O2 L-1) e DQO (3025 mg O2 L-1), aménia (957 mg L-1), nitrogénio
Kjeldahl total (NKT 1052 mg L-1), cloretos (1751 mg L-1) e fésforo total (2 mg L-1).
As analises feitas no cérrego, a jusante do langcamento de chorume, demonstram a
ocorréncia de diluicdo do chorume, porém alguns valores continuam elevados, acima
do permitido na Resolugdo CONAMA 357/2005 para corpos d‘agua de Classes 2 e
3, como a condutividade elétrica (1405 pS cm-1), DBO (33 mg O2 L-1), amoénia (28
mg L-1) e fosforo total (0,6 mg L-1). Ainda nas mesmas analises foram detectados,
no chorume bruto, aluminio total (0,435 mg L-1), cobre total (0,081 mg L-1), cromo
total (0,06 mg L-1), ferro total (8,74 mg L-1), manganés total (1,68 mg L-1), niquel
total (0,017 mg L-1) e prata total (0,40 mg L-1).

Os metais, de forma geral, ndo sdo considerados o maior problema
de contaminagao por chorume, principalmente pela baixa concentragcdo em que sao
encontrados (Christensen et al. 2001). A legislagdo brasileira, por meio da
Resolugcdo CONAMA 344/04, apresenta limites de concentragdes de metais no
sedimento para areas a serem dragadas, que representam os limiares de baixa
probabilidade (Nivel 1) ou provavel (Nivel 2) efeito adverso a biota. A concentragao
de metais no sedimento, observado no presente estudo, foi, de forma geral, inferior
aos limites estabelecidos nesta Resolugao, com excecao do cobre, que foi detectado
em concentragdes proximas a 60 ug g™ nos pontos do cérrego dos Periquitos, e cujo
limite estabelecido (Nivel 1) é de 35,7 ug g'. O presente trabalho mostrou que as
concentragdes de Cr e Ni foram significativamente maiores nos sedimentos nos trés
pontos do cérrego contaminado por chorume, porém as concentragdes encontradas
sao baixas quando comparadas aos limites estabelecidos para sedimentos a serem
dragados na resolucdo CONAMA 344/04 (Cr - 37,3 ug g'; Ni - 18 ug g") e as
concentragdes verificadas em sedimentos de outros locais contaminados (Cossu et
al. 2000). Apesar disso, os metais fracamente ligados no sedimento séao
potencialmente biodisponiveis e podem ser um fator aditivo que provocaram efeitos
em C. fluminea.

A concentragao de metais no tecido dos animais é influenciada pela
presenga e concentracdo dos mesmos no alimento, no sedimento e na agua do local
no qual eles estdo vivendo e representa a condigdo do local ao longo do tempo e
nao apenas no momento da amostragem (Peltier et al. 2008). As concentragbes
acumuladas variam entre espécies e por isso € importante que haja um cuidado na

extrapolacdo dos dados. Os metais determinados nas branquias e glandulas
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digestivas de C. fluminea apresentaram-se em concentragcbes proximas a
encontradas nos tecidos desta mesma espécie em condigdes controle de outros
trabalhos, e apenas o Cr e Cu foram detectados em niveis mais elevados (Tabela 7).
Por exemplo, a maior concentracdo de Cd encontrada no presente trabalho foi 1,67
ug g" de tecido seco enquanto Peltier et al. (2008) encontraram em organismos
controle concentracdo de 2,6 ug g~ de tecido seco. Para o Cr, as concentracdes
observadas por Shoults-Wilson et al. (2009) em organismos controle variou de 1 a 8
ug g de tecido seco, considerando-se todo o corpo do animal, valores préximos aos
determinados nos tecidos dos animais dos pontos Coleta e Caf do presente estudo.
Ja nos animais confinados no cérrego dos Periquitos as concentragdes de Cr em
branquias chegaram a 34 ug g de tecido seco e em glandula digestiva 18 ug g™’ de
tecido seco. Apesar disso, foram observadas diferengas significativas entre a
concentragao de alguns metais nos diferentes pontos estudados. A concentragao de
Cr, tanto nas branquias como na glandula digestiva, foi maior nos animais
confinados nos pontos do corrego contaminado (Periq1, Perig2 e Periq3) em relagéo
aos pontos Coleta e Caf. O Cr pode ser considerado um potencial contaminante e
agente causador de alteragbes e danos nos bivalves expostos a estes locais e a sua
acumulagao em tecidos de C. fluminea poderia ser utilizado como um biomarcador
de exposi¢cao ao chorume, considerando-se que biomarcadores sdo definidos como
variagdes induzidas por agentes toxicos em componentes moleculares ou celulares,
processos, estruturas ou fungdes (Depledge et al. 1995), que podem ser medidos
dentro de um organismo ou em seus produtos e nao no organismo intacto (Gestel e
Brummelen 1996) e os biomarcadores de exposi¢cdo sao a detecgdo ou medida de
uma substancia exdgena ou seu metabdlito ou ainda o produto da interagdo entre o
xenobidtico e algum alvo que sado medidos dentro de um compartimento do
organismo (WHO, 1993).
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Tabela 7 - Comparagdo entre as concentragdes nas branquias e glandulas
digestivas dos metais avaliados no presente trabalho e as concentragdes
destes metais no tecido de C. fluminea em condi¢cdes controle de outros

trabalhos.
Metal Tecido Concentragao " Referéncia
Branguia 20-189 ug g tec seco Fresente trabalho
Al Glindula digestiva  6-84 pg g tec seco Fresente trabalha
Todo corpo 67-185 ug g tec seco Angelo et al. (2007)
Branguia 0.2-1,67 ug gr'f tec seco Fresente trabalho
Glandula digestiva  0,04-0,33 pg g'i tec seco  Presente frabalho
Todo corpo 0,59 ug g'1 fec seco Angelo et al. (2007)
cd Branquia 0,1 pg g'1 tec Omido Legeay et al. (2005)
Todo corpo 0,1-0,2 pg g'1 tec seco Marie et al. (2008)
Todo corpo 0,8-2,6 pg g'1 tec seco Peltier et al. (2008)
Todo corpo 1-2 ug g tec seco Peltier et al. (2009)
Todo corpo 0.5 pg g'1 tec seco Shoults-Wilson et al. (2009)
Branguia 10-34 ug g'f tec seco Presente trabalho
Cr Glandula digestiva  3-18 ug g'f tec seco Fresente trabalho
Todo corpo 1-8 pg g~ tec seco Shoults-Wilson et al. (2009)
Branguia 58-133 pg g tec seco Presente trabalho
Glandula digestiva ~ 29-101 g g tec seco Fresente trabalho
Cu Todo corpo 32-38 pg g™ tec seco Peltier et al. (2008)
Todo corpo 65-75 pg o' tec seco Peltier et al. (2009)
Todo corpo 24 ug g tec seco Shoults-Wilson et al. (2009)
Branguia 1-4 ug g" fec seco Fresente trabalho
Ni Glandula digestiva  0,28-0,75 pg g'i tec seco  Presente trabalho
Todo corpo 2-3ug g’ tec seco Peltier et al. (2009)
Branguia 0.20-0,76 ug g'i tec seco  Presente trabalho
Pb Glandula digestiva  0,06-0,67 _1ug g'1 tec seco  Presente trabalho
Todo corpo 0,67 ugg tecseco Angelo et al. (2007)
Todo corpo 0,15 ug g'1 tec seco Shoults-Wilson et al. (2009)

* A concentragao indicada representa o intervalo no qual os valores se mantiveram, ou seja, a menor
€ a maior concentracao observada.

Os trés pontos avaliados no corrego contaminado promoveram a
mortalidade dos animais de forma diferenciada. No ponto mais proximo da fonte de
chorume (Perigl) foi onde ocorreu 100% de mortalidade no menor tempo de
exposicao, seguido pelo ponto intermediario (Perig2), no qual a mortalidade de todos
os bivalves expostos foi observada em 30 dias. Ja no ponto mais distante da fonte
de poluicéo (Perig3), foi observado aumento da mortalidade apenas em 30 dias. Os
efeitos letais observados estdo possivelmente relacionados a intoxicacdo dos
animais, ja que nao foram observadas baixas concentragbes de oxigénio dissolvido

ou variagdes importantes de temperatura e pH. A mortalidade mostrou, assim como
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a condutividade elétrica determinada, que ocorrem diluicdo e deposigcao de
compostos tdéxicos ao longo do coérrego, promovendo uma depuragao natural do
mesmo.

A enzima EROD, utillizada como biomarcador, representa
indiretamente a atividade de enzimas de biotransformacao de Fase |, da familia
CYP1A. Esta familia de citocromo P450 é frequentemente utilizada como
biomarcador de exposigao de alguns compostos organicos, como HPAs, PCBs e
dioxinas, principalmente em vertebrados (Van der Oost et al. 2003). Em bivalves,
apesar de existirem evidencias da existéncia de proteinas semelhantes a CYP1A
(Wootton et al. 1995) e alguns trabalhos mostrarem alteracbes na atividade da
EROD nestes organismos expostos a diferentes compostos (Binelli et al. 2006; Faria
et al. 2009; Martin-Diaz et al. 2009), uso deste biomarcador ainda € questionado,
pois como afirma Viarengo et al. (2007) depois de duas décadas de extensa busca,
nenhum gene de CYP1A foi encontrado no DNA nuclear de moluscos. Nestes
animais a atividade da EROD na fragdo microssomal € baixa ou nao detectavel e a
fracéo citosodlica pode nao representar a atividade da CYP1A (Faria et al. 2009). No
presente trabalho, a atividade da EROD em C. fluminea foi determinada na fracao
citosdlica e apresentou-se baixa, sendo os valores registrados foram, na maioria,
menores que 0,1 pmol Resorufina min™ mg de proteina™.

Entretanto, foram observadas alteragdes significativas na atividade
da enzima nos dois tecidos avaliados. Em branquias, foi observada uma redugao da
atividade da EROD no Perig3. A inibicdo da atividade desta enzima pode trazer
consequéncias para este tecido, ja que reduziria sua capacidade de biotransformar
compostos planares, tornando o organismo mais susceptivel a agao téxica destes.
Em peixes, alguns compostos como metais (Oliveira et al. 2004; Viarengo et al.
1997b), estrégenos (Kirby et al. 2007; Navas e Segner 2000) e alguns farmacos
(Beijer et al. 2010) s&o responsavel pela inibicdo da indugcdo da EROD. Além disso,
condigdes como o estresse oxidativo (Barouki e Morel 2001) e o excesso de
substratos da enzima (Monari et al. 2009) podem ser responsaveis por essa
diminuicao. Oliveira et al. (2004) mostraram que o Cr é um dos metais que inibe a
atividade da EROD no figado do peixe Dicentrarchus labrax, mesmo quando
adicionada glutationa reduzida. No presente estudo, este metal foi detectado em
concentragdes significativamente maiores nos pontos Periq1, Perig2 e Perig3 em

relacdo aos pontos Coleta e Caf, podendo este ser um dos responsaveis pela
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inibicdo da atividade da EROD. A branquia é o tecido que esta mais exposto ao meio
e a concentragcao de metais neste tecido foi maior que em glandula digestiva, fator
que pode justificar a diminuigdo da EROD apenas neste.

Nas glandulas digestivas de C. fluminea observou-se o aumento
significativo da atividade da EROD ja com 5 dias de exposi¢cao em Periq1 e Perig3. A
inducdo da atividade desta enzima indica a presenca de compostos no ambiente que
sao biotransformados na Fase |. No bivalve Dreissena polymorpha o aumento da
EROD foi observado em animais expostos a poluentes organicos persistentes
(POPs) (Binelli et al. 2005) e PCBs, como o Aroclor 1260 (Binelli et al. 2006; Faria et
al. 2009) e em bivalves Elliptio complanata observou-se 0 aumento da atividade da
enzima apdés injegado de produtos farmacéuticos (Martin-Diaz et al. 2009). Peixes
expostos a misturas complexas, como em lagoas de esgoto (Mdegela et al. 2010) ou
em areas urbanas proximas a um aterro (Hanson e Larsson 2011) tiveram a
atividade da EROD do figado aumentada. Assim como no presente trabalho, peixes
da espécie Clarias gariepinus expostos a determinada lagoa de esgoto apresentou
indugdo da EROD apenas no figado e ndo nas branquias. Este fato foi atribuido a
presenca de compostos na agua que inibem a atividade da enzima nas branquias,
comprometendo o primeiro passo da biotransformacao que ocorreria neste tecido, e,
com isso, maiores quantidades de indutores da enzima alcangam o figado (Mdegela
et al. 2010). Isto pode ter ocorrido nos bivalves confirnados no Periq3 do cérrego dos
Periquitos, nos quais foi observado aumento significativo da EROD em glandula
digestiva e inibigcdo nas branquias.

No presente trabalho, ocorreu também a indugdo da enzima de
biotransformacao de Fase Il, GST, em branquias e glandula digestiva de C. fluminea
expostos ao cérrego contaminado por chorume. O aumento da atividade da GST, em
branquias e glandula digestiva, foi observado em gastrépodes Bellamya purificata
expostos a 1, 5 e 10% de efluente de aterro sanitario (chorume), por periodo de 2, 7
e 15 dias (Li et al. 2008). Experimentos realizados com bivalves em campo
evidenciam maior atividade da GST em locais mais poluidos (Luk'yanova e Ireikina
2011; Souza et al. 2012; Torres et al. 2002), com contaminagao por misturas, como
por exemplo, esgoto municipal (Gagné et al. 2009; Saenz et al. 2010). Diversos
compostos, como os HPAs (Cheung et al. 2004; Gowland et al. 2002), PCBs
(Cheung et al. 2002; Cheung et al. 2004), tributiltin (Le Pennec e Le Pennec 2003) e

metais (Zhang et al. 2012) estimulam a inducdo da atividade destas enzimas em
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bivalves, e podem ser responsaveis pelo aumento da atividade desta enzima
observado no presente trabalho.

Além de biotransformar compostos para facilitar a excreg¢ao, os
animais aquaticos tém mecanismos de resisténcia que os permitem sobreviver em
locais com altas concentragdes de poluentes. O MXR é um mecanismo por meio do
qual as células podem eliminar xenobidticos do seu interior através de
transportadores dependentes de ATP e é considerado a primeira linha de defesa
contra xenobidticos, pois evita sua acumulacao intracelular. No presente trabalho, foi
observada diminuigdo significativa do MXR em C. fluminea mantidos em local
contaminado por chorume. Alguns compostos, chamados de chemosensitizers, séo
capazes de inibir a acdo deste mecanismo, seja por competicdo ou inibigdo n&o
competitiva através do bloqueio da ATPase ou, indiretamente, pelo bloqueio do
regulador proteina quinase C (Smital e Kurelec 1998). Foi demonstrado que
compostos tais como pesticidas, produtos de higiene pessoal, produtos da
degradagao microbiana (Smital et al. 2004), Pb (Rocha e Souza 2012) e algumas
fragréncias (Luckenback et al. 2004; Smital et al. 2004) inibem o MXR. Kurelec et al.
(1998) mostraram que a inibicdo deste mecanismo esta mais relacionada com a alta
concentracdo de carbono organico dissolvido (COD) presente em extratos de
residuos soélidos de um aterro de residuos domésticos, do que de residuos
predominantemente industriais. Estes autores sugerem que os compostos organicos
presentes nestes extratos estariam saturando o MXR e inibindo competitivamente o
bombeamento de rodamina no ensaio. O chorume pode apresentar elevadas
concentracdes de COD, e este também pode ter sido um fator importante para a
reducdo do MXR no presente trabalho.

O estresse oxidativo pode se estabelecer devido ao desequilibrio
entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a capacidade
antioxidante total da célula. A capacidade antioxidante se da por ag&o conjunta de
enzimas, como a catalase, superdéxido dismutase e glutationa peroxidase e
moléculas de pequeno peso molecular como a glutationa reduzida (Hermes-Lima
2004). Estes parametros vém sendo bastante utilizados como biomarcadores em
bivalves (Faria et al. 2010; Vidal-Linan et al. 2010; Wang et al. 2012), porém podem
apresentar alteragdes variaveis a agentes estressores, sendo que frequentemente
ocorre 0 aumento de algum pardmetro e diminuicdo de outro. A avaliagdo da

capacidade antioxidante total permite uma visdo mais geral sobre a condi¢do do
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organismo ou do tecido e sua susceptibilidade ao estresse oxidativo (Regoli 2000).
No presente trabalho, foi observada uma reducédo da capacidade antioxidante total,
principalmente apoés 1 dia de teste com C. fluminea nos pontos do cérrego
contaminado por chorume, que indica 0 aumento da susceptibilidade dos animais ao
estresse oxidativo. Interessante observar que no ribeirdo Cafezal também foi
observada uma redugdo, porém ainda menor que nos pontos do corrego
contaminado por chorume. A reducdo da capacidade antioxidante total contra
radicais peroxil também ja foi observada em bivalves expostos a benzo(a)pireno
(Camus et al. 2002), HPAs e Pb em areas de porto (Bocchetti et al. 2008) e em
locais contaminados (Regoli 2000; Pampanim et al. 2005). A amoénia, presente em
elevada concentragdo no chorume e no cérrego dos Periquitos, também €& capaz de
causar alteragdes em parametros de estresse oxidativo de peixes (Ching et al. 2009;
Hegazi et al. 2010) e em bivalves foi evidenciada a reducédo de glutationa reduzida
(GSH) decorrente da exposi¢cao a amoénia (Keppler, 2007).

Com a redugdo da capacidade antioxidante total, observou-se
também em 5 dias de teste, principalmente nas glandulas digestivas, o aumento da
geracao de ERO. A formacgado destas espécies reativas de O2 pode aumentar em
animais expostos a poluentes por meio de diferentes mecanismos, tais como o ciclo
redox, reagdes redox de metais de transi¢éo (Co, Cr, Ni, Va) com O, e outras ERO,
inducdo de enzimas de Dbiotransformagdo, comprometimento da cadeia
transportadora de elétrons por contaminantes lipofilicos ou ions metalicos e pelo
comprometimento das defesas antioxidantes (Livingstone 2003). Dois fatores
observados no presente trabalho podem estar relacionados ao aumento de ERO
observado em 5 dias, a redugdao da capacidade antioxidante e o aumento
significativo de acumulo de Cr ja no teste de 1 dia.

O excesso de ERO pode provocar danos como a lipoperoxidagao de
membranas, quebras no DNA e desestruturacdo de proteinas. Nos bivalves
expostos ao corrego contaminado por chorume, ndo foi possivel estabelecer uma
relagao entre o aumento de ERO e o aumento de lipoperoxidacao, apesar deste ter
sido observado. No presente trabalho, foi observada diminuicdo da capacidade
antioxidante total e reducdo do MXR em ambos os tecidos, além da reducédo da
EROD em branquias. Estes resultados indicam que os bivalves expostos ao cérrego
contaminado por chorume estdo com suas defesas comprometidas, ocorrendo o

acumulo de ERO e possivel acumulo de xenobiéticos no interior da célula. Danos no
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DNA também podem ocorrer pela acdo de ERO ou agao direta de xenobidticos. Foi
observado o aumento no escore de danos no ensaio do cometa na hemolinfa de C.
fluminea expostos ao corrego contaminado a partir de 15 dias de teste. Apesar deste
biomarcador ter sido analisado em outro tecido, pode-se esperar um possivel
comprometimento também nos parametros de defesa de hemdécitos.

O aumento da metalotioneina em C. fluminea em Periq2 e Periq3
pode estar relacionado com o aumento de cromo nas branquias destes bivalves. Um
resultado ndo esperado foi o aumento da metalotioneina no ribeirdo Cafezal. E
importante dizer que o experimento realizado no ribeirdo Cafezal foi feito no més de
julho/2010, enquanto os experimentos no cérrego dos Periquitos foram realizados no
més de abril/l2010. Sabe-se que os parametros bioldgicos avaliados em animais
aquaticos podem variar nas diferentes estacbes do ano, devido a fatores como
temperatura e disponibilidade de alimentos (Baudrimond et al. 1997). Observa-se
também a variacdo inesperada de outros parametros no ribeirdo Cafezal, como a
elevada atividade da EROD nas branquias, em 1 dia de teste, e reducdo da CAO e
aumento de ERO em relacdo ao ponto Coleta. O aumento da metalotioneina é
comumente relacionado ao aumento da concentracdo de metais como o cadmio,
chumbo, cobre e zinco. O cobre e o zinco sdao metais essenciais para os
organismos, que estdo presentes independentemente de contaminagdo do
ambiente. Estes s&o importantes no metabolismo celular, pois participam de
processos e sao componentes importantes de proteinas. Estes quando em altas
concentragcdes podem causar danos as células. O cadmio e o chumbo, por sua vez,
sao metais ndo essenciais que mesmo em baixas concentragcdes podem causar
danos as células dos animais expostos a eles.

O cromo é um metal essencial, mas que também pode ser toxico.
Este foi o metal que apresentou relagdo com o aumento de metalotioneina nas
branquias de C. fluminea. Aumento da metalotioneina relacionado ao cromo ja foi
evidenciado em truta arco-iris (Roberts e Oris 2004) e ratos (Solis-Heredia et al.
2000), por exemplo. A agado do cromo no aumento da metalotioneina ainda nao é
bem esclarecida. Outra possibilidade de relagdo do cromo com o aumento da
metalotioneina seria devido a sua potencial promogdo de geragdo de ERO
intracelular, que ocorre quando o Cr(VI) é internalizado e reduzido para Cr(lll)
(Roberts e Oris 2004), considerando que as metalotioneinas também tem potencial

antioxidante (Viarengo et al. 1999) contra os radicais hidroxil e a&nion superéxido
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(Amiard et al. 2006). A capacidade antioxidante total contra radicais peroxil reduziu
nos bivalves apds 1 dia de exposi¢do in situ ao chorume, porém neste mesmo
periodo o conteudo de MT ja estava aumentado. Isto pode justificar a manutengao
de quantidade de ERO em niveis normais nas branquias nos primeiros tempos

experimentais e seu aumento apenas apos exposig¢ao prolongada.

3.5 CONCLUSAO

Os testes in situ realizados com C. fluminea em cdrrego
contaminado por chorume mostraram que os contaminantes presentes neste meio
causaram efeitos nestes organismos, bem como a estimulagédo de algumas defesas,
como o aumento de enzimas de biotransformacdo. Os efeitos letais foram maiores
no ponto mais préximo do aterro, porém a diluigdo natural deste corrego nao
garantiu que efeitos subletais ndo ocorressem. O aumento do metal Cr no tecido dos
bivalves confinados no corrego contaminado por chorume foi um resultado
interessante e sugere que este metal possa ter sido responsavel por algumas
alteracdes nos biomarcadores destes animais, bem como o acumulo tecidual de Cr
pode também ser utilizado como biomarcador de exposicdo para a situagao
estudada. Dentre os biomarcadores avaliados no presente estudo aqueles que
apresentaram melhores resultados foram as enzimas de Fase | e Il de
biotransformacao (EROD; GST), que aumentaram significativamente nos testes de 5
e/ou 15 dias realizados no corrego dos Periquitos, o aumento da geracdo de ERO
em glandula digestiva e reducdo da capacidade antioxidante total foram bons
biomarcadores, pois apresentaram alteracbes nos menores tempos de teste 5 e 1
dia, respectivamente, e estas foram observadas nos trés pontos do corrego
contaminado por chorume. Por ultimo, o ensaio do cometa apresentou um bom
resultado, no qual foi observado aumento do escore de danos a partir de 15 dias de
exposicao ao corrego, que é mantido em 30 dias. Os biomarcadores sé&o
ferramentas que indicam de forma rapida e eficiente a toxicidade de contaminantes
em organismos aquaticos e os resultados do presente trabalho mostram que o
tratamento e diluicao realizados no chorume em questao sio insuficientes e que em
longo prazo este efluente pode causar prejuizos e danos irreversiveis as

populacdes.
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4 CAPITULO 2 - AVALIACAO DA TOXICIDADE DO CHORUME DE ATERRO
DOMESTICO EM BIVALVES POR MEIO DO USO DE BIOMARCADORES?®

Luciana F. OIiveira4; Marcelo T. OIiveiraS; lice M. S. Cc’)lus3; Claudia B. R. Martinez?®

Resumo

O chorume formado em aterros domésticos apresenta em sua composicao diversos
tipos de contaminantes e pode provocar efeitos toxicos em organismos aquaticos.
Esta toxicidade pode ser avaliada por meio do uso de biomarcadores. Bivalves
dulcicolas da espécie Corbicula fluminea foram expostos a quatro diluigdes (50X,
32X, 18X e 10X) de chorume bruto de um aterro doméstico para verificar a
toxicidade deste sobre estes animais. Como biomarcadores foram avaliados a
atividade das enzimas de biotransformacao 7-Etoxiresorufina O-deetilase (EROD) e
Glutationa S transferase (GST), o mecanismo de resisténcia a multixenobibticos
(MXR) e lipoperoxidagao (LPO) em branquias e glandulas digestivas, o conteudo de
metalotioneinas (MT) em branquias, danos no DNA dos hemdcitos e ainda a
expresséo dos genes da GST e MT em branquias. O chorume provocou a ocorréncia
de LPO, reducdo da EROD em branquias e reducao do MXR destes animais. Além
disso, promoveu o aumento da EROD e GST nas menores diluigbes (10X e 18X) e
aumento de MT na maior diluigdo (50X), indicando a presenga de compostos que
estimulam a indugéo de tais parametros. Os biomarcadores utilizados neste trabalho
evidenciaram que mesmo a maior diluicao testada (50X) foi suficiente para provocar
efeitos toxicos nos bivalves, resultado que mostra que esta ndo é segura para estes
organismos.

Palavras-chave: Biotransformacdo. Corbicula fluminea. Ensaio do cometa.
Lipoperoxidagao. Metalotioneina. Expressao génica.

4.1 INTRODUCAO

Os organismos aquaticos sao utilizados para monitorar a qualidade
de recursos hidricos e efluentes e o efeito dos contaminantes nestes organismos
pode ser avaliado por meio de testes de toxicidade, nos quais parametros em nivel

de organismo ou sub-organismo sao utilizados. Os biomarcadores sao alteragdes
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bioldgicas que os organismos expressam diante de um poluente (Sarkar et al. 2006)
e podem ser definidos como variagdes induzidas por contaminantes em
componentes moleculares ou celulares, processos, estruturas ou funcoes,
determinaveis em sistemas biolégicos ou amostras (Depledge et al. 1995).

O chorume é uma mistura complexa produzida em decorréncia da
decomposicao do lixo que contém matéria organica dissolvida, macrocomponentes
organicos, elemento trago, compostos organicos xenobioticos e outros componentes
em baixas concentragdes (Christensen et al. 2001). A avaliagdo da toxicidade do
chorume é dificil dada sua composigdo complexa e bastante variavel, mas ja foi
realizada por meio de testes agudos de toxicidade em microalgas, microcrustaceos,
bactérias e outros, avaliando-se como mortalidade, inibigdo de crescimento e
inibicdo da luminescéncia (Bernard et al. 1996). O uso de biomarcadores para
avaliacdo da toxicidade do chorume foi empregado poucas vezes. Deguthi et al.
(2007) mostraram que o chorume pode causar alteragées em parametros genéticos
do peixe Carassius auratus por meio do ensaio do cometa e teste do micronucleo.
Neste caso, a exposigdo ao chorume bruto causou maior genotoxicidade e
mutagenicidade nos tecidos avaliados em relagdo ao chorume tratado. Parametros
de estresse oxidativo também ja foram avaliados no gastrépode Bellamya purificata
apdés exposicado ao chorume, e foi observado aumento da atividade da enzima
Glutationa S transferase e redugdo da concentragcdo de glutationa total de forma
dose-dependente (Li et al. 2008).

Diversos biomarcadores podem ser utilizados para avaliacdo da
toxicidade do chorume. Por exemplo, as trés fases da biotransformacdo de
xenobidticos podem sofrer alteragdes devido a presenca de contaminantes. Dentre
os parametros de biotransformacdo que podem ser avaliados estdo a 7-
Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) é utilizado como medida indireta da atividade
catalitica da familia CYP1A do citocromo P450, envolvidos na Fase | (Whyte et al.
2000), a atividade da enzima de fase Il, Glutationa S transferase (GST) (Hodgson et
al. 2008) e o mecanismo de resisténcia a multixenobidticos (MXR), responsavel pela
eliminagcao de xenobidticos na fase Ill de biotransformacao (Bard 2000). Além disso,
o estabelecimento do estresse oxidativo, devido ao aumento de geracao de espécies
reativas de oxigénio (ERO) ou reducdo da capacidade antioxidante, frequentemente
esta relacionado com a acgéao toxica de contaminantes organicos ou inorgéanicos. Os

danos causados pelas ERO podem ser considerados proporcionais aos niveis de
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lipoperoxidacao tecidual (Wilhelm Filho 1996). A metalotioneina (MT) é um
biomarcador frequentemente utilizado e o seu aumento é geralmente relacionado ao
aumento ou presenga de metais (Amiard et al. 2006). A indugdo da metalotioneina
também ocorre por outros compostos quimicos e estressores, principalmente
agentes oxidantes, ja que esta apresenta um papel de antioxidante (Viarengo et al.
1999). Um dos efeitos observados em organismos aquaticos expostos a
contaminagdo é o dano genético. Os contaminantes presentes no meio aquatico
podem ser classificados como genotdoxicos, quando produzem alteragdes na
molécula de DNA de animais expostos a concentragdes subletais (Shugart 1995).
Danos no DNA podem ser quantificados por meio do ensaio do cometa (Tice et al.
2000), cuja versao permite a deteccdo de quebras de fita simples e dupla, sitios
alcalilabeis e crosslinks (Silva et al. 2003).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade do
chorume de aterro doméstico para o bivalve dulcicola Corbicula fluminea por meio
de biomarcadores de exposicao e efeito e verificar se as diluicbes testadas sédo ou

ndo seguras para estes organismos.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Desenho Experimental

Bivalves da espécie Corbicula fluminea (n = 100), medindo 3,09 +
0,06 cm de comprimento e 2,74 + 0,06 cm de altura (média £ EP), foram coletados
em um lago urbano (lgapo6 Ill) no municipio de Londrina (PR) e transferidos para o
Laboratério de Bioensaios da Universidade Estadual de Londrina (UEL), onde foram
mantidos em aquario contendo agua limpa e aerada por sete dias para aclimatacéo.
Apods este periodo os animais foram expostos em laboratoério por 5 e 15 dias, apenas
a agua limpa (condigao controle ou CTR) ou a diferentes diluicbes de chorume bruto
obtido do aterro controlado do municipio de Londrina, cedido pelo Laboratério de
Hidraulica e Saneamento do Departamento de Construgdo Civil do Centro de
Tecnologia e Urbanismo, da UEL. Os bivalves foram expostos em recipientes de
vidro (1 L) a quatro diluicbes do chorume: 50, 32, 18, 10 vezes. Em cada recipiente

foram colocados 10 individuos.
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4.2.2 Amostragem

ApoOs os periodos de experimento (5 e 15 dias), a hemolinfa dos
bivalves foi retirada do musculo adutor anterior, com auxilio de seringas de 1 mL,
para realizacdo do ensaio do cometa. Na sequéncia, os animais foram mortos
através do rompimento deste musculo. As branquias e glandulas digestivas foram
removidas com auxilio de pinca e tesoura, e estes tecidos foram utilizados para
analise de diferentes parametros. E importante esclarecer que a glandula digestiva
nao é facilmente diferenciada dos tecidos adjacentes, e por isso a denominagao de
glandula digestiva utilizada no presente trabalho refere-se ao tecido glandular e
tecidos adjacentes. Os tecidos foram congelados em -72°C para posteriores analises

dos biomarcadores.

4.2.3 Biomarcadores

As branquias e glandulas digestivas foram homogeneizadas em
tampao fosfato de potassio (0,1M; pH 7) e posteriormente centrifugadas (15600 g; 20
minutos; 4°C), para os procedimento de determinagdo da 7-Etoxiresorufina-O-
deetilase, Glutationa S transferase e lipoperoxidagdo. Para os demais
biomarcadores foram utilizadas solugdes especificas que serdo descritas
separadamente. O sobrenadante foi utilizado e quando necessario armazenado em

ultrafreezer (-72°C) até o momento das analises.

4.2.3.1 7-Etoxiresorufina-O- deetilase (EROD)

A atividade da CYP1A foi determinada pela analise da atividade da
EROD, estimada pela taxa de conversdo da 7-7-Etoxiresorufina em resorufina,
seguindo-se o protocolo de Eggens e Galgani (1992), com modificagdes. A reagéo
foi iniciada pela adicdo da amostra na mistura reativa (tampao fosfato de K 0,1M; pH
7,6: NADPH 2 mM e 0,1 mM 7-7-Etoxiresorufina). O aumento progressivo da
fluorescéncia, resultante da formacado de resorufina, foi medido a cada minuto,
durante 30 minutos (ex/em: 530/590nm). A atividade da EROD foi expressa em pmol
de resorufina minuto™ mg de proteina”’, baseada em uma curva padrdo de

resorufina.
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4.2.3.2 Glutationa S transferase (GST)

A atividade da GST foi determinada através do método descrito por
Keen et al. (1976). Este método se baseia na conjugacgao, catalisada pela GST, da
glutationa reduzida (GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). O aumento de
CDNB conjugado foi monitorado durante 1 minuto em espectrofotémetro a 340 nm e
a atividade da enzima foi expressa em nmol de CDNB conjugado minuto™ mg de

proteina™.
4.2.3.3 Ensaio de acumulo de Rodamina

O ensaio de acumulo do fluorescente rodamina B (substrato de P-
gp) foi realizado de acordo com Kurelec et al. (2000) para avaliagdo do mecanismo
de resisténcia a multixenobidticos (MXR). Neste ensaio, o aumento do acumulo do
fluorescente representa uma reducdo do MXR. As branquias e glandulas digestivas
foram mantidas ex vivo em solu¢do de 2,5 uM do fluorescente rodamina B por um
periodo de 2 horas. Apds este periodo, os tecidos foram lavados em solucdo salina
(26 mM NaCl; 4,3 mM Sacarose; pH 7,4), homogeneizados em agua destilada (1:7 -
m/v) e centrifugados (1700 g; 7 minutos; 4°C). A fluorescéncia referente ao acumulo
de rodaminafoi medida (ex:/em: 544/590 nm) e as concentragdes determinadas
através de uma curva padrao de rodamina, sendoos dados expressos em uM de

rodamina mg de tecido Umido™.
4.2.3.4 Lipoperoxidacao (LPO)

O ensaio TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico) foi
realizado de acordo com Camejo et al. (1998) como medida de lipoperoxidagao. Ao
sobrenadante foi acrescentado butilhidroxitolueno (BHT 1M), solucdo salina
fosfatada (2mM KCI; 1,4mM NaH2PO4; 357mM NaCl; 10mM Na2HPO4; pH 7,4),
acido tricloroacético (TCA 50%) e acido tiobarbiturico (TBA 1,3%) dissolvido em
0,3% NaOH e a mistura foi mantida a 60°C em estufa por 1 hora. Posteriormente, foi
feita a leitura de fluorescéncia (ex/em: 535/590nm) e a concentracdo de TBARS
determinada através de uma curva padrdao de malondialdeido (MDA). A

concentracdo de TBARS foi expressa em nmol de TBARS mg de proteina™.
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4.2.3.5 Ensaio do cometa

O ensaio do cometa com hemdocitos foi realizado segundo Tice et al.
(2000), com modificagcbes de Fedato et al. (2010). Amostras de hemolinfa dos
animais foram coletadas do musculo adutor posterior de cada individuo, utilizando-se
uma seringa de 1 mL e obtendo-se cerca de 500 uL de hemolinfa por animal
amostrado. Durante todo o periodo de amostragem, as amostras de hemolinfa
coletadas foram mantidas em um recipiente com gelo.

A hemolinfa foi misturada a uma solugédo de agarose de baixo ponto
de fusdo 0,5% e entdo, espalhada sobre l|aminas histolégicas, previamente
preparadas com um filme de agarose de ponto de fusdo normal (1,5%). Estas
laminas preparadas permaneceram por 30 minutos sobre refrigeracdo (4°C), e
tiveram suas laminulas retiradas. Feito isto, as laminas ficaram submersas por no
minimo uma hora em solug¢ao de lise (1 mL Triton X-100, 10 mL DMSO, q.s.p. 100
mL SLE) preparada a partir de uma solugédo de lise estoque (SLE): NaCl 2,5 M,
EDTA 100 mM, Tris 10 mM. Em seguida, as laminas foram postas em cuba de
eletroforese sob tampdo em condicdo alcalina (pH>13), onde as laminas de
hemolinfa, antes da corrida de eletroforese, permaneceram por 30 minutos, e para
as laminas com células da branquia, 40 minutos, para que as moléculas de DNA
relaxassem e desnaturassem. A corrida de eletroforese (20 min) ocorreu em 300
mA, 25V (1V.cm™) e depois as laminas foram neutralizadas com um tamp&o de
neutralizacao (Tris 0,4 M) com trés banhos de 5 minutos cada.

As laminas foram fixadas em etanol absoluto por 10 minutos e
mantidas sob-refrigeracéo até analise citoldgica. Apds serem coradas com GelRed,
as laminas foram codificadas e analisadas em microscopio de fluorescéncia. Foram
analisados 100 nucledides por animal e cada nucledide analisado recebeu uma
classificagdo de acordo com o dano: classe 0 = auséncia de cauda do cometa,
classe 1 = cauda do cometa menor que o didmetro do nucledide, classe 2 = cauda
do cometa maior que o didmetro do nucledide e classe 3 = cauda do cometa maior
que o dobro do diametro do nucledide. Para o calculo do escore de dano, 0 numero
de células em cada classe (0, 1, 2 ou 3) sera multiplicado pelo valor de cada classe
e 0 escore sera calculado pela formula: (0xA) + (1xB) + (2xC) + (3xD), em que: A, B,
C e D correspondem ao numero de células em cada uma das classes. Assim, o

escore total para as células analisadas pode variar de 0 (dano minimo = nenhuma
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célula danificada) a 300 (dano maximo = todas as células apresentam dano de

classe 3).

4.2.3.6 Metalotioneina (MT)

O conteudo de metalotioneinas foi determinado apenas nas
branquias segundo a metodologia descrita por Viarengo et al. (1997a) com
modificagdes. S&o quantificadas proteinas semelhantes a metalotioneinas (MT-like),
que serao tratadas no presente trabalho como metalotioneinas (MT). As branquias
foram homogeneizadas (1:5 - m/v) em tampao (Sacarose 0,5 M, Tris 26 mM, fluoreto
de fenilmetilsulfonil 0,5 mM, p-mercaptaetanol 1,3 mM) e centrifugadas por 45
minutos (21300 g; 4 °C), e o sobrenadante foi submetido a fracionamento
etanol/cloroformio acido para obtengcdo de uma fragdo de metaloproteinas
parcialmente purificada. Nesta fragdo foram quantificados os grupos sulfidril (-SH)
utilizando-se o reagente de Ellman, em espectrofotbmetro a 412 nm. A glutationa
reduzida (GSH) foi utilizada como padrédo e o conteudo de metalotioneinas foi

expresso em nmol de GSH mg de proteina™.

4.2.3.7 Proteinas totais

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de
Bradford (1976), que se baseia na reacao de proteinas com o corante Coomassie
Brilliant Blue G-250. A curva de calibragéo foi feita com soro albumina bovino (BSA)

€ a absorbancia lida em espectrofotometro a 595 nm.

4.2.3.8 Expressao génica de Glutationa S transferase (piGST) e metalotioneina (MT)

As anadlises de expressao génica foram realizadas apenas no
experimento de 5 dias e diluicdo de 50X no tecido branquial. Pretende-se realizar a
analise referente as outras diluicbes, tempo e tecido, e por isso o que sera

apresentado aqui se trata de dados preliminares.
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Extracdo do RNA total e sintese de DNA complementar (cDNA)

Apos o experimento de 5 dias de exposi¢ao a diluicdo de 50X, as
branquias de C. fluminea foram dissecadas e imediatamente submetidas a extracao
do RNA total pelo emprego do reagente TRIzol® (Invitrogen) segundo as
especificagdes do fabricante, com algumas modificagbes: 1 ml de Trizol e 5 pérolas
de vidro foram adicionadas as amostras em microtubos de 1,5 ml. As amostras
foram entdo submetidas a homogeneizagdo em aparelho tipo Voértex por 01 minuto,
congeladas em nitrogénio liquido e subsequentemente a nova agitagdo em aparelho
tipo Vétex por 3 minutos para lise celular. O volume foi entdo transferido para um
novo microtubo de 1,5 ml (separacdo do tecido remanescente) e incubado em
repouso entre 15°C a 30°C (temperatura ambiente) por um periodo de 05 minutos
em ambiente protegido da luz (dissociagdo de complexos nucleoproteicos). Em
seguida, foi adicionado 200 ul de cloroférmio. As amostras foram entéo
homogeneizadas em Vortex por 10 segundos e deixadas em repouso por adicionais
10 segundos (este procedimento foi repetido 3 vezes). As amostras foram
submetidas a incubagdo em repouso entre 15°C - 30°C por 15 minutos, agitando a
amostra em aparelho tipo Vortex a cada 3 minutos. Apds incubagao, as amostras
foram centrifugadas a 12000 g por 20 minutos e a fase aquosa obtida foi transferida
(apenas 400 uL) para um novo microtubo. As amostras foram entdo tratadas com
solucdes de (fenol/cloroférmio/alcool-isoamilico) (25:24:1) e Clorofil
(cloroférmio/alcool-isoamilico) (24:1) em centrifugagdes subsequentes nas mesmas
condicbes descritas anteriormente. Apds estes processos, procedeu-se a
precipitacao e eluicdo do RNA total de acordo com as instrucdes do fabricante.

A qualidade e quantidade do RNA foram avaliadas em eletroforese
de gel de agarose e por espectrofotometria. A transcrigao reversa foi realizada em
termociclador PTC-200 (MJ Research) a partir do RNA total, utilizando Oligo dT
(Invitrogen) e as enzimas M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) e RNaseOUT
(invitrogen) de acordo com instrugdes do fabricante. Para minimizar variagbes de
desempenho da transcriptase reversa, foram realizadas 3 reacbes distintas de
sintese de cDNA para cada experimento, cujo produtos foram incorporados para
obtencdo de uma unica mistura referente a cada uma das amostras. Os cDNAs

sintetizados foram posteriormente quantificados por espectrofotometria.
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PCR em tempo real
Os oligonucleotideos iniciadores (primers) (Tabela 8) foram
desenhados empregando o] software Gene Runner 3.05

(http://www.generunner.com). As sequéncias dos genes B-actina (ACT), pi-

Glutationa S transferase (piGST) e metalotioneina (MT) foram obtidas a partir de
regides especificas de cada gene descritas e depositadas no National Center for
Biotechnology Information (NCBI) GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov):
gi|134035961|gb|EF446608.1| Corbicula  fluminea  beta  actin MRNA;
gi[121544227|gb|EF185126.1] Corbicula  fluminea  metallothionein  mMRNA;
gi|60460482|gb]AY885667.1| Corbicula fluminea glutathione S transferase pi-class
mRNA). Os 3 pares de oligonucleotideos referentes aos genes ACT (gene de

referéncia), piGST e MT foram desenhados com temperatura de melting (Tm) entre
56°C e 58°C. Os oligonucleotideos, quando analisado com ele mesmo e seu par,
nao apresentaram hairpin loops, dimeros, bulge loops ou internal loops de acordo
com a analise do programa. Apenas um unico dimero formado entre os dois primers
do gene MT quando confrontados um com o outro (4 bases Tm:-111.1 dG:0.2) e um
unico dimero formado entre os dois primers do gene ACT quando confrontados um
com o outro (3 bases Tm:-111.6 dG:0.3). A especificidade de cada oligonucleotideo
foi avaliada com o auxilio do programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,

www.ncbi.nim.nig.gov/BLAST) e posteriormente pela analise da curva de fusdo de

cada produto de amplificagao.

Os dados referentes a expressdo dos genes ACT, piGST e MT
foram obtidos pelo emprego da técnica de PCR em tempo real, com a utilizagdo do
sistema detector de fluorescéncia Chromo 4™ Four-Color Real-Time System (Bio-
Rad Laboratories, Inc., Hercules, Calif., EUA), acoplado ao termociclador PTC-200
(MJ Research). Para tal, foi utilizado o kit Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix
UGG (Invitrogen Inc. EUA), seguindo as instrugbes do fabricante, utilizando como
molde 5 ul de uma diluigdo 1:20 do produto de cDNA (~5 ng) de cada isolado em
suas respectivas condicbes de tratamento. A mistura de reacao foi submetida ao
seguinte programa de amplificacdo: 50°C por 2 minutos; 95°C por 5 minutos; 40
repeticbes de um ciclo de 94°C (desnaturagao) por 30 segundos, 58°C (anelamento)
por 01 minuto e 72°C (extenséo) por 20 segundos, e uma extensdo adicional final de
72°C por 2 minutos. A especificidade da amplificacdo foi avaliada para cada amostra

assegurando que apenas o produto de interesse tenha sido amplificado em cada
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reacao, através da curva de fusao, variando-se a temperatura de 50 °C a 98 °C em
0,5 °C/2 segundos. As reagoes foram realizadas em triplicata mecanica e em todos
os experimentos foram utilizados controles sem material genético (branco), os quais
foram submetidos aos mesmos procedimentos para excluir ou detectar qualquer tipo
de contaminacgao ou irregularidade. Para a andlise foram utilizados dados obtidos a
partir de 2 organismos controles e 4 organismos submetidos ao tratamento e foram
realizadas 2 reacdes para verificar a reprodutibilidade dos dados.

Os dados foram previamente analisados através do MJ Opticon
Monitor™ Analysis Software (MJ Research) para determinagdo do CP (crossing
point) de cada reacdo e suas respectivas eficiéncias de amplificagdo. Foram
considerados apenas valores de CP com uma variacao de * 0,5 entre as triplicas de
reacdo. Os valores obtidos na situacao controle foram utilizados como referéncia
para comparagao, e os calculos foram normalizados a partir do gene de referéncia
ACT. Para determinagao da expressao relativa dos genes de estudo nas diferentes
condicdes avaliadas foi utilizado programa REST (Relative expression software tool)
(QIAGEN), desenvolvido por Pfafll et al. (2002), baseado em seu proprio modelo
matematico de quantificagéo relativa de dados obtidos por PCR em tempo real (Pfafll

2001). Os dados foram analisados selecionando-se o modo REST RG.

Tabela 8 -Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores (forward e reverse)
desenhados para amplificacdo dos genes de B-actina (ACT), pi-Glutationa
S transferase (piGST) e metalotioneina (MT) e o tamanho dos produtos

amplificados.
Gene Seguéncia do oligonucleotideo iniciador (5" — 37) Tamanho
ACT forward GCTACGAACTCCCCGAC
ACT reverse CCAGCAGATTCCATACCG 103 pb
piGST forward AAGCAACACCGAATCTACGA 134 pb
piGST reverse GCCTCCAACATCTATCTCT
MT forward ACCGAGAAGACAGCAAGAC
MT reverse GCACCCACTCTCCGCAG 107 pb
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4.2.4 Analise Estatistica

Foi utilizada analise de variancia paramétrica (ANOVA), seguido por
um teste de comparac¢des multiplas (Teste de Newman-Keuls), quando indicado,
para avaliagao da existéncia de diferengas significativas (P<0,05) entre as diferentes
condigbes experimentais (CTR X 50x X 32x X 18x X 10x), em cada tempo
experimental (5 e 15 dias).

Para as analises de expressdo génica, o programa REST foi
empregado para avaliar quais genes apresentaram expressao diferencial (indugao
ou repressao significativa em relacdo ao grupo controle). O programa utiliza o
modelo estatistico denominado Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test
(Pfaffl et al. 2002).

4.3 RESULTADOS

Bivalves da espécie C.fluminea foram expostos por periodos de 5 e
15 dias a quatro diluigdes do chorume de um aterro doméstico (50, 32, 18 e 10X). As
condigdes de temperatura (17,4 + 0,2 °C) e oxigénio dissolvido (7,0 + 0,1 mg mL™)
se mantiveram iguais nos diferentes experimentos, porém ocorreu variagdo na
condutividade e pH (Tabela 9). Nos experimentos realizados ocorreu mortalidade de
17% dos individuos nas diluigdes de 18X, 32X e 50X, em 5 dias e 8% nas diluicbes
de 18X e 50X e 100% na diluicao de 10X, em 15 dias.

Apesar de ndo ter sido um resultado sistematizado, foi possivel
perceber que, logo nos primeiros dias de exposi¢gao, os animais dos grupos 18X e
10X apresentaram o comportamento de fechamento das valvas com uma porg¢ao do

pé exposta e enrijecida.
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Tabela 9 - Condutividade e pH dos meios CTR e experimentais aos quais
C fluminea foram expostos.

Condigdes Condutividade (pS cm™) pH
CTR 728+38a 71+02a
50x 236,6+9.2b 7TE+02a
32x 2794+99b 7TB+02a
18x 3832+256¢ 79+02b

10x 6650 +£29.7d B0x01b

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre as condigées (P < 0,05).

Alguns biomarcadores foram analisados para verificar possiveis
diferencas entre os animais expostos ao chorume e aqueles expostos apenas a
agua limpa (CTR). Foram avaliados trés parametros relacionados as diferentes fases
da biotransformacdo de xenobitticos, a EROD (Fase 1), GST (Fase Il) e o MXR
(Fase lll). Ocorreu inibicdo de EROD nas branquias dos bivalves expostos ao
chorume, mas na glandula digestiva foi observado aumento da atividade desta
enzima apos 15 dias de exposigdo a menor diluicdo (10X) (Fig.15). O aumento da
GST aconteceu nas branquias dos animais expostos por 5 dias a diluicao de 10X e
na glandula digestiva ndo houve alteragdo na atividade desta enzima (Fig.16). O
MXR foi evidenciado pelo ensaio de acumulo do fluorescente Rodamina, cujo maior
acumulo em branquias e glandula digestiva dos animais expostos ao chorume

diluido 18X por 5 dias indica a redug&o deste mecanismo (Fig.17).
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Figura 15 - Atividade da 7-Etoxiresorufina O-deetilase (pmol Resorufina min™
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Figura 16 -
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mg de proteina™) em branquias (A) e glandula digestiva (B) de C.
fluminea expostos por periodos de 5 e 15 dias ao controle (CTR) e
quatro diluicbes de chorume de aterro doméstico: 50, 32, 18 e 10
vezes. As barras representam a média e as linhas verticais o EP.
Letras minusculas (5 dias) ou maiusculas (15 dias) diferentes indicam
diferenca significativa (P < 0,05).
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Atividade da Glutationa S transferase (nmol CDNB conjugado min’
' mg de proteina™®) em branquias (A) e glandula digestiva (B) de C.
fluminea expostos por periodos de 5 e 15 dias ao controle (CTR) e
quatro diluicbes de chorume de aterro doméstico: 50, 32, 18 e 10
vezes. As barras representam a média e as linhas verticais o EP.
Letras minusculas (5 dias) ou maiusculas (15 dias) diferentes indicam
diferenca significativa (P < 0,05).
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Figura 17 - Mecanismo de resisténcia a multioxenobiéticos (uM Rodamina mg
tecido umido'') em branquias (A) e glandula digestiva (B) de C.
fluminea expostos por periodos de 5 e 15 dias ao controle (CTR) e
quatro diluicbes de chorume de aterro doméstico: 50, 32, 18 e 10
vezes. As barras representam a média e as linhas verticais o EP.
Letras minusculas (5 dias) ou maiusculas (15 dias) diferentes indicam
diferenca significativa (P <0,05).
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Foi realizada analise de lipoperoxidacéo, por meio do ensaio TBARS
e danos no DNA de hemdcitos, por meio do ensaio do cometa. Observou-se
aumento de lipoperoxidagdo em algumas condigdes experimentais (Fig.18) e em 15
dias observou-se uma tendéncia de aumento (P = 0,07) de danos no DNA nas
diluicdes de 50X e 32X (Fig.19). O experimento para realizagdo do ensaio do cometa
nao foi feito simultaneamente aos outros pardmetros e também houve mortalidade
de 100% dos animais expostos a diluigdo de 18X, por isso nao foi possivel a

obtencao destes dados.
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Figura 18 - TBARS (nmol TBARS mg de proteina™) em branquias (A) e glandula
digestiva (B) de C. fluminea expostos por periodos de 5 e 15 dias
ao controle (CTR) e quatro diluicbes de chorume de aterro
doméstico: 50, 32, 18 e 10 vezes. As barras representam a média e
as linhas verticais o EP. Letras minusculas (5 dias) ou maiusculas (15
dias) diferentes indicam diferencga significativa (P < 0,05)
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B 5 - o 50x

A B32x
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B 10x
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Figura 19 - Danos no DNA de hemacitos (Escore de danos) de C. fluminea
expostos por periodos de 5 e 15 dias ao controle (CTR) e quatro
diluicbes de chorume de aterro doméstico: 50, 32, 18 e 10 vezes.
As barras representam a média e as linhas verticais o EP. Letras
minusculas (5 dias) ou maiusculas (15 dias) diferentes indicam
diferenga significativa (P < 0,05).
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Foi evidenciado o aumento do conteludo de metalotioneinas em
branquias de C. fluminea expostos por 15 dias as diluigdes de 50X e 32X (Fig.20).

Assim como na analise bioquimica, nao foi observada diferenga na expressao de MT
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no tempo de 5 dias na diluicdo de 50X. A expressao de GST também nao sofreu

alteracao neste periodo (Fig.21). As sequéncias de oligonucleotideos iniciadores

(primers) dos genes utilizados neste estudo foram desenhadas e na Fig.22 as curvas

de fusao dos produtos da amplificagdo mostram a ocorréncia de um unico pico para

cada gene que indica amplificacdo especifica e auséncia de dimeros de

oligonucleotideos.

Figura 20 - Contetdo de metalotioneinas (nmol GSH mg de proteina™) em

Figura 21 -

Expressao relativa
= (Razao)

branquias de C. fluminea expostos por periodos de 5 e 15 dias ao
controle (CTR) e quatro diluicbes de chorume de aterro doméstico:
50, 32, 18 e 10 vezes. As barras representam a média e as linhas
verticais o EP. Letras minusculas (5 dias) ou maiusculas (15 dias)
diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05).
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Expressao relativa (Razédo) dos genes da glutationa S transferase
(GST) e metalotioneina (MT) em branquias de C. fluminea expostos
por periodo de 5 dias ao controle e a diluicdo de 50X. A e B séo
referentes a duas reacdes (réplicas) realizadas com o mesmo
material. Os resultados estdo representados pela mediana e suas
amplitudes (quartis).

GST MT GST MT
Gene Gene
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Figura 22 - Curvas de fusdo dos produtos de amplificacdo referentes aos genes
MT e GST e ao gene de referéncia da (3-Actina de C. fluminea
empregados neste estudo. A ocorréncia de um unico pico de fusao
para cada gene indica amplificagdo especifica e auséncia de dimeros
de oligonucleotideos.
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4.4 DiscussAo

Os biomarcadores sado ferramentas importantes que permitem um
diagnostico precoce da qualidade do meio em que um animal € exposto e auxiliam
nas tomadas de decisdo quanto a qualidade e concentragdo de poluentes em
efluentes liquidos produzidos por acdo humana. Os biomarcadores avaliados em
bivalves expostos a diluicdes de chorume bruto de um aterro doméstico indicaram a
presenca de contaminantes em concentragdes que sao capazes de estimular
respostas e produzir efeitos nestes animais.

O chorume produzido em um aterro doméstico consiste em uma
mistura de contaminantes e pode conter matéria organica dissolvida,
macrocomponentes organicos (calcio, magnésio, potassio, amodnia e ferro), elemento
traco (cadmio, cromo, cobre, chumbo, niquel e zinco) compostos orgéanicos
xenobiodticos (hidrocarbonetos aromaticos, fendis, compostos alifaticos clorados) e
outros componentes em baixas concentracbes como boro, arsénio, bario, selénio,
mercurio e cobalto (Christensen et al. 2001). O chorume bruto utilizado no presente
trabalho apresentava, segundo analise cedida pelo Laboratorio de Hidraulica e
Saneamento do Departamento de Construgdo Civil da UEL, altos valores de
condutividade  elétrica (8865 uS.cm"), DBO (593 mg O.L") e
DQO (3025 mg O.L"), aménia (957 mg.L"), nitrogénio Kijeldahl total
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(NKT 1052 mg.L™"), cloretos (1751 mg.L™") e fosforo total (2 mg.L™), além dos metais
aluminio total (0,435 mg.L™"), cobre total (0,081 mg.L™"), cromo total (0,06 mg.L™),
ferro total (8,74 mg.L™"), manganés total (1,68 mg.L™"), niquel total (0,017 mg.L™") e
prata total (0,401 mg.L"), que estdo todos, com excecdo do Ni, acima do limite
estabelecido pela Resolugao CONAMA 357/05.

A toxicidade do chorume para C. fluminea foi evidenciada pela
analise de biomarcadores e os resultados mostraram que esta mistura complexa foi
capaz de provocar peroxidacdo em lipidios de membrana e inibicdo de processos de
biotransformacédo de fase | e lll, EROD e MXR, respectivamente. Apenas nas
menores diluicdes (10 e 18X) foi observada ativagdo das enzimas de
biotransformacgao de fase | e Il e, na maior diluigdo (50X), o aumento do conteudo de
metalotioneinas.

A biotransformacgédo € uma resposta importante que os organismos
apresentam quando sado expostos a compostos lipofilicos, pois este processo os
transforma em compostos que serdo mais facilmente excretados pelo organismo
(Van der Oost et al. 2003). Compostos como HPAs (Gowland et al. 2002) e PCBs
(Binelli et al. 2006; Faria et al.2009) podem aumentar a atividade da EROD ou GST
em bivalves. O chorume ao qual individuos de C. fluminea foram expostos estimulou
o0 aumento da GST em branquias apos 5 dias de exposi¢cdo e aumento da EROD em
glandula digestiva apés 15 dias, porém isso ocorreu apenas na menores diluigdes
(10X e 18X, respectivamente). Estes resultados indicam a presenga de compostos
no chorume que sao biotransformados nas Fases | e Il, no entanto, diluicao igual ou
maior que 32X nao promoveram ativagcao destes processos ou demandariam um
tempo maior que 15 dias para que isso ocorresse. A expressdao do gene pi-GST
também ndo aumentou no tempo de 5 dias na diluicdo de 50X, assim como a
atividade de todas as isoformas da enzima, o que reforga o fato de que os
compostos presentes no chorume na maior diluigdo ndo estavam em concentragdes
capazes de ativar diferentes vias do processo de biotransformacao.

Ao contrario da resposta apresentada na glandula digestiva, nas
branquias de C. fluminea foi observada diminuicdo da atividade da EROD em todas
as diluicbes de chorume. Diversos compostos podem inibir a inducdo da EROD em
organismos aquaticos (Beijer et al. 2010; Kirby et al. 2007; Navas e Segner 2000;
Oliveira et al. 2004; Viarengo et al. 1997b) assim como condi¢ées como o estresse

oxidativo (Barouki e Morel 2001) ou o excesso de substratos da enzima também
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podem ser responsaveis por essa inibicdo. Apesar de existirem evidéncias da
existéncia de CYP1A-like em bivalves (Wootton et al. 1995), Viarengo et al. (2007)
afirma que parametros relacionados a fase | de biotransformagdo ndo devem ser
considerados em monitoramentos focados em bivalves e que o MXR seria um dos
parametros mais apropriados como biomarcador de exposicdo a compostos
organicos nestes animais.

O MXR é considerado a primeira linha de defesa de organismos
aquaticos contra xenobidticos, pois contribui com a reducdo do acumulo destes nas
células. Este mecanismo depende da atividade de glicoproteinas-P (Pg-p), que séo
dependentes de ATP, e transportam para fora da célula uma variedade de
substratos, de estrutura e fungdes diversas. Os compostos que interagem com este
mecanismo sao, geralmente, moderadamente hidrofébicos, planares ou produtos
naturais (Bard 2000). No presente estudo, foi observada redugdo do MXR nos
bivalves expostos ao chorume diluido 18X, que pode ter ocorrido pela presenga no
chorume de compostos denominados chemosensitizers, que sdo capazes de inibir a
acao do MXR seja por competicdo ou inibicdo ndo competitiva através do bloqueio
da ATPase ou, indiretamente, pelo bloqueio do regulador proteina quinase C (Smital
e Kurelec 1998). Dentre estes estdo pesticidas, produtos de higiene pessoal,
produtos da degradac&o microbiana (Smital et al. 2004), Pb (Rocha e Souza 2012) e
algumas fragrancias (Luckenback et al. 2004; Smital et al. 2004). A inibicdo deste
mecanismo também pode estar relacionada com a alta concentracdo de carbono
organico dissolvido (COD) presente no chorume, como mostram Kurelec et al.
(1998) em extratos de residuos solidos de um aterro municipal, principalmente de
residuos domeésticos. Na diluicdo de 10X n&o foi observada redugdo do MXR, assim
como em 18X, o que leva a hipétese de que nesta diluicdo possa ter ocorrido sintese
de novos transportadores para compensar a inibigdo provocada pelos compostos
presentes no chorume.

O aumento do conteudo de metalotioneinas em branquias de C.
fluminea apds 15 dias de exposicdo ao chorume ocorreu nas diluicbes de 50 e 32X,
e nao na diluicdo de 18X. Estas proteinas de baixo peso molecular séo ricas em
cisteinas e por isso sdo consideradas ligantes de metais (Amiard et al. 2006), tem
funcdo de captacao e liberacdo de metais, troca de metais, transferéncia de metais
de proteinas para outras biomoléculas e também de atividade redox (Capdevila et al.

2012). Os metais Cu, Fe e Ag, que foram detectados no chorume bruto testado, tém
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afinidade por grupamentos tiol das MTs (Capdevila et al. 2012). O gene da MT néo
apresentou aumento de expressdao na condicao testada, assim como nao foi
verificado aumento do conteudo de MT por meio do ensaio bioquimico, em 5 dias de
exposicao na diluigdo de 50X. Bigot et al. (2010) observaram que C. fluminea
expostos a Cu (50 ug L™), Cd (2, 10 e 50 ug L") e a mistura destes metais
apresentaram aumento na expressao de MT em apenas 12 h de exposi¢cdo, o que
mostra que o chorume no qual os bivalves foram expostos no presente estudo
apresentava possivelmente concentragdes baixas de metais que ndo foram
suficientes para estimular o aumento da expressdo de MT mesmo apdés um tempo
de 5 dias. Outra hipétese que pode ser levantada é de que o aumento da expressao
do gene da MT, assim como o aumento do conteudo desta proteina pode ter
ocorrido em um periodo anterior a 5 dias.

N&o foi observado aumento de TBARS concomitantemente com o
aumento de MT, o que leva a duas hipdteses. A primeira delas seria que o aumento
de metalotioneinas em C. fluminea expostos ao chorume estaria sendo estimulado
diretamente pela presenga de metais e a segunda que o aumento de MT em 15 dias
foi um fator que pode ter auxiliado na protecédo contra o estresse oxidativo, ja que o
aumento de lipoperoxidacao ocorreria em decorréncia deste.

A presenga, por exemplo, dos metais Cu (Liao et al 2007) e Al
(Kadar et al. 2001) na agua causa o fechamento das valvas de bivalves dulcicolas.
Em 60% de C. fluminea expostos a 0,03 ug L™ de Cu ocorreu o fechamento das
valvas apds 9h de exposigao (Liao et al 2007). O comportamento de fechamento das
valvas também foi observado no presente trabalho nos animais expostos ao
chorume, em especial nas menores diluicbes. Este fato leva a hipotese de que o
chorume mais concentrado (18X e 10X) provoca este comportamento e pode estar
sendo utilizado pelos bivalves como forma de protecdo. Este comportamento pode
ser um dos fatores que justifique os valores inalterados de MT e TBARS e a redugéo
do MXR na diluigdo de 18X em 15 dias, ao contrario do que foi observado nas
diluicdes de 32X e 50X.
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4.5 CONCLUSAO

As concentragdes do chorume testadas no presente trabalho foram
téxicas para C. fluminea e mesmo a maior diluicdo (50X) apresentou efeitos para
estes organismos, resultado que mostra que esta ndo é segura. Os efeitos mais
importantes foram a ocorréncia de lipoperoxidacao, que indica o estabelecimento de
estresse oxidativo e a reducdo da atividade da EROD nas branquias e reduc¢ado do
MXR, parametros de Fase | e Il de biotransformacgao, cujo comprometimento torna
0s animais mais susceptiveis a acao toxica e acumulo celular de xenobidticos. Como
respostas dos bivalves frente a exposi¢cao desta mistura observou-se aumento da
atividade da EROD na glandula digestiva, aumento da atividade da GST e conteudo
de MT nas branquias, indicando a presenga de concentracbes de xenobidticos
organicos e metais que estimulam o aumento destes parametros. Estes
biomarcadores deveriam ser considerados para a definicdo das diluigdes e

tratamentos que o chorume bruto deveria sofrer antes de ser langado no ambiente.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Experimentos in situ e em laboratério foram utilizados para avaliar a
toxicidade do chorume de aterro doméstico em uma espécie de bivalve. Os dados
obtidos mostraram que em ambos os tipos de teste foi possivel observar efeitos
téxicos desta mistura nos animais. Resultados que se repetiram nos dois testes
foram: a redugdo da EROD em branquias e indugdo na glandula digestiva, o
aumento de GST, reducdo do MXR e ocorréncia de lipoperoxidagao e aumento do
conteudo de metalotioneinas. Estes dados indicam que o chorume que espécimes
de C. fluminea foram expostos contém compostos que provocam esses efeitos e
respostas. A diminuicdo da EROD branquial e do MXR demonstra a presenca de
compostos potencialmente inibidores das enzimas e glicoproteinas envolvidas
nestas fases da biotransformacgao, por outro lado, o aumento observado de EROD
na glandula digestiva e de GST mostra que os animais tiveram o processo de
biotransformacado estimulado. A ocorréncia de lipoperoxidacdo nos tecidos de
bivalves evidencia o estabelecimento de estresse oxidativo, que se da pelo aumento
da geracao de ERO e por uma capacidade antioxidante total insuficiente. Por ultimo,
0 aumento da metalotioneina observada possivelmente esta relacionada a presenca
de metais, principalmente o cromo cuja acumulagdo aumentou. O ensaio do cometa,
apesar de n&o apresentar diferenga significativa nos testes realizados em
laboratério, foi um biomarcador cujo aumento observado apareceram de forma
bastante expressiva apos 15 dias de exposigao.

Nao foi observada nenhuma resposta concentragdo-dependente, o
que indica que a depuragdo natural do cérrego dos Periquitos ou as diluigdes
testadas em laboratério ainda contém quantidades de contaminantes suficientes
para promover alteragdes nos bivalves. O metal Cr foi observado, tanto no
sedimento quanto nos tecidos dos bivalves, aumentado igualmente nos trés pontos
do corrego dos Periquitos em relacdo aos pontos Coleta e Caf. O acumulo
tecidualdeste metal pode ser considerado um bom biomarcador de exposi¢ao nestas
condicdes e possivelmente esta entre os compostos que causaram toxicidade para
C. fluminea. Apesar disso, a concentracao deste metal no sedimento apresentou-se
baixa em relacdo a Resolugdo CONAMA 344/04, o que estimula um questionamento

sobre a necessidade de verificagdo da mesma.
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