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RESUMO

Com o aumento nos niveis de contaminag¢do ambiental em nivel
global, organismos aquéticos estdo sujeitos a acdo toxica de diversos
xenobidticos, necessitando de eficientes sistemas de defesas para
garantir sua sobrevivéncia. Neste trabalho, os bivalves Crassostrea
gigas (ostra do Pacifico) e Perna perna (mexilhdo marrom) foram
utilizados como organismos modelo para o estudo dos sistemas de
defesas antioxidantes e de biotransfomacdo. Em um primeiro trabalho,
as vias de biotransformacdo de fase II e do 4cido mercaptiirico foram
estudadas em ostras C. gigas expostas ao agente eletrofilico 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB). Os dados apontam que a branquia possui um
robusto sistema de biotransformagdo, atuando como importante ponto de
entrada para o CDNB e conjugando-o rapidamente com glutationa. A
hemolinfa atuou como um transportador de metabdlitos pelo organismo,
permitindo que outros tecidos auxiliassem no processo de
biotransformacdo e excrecdo, enquanto que a glandula digestiva atuou
como um tecido auxiliar na metaboliza¢do. O derivado final da via do
acido mercaptirico foi detectado como principal metabdlito na dgua do
mar, comprovando sua excre¢do. Um segundo trabalho investigou o
papel das enzimas antioxidantes glutationa redutase e tiorredoxina
redutase em C. gigas e P. perna expostos a agentes oxidantes
(hidroperéxido de cumeno e menadiona). Através de uma exposicdo
aguda destes organismos a ZnCl, ou CDNB, foi possivel diminuir
significativamente a atividade dessas enzimas, e consequentemente,
afetando os sistemas de degradacdo de perdxidos dependentes das
enzimas glutationa peroxidase e peroxirredoxina. Foi observada uma
menor capacidade de degradacdo de perdxidos in vivo e maior
mortalidade induzida por exposicio ao perdxido de cumeno ou a
menadiona. Estes resultados reforcam a ideia de uma maior
susceptibilidade de organismos com um sistema antioxidante menos
eficiente. O tltimo estudo investigou a toxicidade de um contaminante
emergente, nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONP), sobre ostras C.
gigas. Neste trabalho foi observado que as ZnONP se agregam quando
em dgua do mar, passando da escala nanométrica para micrométrica.
Além disso, foi detectada uma alta taxa de liberagc@o de zinco idnico na
dgua do mar. A exposicdo de ostras a ZnONP por até 48 h causou
acimulo de zinco inicialmente na branquia (24 e 48 h), seguido da
glandula digestiva (48 h). Andlises de microscopia eletronica sugerem a
presenca de vesiculas endociticas contendo ZnONP em ambos os
tecidos. Andlises de marcadores antioxidantes e de estresse oxidativo



apontam para um moderado efeito oxidativo das ZnONP no citosol,
principalmente na branquia apds 48 h, causando peroxidagdo lipidica,
oxidacdo de proteinas e inibi¢do da glutationa redutase. Porém, tanto as
andlises ultraestruturais quanto as bioquimicas apontam para fortes
distirbios mitocondriais, com alteracdes estruturais e oxidacdo de
proteinas na branquia e glandula digestiva. De modo geral, os estudos
apontam que em bivalves: (i) ataques eletrofilicos podem ocorrer de
maneira indiscriminada pelo organismo na auséncia de um sistema de
biotransformacgdo integro na branquia, (ii) danos oxidativos podem ser
acumulados na auséncia de um eficiente sistema antioxidante, afetando a
sobrevivéncia do organismo e (iii) a mitocondria de bivalves é
susceptivel a eventos oxidativos induzidos por ZnONP.

Palavras chaves: glutationa, peroxidases, tiorredoxina reductase,
glutationa S-transferase, nanoparticulas de 6xido de zinco, bivalves, via
do dcido mercaptirico.



ABSTRACT

With the increasing level of global environmental contamination,
aquatic species are subjected to the effects of different xenobiotics,
relying on efficient cellular defenses systems to provide their survival.
In this study, bivalves Crassostrea gigas (Pacific oyster) and Perna
perna (brown mussel) were used as model organisms to study the
antioxidant and biotransformation systems. In a first study, the phase II
biotransformation and mercapturic acid pathways were investigated in
oysters C. gigas exposed to the electrophilic agent 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB). Data suggest that gill hold a robust
biotransformation system, acting as an important site for CDNB uptake
and quickly conjugating it with glutathione. The hemolymph allowed
the transport of metabolites across the organism, allowing other tissues
to aid on biotransformation and excretion processes. The digestive gland
participated as a metabolizing ancillary tissue. The final product,
mercapturic acid, was found as main metabolite in water, confirming its
excretion by the organism. A second study investigated the role of the
antioxidant enzymes glutathione reductase and thioredoxin reductase in
C. gigas and P. perna exposed to oxidative agents (cumene
hydroperoxide and menadione). Using an acute exposure to ZnCl, or
CDNB, enzymatic activity was considerably decreased, thus affecting
the peroxide detoxification system of glutathione peroxidase and
peroxiredoxin. These inhibitions jeopardized in vivo peroxide
detoxification ability, inducing higher mortality on a further exposure to
cumene hydroperoxide or menadione. These data reinforce the idea of a
higher susceptibility in organisms with a less effective antioxidant
system. The last study partially characterized the toxicity of an emerging
contaminant, zinc oxide nanoparticles (ZnONP), to C. gigas. It was
observed that ZnONP aggregate in seawater, changing from a
nanometric to micrometric scale. Besides, it was detected a strong
release of ionic zinc to seawater. Oysters exposure to ZnONP for up to
48 h caused zinc accumulation initially in gill (24 and 48 h), followed
by digestive gland (48 h). Electron microscopy analysis suggests the
presence of endocytic vesicles containing ZnONP in both tissues.
Analysis of antioxidant and oxidative stress markers points to a
moderate oxidant effect of ZnONP in the cytosol, especially in gills
after 48 h, causing lipid peroxidation, protein oxidation and glutathione
reductase inhibition. Nevertheless, both ultrastructural and biochemical
analyses highlight a mitochondrial disturbance pattern, with structural
alterations and protein oxidation in gill and digestive gland. In general,



these studies allowed the conclusion that in bivalves, (i) electrophilic
attacks can occur indiscriminately in the absence of a robust phase II
biotransformation pathway in the gill, (ii) that oxidative damage can be
accumulated in the absence of an effective antioxidant system, affecting
animal survival, and (iii) bivalve mitochondria can be very susceptible
to ZnONP.

Key words: glutathione, peroxidases, thioredoxin reductase;
glutathione ~ S-transferase, zinc oxide nanoparticles, bivalves,
mercapturic acid pathway.
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1. INTRODUCAO

1.1. DEFESAS ANTIOXIDANTES

Em organismos aerdbios, o metabolismo celular depende de
processos altamente energéticos, sendo o oxigénio a molécula
indispensdvel para a producdo de energia em grandes quantidades.
Através da cadeia transportadora de elétrons na mitocondria, o oxigénio
¢ reduzido a dgua enquanto adenosina trifosfato (ATP) é gerada como o
principal combustivel celular. Este processo aumenta em diversas vezes
a quantidade de energia produzida quando comparado com organismos
sob metabolismo anaerdbio, os quais ndao utilizam o oxigénio no
processo de producdo de ATP. Essa diferenca é fundamental para
compreender a toxicidade do oxigé€nio, uma vez que organismos sob
metabolismo anaerébio podem viver na presenca do oxigénio sem
contar com os efeitos téxicos de sua utilizacdo. J4 no caso de
organismos aerdbios, durante seu metabolismo a taxa de consumo de
oxigénio pode ser elevada, principalmente em mamiferos, chegando a
valores como 400g/dia no caso de humanos, aumentando a
probabilidade de producdo de derivados téxicos do oxigénio durante
este processo. Dessa forma, ao mesmo tempo em que o oxigénio é
fundamental para a célula em organismos aerdbios, seu metabolismo
pode ser um risco para a estrutura, funcionamento e homeostase celular
(INOUE et al., 2003; MCCORD, 2000).

Estas substancias derivadas do metabolismo do oxigénio, como o
oxigé€nio singlet, radical hidroxila (OH7), anion superdxido (O;"),
peréxido de hidrogénio (H»O,) e 4cido hipocloroso sdo chamadas de
espécies reativas de oxigénio (ERO). Elas também sdo produzidas por
reacdes de oxidagdo catalisadas, por exemplo, pela presenca de metais
de transi¢do ou mesmo enzimaticamente. Na célula, a mitocOndria é
considerada uma das principais fontes de produgdo de ERO, porém
outros processos fisioldgicos (e.g. biotransformacdo de compostos)
também podem gerar essas moléculas reativas. ERO podem mediar
danos reversiveis e irreversiveis a aminodcidos, carboidratos, lipidios e
4cidos nucleicos, o que pode ter sido uma das principais fontes de
pressdo evolutiva para o aparecimento de defesas antioxidantes capazes
de prevenir, eliminar ou reparar os danos causados pelas ERO (SIES,
1997; TURRENS, 2003). Enquanto niveis elevados de ERO podem
causar distirbios celulares, moderados niveis dessas espécies também
atuam em processos de sinalizacdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular
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(TRACHOOTHAM et al., 2008), tornando os processos de regulacdo
redox importantes mecanismos celulares (Fig. 1).

A protecdo contra ERO ¢ realizada pelas defesas antioxidantes.
Uma alteracdo entre a producdo de ERO e a sua neutralizacdo pode
causar distirbios na manutencdo do estado redox celular,
comprometendo o funcionamento de enzimas, organelas e via
metabolicas, afetando a sobrevivéncia celular (Fig. 1). Desta forma,
caracterizamos de estresse oxidativo um desbalango entre os niveis de
agentes oxidantes e antioxidantes, em favor dos primeiros, podendo
comprometer a homeostase celular (SIES, 1997).

Danos oxidativos
(irreversiveis)

Ativagdo de vias de
sinalizagao de apoptose

— Niveis elevados —

Distirbios celulares e
fisiologicos

—] Necrose

Danos oxidativos
(reversiveis)

Niveis baixos-
moderados

Ativacdo de vias de
sinalizacdo de sobrevivécia

Controle do funcionamento
celular

- Niveis basais

Figura 1: Diagrama demonstrando efeitos das espécies reativas de oxigénio
(ERO) sobre o funcionamento celular. As ERO participam normalmente de
diversos processos fisiologicos. Porém, quando produzidas de maneira
descontrolada podem causar danos oxidativos e regulacdo de vias de sinalizacio
relacionadas com sobrevivéncia. J4 uma producdo continua de altos niveis de
ERO pode acarretar em efeitos adversos como disttirbios fisiol6gicos e necrose.

E importante ressaltar que uma nova teoria do estresse oxidativo
estd sendo discutida recentemente, chamada de “hipé6tese redox”. Ela
discute a possibilidade de que ndo seja necessdrio um acimulo
demasiado de danos oxidativos e de ERO para alterar o funcionamento
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celular, mas sim através do distdrbio de centros especificos de controle
redox celular (proteinas muito sensiveis a ERO que atuariam como
primeiro alvo de oxidagdes). Nestes eventos, estas proteinas podem ser
moduladas, ativando ou desativando processos celulares e fisioldgicos, e
consequentemente, afetando o funcionamento da célula (JONES, 2008).
Porém, ambas as teorias do estresse oxidativo (de Sies e de Jones)
apontam para o papel central das defesas antioxidantes no processo de
manutencdo do funcionamento celular durante situacdes fisioldgicas e
patologicas.

Apesar de possuirem acdes oxidantes deletérias, ERO também
podem atuar como importantes moléculas de sinalizacdo no controle do
funcionamento celular. Por exemplo, o H,O, estd sendo considerado
recentemente como um dos principais segundo mensageiros, junto com
ATP e Ca®*. Isso ocorre devido a sua alta taxa de difusdo celular e
tecidual, porém com baixa promiscuidade: ele oxida preferencialmente
residuos de cisteinas expostas com baixo pK, (os quais ndo sdo
amplamente distribuidos em proteinas), permitindo uma especificidade
necessdria para atuar em processos de sinalizacdo (SIES, 2014).
Podemos citar como exemplos da a¢do de ERO em processos de
sinalizacdo celular: o controle da ventilagdo respiratdria, apoptose,
diferenciacdo e desenvolvimento celular, aderéncia de leucdcitos a
células endoteliais e a ativagdo da resposta imunoldgica contra
patégenos (DROGE, 2002).

Existem duas categorias de antioxidantes celulares, os
enzimdticos e os ndo enzimiticos. Acido ascérbico, tocoferdis,
carotenos, flavonéides, dcido urico e glutationa (GSH) estdo entre os
antioxidantes ndo enziméticos de maior importancia para as células de
organismos aerdbios. O tripeptideo GSH, o qual contém um grupamento
tiol (-SH) reativo, merece um destaque especial. Sua capacidade
antioxidante e sua reatividade estdo relacionadas com o grupo -SH do
residuo de cisteina, além de ser encontrado em altas concentracdes
dentro da célula (até 10 mM). A GSH € cofator de diversas enzimas,
atuando na eliminacio de ERO e na conjugacdo de compostos
eletrofilicos. Durante algumas dessas reacdes enzimdticas, a GSH ¢
reversivelmente oxidada a dissulfeto de glutationa (GSSG). A
manutencdo de altos indices da relacgdo GSH/GSSG permite a
manutencdo do ambiente redutor intracelular e a sobrevivéncia da
célula, sendo a redugdo da GSSG essencial para sobrevivéncia celular
(HAYES; MCLELLAN, 1999; KEHRER; LUND, 1994). Essa
regulacdo do ambiente redutor € chamada de regulagdo redox, onde a
producdo de ERO e os niveis de defesas antioxidantes sdo
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cuidadosamente controlados, evitando a oxidag¢do generalizada de tidis e
de outras moléculas celulares.

Outra importante defesa antioxidante € o grupo -SH presente nas
cisteinas de proteinas. Em humanos, € estimada que a quantidade de
tidis totais (reativos e ndo reativos) presentes em proteinas seria na
ordem de 20.000 umol/kg enquanto que os niveis de glutationa (o tiol de
baixo peso molecular mais abundante na célula) ficam em torno de
1.000 a 10.000 pmol/kg, tornando os tidis proteicos (PSH) importantes
estruturas para os processos de defesa celular e regulagdo metabdlica
(JONES, 2008). Além de participarem diretamente na neutralizacdo de
ERO, os PSH também podem participar de processos de regulacdo
redox celular. Assim como a cisteina da GSH, as cisteinas
reativas/acessiveis das proteinas podem sofrer processos de oxido-
reducdo reversiveis ou irreversiveis (Fig. 2).

SH
SH
4=i’/"\§¢s
P At NN T
L A . SO T~o
,“—’,"’ /’/ /I \\ \”\ "‘-___
e s ’ N N ~
“TMN Y@ 7@ Y @ (B ®)* (M ~*
SH SH SH SH SH
| sSS
SOH »—SO,H SO,H SSG SNO

Figura 2: Estados de oxidacdo de tidis em proteinas. Tiéis (-SH) sdo
encontrados nas cisteinas da estrutura de diversas proteinas, muitas vezes em
seu sitio ativo. O metabolismo celular pode causar alteracdes no estudo desses
grupos, gerando diferentes derivados. (1) Acido sulfénico; (2) acido sulfinico;
(3) acido sulfonico; (4) conjugado proteina-glutationa (glutationilagdo); (5)
ponte dissulfeto intramolecular; (6) ponte dissulfeto intermolecular; (7) S-
nitrosotiol (S-nitrosila¢do). Modificado de Wang et al., 2012.

Estas cisteinas proteicas sdo muito sensiveis a alteracdes no
estado redox celular, ou seja, no balango entre os agentes oxidantes e
redutores celulares. Dentro dessas modifica¢des, podemos citar (Fig. 2):
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glutationilagdo, ponte dissulfeto entre a glutationa e a proteina;
formacdo de SOH, SO, ou SOs; pontes dissulfeto inter ou intramolecular
e S-nitrosilacio (WANG et al., 2012a). Dentre essas formas de
oxidacdo, as de menor toxicidade sdo a S-nitrosilagdo, formacdo de SOH
e pontes dissulfetos inter ou intramoleculares, uma vez que sio
reversiveis e capazes de utilizar tampdes redox intracelulares para sua
reducdo, como a tiorredoxina e GSH (BENHAR et al., 2009; MEYER et
al., 2009).

Como exemplo de processos de oxidagdo de -SH relacionados
com eventos de sinalizacdo celular, -SH presentes na proteina Keap1 (do
inglés Kelch-like ECH-associated protein 1) estdo na forma reduzida
durante o estado basal da célula. Porém alteragdes pré-oxidantes no
estado redox celular sdo rapidamente detectadas por essa molécula,
causando a oxidacdo desses -SH (Fig. 3). Nessa situacdo, o Keapl é
desligado do fator de transcricdo Nrf2 (do inglés Nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2), o qual aumenta sua estabilidade e ¢é
direcionado ao ntcleo. Esta translocacdo ativa a transcricdo de genes
relacionados a intimeras defesas antioxidantes e enzimas relacionadas a
fase II de metabolizacdo de compostos eletrofilicos. Dessa forma, a
ativacdo do fator de transcricdo Nrf2 aumenta a capacidade de defesa da
célula (BRIGELIUS-FLOHE; FLOHE, 2011; DINKOVA-KOSTOVA
et al., 2002).

E interessante observar que essas alteragdes no estado redox das
cisteinas em proteinas podem ser originadas, ndo exclusivamente,
durante a neutralizacdo direta de ERO. Estas oxida¢des podem modular
a atividade de vdrias proteinas, tanto através da inativacdo como da
ativacdo das enzimas. Desta forma, a oxidacdo e redugdo de cisteinas
pode contribuir para a regulacio de diferentes vias metabdlicas ou
processos de sinalizacdo celular (CHOUCHANI et al, 2011).
Consequentemente, as proteinas podem ser consideradas importantes
alvos bioldgicos de ERO tanto em situagdes fisiolégicas como
patoldgicas, participando ativamente do processo de regulacdo redox
celular. A oxidacdo de tidis de proteinas ndo ocorre de uma maneira
indiscriminada. Fatores como o pH, pKa, acessibilidade do grupamento
-SH, localizacdo celular, tipo de ERO e outros fatores influenciam na
reatividade de -SH de proteinas (BRANDES et al., 2011). Podemos
imaginar que existam alvos com diferentes niveis de sensibilidade a
oxidag@o, caracterizando a presenca de proteinas sensiveis e insensiveis
a alteracdes redox na célula, ou seja, proteinas com cisteinas que podem
sofrer oxidacdo em situagdes celulares especificas.
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Figura 3: Esquema representando a atuacio de tidis proteicos na ativacio
de vias de sinalizacdo. Em situagdes fisioldgicas, o fator de transcricdo Nrf2
(do inglés Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2) encontra-se associado a
proteina Keapl (do inglés Kelch-like ECH-associated protein I) no citosol,
tornando-se inativo. Em situa¢des de alterag@o do estado redox, com geracgdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) ou na presenca de agentes eletrofilicos,
ocorre a oxidacdo (S-S) ou ligagdo covalente tiol-agente eletrofilico (SR) das
cisteinas da Keapl, respectivamente. Essas alteracdes causam a dissociacdo do
Nrf2, o qual pode ser translocado ao nicleo e se ligar em regides génicas

promotoras especificas, causando a inducdo de genes relacionados a defesas
antioxidantes e de biotransformacao.

Agentes oxidantes também podem causar a formagdo de grupos
carbonilas (aldeidos e cetonas) nas cadeias laterais de proteinas.
Residuos de prolina, lisina, arginina e treonina sdo os aminodcidos mais
sensiveis a carbonilagdo, gerando diferentes compostos finais (Fig. 4).
Estas modificagdes também podem causar alteracdes estruturais nas
proteinas, ocasionando perda de atividade e de funcdo bioldgica
(DALLE-DONNE et al., 2003). Apesar de ter sido proposto como um
evento oxidativo irreversivel (DALLE-DONNE, 2005; NYSTROM,
2005) estudos apontaram a diminui¢cdo dos niveis de carbonilacdo de
proteinas sem ocorrer alteracdes na sua expressdo protéica (WONG et
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al., 2008), sugerindo eventos de reversdo de carbonilacdo a nivel
enzimadtico utilizando NADPH e proteinas contendo —SH (WONG et al.,
2012).

M 0o @Y Jeowr, @O Jeoun, @ ”‘CZO
R HN

'i‘ | HIII COR,
COR, COR, COR,
) o . . ' - Acido

2-pirrolidona Semialdeido glutamico ~ Semialdeido aminoadipico 2_amino-3-cetabutirico

Figura 4: Estrutura de derivados de aminoacidos gerados pela oxidacio
direta de cadeias laterais para a forma carbonilica. Carbonilas derivados de
residuos de: (1) prolina; (2) arginina e prolina; (3) lisina; (4) treonina. O restante
da cadeia carbonica das proteinas é representado por R; e R,. Modificado de
Dalle-Donne et al. (2003).

Eventos de peroxidagdo lipidica também sdo comuns em células
sob efeito de agentes oxidantes. O ataque a cadeias de 4cidos graxos
poliinsaturados pode ocorrer através uma reacdo em cadeia envolvendo
trés etapas distintas: iniciacdo, propagacdo e terminacdo. O comeco
desta reacdo geralmente ocorre através da abstracdo de dtomo
hidrogénio de um grupo metileno (-CH,-) através do ataque de uma
molécula reativa, como ERO, formando um radical centrado em
carbono. Este radical pode ser alvo de moléculas de oxigénio e formar
um radical peroxil (ROO"). Este radical possui a capacidade de abstrair
atomos de hidrogénio de outros grupos metilenos de cadeias adjacentes
(transformando-se em um perdxido lipidico), e consequentemente,
gerando novos ROO' e iniciando a etapa de propaga¢do da oxidagdo dos
acidos graxos. Quando o ROO' ataca uma cadeia adjacente, ele é
transformado em um perdxido lipidico, o qual é geralmente estdvel sob
temperatura fisiolégica e com baixa capacidade oxidativa, porém
também capaz de realizar a propagacdo de eventos de peroxidagdo
lipidica e geragdo de ERO na presenca de fons metdlicos de transicéo.
Virios fatores contribuem para o término deste processo ciclico de
lipoperoxidacgdo, tais como a neutralizagdo desses inimeros radicais por
antioxidantes, formacdo de produtos ndo radicalares, consumo dos
reagentes, dentre outros. (HALLIWELL et al., 2007).

A fim de evitar a ocorréncia desses eventos oxidativos de maneira
indiscriminada, diferentes enzimas participam da protecao celular contra
ERO (Fig. 5), os quais atuam de maneira especifica e coordenada a fim
de auxiliar na manutenc¢ao dos niveis de ERO.
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Figura 5: Esquema representando a atuacdo do sistema antioxidante na
degradacio de espécies reativas de oxigénio. O anion superdxido (O,7) é
inicialmente dismutado a H,0, pela enzima superéxido dismutase (SOD). Em
seguida, 3 sistemas atuam na degradacdo do H,0,: a catalase (Cat), gerando
oxigénio e dgua; a glutationa peroxidase (GPx) e peroxirredoxina contendo 1
cisteina (1Cys Prx), que em conjunto com a glutationa (GSH) geram 4gua e o
dissulfeto de glutationa (GSSG); e as peroxirredoxinas contendo 2 cisteinas
(2Cys Prx) que em conjunto com a tiorredoxina (Trx,4) geram dgua e a forma
oxidada da tiorredoxina (Trx,). Tanto a GSSG como a Trx,, sio
constantemente reduzidas a GSH e Trxry pelas enzimas glutationa redutase
(GR) e tiorredoxina redutase (TrxR), respectivamente.

A superdxido dismutase (SOD) é uma metaloenzima que age
sobre o radical O," dismutando-o a H,O, (Fig. 6), protegendo os alvos
do ataque do &nion superéxido. Em eucariotos sdo encontradas duas
principais isoformas, no citosol a forma SOD-CuZn (com cobre e zinco
em seu sitio ativo), e na mitocondria a forma SOD-Mn (com manganés
em seu sitio ativo). A SOD-CuZn ¢é capaz de aumentar a taxa de
dismutacdo do O,” em 3 ordens de grandeza, através de reacdes redox
do cobre presente em sua estrutura: apds a reducdo do Cu® a Cu* pelo
anion superdxido, ocorre a formacdo de oxigénio molecular. Em
seguida, a reacdo com outro O;", na presenca de prétons, causa a
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oxidacdo do Cu* a Cu** e formacdo de H,O,. No caso da SOD-Mn, a
reacdo ocorre da mesma forma que com o cobre da SOD-Cu/Zn, através
da redu¢io do Mn’* a Mn®* e a formacdo de oxigénio molecular,
seguido da oxidacao do Mn”* a Mn™* na presenca de prétons e outro Oy,
gerando H,O, (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Um recente
trabalho demonstrou que a SOD-Cu/Zn também pode atuar como um
fator de transcri¢do génica, sendo translocada ao nicleo em situacdes de
estresse oxidativo e ativando a transcri¢do de genes antioxidantes e de
reparo celular (TSANG et al., 2014). Esse dado reforca o papel central
das enzimas antioxidantes na defesa contra ERO, direta ou
indiretamente.

1)-Zn(1) Cu(lt)-zn(n)

H,0 (B)
>< 02;{ Mn (11) H,0,

Mn (I1)

or

Figura 6: Ciclo catalitico da superoxido dismutase citosolica (SOD-Cu/Zn)
e mitocondrial (SOD-Mn). (A) Contendo Cu e Zn no sitio catalitico, a SOD
realiza a transformacdo do anion superéxido (O,") a O, através da redugdo do
Cu™ (Cu (II)) a Cu* (Cu(I)) em seu sitio ativo. Em seguida, outra molécula de
0O," causa a oxidacdo do Cu(I) a Cu(Il), gerando 1 molécula de H,0O, ao fim do
processo. O zinco nio atua no ciclo catalitico, apenas auxilia na estabilizac¢do da
enzima. (B) O mecanismo da SOD (Mn) é semelhante, exceto pela utilizagio de
Mn nas reac¢des de oxidoredugdo, transitando entre os estados Mn** (Mn(I1I)) e
Mn** (Mn(ID)). Modificado de Halliwell e Gutteridge (2007).

A decomposi¢do do H,O, € realizada por pelo menos 3 diferentes
sistemas enzimdaticos. Um deles € o da catalase (Cat), uma hemoproteina
responsdvel pela dismutacdo do H,O, para oxigénio molecular (Fig. 7).
A Cat € encontrada principalmente nos peroxissomas, mas também pode
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ser encontrada no citosol ou no ambiente extracelular como o plasma
sanguineo (ZAMOCKY; KOLLER, 1999).

H,O, H,O o+
Tyr-O H;0+0, H,0, O-Tyr

Figura 7: Ciclo catalitico da catalase (Cat). Contendo um grupo heme ligado
a proteina por um residuo de tirosina (Tyr), a Cat realiza a dismutac@o de duas
moléculas de H,O, a uma molécula de O, e duas de H,O. Inicialmente, uma
molécula de H,0, é reduzida a 4gua oxidando o Fe** do grupo heme a Fe** (com
uma oxidagdo adicional de um elétron no grupo heme (“Fe*")). Em seguida,
outra molécula de H,O, é oxidada a H,O e O,, retornando grupo heme ao estado
inicial Fe**. Modificado de Halliwell e Gutteridge (2007).

O H,0, também pode ser decomposto pela glutationa peroxidase
(GPx). Esta selenoproteina é capaz de reduzir peréxidos organicos e de
hidrogénio e é encontrada no citosol, mitocdndria, plasma sanguineo e
nos fluidos extracelulares, além de existir uma GPx que degrada
peréxidos lipidicos localizada na membrana celular. O selénio se
encontra presente na forma de selenocisteina no sitio ativo (Fig. 8),
enquanto que a GSH fornece os equivalentes redutores para a remog¢ao
de perdxido (FLOHE; GUNZLER; SCHOCK, 1973; GAMBLE;
WISEMAN; GOLDFARB, 1997; MICHIELS et al., 1994).

A peroxirredoxina (Prx) € outra familia de proteinas capaz de
decompor perdxidos que contém uma cisteina peroxidatica em seu sitio
ativo, a qual é responsavel pela reducdo do peréxido (Fig. 9). Pode ser
encontrada no citosol, nidcleo, membranas, mitocondria, complexo de
Golgi, peroxisomo e fluidos extracelulares. As Prxs formam uma familia
de enzimas capazes de detoxificar peréxidos de hidrogénio, peroxidos
orgénicos de longa cadeia, de fosfolipidios e de dcidos graxos, além de
peroxinitrito, dependendo de sua isoforma ou da espécie em questdo
(POOLE; HALL; NELSON, 2011). Exceto para a isoforma Prx6, essas
enzimas contém duas cisteinas no sitio ativo. Uma delas é um tiol
peroxidético, que se oxida a 4cido sulfénico (SOH) durante o ciclo
catalitico. A outra é uma cisteina de resolucdo, que ataca o SOH gerando
uma ponte dissulfeto (S-S) intermolecular (2Cys-Prx tipica ou isoformas
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Prx1 — Prx4) ou intramolecular (2Cys-Prx atipica ou isoforma Prx5). A
ponte dissulfeto formada no ciclo catalitico € reduzida pela tiorredoxina.
No caso da peroxirredoxina contendo uma cisteina (1Cys-Prx ou
isoforma Prx6), o SOH formado na reducdo do peréxido ndo é atacado
pela cisteina da enzima, mas sim pela GSH (RHEE; CHAE; KIM,
2005). A redugdo do SOH (1Cys-Prx) ou da S-S (2-Cys-Prx tipicas e
atipicas) permitem a regeneragdo das formas ativas da Prx.

ROOH ROH

Cysée H CysSeOH
GSH
GSSG

GSH CysSeSg H;O

Figura 8: Ciclo catalitico da glutationa peroxidase (GPx). A GPx possui uma
selenocisteina no seu sitio ativo, que quando reduzida encontra-se na forma de
selenol (CysSeH ). O selenol € oxidado por peréxidos (ROOH) a 4cido selénico
(CysSeOH). Em sequéncia, uma glutationa (GSH) reage com o dcido selénico,
formado o selenil dissulfeto (CysSeSG). Uma segunda molécula de GSH ataca
o enxofre desse grupamento, gerando dissulfeto de glutationa (GSSG) e
regenerando o selenol, completando o ciclo catalitico. Modificado de Ren et al.
(2001).

Uma caracteristica interessante da Prx € que uma elevacdo
moderada nos niveis de ERO pode causar a superoxidagdo da cisteina,
gerando 4cido sulfinico (SO;) ou sulfénico (SO;) (Fig. 10). Estas formas
de oxidag¢do ndo podem ser reduzidas pela Trx, causando uma perda
tempordria na sua atividade enzimadtica. Desta forma, a Prx pode atuar
como um “interruptor redox”: na presenca de niveis ligeiramente
elevados de H,0,, seu ciclo catalitico funciona corretamente,
prevenindo o acimulo intracelular de peréxido; em situagdes com niveis
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moderados ou altos de H,O,, a Prx € inativada via superoxidacdo,
facilitando um actimulo inicial intracelular de H,O, e consequentemente
a ativac@o de vias de sinalizacdo celular especificas (WINTERBOURN;
HAMPTON, 2008; WINTERBOURN, 2013). Por exemplo, € estimado
que menos de 0,01% da Prxl encontra-se na forma superoxidada
durante seu funcionamento em niveis basais de H,O,, demonstrando que
a inativagdo da enzima via superoxidagc@o deve ocorrer em momentos de
ciclos cataliticos muito ativos, como no caso de concentracdes de H,O,
acima do normal, porém nao téxicos (YANG et al., 2002). A reativacio
das formas superoxidadas da Prx ocorre através da enzima
sulforedoxina, descoberta recentemente (BITEAU; LABARRE;
TOLEDANO, 2003). Até o presente momento, as Prx sdo as unicas
proteinas conhecidas com cisteinas superoxidadas (nas formas SO, e
SO;3) que podem ser reduzidas enzimaticamente ao seu estado basal
(SOH, Fig. 10).

Durante a acdio peroxiddtica da Prx e da GPx, agentes redutores
sdo usados como fonte de elétrons. Durante sua atividade catalitica a
GPx utiliza GSH como doador de elétrons: duas moléculas de GSH séo
utilizadas para regenerar a selenocisteina e formando uma molécula de
GSSG (Fig. 8). Dessa forma, a GPx é capaz de degradar peréxidos
porém mantendo sua forma reduzida as custas de GSH (HAYES;
MCLELLAN, 1999). Ja no caso da Prx, a ponte dissulfeto gerada
durante seu ciclo catalitico (conforme visto anteriormente) é reduzida as
custas da forma reduzida da tiorredoxina (TrX.q), uma proteina que
também contém grupos -SH. Esta proteina entdo é oxidada (Trx.y),
gerando uma ponte dissulfeto intramolecular (STANLEY et al., 2011)
(Fig. 9). A GSSG e a Trx,, formadas durante a acdo da GPx e da Prx,
assim como através de outros processos metabdlicos, devem ser
constantemente recicladas dentro da célula para o funcionamento correto
do sistema peroxidatico. Isto é realizado por enzimas redutases
auxiliares: a glutationa redutase (GR) é responsdvel pela redugdo de
GSSG a GSH (Fig. 11), enquanto que a tiorredoxina redutase (TrxR) é
responsdvel pela reducdo da Trx. a Trxq (Fig. 12) (NORDBERG;
ARNER, 2001). Ambas as enzimas utilizam NADPH como fonte
doadora de elétrons.
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Figura 9: Ciclo catalitico das peroxirredoxinas (Prx). (A) Peroxirredoxinas
contendo 1 cistefna catalitica (1Cys-Prx), (B) peroxirredoxinas tipicas (2Cys-
Prx), as quais sdo dimeros contendo uma cisteina catalitica e uma cisteina de
resolucdo em cada uma das duas subunidades e (C) peroxirredoxinas atipicas
(2Cys-Prx atipicas), as quais sdo mondmeros contendo 2 cisteinas que
participam do ciclo catalitico em uma unica subunidade. Em todos os casos,
uma cisteina (SH) serd oxidada a acido sulfénico (SOH) ao reduzir peréxidos
(ROOH). No caso da 1Cys-Prx, o SOH gerado serd reduzido utilizando
glutationa (GSH) como fonte de elétrons e gerando o dissulfeto de glutationa
(GSSG), num mecanismo semelhante ao da glutationa peroxidase. Para 2Cys-
Prx, o SOH serd reduzido por uma cisteina presente na outra subunidade,
gerando uma fonte dissulfeto intermolecular. Esta ponte dissulfeto serd reduzida
utilizando tiorredoxina reduzida (Trx.s) como fonte de elétrons e gerando
tiorredoxina oxidada (Trx,x). J4 para as 2Cys-Prx atipicas o SOH é reduzido por
uma cisteina presente na mesma subunidade, gerando uma fonte dissulfeto
intramolecular, a qual também serd reduzida por TrX .
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Figura 10: Superoxidacio e reducio das peroxirredoxinas com duas
cisteinas (2Cys-Prx). Moderados niveis de peréxidos (ROOH) pode causar
processos de superoxidacdo das 2Cys-Prx, gerando a formagdo de &4cido
sulfinico (SO,) ou sulfdnico (SOs) nas cisteinas peroxidaticas. Essas formas de
oxidagdo ndo podem ser reduzidas pelo sistema da tiorredoxina e tiorredoxina
redutase, causando a inativacio temporaria das 2Cys-Prx. A reducdo das formas
superoxidadas das cisteinas pode ser realizada lentamente através das
sulforedoxinas (Srx), a custa de ATP e utilizando glutationa (GSH) ou
tiorredoxina (Trx) como fonte de elétrons. Prx contendo uma cisteina também
podem ser superoxidadas e regeneradas pelo mesmo sistema. Modificado de
Chevallet et al. (2003).
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Figura 11: Ciclo catalitico da glutationa redutase (GR). A GR, por possuir
dois grupos tidlicos (SH) na forma de cisteina no seu sitio ativo, é capaz de
reduzir o dissulfeto de glutationa (GSSG). Inicialmente ocorre a inserc¢do da
GSSG no sitio ativo seguido do ataque covalente a um dos SH. Através de
reacdes sequenciais, duas moléculas de GSH sio liberadas com a formagdo de
uma ponte dissulfeto (S-S) entre os SH do sitio ativo. Essa ponte dissulfeto é
reduzida utilizando NADPH como fonte de elétrons.
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Dados obtidos com modelos de mamiferos indicam que a GPx e
Prx sdo as principais vias de degradacdo de H,O, quando este estd
presente em niveis relativamente baixos. Apesar da cisteina catalitica da
Prx e a SeCys da GPx possuirem valores semelhantes de pKa (5-6), a
maior concentrag¢do celular da Prx em relagdo a GPx (20 uM x 2uM)
permite uma taxa de reatividade aproximadamente 3 vezes maior para a
Prx, sendo capaz de diminuir a capacidade de difusdo do H,O, em 3
ordens de magnitude (WINTERBOURN; HAMPTON, 2008). No caso
de niveis mais elevados de H,O,, como em situac¢des patoldgicas, a GPx
e a Cat aparentam possuir um papel mais fundamental (MUELLER;
RIEDEL; STREMMEL, 1997).
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Figura 12: Ciclo catalitico da tiorredoxina redutase (TrxR). Ao ser utilizada
como fonte de elétrons no ciclo catalitico das peroxirredoxinas (vide Fig. 9), a
tiorredoxina (Trx) encontra-se com o grupo tidlico (SH) de suas duas cisteinas
na forma de dissulfeto (S-S). A TrxR, possuindo uma selenocisteina na forma
selenol (SeSH) e um SH em seu sitio catalitico, realiza a redu¢do da S-S da Trx,
gerando uma ponte sulfeto-selénio (S-Se) intermolecular. Em seguida, essa
ponte é reduzida ao gerar uma ponte S-Se intramolecular na TrxR, liberando a
Trx na forma reduzida. A TrxR serd regenerada para sua forma reduzida
utilizando NAPDH como fonte de elétrons. Modificado de Berndt, Lillig e
Holmgren (2007).

1.2. SISTEMAS DE BIOTRANSFORMACAO

Além do sistema antioxidante, a célula também conta com outro
importante sistema de prote¢do celular: as vias de biotransformacao,
responsdveis pela metabolizacdo de substancias enddgenas e exdgenas.
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Através desses processos 0s compostos sdo transformados em
metabdlitos de maior peso molecular e de maior hidrofilicidade,
facilitando sua excrecdo do organismo e prevenindo sua reabsor¢do,
consequentemente diminuindo sua toxicidade. As reacdes bioquimicas
envolvidas nestes processos sdo de oxidagdo (incluindo hidroxilagdo,
desaminacdo, desalquilagdo, sulfoxidagao, epoxidacio e
desidrogenacgdo), redugdo, hidrélise e conjugacdo. Classicamente, as
vias de biotransformacdo sdo divididas em duas etapas: a fase I,
contando com reacdes de oxidagdo, reducdo e hidrdlise, e a fase II,
contando com reagdes de conjugacdo (Fig. 13).

Excre¢do

Excre¢do

Ab 3 =
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Figura 13: Processos de biotransformacio de compostos exdégenos. A
absor¢do de compostos através da membrana plasmadtica € facilitada quando
estes possuem uma alta lipofilicidade, ocasionando o acimulo nos tecidos. Ao
ser absorvido, o composto pode ser excretado (1), ou entdo ser biotransformado.
Através da biotransformacao de fase I (2), a qual acontece por meio de reagdes
de oxidacdo, redugdo e hidrélise, ocorre a exposicdo de grupos funcionais
reativos no composto parental, gerando um metabdlito primdrio. Este
metabdlito pode ser excretado (3), ou entdo continuar em um processo de
biotransformacéo de fase II (4) a partir dos grupos funcionais recém adquiridos.
Ocorre entdo a conjugacdo do metabdlito com moléculas enddgenas, gerando
um metabdlito secunddrio de maior peso molecular e hidrofilicidade. Este
processo facilita a excre¢do dos metabdlitos (5), evitando sua reabsorcdo pelo
organismo. A biotransforma¢do de fase II também pode ser realizada
diretamente no composto parental (6) para posterior excrecdo (7), sem a
necessidade de ocorrer previamente a biotransformacao de fase I.

Excre¢do
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As reacoes de biotransformacgdo de fase I sdo responsdveis por
adicionar ou remover grupos funcionais nos compostos parentais,
facilitando as reagdes de fase II. Por exemplo, grupos metila podem ser
transformados em hidroximetilas ou carboxilas, podendo muitas vezes
causar uma leve diminuicio na sua capacidade de difusdo por
membranas bioldgicas devido a uma pequena alteracio na polaridade do
composto (IONESCU; CAIRA, 2005). E importante ressaltar que,
apesar de participarem do processo de defesa celular, ndo é incomum
que as reagdes de biotransformacdo de fase I gerem metabdlitos reativos
com maior atividade bioldgica e/ou toxicidade que o composto parental.
Um exemplo de composto com maior atividade que o composto parental
¢ a ampicilina, a qual é obtida a partir da metabolizacdo da
bacampicilina, pivampicilina ou talampicilina (JIONESCU; CAIRA,
2005). Ja no caso do analgésico acetomifeno (paracetamol), ele pode ser
metabolizado para um composto de maior toxicidade (imina N-acetil-p-
benzoquinona), o qual causa ligagdes covalentes a proteinas e deplecdo
de GSH, podendo ser letal JAMES; MAYEUX; HINSON, 2003).

As enzimas de biotransformacdo de fase I estdo localizadas
principalmente no reticulo endoplasmético e em membranas de tecidos
com alta capacidade de metabolizacdo e em contato com o meio externo,
como figado, rins, pulmdes e intestino no caso de mamiferos e outros
vertebrados. A alta lipofilicidade dos compostos a serem metabolizados
leva ao seu direcionamento a membranas lipidicas, facilitando a atuagdo
do sistema de biotransformacao de fase I, uma vez que este também esta
concentrado nesta estrutura celular. Estas enzimas estdo envolvidas na
metabolizacdo tanto de compostos endégenos (como hormonios, dcidos
graxos, prostaglandinas e derivados) como exdgenos. Dentre as
principais enzimas de biotransformag¢do de fase I, podemos citar
(BOELSTERLI, 2007; LUCH, 2009):

e Sistema do citocromo P450: um dos principais sistemas de
biotransformacdo de fase I, sendo composto por vdrias
isoformas da hemoproteina citocromo P450 e da citocromo
P450 redutase. Atuam como monoxigenases, incorporando
oxigénio molecular em compostos pouco hidrofilicos.

e flavina monoxigenase: oxidagdo de grupos nucleofilicos
contendo enxofre ou nitrogénio

e prostaglandina sintase: atividade cicloxigenase e peroxidase
na transformacdo de 4cido aracddnico em prostaglandina H,.
Também pode atuar oxidando compostos exdgenos para
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utilizd-los como doadores de elétrons no metabolismo do
acido aracdonico.

Monoamina oxidase: desaminag¢do de aminas primdrias por
reacOes de oxidacao.

Epdxido hidrolase: hidrdlise de epdéxidos e formagdo de
dihidrodidis.

As reagOes de biotransformacgdo de fase II sdo responsdveis pela
conjugacdo de compostos parentais ou metabdlitos a compostos
enddégenos através de um ou mais grupos funcionais, aumentando seu
tamanho e polaridade, e consequentemente facilitando sua excre¢do (no
caso de mamiferos, principalmente pela urina). Como caracteristica
geral, essa conjugacdo realiza a troca de um 4tomo de hidrogénio
presente em um grupo hidroxila, amina ou carboxila pelo composto
enddgeno. As principais reagdes de fase II sdo (BOELSTERLI, 2007;
LUCH, 2009):

Glucuronidacdo: principal rota de conjugacio de acticares, na
qual uma molécula de 4cido glucurdnico (obtida a partir de
uridina-5’-difosfato-4dcido  glucorénico) € conjugada ao
substrato pela acdo da UDP-glucuroniltransferase. Estas
enzimas estdo presentes no reticulo endoplasmatico liso e
atuam rapidamente na neutralizacdo de metabdlitos derivados
da a¢do do citocromo P450.

Sulfatagdo: importante via de conjugacdo de fendis, dlcoois,
aminas e ti6is. Inicialmente ocorre a transformacdo de um
sulfato inorganico para sua forma ativa 3’-fosfoadenosina-
5’fosfosulfato. Em seguida, sulfotransferases sdo responsaveis
pela transferéncia do grupo sulfuril desta molécula para uma
molécula aceptora.

Acetilacdo: transferéncia do grupo acetil da acetil-coenzima A
para grupos aromadticos, aminas alifiticas, aminodcidos,
hidrazinas e sulfonamidas pelas enzimas N-acetiltransferases.
A acetil-coenzima A € obtida principalmente da glicélise ou
entdo do catabolismo de dcidos graxos e aminoécidos.
Metilagdo: adicdo de grupos metilas obtidos a partir de S-
adenosilmetionina. Esta € obtida através da ligacdo entre
metionina e do ATP, a qual ird posteriormente transferir o
grupo metila para diferentes tipos de substratos através de
metiltransferases.

Conjugacdo com GSH: transferéncia de GSH a compostos
eletrofilicos através de uma ligacdo tioéster. A familia de
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enzimas responsdvel pela conjugacdo de GSH a agentes
eletrofilicos € a glutationa S-transferase (GST). Através desse
processo € possivel prevenir que estes compostos ataquem
centros nucleofilicos de biomoléculas como proteinas e 4cidos
nucleicos. Os conjugados de glutationa sdo posteriormente
metabolizados pela via do dcido mercaptirico para entdo, no
caso de mamiferos, serem excretados via urina ou bile (Fig.

14).

Meio extracelular Gly

R—S5— CTs

~ Glu
Excregao
via urina

ou bile o GGT
Citosol Gly

R—S—Cys +Glu
R— S —Cys— NH —CO —CH; NH,

e N-acetiltransferases 9 peptidases

R—S —Cys —NH,
R—S—Cys—NH, +Gly

Figura 14: Esquema representando a via do acido mercaptirico. (1)
Conjugados de glutationa (R-S-[Gly-Cys-Glu]), obtidos principalmente através
da biotransformagdo de fase II mediada pela enzima glutationa S-transferase,
sdo transportados para fora da célula a partir de transportadores especificos do
tipo ABC (do inglés ATP-binding cassette). (2) Esses conjugados sdo
metabolizados pela enzima gamma-glutamil transpeptidase (GGT), a qual se
encontra no lado exterior da membrana plasmadticas das células e realiza a
liberagdo ou transferéncia do grupo gamma-glutamil (Glu), gerando um
conjugado de cisteina-glicina (R-S-[Gly-Cys-NH,]). (3) Este metabdlito sofre
acdo de peptidases extracelulares, as quais quebram a ligacdo cisteina-glicina,
liberando glicina (Gly) e formando um conjugado de cisteina (R-S-Cys-NH,]).
(4) Este conjugado € transportado para o interior da célula (podendo ser uma
célula de outro tecido), onde (5) sofrerd agdo de N-acetiltransferases para a
insercdo de um grupo acetil a partir de uma acetil coenzima A. O novo
conjugado, N-acetilcisteina (R-S-Cys-NH-CO-CH3;), com maior peso molecular
e hidrofilicidade, € entdo excretado pela bile ou principalmente pela urina, no
caso de mamiferos.




48

Grande parte dessa informacdo a respeito dos sistemas
antioxidante e de biotransformacdo € obtida a partir de estudos com
organismos modelos cldssicos, como mamiferos (principalmente com
roedores e com cultura de células) ou mesmo microrganismos como
levedura. Entretanto, estes sistemas estdo presentes de forma ubiquota
entre os seres vivos, possivelmente com diferentes modificacdes.

O presente trabalho investiga o funcionamento destes sistemas de
defesas celulares em bivalves marinhos. Entretanto, estes animais nio
sdo utilizados como cldssicos modelos para estudos bioquimicos e
toxicoldgicos, mas estdo expostos a diversos compostos quimicos no
ambiente, muitas vezes originados a partir de agdes humanas. Desta
forma, o funcionamento de seus sistemas de defesas esta intimamente
relacionado a sobrevivéncia desses organismos no ambiente. Estudos
desses sistemas a nivel molecular, bioquimico e fisioldgico em bivalves,
assim como em outros invertebrados, pode ser um desafio. Isto porque
estes organismos possuem caracteristicas bem distintas com relagdo a
mamiferos e outros vertebrados (GOSLING, 2003), como morfologia,
metabolismo aerdbio facultativo, sistema circulatério aberto, auséncia
de pigmento respiratério (como a hemoglobina), termoconformacao,
habito geralmente séssil, baixa taxa metabdlica, alimenta¢do por
filtracdo, auséncia de sistema imunoldgico adaptativo, além da baixa
disponibilidade de informacdes e ferramentas a nivel molecular (e. g.
transcriptomas, genomas, sequéncias de genes de interesse, anticorpos
comerciais, proteinas purificadas). Dessa forma, este trabalho visa
auxiliar na caracterizacdo do papel protetor de sistemas de defesas
celulares em bivalves. Apesar de ndo serem usados como modelos para
estudos toxicoldgicos, estes organismos podem ser utilizados como
importantes modelos para estudos de contaminag¢do ambiental, conforme
discutido a seguir.

1.3. O ESTUDO DOS SISTEMAS DE DEFESAS CELULARES
EM BIVALVES NA ECOTOXICOLOGIA

Nas ultimas décadas o interesse cientifico nas d4reas de
toxicologia ambiental e ecotoxicologia tém aumentado em consequéncia
dos problemas ecoldgicos que estamos enfrentando. Alteracdes
climéticas, crescimento populacional, demanda por &dgua potdvel e
poluicdo s@o alguns dos problemas que afetam o meio ambiente, em
particular os ecossistemas aqudticos. Dentre estes problemas merece
destaque a contaminacdo ambiental, a qual pode causar problemas
diretos na saide humana, em atividades econdmicas (como pesca e
turismo) e na biota local.
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Como uma resposta a esse cendrio, a ecotoxicologia aparece
como uma ciéncia interessada nos efeitos de contaminantes naturais e
sintéticos nos seres vivos. O uso de abordagens integradas sdo
caracteristicas de estudos ecotoxicoldgicos (TRUHAUT, 1977).
Biomarcadores sdo comumente utilizados para estudar as consequéncias
e respostas bioldgicas induzidas por contaminantes. Na ecotoxicologia,
o termo biomarcador pode ser classificado como “uma alteracdo na
resposta biologica, desde o nivel molecular, passando pelo celular,
fisiologico e comportamental, que pode estar relacionado com a
exposicdo ou efeitos toxicos de compostos quimicos ambientais”
(PEAKALL, 1994). A deteccdo precoce de alteracdes nos organismos,
através do uso de biomarcadores, ¢ uma importante ferramenta
avaliativa que tem como finalidade evitar perturbagcdes mais severas, tais
como as ecoldgicas, as quais afetam diretamente populacdes e
ecossistemas. Em geral, os efeitos ecoldgicos sdo irreversiveis ou de
dificil recuperacdo, dai a importancia preventiva do uso de
biomarcadores.

Diferentes organismos podem ser utilizados em estudos
ecotoxicolégicos, como procariotos, algas, invertebrados e vertebrados.
Dentre os modelos utilizados, destacam-se os bivalves, como mexilhdes
e ostras, os quais sdo amplamente utilizados em trabalhos de
monitoramento ambiental por algumas caracteristicas chaves: ampla
distribui¢do geografica, elevada importancia econdmica, além de serem
organismos sésseis e filtradores, de facil manutencdo em laboratério e
com grande capacidade de bioacumulagdo de compostos ao longo do
tempo (APETI et al., 2010; DEPLEDGE; FOSSI, 1994). Além disso, a
utilizacdo de bivalves em estudos ecotoxicoldogicos pode fornecer
respostas importantes, uma vez que invertebrados representam cerca de
95% das espécies de animais do planeta, possuem importantes funcdes
ecoldgicas e também representam uma importante via de transferéncia
de xenobidticos ao longo da cadeia tréfica (BAUN et al., 2008). O
programa ‘“Mussel Watch” é um exemplo do uso de mexilhdes e ostras
em um monitoramento nacional de ampla escala dos niveis de
contaminantes ambientais em sistemas costeiros e estudrios nos EUA
(APETI et al., 2010).

Efluentes aqudticos podem conter diferentes classes de
contaminantes, sendo que muitos deles capazes de causar efeitos téxicos
nos organismos (WINSTON; DI GIULIO, 1991), como os
hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPA), bifenilas policloradas,
metais, farmacos e pesticidas. Dessa forma, a quantificagdo dos danos
oxidativos e da resposta dos sistemas de defesa de organismos aquéticos
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contra diferentes contaminantes pode ser utilizada como biomarcadores
de contaminacdo aqudtica (COSSU et al, 2000; REGOLI;
PRINCIPATO, 1995; REGOLI et al., 2002), fornecendo informagdes
adicionais sobre as condi¢des bioquimicas e fisioldgicas dos
organismos. Dentre os principais tipos de contaminantes ambientais
estudados com bivalves, destacam-se os HPA, metais, pesticidas e
compostos emergentes, 0s quais sdo brevemente discutidos a seguir.

HPA € uma classe de substancias organicas com estrutura planar
contendo mais de um anel aromético. Eles sdo contaminantes derivados
de combustiveis fdsseis, demonstrando atividade carcinogénica,
mutagénica e teratogénica tanto em humanos quanto em outros
organismos expostos a estes compostos (BAIRD; HOOVEN;
MAHADEVAN, 2005; HYLLAND, 2006). Por serem substincias com
alta persisténcia no meio ambiente, bivalves e outros organismos com
habito de filtragdo podem ser considerados como alvos primdrios de
HPA, os quais podem posteriormente atingir niveis extremamente
elevados em outros organismos através da cadeia tréfica (MANZETTI,
2012). E importante observar que a baixa atividade dos citocromos P450
(responsdvel pelo metabolismo inicial de HPA) em bivalves (em
comparagdo a vertebrados)pode acarretar numa menor taxa de
metabolismo e excre¢do de HPA nestes organismos, ocasionando a sua
bioacumula¢do (STEGEMAN; LECH, 1991). O principal 6rgdo de
acumulacdo de HPA em bivalves € a glandula digestiva, enquanto que
os lisossomos sdo comumentemente os principais alvos celulares
(NEFF, 2002).

Com relagdo aos metais, alguns metais-traco sdo importantes
elementos do metabolismo celular, como Fe, Cu, Zn, Mg, participando
da estrutura e catélise de proteinas e possuindo papéis fisioldgicos como
regulacdo da osmolaridade celular, transmissdo neuronal e sinalizagdo.
Enquanto isso, outros metais como Pb, Cd, Cr sdo considerados
xenobidticos por ndo se conhecerem fungdes bioldgicas associadas a
estes compostos. Tanto metais que sdo importantes para o metabolismo
celular como aqueles considerados xenobidticos podem causar
distirbios celulares e fisiologicos, quando em niveis elevados. Parte
desses efeitos deletérios estd associada a geracdo de ERO. Assim como
no caso de HPA, os bivalves apresentam uma alta capacidade de
bioacumular metais, permitindo que sejam utilizados como organismos
alvos para estudos ambientais. Entretanto, o processo de bioacumulacio
pode ser extremamente varidvel entre as espécies, sendo necessario
realizar andlises adicionais com outros biomarcadores a fim de
determinar os niveis de contaminacdo desses ambientes (ZUYKOV;
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PELLETIER; HARPER, 2013). A glandula digestiva € apontada como
um Orgdo alvo para bioacumulagdo de metais em bivalves,
principalmente a nivel lisossomal, apesar da branquia e até mesmo a
concha terem demonstrado potencial bioacumulagdo (GUPTA; SINGH,
2011; ZUYKOV; PELLETIER; HARPER, 2013). A nivel celular, os
metais podem se acumular em organelas (e.g. lisossomos), proteinas
(e.g. metalotioneinas) e granulos, gerando “pools” biologicamente
ativos ou inativos (WANG, 2013).

Os pesticidas se caracterizam como uma classe de substincias
orgdnicas utilizadas em atividades de controle de pragas, a fim de
controlar organismos que possam causar danos a plantacdes, animais ou
seres humanos. Muitos pesticidas sdo substincias persistentes no meio
ambiente, algumas vezes por décadas sem sua completa degradacdo ou
dispersdo. Desta forma, pesticidas colocam em grande risco os
ecossistemas aqudticos devido a sua toxicidade e a sua permanéncia
prolongada no ambiente. Em geral, organismos ndo alvos expostos a
pesticidas apresentam distirbios imunolégicos, reprodutivos, inibi¢do de
colinesterases e estresse oxidativo (ANGUIANO et al., 2010;
BOUILLY et al., 2007; GAGNAIRE et al., 2007; GRIFFITT et al.,
2006). Muitos estudos ecotoxicoldgicos sdo relacionados aos efeitos
téxicos de pesticidas em vertebrados como peixes e anfibios, enquanto
para bivalves as informagdes disponiveis sdo mais limitadas.

Uma nova classe de contaminantes ambientais tem sido estudada
recentemente, chamada de compostos emergentes. Diversas substancias
vémsido descobertas em ambientas aqudticos sem que sua toxicidade
tenha sido previamente estudada, além de muitas vezes serem detectadas
em concentragdes acima das esperadas. Desta forma, apesar dos poucos
estudos nesta drea, € evidente o potencial toxico desses compostos
emergentes, mas seus riscos para o ser humano e ao meio ambiente
ainda sdo desconhecidos. Entre eles podemos citar os éteres difenilicos
polibrominados, produtos farmacéuticos e de cuidado pessoal,
hormonios sintéticos, compostos perfluorinados e nanoparticulas
(HALDEN, 2010). Com o objetivo de diminuir esta lacuna no
conhecimento, trabalhos em laboratorio vém sendo desenvolvidos a fim
de investigar os efeitos desta nova classe de contaminantes em bivalves.

Diverso trabalhos de campo ao redor do planeta ja indentificaram
alteracdes nos sistemas de defesas antioxidante e de biotransformagao
em bivalves sob influéncia dessas diferentes classes de contaminantes
ambientais. Com relacdo aos HPA, é comum detectar um aumento
nesses sistemas em animais de regides contaminadas, como no caso de
mexilhdes Mytilus galloprovincialis na Coréia do Sul e em mexilhdes
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Dreissena polymorpha e Mpytilus edulis (ROCHER et al., 2006;
NAMIESNIK et al., 2008). Este mesmo padrdo pode ser evidenciado em
areas sob efeito de derramamento de petrdleo causados por acidentes
ambientais: (i) maior atividade da Cat, SOD, GPx, TrxR, GST e
citocromo P450, em conjunto com elevados niveis de peroxidacdo
lipidica, oxidac@o de proteinas e HPA foram detectados em mexilhdes
M. galloprovincialis apds o derramamento de petrdleo causado pelo
petroleiro Don Pedro em 2007, na Espanha (SUREDA et al., 2011); (ii)
maior atividade da SOD, citocromo P450, GST, GPx e elevados indices
de peroxidagdo lipidica foram detectados em berbigdes Mya arenaria e
mexilhdes Mytilus trossulus em regides sob influéncia do derramamento
causado pelo petroleiro Exxon Valdez em 1989, no Alasca (DOWNS et
al., 2002).

No caso de regides contaminandas por metais, também € comum
detectar alteracdes em parametros relacionados ao sistema antioxidante
e acimulo de danos oxidativos. Por exemplo, mexilhdes M.
galloprovincialis apresentaram elevada atividade da SOD, Cat e maiores
niveis de peroxidacdo lipidica em (VLAHOGIANNI et al., 2007) em
regides contaminadas com metais na Grécia. Na Espanha, um estudo
com mexilhdes M. galloprovincialis e ostras Crassostrea angulata de
regides impactadas por zinco e cobre apontou para maiores atividades da
Cat, SOD, GPx e GST nas ostras. Este maior nivel de defesas celulares
esteve correlacionado aos menores niveis de dano ao DNA e
peroxidagdo lipidica nas ostras, quando comparado com os mexilhdes
das mesmas dreas de estudo (FUNES et al., 2006). Na China, berbigdes
Ruditapes philippinarum transplantados para regides impactadas por
metais apresentaram alteracdes na atividade das enzimas Cat, SOD, GPx
e GST (WANG et al., 2012b).

Os efeitos de pesticidas ja foram analisados em bivalves expostos
in situ a estes compostos. Berbigdes Corbicula fluminea transplantados
para dreas sob influéncia de efluentes agricolas (contaminados por
herbicidas, triazinas, organofosforados, propanil e molinato)
apresentaram elevada mortalidade e peroxida¢do lipidica. Menor
atividade enzimatica da GST, Cat e GPx também foi detectada nesses
animais (DAMASIO et al., 2010). Inibicdo de esterases, um cldssico
biomarcador de contaminagdo por organofosforados, foi detectada em
mexilhdes M. galloprovincialis residentes em dreas proximas a atividade
de agricultura. Menor taxa de filtracdo e de respira¢do, assim como
menor atividade GPx também foram detectadas nestes organismos
(TSANGARIS et al., 2010).
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Os efeitos desses diferentes tipos de contaminantes ambientais
sobre os sistemas de defesas celulares também foi bem caracterizado
através de estudos em laboratério. Uma resposta de amplificagdo das
defesas antioxidantes e de biotransformacdo ja foi caracterizada, por
exemplo, em bivalves expostos a HPA, metais ou compostos
emergentes, com aumento nos niveis de GSH, maior atividade da GPx,
GR, GST, SOD, gamma-glutamil-transpeptidase (GGT) ou glioxalase,
assim como um aumento nos trascritos de GST, metiltransferase e de
citocromo P450 (CHEUNG et al., 2004; ANTOGNELLI et al., 2006;
FRANCO et al., 2006; LUCHMANN et al., 2011; SABATINI et al.,
2011b ; GONG et al., 2012; GONZALEZ-REY; BEBIANNO, 2012;
GONZALEZ-REY; BEBIANNO, 2013; LUCHMANN et al., 2014;
TREVISAN et al., 2014). Inibicdes de enzimas antioxidantes também ja
foram reportadas em bivalves, principalmente durante exposicdo a
metais, aumentando a susceptibilidade ao estresse oxidativo. Como
exemplo, podemos citar a inibicdo da GR por zinco em mexilhdes P.
perna (FRANCO et al., 2006), da TrxR por cobre em mexilhdes M.
edulis (TREVISAN et al., 2011) e da GPx por merctrio, também em M.
edulis (CHATZIARGYRIOU; DAILIANIS, 2010).

A quantificacdo de danos em macromoléculas é um dos
parimetros mais estudados em trabalhos de laboratério com
contamimantes ambientais e bivalves. Essa quantificagdo também é bem
caracterizada em bivalves expostos a HPA, metais, pesticidas e
compostos emergentes, indicando consumo de GSH, peroxidagado
lipidica, ubiquitinacdo e carbonilacdo de proteinas; oxidacdo de SH
proteicos, danos ao DNA, diminui¢do na relacio GSH/GSSG e
distirbios celulares (PENA-LLOPIS; FERRANDO; PENA, 2002;
VERLECAR; JENA; CHAINY, 2007; TRAN et al., 2007; CHORA et
al., 2009; HANNAM et al., 2010; TREVISAN et al., 2011; GUST et al.,
2012; GONZALEZ-REY; BEBIANNO, 2012; GONZALEZ-REY;
BEBIANNO, 2013; PEDRIALI et al., 2013);

Conforme observado, a ativagdo do sistema de biotransformacao
de fase I e II € uma resposta comum em animais expostos a HPA,
pesticidas e compostos emergentes a fim de permitir a biotransformacao
e excrecdo desses compostos. Entretanto, o aumento na atividade da
GST e do citocromo P450 pode ocasionar num aumento a producgdo de
ERO e consumo de GSH, aumentando a susceptibilidade dos
organismos ao estresse oxidativo. Metais, em geral, também possuem
essa capacidade de agirem como compostos oxidantes, aumentando a
producdo intracelular de ERO, ocasionando danos em macromoléculas.
A inibi¢d@o de enzimas de protecdo celular também pode ser considerada



54

como um importante fator de toxicidade de metais, afetando diretamente
sua toxicidade. Estes danos podem causar distirbios celulares, com
perda da viabilidade celular e indu¢éo de eventos pro-apoptéticos.

O aumento na producdo de ERO, muitas vezes induzido pela
exposicdo a contaminantes ambientais, pode ativar vias especificas de
sinalizac¢do celular que podem facilitar a sobrevivéncia da célula, como
amplificacdo do sistema antioxidante (e. g. via do Nrf2, vide Fig. 3),
sintese de metalotioneinas, proteinas relacionadas ao transporte de
metais e chaperonas. Em mamiferos, ERO podem ativar receptores de
fatores de crescimento celular, proteinas tirosina cinase, proteina Ras,
proteino-cinases ativadas por mitégenos e fatores de transcri¢do nuclear
(LEONARD; HARRIS; SHI, 2004). Conforme ji comentado, a
modulacdo dessas vias de sinalizacdo pode ativar ou inibir respostas
celulares especificas como amplificacdo do sistema antioxidante e
indu¢do de proteinas relacionadas a apoptose e a estresse celular.
Entretanto, estes processos ainda sdo pouco conhecidos em bivalves. A
maior atividade de enzimas antioxidantes em animais expostos a
diferentes classes de contaminantes, detectada tanto em trabalho de
campo como em laboratério, aponta para uma possivel resposta
adaptativa a situacdes de estresse a fim de evitar o acimulo de dano e
distuirbios celulares.

1.3.1. Nanomateriais

Uma vez que este trabalho estudou os efeitos de nanoparticulas
de 6xido de zinco em ostras, esta subsessdo abordard de maneira mais
especifica os nanomateriais. Estas substincias sdo compostos
emergentes de interesse produzidos pela inddstria mundial com
diferentes propdsitos comerciais. De acordo com a Comissdo Européia
(2011), estes compostos sao classificados como “um material natural,
produzido acidentalmente ou fabricado que contém particulas soltas,
agregadas ou aglomeradas, no qual 50% ou mais das particulas
apresentam, na distribui¢do granulométrica, uma ou mais dimensdes
externas no intervalo 1 nm — 100 nm”. Em situacdes especificas, as
quais estejam preocupadas com os efeitos na saide e meio ambiente,
esta frequéncia do tamanho de particulas pode diminuir de 50% para
valores entre 1 e 50%. Apesar de aglobar diversos compostos nesta
categoria, eles podem possuir caracteristicas quimicas e fisicas bem
distintas, desde tamanho, drea de superficie, solubilidade, estrutura e
forma (NEL et al., 2006).

Segundo dados da Web of Science® (maio de 2014), até o
presente mais de 23.000 trabalhos (incluindo patentes) ji foram
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publicados a respeito de nanomateriais (nanomaterials), porém apenas
cerca de 2.700 trabalhos estudaram os efeitos toxicos (toxicity) desses
compostos em seres vivos. Destes, somente 17 foram estudos em
bivalves (bivalve, oyster, mussel, ou clam). Estes dados demonstram a
falta de conhecimento a respeito dos efeitos adversos das nanomateriais,
tanto para o ser humano como para o meio ambiente. Até o presente
momento, ndo existem legislagdes ambientais especificas para o uso e
descarte de nanomateriais no meio ambiente, tanto no Brasil como nos
demais paises, reforcando a ideia da falta de conhecimento quanto aos
efeitos dessas subtancias nos ecossistemas.

Os efeitos toxicos de nanomateriais estdo relacionados com seu
pequeno tamanho e grande superficie, expondo os organismos a uma
maior quantidade de 4tomos ou moléculas num mesmo ponto de
exposi¢cdo, aumentando sua reatividade. Frequentemente, a toxicidade de
nanomateriais de metais estd associada a 3 mecanismos principais: (I)
liberag@o de compostos téxicos no meio de exposi¢do, como no caso de
nanoparticulas de zinco e prata liberam suas respectivas formas idnicas (
Zn*t e Ag") no meio aquoso; (II) interagio da superficie da
nanoparticula com o meio produzindo substincias tdxicas, como
radicais quimicos e ERO; (III) interacdo da superficie das nanomateriais
com biomoléculas, como membranas ¢ DNA (BRUNNER et al., 2006).

Até entdo, os estudos de nanomateriais envolvendo organismos
aquéticos ja foram realizados com bactérias, algas, invertebrados e
peixes, apesar de ainda serem limitados em nimero. Porém, estudos
com nanoparticulas metélicas com bivalves estdo ficando mais
frequentes na 4rea de ecotoxicologia. Nanoparticulas de prata foram
caracterizadas como téxicas para o desenvolvimento de embrides da
ostra Crassostrea virginica (RINGWOOD et al., 2010) e causam
distirbios nos processos de calcificacio da concha de mexilhdes M.
edulis (ZUYKOV et al.,, 2011). Nanoparticulas de cobre estdo
relacionadas a processos oxidativos em branquias (GOMES et al., 2011)
e glandula digestiva (GOMES et al., 2012) de mexilhdes M.
galloprovincialis, além de causarem distirbios comportamentais no
berbigdo Scrobicularia plana (BUFFET et al., 2011). Nanoparticulas de
ouro também tém sido consideradas como agentes oxidantes. Em
mexilhdes M. edulis, elas causam distirbios na integridade da
membrana lisossomal, oxidacdo de ti6is de proteinas, peroxidacdo
lipidica e alteracdes redox na glandula digestiva (TEDESCO et al.,
2010a, 2010b), além de distirbios comportamentais em berbigdes S.
plana (PAN et al.,, 2012). Os dados reforcam a ideia de que
nanomateriais sdo substancias toxicas para bivalves, através da geracdo
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de ERO que consequentemente levam a um aumento nos danos em
macromoléculas.

No presente trabalho, a fim de investigar os efeitos de um
contaminante ambiental com capacidade oxidante na homeostase celular
de bivalves, nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONP) foram utilizadas
em experimentos com ostras Crassostrea gigas. Este nanomaterial é
utilizado em produtos como plastico, cerdmica, vidro, cimento,
borracha, lubrificantes, tintas, pigmentos, comida, baterias, cosméticos,
e protetores solares. Durante a sua producio, utilizacdo ou descarte, as
ZnONP podem chegar a ambientes aquéiticos. Até o presente momento,
ja foi detectada a presenca dessas nanoparticulas com valores na ordem
de 0,01 pg/L em dguas de superficie, 2 ug/Kg em sedimentos e 20 ug/L
em efluentes ndo tratados, porém os estudos acerca dos efeitos nocivos
desses materiais em organismos aqudticos ainda € bastante limitado
(MA; WILLIAMS; DIAMOND, 2013).

Indmeras evidéncias apoiam a ideia de indugdo de estresse
oxidativo por ZnONP em diferentes células e organismos modelos,
especialmente em mamiferos. Em camundongos, sua administracao oral
causou aumento na peroxidacdo lipidica, danos oxidativos no DNA e
lesdes patoldgicas no figado e rim (SHARMA et al., 2012). Em ratos,
exposi¢cdo a ZnONP causou distirbios no metabolismo energético e no
funcionamento mitocondrial nos rins, o que pode estar relacionado a sua
nefrotoxidade (YAN et al., 2012). Ja culturas de células de mamiferos
expostas a ZnONP apresentaram distirbios mitocondriais, aumento na
producdo de ERO, diminuicdo no conteido de ATP e necrose, aumento
na expressdo de enzimas de protecdo celular, ativacdo de vias pro-
inflamatdrias e liberacdo de Cat (XTA et al., 2008; ZHANG et al.,
2012). Este mesmo padrio de indugdo de estresse oxidativo e
citotoxicidade foi detectado em Escherichia coli expostas a ZnONP. A
incorporagcdo de nanoparticulas causou um aumento na producdo de
ERO, levando a peroxidacdo lipidica, consumo de GSH e dano
oxidativo ao DNA, processos relacionados com genotoxicidade e morte
celular (KUMAR et al., 2011).

Entretanto, com relagdo a bivalves, apesar do crescente aumento
nas evidéncias dos efeitos toxicos de nanomateriais nestes organismos
(CANESI et al., 2012), as informagdes disponiveis a respeito de sua
toxicidade ainda s@o limitadas. Os efeitos in vitro dessas nanoparticulas
foram estudados em hemécitos da ostra C. gigas (CIACCI et al., 2012).
Elas causaram distirbios na membrana lisossomal e diminuicdo na
capacidade fagocitica dos hemdcitos, aumento na producdo de ERO,
distirbios mitocondriais e eventos apoptéticos. Recentemente foi
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indicado que mexilhdes podem ser extremamente eficientes em filtrar
ZnONP em suspensdo, com posterior excrecdo por pseudofezes mesmo
acumulando uma grande parte nos tecidos (MONTES et al., 2012).
Acumulagdo de zinco, aumento na taxa de respiracdo, menor taxa de
crescimento e maior mortalidade foram observadas em mexilhdes
expostos a ZnONP, indicando uma alta demanda energética para lidar
com o excesso de zinco (HANNA et al., 2013). Estes dados estao de
acordo com o aumento na peroxidac¢do lipidica e nos niveis de
metalotioneinas também encontrado em mexilhdes (GAGNE et al.,
2013) ou com distiirbios comportamentais € aumento na atividade da
Cat em berbigdes expostos a ZnONP (BUFFET et al., 2012). Maiores
taxas de respiragdo, acimulo de zinco, aumento nos niveis de
metalotioneinas, peroxidacdo lipidica e na atividade SOD ja foram
detectados em outros bivalves expostos a este nanomaterial (BUFFET et
al., 2012; GAGNE et al., 2013; HANNA et al., 2013), porém sem muito
enfoque no sistema antioxidante. Dessa forma, a caracterizacdo dos
efeitos de ZnONP neste sistema de defesa e na capacidade de ZnONP
induzirem danos oxidativos e disfuncdo celular é fundamental para
melhor compreender sua interago nestes organismos.

1.4. ESTRATEGIAS DE PESQUISA UTILIZADAS
A seguir estdo descritos os principios tedricos dos diferentes
estudos realizados neste trabalho.

1.4.1. Investigacao do processo de biotransformacao de fase I1 e
da via do acido mercaptirico em bivalves

Este trabalho também visou investigar o papel de diferentes
tecidos (branquia, glandula digestiva e hemolinfa) nos processos de
biotransformacdo do CDNB. Este composto € utilizado rotineiramente
como substrato universal para o ensaio de atividade enzimatica da GST,
sendo substrato para isoformas de vdrias familias de GST (HAYES;
FLANAGAN; JOWSEY, 2005). Conforme apresentado na secdo 1.2
(vide Fig. 14), apds o processo de conjugacdo de compostos eletrofilicos
com GSH via GST, ocorre a metabolizacdo da via do 4cido
mercaptirico. Em mamiferos (REBBEOR et al., 1998; STOELTING;
TJEERDEMA, 2000; VAIDYA; VILLANUEVA et al., 2006; GERK,
2007), estes conjugados de glutationa (DNP-SG ou 2,4-dinitrofenil-
glutationa, no caso do CDNB) sdo excretados para fora das células
hepéticas, onde peptidases extracelulares, geralmente nos rins, sdo
responsaveis pela remog¢do dos residuos y-glutamil e a glicina, gerando
um conjugado de cisteina (DNP-CYS ou 2.4-dinitrofenil-cisteina, no
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caso do CDNB). Em seguida, esses metabdlitos sdo absorvidos pelas
células hepdticas, onde serdo acetilados, gerando conjugados de N-
acetilcisteina (DNP-NAC ou 2,4-dinotrofenil-N-acetilcisteina, no caso
do CDNB). Estes produtos finais s@o conhecidos como &cidos
mercaptiricos, os quais serdo, entdo, a principal forma excretada pelo
organismo através da urina e das fezes, uma vez que o figado lanca os
dcidos mercaptiricos no ductos biliares ou os rins liberam estes
compostos via urina. Entretanto, a rota do dcido mercaptiirico ndo é
descrita para bivalves.

Sendo assim, através da exposicdo de organismos ou culturas
celulares ao CDNB, ¢ possivel acompanhar os processos de
biotransformacao de fase II e da via do 4dcido mercaptirico, conforme ja
documentado com porcos da india, ratos, camundongos e células de
humanos. Utilizando este composto pode-se seguir: (a) absorcdo de
compostos eletrofilicos; (b) sua conjugacdo com GSH; (c) seu exporte
para fora da célula seguido da retirada dos residuos de gamma-
glutamato e glicina; (d) recaptacdo celular com sintese de um &cido
mercaptirico; e (e) sua excre¢do via urina ou bile (REBBEOR et al.,
1998; STOELTING; TJEERDEMA, 2000; VAIDYA; GERK, 2007). A
caracterizacdo dos processos de transporte de conjugados de glutationa
também ja foi realizada em rins e intestino de mamiferos utilizando o
CDNB como composto modelo (VILLANUEVA et al., 2006).

Indmeros trabalhos de campo e de laboratério estdo relacionados
a exposicdo de bivalves a diversos contaminantes organicos (conforme
abordado na secdo 1.4), muitos dos quais podem sofrer processos de
conjugacdo com GSH pela via de biotransformacdo de fase II. Porém,
ainda ndo foi investigado o funcionamento desta via em bivalves
marinhos. Desta forma, através de uma exposicio ao CDNB em
conjunto com técnicas de cromatografia liquida de alta performance, foi
realizada a identificacdo e quantificacio de CDNB e metabdlitos da via
do 4cido mercapturico na d4gua do mar e nos tecidos de ostras (branquia,
glandula digestiva e hemolinfa) ao longo da exposi¢do. Sabendo que o
CDNB ¢ um substrato da GST, a quantificagdo dos niveis de GSH, da
atividade da GST e da expressdo génica de trés isoformas dessa enzima
na branquia e glandula digestiva permitiu analisar a modulagdo do
sistema de biotransformacao de fase II em ostras. O sistema antioxidante
também foi analisado, uma vez que a GSH ¢ utilizada na
biotransformacdio do CDNB, além deste composto ja ter sido
caracterizado como inibidor das enzimas antioxidantes GR e TrxR em
mamiferos (BILZER et al., 1984; HEISS; GERHAUSER, 2005;
SEYFRIED; WULLNER, 2007).
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Dessa forma, o consumo de GSH, modulagdo da atividade e
expressdo génica da GST, assim como a inibi¢do da GR e TrxR podem
ser usados como ferramentas para estimar o aporte e a influéncia do
CDNB nos diferentes tecidos analisados. Além disso, o agente
eletrofilico N-etilmaleimida (NEM) foi utilisado como depletor de GSH
a fim de bloquear a capacidade de biotransformacdo do CDNB nos
tecidos. Por tltimo, o consumo de GSH e a modula¢édo da atividade das
enzimas GST, GR e TrxR foi analisado em animais expostos a CDNB
ou NEM pela dgua do mar ou pela hemolinfa, a fim de compreender o
papel da branquia como ponto de entrada e da metabolizacdo inicial de
substancias eletrofilicas nestes organismos.

1.4.2. Inibicao do sistema antioxidante e o uso de agentes
oxidantes

No presente trabalho o papel das defesas antioxidantes na
protecdo celular foi investigado em mexilhdes Perna perna e ostras C.
gigas expostos a agentes oxidantes. Em um trabalho anterior, realizado
por nosso grupo de pesquisa, foi detectado que zinco € capaz de inibir a
enzima GR apés uma exposi¢do aguda em mexilhdes P. perna
(FRANCO et al., 2006). Da mesma maneira, foi observado que o
composto eletrofilico 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) é capaz de
inibir a TrxR in vitro em cultura de células de mamiferos (HEISS;
GERHAUSER, 2005; SEYFRIED; WULLNER, 2007). Tendo em vista
que os sistemas da GPx e da Prx dependem da acdo complementar da
GR e TrxR para o funcionamento de seus ciclos cataliticos (Fig. 8 € 9),
no presente trabalho mexilhdes, P. perna foram expostos a zinco e
CDNB enquanto que ostras C. gigas foram expostas apenas a CDNB
como uma ferramenta para avaliar a capacidade de detoxificagdo de
perdxidos. Sendo assim, foi estimado o papel dos sistemas enzimaticos
dessas duas peroxidases na sobrevivéncia animal, detoxificacdo e
protecdo celular utilizando o hidroperéxido de cumeno (CHP) ou a
quinona menadiona (Men) como agentes oxidantes.

J4 foi demonstrada a toxicidade do CHP em diferentes modelos
de mamiferos, através de processos de estresse oxidativo e dano celular.
Por exemplo, no caso de células de mamiferos, o CHP induziu danos no
DNA, perda de viabilidade ou morte celular, distirbio mitocondrial e
energético, diminuicdo de GSH e danos oxidativos em macromoléculas
(BARZEGAR; MOOSAVI-MOVAHEDI, 2011; MITOZO et al., 2011;
POURAHMAD et al., 2010; VIMARD et al., 2011). Entretanto, nao
foram encontrados estudos com CHP em bivalves, exceto por um
trabalho de enzimologia caracterizando a atividade GPx na glandula
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digestiva de mexilhdes M. edulis (LIVINGSTONE et al., 1992). Outro
perdxido orgénico (hidroperdxido de tert-butila) ja foi utilizado como
agente oxidante a fim de investigar a relacdo entre a eficiéncia do
sistema antioxidante e a extrema longevidade de alguns bivalves (> 60
anos), porém apenas através de ensaios de apoptose e mortalidade
(RIDGWAY et al., 2014; UNGVARI et al., 2011, 2013a, 2013b).
Aparentemente, nestas espécies de maior longevidade, uma maior
eficiéncia do sistema de defesa antioxidante ndo era a tnica ou principal
regra capaz de garantir essa maior sobrevivéncia aos longos dos anos.

Além da selenoenzima GPx e da 1Cys-Prx, a GST também possui
atividade do tipo GPx contra per6xidos organicos, utilizando GSH como
fonte de elétrons. As isoformas da GST estdo localizadas tanto no
citosol como na mitocondria e em microssomas (HAYES;
FLANAGAN; JOWSEY, 2005; LAWRENCE; BURK, 1976). Além
disso, as 2Cys Prx também atuam degradando CHP, porém utilizando
Trx como fonte de elétrons. Dessa forma, ao utilizar CHP como
substrato ndo € possivel identificar qual dessas diferentes familias de
enzimas (GPx, GST e Prx) estaria atuando majoritariamente na
detoxificacdo do mesmo, sendo entdo uma medida geral de atividade do
tipo peroxidase de hidroperéxidos orgénicos.

No caso da Men, ela foi utilizada como modelo de oxidante
devido ao processo de biotransformagdo de quinonas. Ele pode ocorrer
inicialmente por sua redugdo através de duas vias (Fig. 15): (i) uma de
menor toxicidade, com redugdo por dois elétrons, mediada pela enzima
de biotransformacao de fase I DT-diaforase e gerando uma hidroquinona
estdvel; (ii)) uma de maior toxicidade, com reducdo por um elétron,
mediada por diversas enzimas de biotransformacdo de fase I (e.g.
NADPH-citocromo P450 redutase, NADH-citocromo bs redutase)
gerando uma semiquinona instdvel capaz de gerar ciclos redox com
produgdo continua de O,". Além disso, as quinonas também podem ser
conjugadas diretamente com GSH através das GST, ou ainda suas
formas hidroquinonas podem ser sulfatadas ou glucuroniladas, para
posterior excrecdo (BOLTON et al., 2000; MONKS et al., 1992).

A Men e outras quinonas ja foram utilizadas como compostos
modelos para a geragdo de estresse oxidativo em mexilhdes e outros
bivalves, os quais demonstraram alteragdes no estado tiélico celular e na
atividade de enzimas antioxidantes, assim como na inducdo de danos
oxidativos (BARATA et al., 2005; DAFRE et al., 2004; MCDONAGH;
SHEEHAN, 2006). Utilizando o composto CDNB, a fim de diminuir a
capacidade antioxidante dos organismos, seguido de uma exposicdo a
Men como modelo de geragdo de ERO, também foi investigada a inter-
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relacdo entre o sistema de defesa de biotransformacgdo e antioxidante
durante os processos de biotransformagdo em ostras C. gigas.

DT-diaforase

NAD(P)H-citocromo c redutase

citocromo b reductase NAD(P)*

NAD(P)H  NAD(P)*

SQ HQ

Sulfatagao
GSQ —» Excregdo Glucurinidagio

Figura 15: Metabolismo de biotransformacio de quinonas (Q). Sua reducio
pode ocorrer por 2 elétrons (através da enzima DT-diaforase), gerando um
composto estdvel hidroquinona (HQ), o qual pode ser excretado apds sofrer
processos de sulfatacdo ou glucuronidag@o. As quinonas também podem ser
reduzidas por 1 elétron, gerando um ciclo redox com formacdo de uma
semiquinona instdvel (SQ), a qual pode ser oxidada na presenga de oxigénio e
gerar O,” e quinona, reiniciando o ciclo. Além disso, por serem agentes
eletrofilicos, as quinonas também podem ser conjugadas com glutationa (GSH)
através da glutationa S-transferase para posterior excregao.

1.4.3. Alteracées redox em proteinas

A andlise, quantificacdo e caracterizacdo dos processos de
oxidagdes de proteinas sdo fundamentais para compreender os processos
oxidativos e as vias de regulacdo redox celulares (IZQUIERDO-
ALVAREZ; MARTfNEZ—RUIZ, 2011). Através destas andlises ¢é
possivel identificar proteinas sensiveis a estresse oxidativo em
organismos sob influéncia de diferentes agentes oxidantes. Neste
contexto, um conjunto de técnicas capazes de identificar e/ou quantificar
o proteoma redox (conjunto de proteinas sensiveis a processos de
oxidacdo e reducdo irreversiveis ou reversiveis) sdo conhecidas
genericamente como protedmica redox, as quais utilizam ensaios de



62

protedmica (in gel ou shotgun), imunodeteccdo ou ainda colorimétricos
(GO; JONES, 2013).

Estudos de protedmica redox iniciaram recentemente na drea de
ecotoxicologia aqudtica, sendo apontada como uma drea de estudo
promissora para o estudo com bivalves marinhos. Relatos cientificos
demonstraram que os processos de oxidagdo de proteinas estdo
relacionados a toxicidade de vérios compostos em bivalves, entre eles:
surfactantes (CHORA et al, 2009), quinonas (MCDONAGH;
SHEEHAN, 2007, 2008), metais, per6xido (MCDONAGH; SHEEHAN,
2006; MCDONAGH; TYTHER; SHEEHAN, 2006) ou mesmo em
animais nativos de ambientes contaminados (MCDONAGH; TYTHER;
SHEEHAN, 2005). E estimado que as proteinas sdo capazes de absorver
até 70 % dos ERO durante situacdes de estresse oxidativo, podendo ser
importantes alvos da toxicidade de contaminantes ambientais, e
consequentemente susceptiveis a perda de fungdo bioldgica (DAVIES,
2005).

No presente trabalho ensaios de protedmica redox foram
realizados com o objetivo de investigar se processos de oxidacdo em
proteinas fazem parte do mecanismo de toxicidade de nanoparticulas de
6xido de zinco (ZnONP) em ostras C. gigas. No Brasil, até o presente
momento, ndo existem grupos de pesquisa realizando estudos de
protedmica redox com bivalves marinhos, sendo este um trabalho
inovador nesta 4drea de estudo no pais. Através da utilizacdo da
protedmica redox, espera-se ampliar a caracterizacdo dos efeitos
oxidantes de diferentes compostos nestes organismos.
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2. OBJETIVOS

2.1.

OBJETIVO GERAL

Investigar o funcionamento dos mecanismos de defesa
antioxidante e de biotransformacdo em bivalves expostos a compostos
eletrofilicos e oxidantes.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudo 1: Investigar os processos de biotransformacao de fase Il e
da via do dcido mercaptiirico em ostras C. gigas

Identificar os metabdlitos derivados da via do dcido
mercapturico utilizando o CDNB como composto eletrofilico
modelo.

Investigar a capacidade de metabolizacdo e excre¢do do
CDNB.

Investigar o papel da branquia, glandula digestiva e hemolinfa
na protecdo contra o CDNB.

Analisar a modulagdo do sistema antioxidante na branquia e
glandula digestiva causada pela exposi¢do ao CDNB.

Estudo 2: Investigar os sistemas peroxidaticos da GPx e Prx em
mexilhdes P. perna e ostras C. gigas.

Analisar se o comprometimendo de componentes dos sistemas
peroxidaticos da GPx e Prx interfere na protecdo contra
peréxidos orginicos e quinonas em mexilhdes P. perna e
ostras C. gigas.

Investigar a detoxificacdo de perdxidos organicos exdgenos
em mexilhdes P. perna e ostras C. gigas utilizando CHP como
composto modelo.

Analisar a resposta do sistema antioxidante e a relagcdo entre o
sistema de biotransformacdo de fase I e a toxicidade da
menadiona em ostras C. gigas.

Estudo 3: Investigar a toxicidade e os alvos bioquimicos e
celulares em ostras C. gigas expostas a nanoparticulas de zinco

(ZnONP).

Analisar o potencial oxidante de ZnONP e a modulagdo do
sistema antioxidante em ostras C. gigas.
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e Analisar os alvos celulares da toxicidade de ZnONP. Analisar
o perfil geral de oxidagdo de cisteinas de proteinas citosélicas
e mitocondriais apds exposi¢do a ZnONP.

¢ Analisar o perfil geral de carbonilacdo de proteinas citosélicas
e mitocondriais apds exposicao a ZnONP.

e Identificar proteinas diferencialmente expressas, carboniladas
ou com oxidagdo em residuos de cisteina pela técnica de
protedmica redox



3. MATERIAIS E METODOS

65

Diferentes ensaios e andlises foram realizados para cada um dos
estudos desenvolvidos, conforme podem ser visualizados na Tabela 1 e

delineados a seguir.

Tabela 1: Parametros analisados nos diferentes estudos realizados com
mexilhdes P. perna e ostras C. gigas expostas a agentes oxidantes e

eletrofilicos.

Parametros analisados

Estudo 1

Estudo 2

Estudo 3

Quantificagdo de CDNB e de
metabdlitos da via do dcido
mercapturico na dgua do mar
e em tecidos de ostras

Quantificacio de glutationa
total, dissulfeto de glutationa
e tidis proteicos

Ensaios enzimdticos e de
peroxidacao lipidica

Andlises de transcri¢do génica

Avaliagao da capacidade de
detoxificac@o de peroxidos in
Vivo

Ensaios de mortalidade

Ensaios celulares e de
imunocompeténcia de
hemocitos

Quantificagdo dos niveis de
zinco

Andlises por meio de
microscopia eletronica de
transmissao

Ensaios de protedmica redox

3.1. ANIMAIS E ACLIMATACAO (ESTUDOS 1-3)

Mexilhdes P. perna adultos (machos e fémeas, 8-11 cm de
comprimento) e ostras C. gigas adultas (machos e fémeas, 8-13 cm de
comprimento) foram obtidos de uma fazenda de cultivo marinho na
praia do Ribeirdo da Ilha, em Floriandpolis - SC. Os animais foram
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mantidos em laboratério por pelo menos 5 dias para aclimatacdo em
aqudrios de pldstico com dgua do mar (salinidade 35%o) filtrada e
esterilizada, na propor¢do de 1 litro de 4gua do mar por animal, com
aeracdo constante e temperatura entre 18 e 20°C. Os animais foram
alimentados a cada dois dias com uma solu¢do comercial de alimento
para invertebrados marinhos filtrantes (Sera Marin Coraliquid®,
Alemanha).

3.2. ESTUDO 1
3.2.1. Delineamento experimental

Neste primeiro estudoas etapas de biotransformacdo de fase Il e
da via do 4cido mercaptirico, assim como a modulagdo do sistema
antioxidante foram estudadas em ostras C. gigas expostas ao agente
eletrofilico CDNB. Um segundo agente eletrofilico (NEM) foi utilizado
para depletar os niveis de GSH intracelulares na branquia e permitir uma
melhor compreensdo da prote¢do mediada por este tecido nos processos
de biotransformacdo de fase II de agentes eletrofilicos. Também foram
comparados os efeitos do CDNB e NEM no sistema antioxidante através
de duas vias de exposi¢do (dgua do mar e hemolinfa, a fim de
compreender o papel da branquia como um forte ponto de entrada de
agentes eletrofilicos.

Apés a aclimatagdo, ostras foram expostas a CDNB (10 uM,
previamente dissolvido em etanol e adicionado na 4gua do mar,
concentracdo final de etanol de 0,01%) em aqudrios de vidro por 15 min,
1 h,4h, 10 h e 24 h e a branquia, glandula digestiva e hemolinfa foram
coletadas em cada tempo de exposicdo. Aliquotas da 4dgua do mar
também foram coletadas ao longo do tempo. A quantificacdo dos niveis
de CDNB, DNP-SG e metabdlitos da via do dcido mercaptirico foi
realizada em todos os tecidos e tempos de exposi¢do, enquanto que as
andlises moleculares e bioquimicas foram realizadas apenas apds 4, 10 e
24 h de exposicdo na branquia e glandula digestiva. A concentracio de
CDNB (10 puM) foi baseada em estudos preliminares iniciais com
mexilhdes P. perna, enquanto que os tempos de exposicdo escolhidos
permitem o acompanhamento da biotransformagdo do CDNB e excre¢do
de seus metabdlitos, assim como a modulacio no sistema antioxidante e
de biotransformacao a nivel bioquimico e molecular.

Em uma segunda etapa, a exposicio a CDNB também ocorreu
diretamente através de inje¢des no musculo adutor a fim de atingir todos
os tecidos. Para este objetivo, 0,3, 1 e 3 pmol de CDNB (previamente
dissolvido em etanol e adicionado na d4gua do mar, concentracdo final de
etanol de 0,01%) foram preparados em 1 ml de xilose 1 M (1000
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mOsm/L) e injetados no mdusculo adutor para atingir diretamente a
hemolinfa, e consequentemente, o resto do organismo. Estes valores sdo
equivalentes a quantidade de CDNB presente em uma exposi¢do de
CDNB pela dgua do mar nas concentragdes de 0,3, 1 e 3 uM (ao utilizar
1 L de 4gua do mar por animal). Devido a baixa solubilidade do CDNB
em agua do mar, foi utilizada a xilose como agente osmdtico, ainda
assim ndo sendo possivel utilizar doses de CDNB equivalentes & uma
exposi¢do de CDNB 10 pM via dgua do mar (10 pmol via hemolinfa).
Animais controle receberam somente o veiculo (xilose 1 M). Apds 24 h
os animais foram sacrificados e a branquia e glandula digestiva foram
coletadas para ensaios bioquimicos.

Um terceiro experimento foi realizado a fim de observar a
importancia da GSH da branquia no processo de biotransformacdo de
fase II. Para este objetivo, a GSH foi depletada utilizando o agente
eletrofilico NEM. Animais foram expostos a NEM (0, 1, 10, 100 e 1000
uM) adicionada na dgua do mar por 1 hora em aqudrios de vidro e a
branquia e glandula digestiva foram coletadas. Devido a rapida acdo da
NEM na deplecdo de SH celulares, este tempo de exposicdo foi utilizado
ao invés de 24 h, o qual era utilizado nas exposi¢des ao CDNB. Um
segundo grupo de animais foi exposto a NEM através da inje¢do de
NEM no musculo adutor: NEM (10, 100 e 300 umol) foi preparada em
1 ml de 4gua do mar e injetada no misculo adutor para atingir
diretamente a hemolinfa e consequentemente o resto do organismo.
Estes valores equivalem a uma exposicao de NEM 10, 100 e 300 uM via
dgua do mar (utilizando 1 L de 4gua do mar por animal) Apds 1 h os
animais foram sacrificados e a branquia e glandula digestiva foram
coletadas para ensaios bioquimicos.

Animais também foram expostos sequencialmente a NEM e
CDNB, a fim de observar se a deplecdo de GSH causada por NEM
aumentada a toxicidade do CDNB. Apds uma exposi¢do de uma hora a
NEM 100 pM adicionada na d4gua do mar, os animais foram expostos a
CDNB 10 uM por 24 h também adicionado na dgua do mar. Ao final do
experimento os animais foram sacrificados e a branquia e glandula
digestiva foram coletadas para ensaios bioquimicos.

3.2.2. Sintese de padrdes de metabélitos do CDNB da via do acido
mercaptirico

Para a sintese do conjugado de CDNB com GSH (DNP-SG, vide
secdo 1.4.1), GSH e CDNB (1 mM) foram incubados por 4 h em tampao
fosfato de potassio (KPi) 0,1 M pH 7,0 contendo EDTA 0,25 mM e 1,5
ug de GST purificada de figado equino.
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Para a sintese dos demais metabdlitos, foi utilizado 1-fldor-2,4-
dinitrobenzeno como composto para derivatizagdo (HINCHMAN et al.,
1991). Para o conjugado de CDNB com cisteina (DNP-CYS, vide se¢do
1.4.1), 2,5 mmol de 1-fldor-2,4-dinitrobenzeno (diluido em 25 ml de
metanol) foram adicionados a 12,5 ml de KHCO; 2 N contendo 2,5
mmol de cistefna. A solu¢do foi mantida sob agitacdo magnética
constante por 15 min e acidificada a pH 2 com HCI diluido. O
precipitado foi coletado por filtragdo a vacuo e recristalizado a partir de
dgua fervente. Para o conjugado de CDNB com N-acetilcisteina (DNP-
NAC, vide secdo 1.4.1) foi utilizada a mesma preparagdo, porém com 5
mmol de 1-fldor-2,4-dinitrobenzeno em 5 ml de metanol e 5 mmol de
N-acetilcisteina em 25 ml de KHCO; 1 N. Nao foi possivel sintetizar o
padrdao 2,4-initrofenil-cisteinil-glicina (DNP-CG) devido a sua alta
instabilidade.

3.2.3. Quantificacao dos niveis de CDNB e de metabdlitos da via
do acido mercaptirico na agua do mar e tecidos de ostras

A determinacdo de DNP-SG, DNP-Cys e DNP-NAC foi realizada
na dgua no mar, branquia, glandula digestiva e hemolinfa de ostras
expostas in vivo a CDNB 10 uM por 0 min, 15 min, 1 h, 4 h, 10 h e 24
h. Os niveis de CDNB foram determinados apenas na dgua do mar.

Branquia e glandula digestiva (300 mg) foram homogeneizadas
em tampdo TRIS/HCI 0,1 M pH 8,0. A hemolinfa foi centrifugada a
1.000 x g por 10 min a 4°C e o sobrenadante foi guardado para as
andlises. Todas as amostras foram acidificadas com dacido percldrico
(PCA, concentracgdo final 5%) e centrifugadas a 15.000 x g por 2 min a
4°C, diluidas 5 — 35 vezes e filtradas com filtros descartaveis de 0,22
pum.

As amostras e os padrdes foram analisados por cromatografia
liquida de alta performance acoplada a leitura de UV/VIS. Foi utilizada
uma coluna de cromatografia de C18 (25 X 250 mm) seguindo um
protocolo de eluicdo isocratica (HINCHMAN et al., 1991). A
temperatura da coluna foi ajustada para 30°C, com fluxo de 1 ml/min e
100 pl de amostra foi adicionado por andlise. Para a determinacdo dos
niveis de CDNB, a fase movel consistia de uma combinacdo de
acetonitrila e dcido acético (40% e 60%, respectivamente) e o
cromatograma foi analisado em 280 nm. Para a andlise de DNP-SG e
metabdlitos, a fase mével consistia de uma combinacdo de acetonitrila e
dcido acético (25% e 75%, respectivamente) e o cromatograma foi
analisado a 340 nm.
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3.24. Quantificacdo dos niveis de glutationa total

Para a quantifica¢@o dos niveis de glutationa total (GSH-t, a soma
de GSH + GSSG), aproximadamente 50 mg de tecido fresco (branquia e
glandula digestiva) foram homogeneizados (1:10 peso:vol) em PCA 0,5
M seguido de centrifugacdo de 15.000 x g por 2 min a 4°C. O
sobrenadante (extrato dcido) foi separado e neutralizado com KPi 0,1 M
pH 7,0 contendo EDTA 1 mM. As amostras foram ensaiadas para GSH-
t por um ensaio enzimético (AKERBOOM,; SIES, 1981) utilizando um
espectrofotdmetro Cary 50 UV-VIS ou uma leitora de placa Tecan
Infinite M200. O meio de reagdo continha tampao KPi 100 mM pH 7,0
contendo EDTA 1 mM, NADPH 0,2 mM, DTNB 0,1 mM e GR 0,2
U/ml.

3.2.5. Ensaios enzimaticos e de peroxidacao lipidica

Para o ensaio enzimdtico de proteinas, aproximadamente 200-300
mg de tecido foram homogeneizados (1:4 peso:vol) em tampao HEPES
20 mM pH 7.4. As amostras foram centrifugadas a 20.000 x g por 30
min a 4°C e os sobrenadantes foram utilizados para os ensaios cinéticos.
Para o ensaio da enzima de membrana GGT e determinacdo de
peroxidagdo lipidica, o homogenato foi centrifugado a 1.000 x g por 10
min a 4°C e o sobrenadante foi utilizando para os ensaios.

A enzima GR foi analisada em 340 nm acompanhando a oxidagdo
do NADPH utilizando GSSG como substrato (CARLBERG;
MANNERVIK, 1985). O ensaio foi realizado em KPi 100 mM pH 7,0
contendo EDTA 1 mM e 0,2 mM de NADPH. Como substrato iniciador
foi utilizado 1 mM GSSG.

A enzima TrxR foi analisada em 412 nm acompanhando a
reducio do DTNB na presenca de NADPH (ARNER; ZHONG;
HOLMGREN, 1999). O ensaio foi realizado em tampao KPi 100 mM
pH 7,0 contendo EDTA 10 mM, DTNB 5 mM e albumina de soro
bovino 0,2 mg/ml. Apés 20 min de incubagdo, foi adicionado 200 uM
de NADPH como substrato iniciador.

A enzima GST foi analisada em 340 nm acompanhando a
conjugacdo do CDNB com GSH (HABIG; JAKOBY, 1981). O ensaio
foi realizado em tampao KPi 100 mM pH 7,0 contendo EDTA 1 mM e
GSH 1 mM. Como substrato iniciador foi utilizado 1 mM de CDNB.

A atividade da GGT foi realizada com um kit comercial,
seguindo as instru¢des do fabricante (Biotécnica®, Brasil).

A peroxidagdo lipidica foi estimada através do ensaio de espécies
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). As amostras foram incubadas
a 95°C por 1 h em meio contendo 4cido acético 7,5% pH 3.5, butil
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hidréxitolueno 70 puM, dcido tiobarbittirico 0,3% e SDS 0,4%. Apés
adi¢do de butanol, a fase aquosa foi retirada e analisada para
absorbancia em 532 nm. Adaptado de Oakes e Van der Kraak (2003).

A concentracdo proteica foi determinada pelo método de

Bradford utilizando albumina de soro bovino como padrio
(BRADFORD, 1976).

3.2.6. Analises de transcricao génica

Branquia e glandula digestiva (50 mg) de ostras expostas a
CDNB 10 uM (via dgua do mar) por 4, 10 e 24 h foram congeladas a -
80°C na presenca de RNA later® (Invitrogen). O RNA total foi extraido
utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen). Em seguida, as amostras
foram tratadas com DNAse I (Fermentas) e a concentragdo e pureza de
RNA foi estimada espectrofotometricamente (NanoVue, GE
Healthcare). A sintese de cDNA foi realizada utilizando a enzima
Transcriptase reversa RevertAid® Reverse Transcriptase (Fermentas), de
acordo com as instrucdes do fabricante.

A expressdo relativa dos niveis de mRNA codificantes derivados
de genes putativos para as isoformas da GST omega, pi e mi, além da
Prx6 e GPx, foi realizada por andlise de qPCR. Os iniciadores (Tabela
2) foram escolhidos baseados na literatura ou foram desenhados a partir
de sequéncias de C. gigas depositadas no GeneBank, seguindo os
seguintes pardmetros: tamanho de 18 — 20 pb, temperatura de
anelamento entre 59-61°C, contetido de GC entre 40-60% e tamanho do
produto de amplificacdo entre 90-200 pb. A eficiéncia dos iniciadores
foi testada utilizando o método da curva padrdo, com dilui¢do seriada
(1:3 a 1:63) a partir de uma amostra de cDNA obtida de um pool de
amostras. Iniciadores com eficiéncia entre 1,8 e 2,2 foram utilizados.
Todas as andlises de qPCR foram realizadas em microplacas de 96
pogos, em duplicata, com um volume final de reacdo de 10 pl em um
termociclador ABI7900HT (Applied Biosystems), de acordo com um
protocolo utilizado em trabalho anterior (MELLO et al., 2012). Os
resultados estdo demosntrados como expressdo relativa de transcritos
normalizados pelo gene referéncia gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), utilizando a equacdo de 2"***” (PFAFFL, 2001). Esse gene
foi utilizado como referéncia por ndo sofrer alteragdes em sua expressao
nos diferentes grupos analisados.

Tabela 2. Genes selecionados com suas respectivas sequéncia de iniciadores
utilizados para as andlises de qPCR e niimeros de acesso no GenBank.
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Gene Sequéncia 5’- 3’ GenBank

Fw - TGATGAGTTCACCACCGCAA
Gitie Rv - TTCAAACCATGGCCACAGCA BT

. Fw - AGGCGATTTTCACCTCTGTC
GSTpi Rv - TTCCTTCTGCCACAAAGTCG AJ557140.1

. Fw — ACAAACCTTGGTTCGCTGGA
Gl Rv - AGGCTTCATCAGTCTGTGCT —

Fw - GAGCCAGAGTTCAAGAAGAG
Prx6 Rv - TGCATTGTCCTTTTCGGCTG AM265552.1

Fw - TCAAGATCCGAGATGTCGTC
GPx Rv — ACTCGGTTTCCAGACATGAG EF692639.1

Fw - GCTGTGACACCATTGGAGAA
GAPDH Rv — ACCAATGACGCAACAAGCGA AJ544886.1

3.2.7. Analises estatisticas

Os dados foram analisados para normalidade de acordo com teste
de Shapiro-Wilk e analisados por ANOVA de uma ou duas vias seguido
do post hoc de Duncan quando necessario. As diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas utilizando o nivel de
significincia de p < 0,05.

3.3. ESTUDO 2
3.3.1. Delineamento experimental

Neste segundo estudo, a importincia da GR e TrxR para os
sistemas de degradacio de perdxidos em bivalves foi investigada
utilizando CDNB e ZnCl, como inibidores destas enzimas. Estudos
anteriores de nosso grupo de pesquisa ja apontaram para o efeito
inibitério do ZnCl, na GR em mexilhdes P. perna (vide se¢do 1.4.2),
enquanto que o CDNB ja foi utilizado como inibidor da TrxR em
mamiferos (vide secdo 1.4.2). A importancia dessas enzimas foi
investigada utilizando CHP ou Men como agentes oxidantes em animais
previamente expostos a ZnCl, ou CDNB.

Apés aclimatacdo, mexilhdes foram expostos a diferentes
concentragcdes de zinco (ZnCl,, 0, 30, 40, 50 e 100 uM) ou CDNB (0, 3,
6, 10 e 25 uM) por 18 h em aqudrios de vidro com 1 litro de 4gua do
mar por animal. Apds a exposicdo, os animais foram sacrificados e as
branquias foram coletadas para os ensaios bioquimicos. No caso de
ostras C. gigas, os animais foram expostos a CDNB (10 uM) por 18 h e
a branquia foi coletada para ensaios bioquimicos e celulares. Este tempo
de exposic¢ao foi escolhido por permitir uma acao inibitéria do CDNB e
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7ZnCl, nas enzimas, além de ser curto o suficiente para evitar uma
resposta adaptativa dos organismos (geralmente observada mais em
longo prazo). As concentracdes de CDNB e ZnCI2 utilizadas foram
baseadas em trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa com
mexilhdoes (FRANCO et al., 2006) e células de mamiferos (dados nido
publicados).

Para mexilhdes, os efeitos das inibicdes da GR e TrxR foram
analisados utilizando uma pré-exposicdo a ZnCl, ou CDNB seguido de
uma exposi¢cdo a um agente oxidante (CHP). Animais pré-tratados com
ZnCl; (40 uM) ou com CDNB (10 uM) por 18 h foram expostos a CHP
(50 e 100 uM) por 2 h. Um terceiro grupo de animais foi exposto apenas
a CHP por 2 h enquanto que outro grupo de animais foi mantido apenas
em 4gua do mar durante todo o experimento (grupo controle). Este
periodo de exposicdio ao CHP foi utilizado por permitir o
acompanhamento da taxa de degradacdo de peréxido ao longo do tempo,
assim como a andlise do estado tidlico, danos oxidativos e disturbios
celulares. Ao longo deste tempo de exposi¢do, aliquotas de 4gua do mar
foram coletadas a fim de quantificar os niveis remanescentes de CHP
(vide secdo 3.3.3). Ao fim do experimento, a branquia e hemolinfa
foram coletadas para ensaios bioquimicos e celulares. Ensaios de
mortalidade também foram realizados com mexilhdes expostos a CHP
(vide se¢do 3.3.4).

Para ostras, ap6s exposicdo a CDNB (10 uM) por 18 h, a taxa de
degradacdo de perdéxidos foi analisada através de uma exposicdo a CHP
(50 uM) por 2 h. Um segundo grupo de animais foi exposto apenas a
CHP por 2 h enquanto que outro grupo de animais foi mantido apenas
em dgua do mar durante todo o experimento (grupo controle). Aliquotas
de dgua do mar foram coletadas ao longo do tempo para andlise dos
niveis remanescentes de CHP (vide secdo 3.3.3).

Um conjunto adicional de experimentos foi realizado com ostras
e a quinona Men, de acordo com o seguinte delineamento: animais
controle foram mantidos por 18 h na dgua do mar, seguido de mais 24 h
de exposicdo na dgua do mar (grupo AM/AM); animais expostos a
CDNB 10 uM por 18 h foram mantidos posteriormente na 4gua do mar
por 24 h (grupo CDNB/AM); animais foram mantidos por 18 h na dgua
do mar seguido de 24 h de exposicdo a Men (1 mM, grupo AM/Men); e
animais expostos a CDNB 10 uM por 18 h foram expostos a Men 1 mM
por 24 h (grupo CDNB/Men). Apds o periodo de exposicdo (18 h + 24
h), os animais foram sacrificados e a branquia e hemolinfa foram
coletadas para ensaios bioquimicos e celulares. A concentracdo de Men
(1 mM) e o tempo de exposi¢do (24 h) foram escolhidos baseados em
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outros trabalhos com bivalves expostos a quinonas (MCDONAGH;
SHEEHAN, 2007; MCDONAGH; SHEEHAN, 2008; TEDESCO et al.,
2010a). Ensaios de mortalidade também foram realizados com ostras
expostas a Men (vide secdo 3.3.4).

3.3.2. Ensaios enzimaticos

Apds homogeneiza¢do (idem item 3.2.5.), as amostras foram
ensaiadas espectrofotometricamente de acordo com métodos padrdes.

As enzimas GR e TrxR foram analisadas de acordo com a se¢do
3.2.5.

A enzima GPx foi analisada em 340 nm em um ensaio acoplado
com GR acompanhando a oxidacdo de NAPDH (WENDEL, 1981). O
ensaio foi realizado utilizando KPi 50 mM pH 7,0 contendo EDTA 0,5
mM, NADPH 0,2 mM, GSH 1 mM e GR 0,2 U/ml. CHP 1 mM foi
utilizado como substrato iniciador.

A enzima menadiona redutase (Men redutase, também conhecida
como DT-diaforase) foi analisada em 340 nm acompanhando a oxidagdo
de NAPDH na presenca de Men (MASTERS et al., 1965). O ensaio foi
realizado em tampdo TRIS-HCI 20 mM pH 7,6 contendo 0,2 mM de
NADPH. Como substrato iniciador foi utilizado Men 100 pM.
Dicumarol (50 uM) foi adicionado para inibir a DT diaforase e avaliar a
reducdo da Men dependente de dois elétrons.

A enzima NAD(P)H-citocromo c¢ redutase foi analisada em 550
nm acompanhando a reducdo do citocromo c na presenca de NADPH e
Men (LIVINGSTONE; GARCIA MARTINEZ; WINSTON, 1989). O
ensaio foi realizado em tampao TRIS-HCl 20 mM pH 7,6 contendo
NADPH 0,2 mM e citocromo ¢ 20 uM. Como substrato iniciador foi
utilizado Men 300 pM. A reducdo univalente da Men pela enzima gera
uma quinona instavel, a qual é oxidada a sua forma original na presenca
de oxigénio e gera O,", o qual ird reduzir o citocromo c. A fim de
confirmar de que a redu¢do do citocromo ¢ é dependende da geragdo de
0,7, o ensaio também foi realzado na presenga de SOD (30 pg) no
ensaio a fim de bloquear esta via de reducao.

3.3.3. Avaliacdo da capacidade de detoxificacio de peroxido in
vivo

Para os experimentos a fim de quantificar os niveis de CHP na
dgua do mar ao longo do periodo de exposicdo, os animais (mexilhdes e
ostras) foram acondicionados individualmente em béqueres contendo
300 ml de 4gua do mar com aeragdo constante e aclimatados nessa
condi¢@o por 1 hora a fim de garantir a abertura das valvas. Em seguida,
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foram adicionados 200 ml de CHP preparado em dgua do mar
(concentragdo final 50 ou 100 uM) e aliquotas do meio de exposi¢do
(35-50 ul) foram coletadas ao longo de 2 h. Dois grupos adicionais
foram analisados: animais expostos apenas a dgua do mar (branco) e
béquers contendo CHP na auséncia de animais (para avaliar a
autodegradagdo do CHP). As amostras foram imediatamente
adicionadas em placas de 96 pocos e o volume foi ajustado para 200 ul
com dgua ultrapura. Em seguida, 50 pl do meio de reagdo (xilenol
laranja 2,5 mM, sulfato de ferro amoniacal 2,5 mM e 1,1 mM de PCA )
foram adicionados e a placa foi incubada no escuro por 30 min sob
temperatura ambiente (GAY; GEBICKI, 2002). A placa foi lida em uma
leitora TP-Reader (Thermo Plate) e os niveis de CHP foram estimados
baseados em uma curva padrao de CHP.

No caso de mexilhdes P. perna, a taxa de degradacdo de CHP foi
estimada utilizando o célculo do valor da area abaixo da curva (AAC) a
partir de gréficos contendo os valores de CHP em relacdo ao tempo. A
AAC do grupo controle foi considerada como 100% e as dos demais
grupos foram normalizadas em relagio ao grupo controle. Dessa forma,
quanto maior a drea, menor a capacidade de detoxificacdo de perdxido
in vivo, devido ao acimulo de CHP na 4gua do mar ao longo do tempo.
No caso de ostras C. gigas, a taxa de detoxificagdo foi mais lenta que
em mexilhdes, permitindo uma andlise por regressdo linear.

3.3.4. Mortalidade de ostras e mexilhoes a agentes oxidantes

Curvas de mortalidade (CLsy) a CHP foi realizada com
mexilhdes. Os animais foram expostos a diferentes concentragdes de
CHP (0, 100, 300, 1000 e 3000 uM) por 96 h, com troca didria de dgua
do mar e reposicio de CHP. Apds a andlise da CLsy(96 h) do CHP,
outro conjunto de experimentos foi realizado com animais expostos a
CHP (100 e 300 uM) por 96 h, na presenca ou auséncia de uma pré-
exposicao a ZnCl, (40 uM) ou CDNB (10 uM) por 18 h. A mortalidade
foi acompanhada ao longo do tempo. Um grupo de animais expostos
apenas a ZnCl, e outro apenas a CDNB por 18 h foram mantidos em
dgua do mar por 96 h para quantificar a mortalidade causada pela
exposicao a esses contaminantes na auséncia de CHP.

Curvas de mortalidade também foram realizadas com ostras
expostas a Men. Um grupo foi exposto a Men 300 uM por 96 h, com
troca de dgua e reposicdo de Men didria. Um segundo grupo foi exposto
a CDNB 10 uM por 18 h seguido de Men 300 uM por 96 h também com
troca de dgua e reposi¢cdo de Men diaria. Um terceiro grupo foi exposto
apenas a CDNB 10 uM por 18 h e mantido em 4gua do mar por 96 h a
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fim de investigar se o CDNB poderia induzir alguma mortalidade. O
grupo controle foi mantido apenas em 4gua do mar durante todo o
experimento. Esta concetragdo de Men (300 uM) foi utilizada para este
experimento tendo em vista que trabalhos de curto prazo (24 h) com
concentracdes mais elevadas (I mM) jad apresentavam alteracdes em
pardmetros bioquimicos em bivalves MCDONAGH; SHEEHAN, 2007;
MCDONAGH; SHEEHAN, 2008; TEDESCO et al., 2010a), os quais
poderiam ser demasiadamente amplificados por uma exposicdo mais
prolongada (96 h) seguida de uma pré-exposi¢do a CDNB.

3.3.5. Quantificacdo dos niveis de glutationa total, dissulfeto de
glutationa e ti6is proteicos na branquia

Os niveis de GSSG foram quantificados em aproximadamente
100 mg de tecido fresco homogeneizados (1:5 peso:vol) em NEM 6,25
mM. As amostras foram acidificadas com PCA (concentracio final 0,5
M) e centrifugadas a 15.000 x g por 15 min a 4°C. O excesso de NEM
foi removido utilizando um protocolo de hidrdlise alcalina
(SACCHETTA; DI COLA; FEDERICI, 1986) e as amostras analisadas
utilizando o mesmo método para GSH-t.

A quantificag@o dos niveis de GSH-t foi realizada de acordo com
a secdo 3.2.4.1, enquanto que os niveis de PSH foram analisados
colorimetricamente na fracdo particulada obtida apds centrifugacido dos
homogenatos para ensaio de GSH-t. A fragdo particulada foi lavada com
1 ml de PCA 0,5 M, solubilizada com tampao TRIS-HCI 0,5 M pH 8,0
contendo SDS 1% e quantificadas para PSH por método colorimétrico
(JOCELYN, 1987). O ensaio foi realizado em tampao TRIS/HCI1 0,5 M
pH 8.0 contendo SDS 1% e DTNB 0,2 mM.

3.3.6. Anadlises celulares e de imunocompeténcia em hemécitos

Ap6s as exposi¢des, a hemolinfa foi coletada através do musculo
adutor e acondicionada em gelo. Em seguida, a hemolinfa foi processada
para os ensaios de densidade celular, viabilidade celular pela redugéo do
MTT e acimulo de vermelho neutro, e danos no DNA pelo ensaio do
cometa.

Para o ensaio de reducdio do MTT: 1 x 10° células (apGs
determinacdo da densidade celular utilizando uma cdmara de Newbauer)
foram centrifugadas a 800 x g por 15 min a 4°C e a frac@o particulada
foi ressuspensa em 300 ul de tampdo fosfato salina (PBS) contendo
NaCl 500 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO4 10 mM, KH,PO4 2 mM e MTT
0,5 mg/L. As amostras foram incubadas por 1 hora a 25°C no escuro e
centrifugadas a 800 x g por 15 min a 4°C. O formazam formado durante
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a incubacio foi extraido em 300 ul de DMSO e as amostras foram lidas
em 550 nm utilizando um espectrofotometro Cary 50 UV-VIS ou uma
leitora de placa Tecan Infinite M200.

Para o ensaio do vermelho neutro (VN), 4 x 10° células (apds
determinacdo da densidade celular utilizando uma camara de Newbauer)
foram centrifugadas a 800 x g por 15 min a 4°C e a fragdo particulada
foi ressuspensa em 200 ul de PBS contendo VN 0,004%. As amostras
foram incubadas por 3 h a 25°C no escuro e centrifugadas a 800 x g por
15 min a 4°C. As amostras foram centrifugadas a 800 x g por 15 min a
4°C e lavadas 3 x com PBS para remover excesso de vermelho neutro
extracelular. Apds lavagem, as células foram incubadas com etanol 50%
contendo 4cido acético 1% e lidas em 550 nm utilizando um
espectrofotdometro Cary 50 UV-VIS ou uma leitora de placa Tecan
Infinite M200.

Para o ensaio do cometa, utilizou-se um protocolo realizado
anteriormente com mexilhdes M. edulis (TRAN et al., 2007). Uma
aliquota de 200 pl de hemolinfa foi centrifugada a 400 x g por 3 min a
4°C, as células foram ressuspensas em 160 ul de agarose de baixo ponto
de fusdo (0,75 %, preparada em PBS) e distribuidas em duas laminas de
vidro pré-tratadas com agarose. Apds incubacdo a 4°C, as amostras
foram incubadas em tampao de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, TRIS
10 mM, Triton 1%, DMSO 10 % e pH 10) a 4°C por 1 h. Em seguida, as
amostras foram lavadas com dgua ultrapura, acondicionadas em cdmara
de eletroforese horizontal e incubadas em solug¢do contendo NaOH 0,3
M e EDTA 200 mM (pH 13) por 20 min. A eletroforese foi realizada
por 30 min a 300 mA, as amostras foram lavadas com 4gua ultrapura e
neutralizadas em tampao TRIS/HCI 0,4 M pH 7,5. As amostras foram
coradas com nitrato de prata e analisadas em microscépio 6ptico. 50
células foram contadas para cada réplica (100 por amostra), e
caracterizadas de O a 4 de acordo o tamanho da cauda e,
consequentemente, do dano ao DNA (classe 0 corresponde & auséncia de
dano classe 4 corresponde a dano mdximo). O indice de dano
corresponde a soma de das categorias de dano analisadas para cada
amostra, variando entre 0 e 400 (SINGH et al., 1988).

3.3.7. Andlises estatisticas

As andlises de sobrevivéncia foram realizadas por andlise de
PROBIT pelo teste de Mantel-Cox.

Os demais dados foram analisados para normalidade de acordo
com o teste de Shapiro-Wilk e os pares de médias foram analisados
pelos teste t de Student enquanto que comparagdes miltiplas foram
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realizadas por ANOVA de uma ou duas vias seguido pelo teste post hoc
de Duncan quando necessdrio. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas utilizando o nivel de significancia de p <
0,05.

34. ESTUDO 3
34.1. Caracterizacao de ZnONP

ZnONP (dispersdo em acetato de butila, Sigma Aldrich #721093)
foram caracterizadas através de microscopia eletrdnica de transmissdo
(MET) e espalhamento dindmico da luz. Para andlise por MET, ZnONP
foram inicialmente diluidas em DMSO seguido de diluicdo em dgua do
mar para uma concentracdo final de 50 mg/L. Uma aliquota foi
adicionada a uma tela de cobre seguido de secagem ao ar para posterior
andlise em microscépio JEM-1011 (JEOL) a 80 KV. O tamanho das
particulas primdrias foi determinado a partir de imagens de 1000
particulas selecionadas aleatoriamente utilizando o software Image J
para a quantificacdo (vers@o 1.47; obtido do  website
http://rsb.info.nih.gov/ij/). Para a andlise de espalhamento dindmico da
luz, dispersdes de ZnONP foram preparadas em DMSO puro ou em
dgua do mar, em concentracdes de 8 a 32 mg/L. As amostras foram
analisadas em um Zetasizer Nano series (Malvern Instruments). Duas
réplicas foram analisadas por amostra, cada uma com 11 leituras por
réplica. DMSO foi utilizado como solvente para esta andlise por ser
utilizado para pré-dissolver as ZnONP antes das exposi¢des, conforme
descrito a seguir.

Devido a baixa solubilidade do acetato de butila na 4gua do mar,
as ZnONP foram inicialmente diluidas em DMSO para posterior adi¢do
na dgua do mar durante as exposicdes. Para os experimentos da taxa de
mortalidade, as concentragdes de acetato de butila e DMSO foram
ajustadas para 80 e 102 pg/L, respectivamente, para todos os grupos
(inclusive o controle). No caso dos demais experimentos, as
concentracdes utilizadas de acetato de butila e DMSO foram de 6,4 e
102 pg/L, respectivamente. Estes valores estdo bem abaixo da CLsy(24
h) destes compostos para organismos aqudticos como invertebrados
(DMSO = 27,5 g/L para Daphnia pulex e acetato de butila = 205 mg/L
para Daphnia magna) , de acordo com os dados dos fornecedores
(Sigma-Aldrich). As concentracdes de acetato de butila variaram entre
os diferentes experimentos uma vez que as ZnONP estavam dispersas
neste composto, e dessa forma alteragdes nas concentracdes de ZnONP
também afetavam as concentracdes do solvente (para os ensaios de
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mortalidade, a maior concetragdo de ZnoNP foi de 50 mg/L, enquanto
que para as demais exposicdes foi de 4 mg/L).

3.4.2. Delineamento experimental

Apés aclimatacdo, ostras foram expostas a diferentes
concentra¢des de ZnONP (0,05, 0,5, 5 e 50 mg/L) e ZnCl, (0,136, 1,36,
13,6, 136 e 1360 mg/L) por 96 h e a taxa de mortalidade foi analisada
(14 animais por grupo). Durante o experimento a dgua foi trocada a cada
24 h com reposicdo de ZnONP e ZnCl,. Essas concentracdes foram
baseadas em experimentos de toxicidade de ZnONP com outros
invertebrados (WONG et al., 2010; YU et al., 2011; ALI et al., 2012).

Um segundo experimento foi realizado com ostras expostas a
ZnONP 4mg/L por 6, 24 e 48 h a fim de elucidar o mecanismo de
toxicidade deste nanomaterial. A dgua do mar foi trocada a cada 24 h,
com reposi¢do de ZnONP. Ao fim do experimento a branquia e glandula
digestiva foram coletadas para ensaios quimicos e de microscopia
eletronica de transmissdo (MET). Este experimento possuiu apenas um
grupo controle (exposto ao veiculo por 48 h). Durante a exposicio,
aliquotas da dgua do mar foram coletadas para andlise quimica. ZnONP
também foram adicionadas a béqueres com dgua do mar sob aeragdo
constante na auséncia de animais, e aliquotas da dgua do mar foram
coletadas ao longo do tempo a fim de estimar a taxa de precipitacdo das
ZnONP na dgua do mar. A fim de quantificar a dissociacio de ZnONP
em Zn*, aliquotas de ZnONP obtidas de aquérios na auséncia de
animais foram coletadas ao longo do tempo. As amostras foram
processadas por ultrafiltragdo utilizando filtros com ponto de exclusdo
de 10 kDa (equivalente a nanoparticulas de 2 nm). O material eluido do
filtro foi utilizado para a quantifica¢do de Zn** dissociado.

Um terceiro experimento foi realizado com ostras expostas a
ZnONP por 24 ou 48 h. A 4gua foi trocada a cada 24 h com reposi¢do de
ZnONP. Ao fim do experimento, os animais foram sacrificados e a
hemolinfa, brinquia e glandula digestiva foram coletadas para ensaios
bioquimicos e celulares. Um grupo controle foi utilizado para cada
tempo de exposi¢cdo (24 e 48 h). Os tecidos também foram enviados em
gelo seco para a Univeristy College Cork, na Republica da Irlanda, para
ensaios de protedmica redox.

3.4.3. Quantificacdo dos niveis de zinco
Os niveis de zinco foram analisados na 4gua do mar e nos tecidos
de ostras (branquia e glandula digestiva) durante a exposi¢ao a ZnONP,
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de acordo com um protocolo utilizado anteriormente com mexilhdes M.
edulis (TREVISAN et al., 2011).

As amostras de dgua do mar foram acidificadas com HNO; 5%.
Os tecidos (500 mg de tecido seco a 80°C) foram acidificados com 7 ml
de solu¢do de HNO3; e HCL concentrado (1,5:1 vol:vol) em uma chapa
quente e diluidos para 50 ml com dgua ultrapura. As amostras foram
analisadas para o conteido de zinco por espectrometria de emissdao
Optica por plasma acoplado indutivamente.

3.4.4. Anadlise de tecidos por MET

Amostras (aproximadamente 5 mm) de branquia e glandula
digestiva de ostras apds exposicdo a ZnONP foram fixadas em tampao
contendo glutaraldeido 2,5% e cacodilato de s6dio 100 mM (pH 7,2)
(SCHMIDT et al., 2009). O material foi pds-fixado com tetréxido de
Osmio por 4 h, desidratado em gradiente seriado de acetona e coberto
com resina do tipo Spurr. Cortes ultrafinos foram corados com acetato
de uranila aquoso seguido citrato de chumbo. As amostras (4 amostras
por grupo com duas réplicas cada) foram analisadas por MET utilizando
um microscépio JEOL 1011 a 80 kV no Laboratério de Microscopia
Central, da Universidade Federal de Santa Catarina. As células
analisadas foram células ciliadas e com microvilosidades do epitélio da
brinquia e as células digestivas dos tibulos digestivos da glandula
digestiva.

3.4.5. Analise dos niveis de glutationa total, dissulfeto de
glutationa e tidis proteicos

As analises de GSH-t, GSSG e PSH foram realizadas de acordo
com as se¢des 3.2.4 e 3.3.5.

3.4.6. Analises celulares e de imunocompeténcia em hemécitos

Hemocitos de ostras C. gigas foram coletados ao fim da
exposicdo e ensaiadas para andlises de viabilidade celular pelo método
do MTT e vermelho neutro conforme descrito na secdo 3.3.6.

A taxa de fagocitose dos hemdcitos foi analisada através da
incuba¢do de 100 pL de hemolinfa com 30 pL de microesferas
fluorescentes (Fluoresbrite YG microspheres, 2,00 pm, Polysciences)
preparadas a 2,5 % em 4agua do mar. Em seguida, foram adicionados 200
puL de dgua do mar filtrada estéril e as amostras foram incubadas por 1
h, no escuro, a 20 °C (HEGARET; WIKFORS; SOUDANT, 2003). O
percentual de hemdcitos altamente fagociticos (que fagocitaram 3 ou
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mais esferas) em cada amostra foi determinado através de citometria de
fluxo em um FACSCanto II (BD Biosciences).

A taxa de adesdo celular dos hemdcitos foi avaliada pela adi¢ao
de 100 pL. de hemolinfa e 100 uL de dgua do mar filtrada estéril em
uma placa de 24 pogos, permitindo a adesdo por 2 h a 20 °C. Apés esse
periodo o sobrenadante de cada pogo foi removido, filtrado (80 um) e
transferido para um tubo de citometria contendo 200 pl de uma solugdo
de PBS/formol 4 %. O nimero de células que ndo foram capazes de
aderirem a placa foi determinado por microscopia dptica utilizando uma
camara de Newbauer.

A producdo de ERO intracelular foi determinada nos hemdcitos
usando o reagente 2',7'-diacetato de diclorofluoresceina (Sigma). Para
tal, 100 uL de hemolinfa foram incubados com 4 uL de 2',7'-diacetato
de diclorofluoresceina a 1 mM e 300 pL de dgua do mar filtrada estéril
por 2 h, no escuro, a 20 °C (HEGARET; WIKFORS; SOUDANT,
2003). O nivel de fluorescéncia derivado da oxidacdo do fluoréforo foi
determinado em um citometro de fluxo FACSCanto II (BD
Biosciences), do Laboratério Multiusudrio de Estudos em Biologia I da
Universidade Federal de Santa Catarina.

3.4.7. Ensaios enzimaticos e deteccio dos niveis de peroxidacao
lipidica

Para a andlise dos niveis de peroxidacgdo lipidica e das enzimas
GR, TrxR, GPx e Cat, as amostras foram preparadas de acordo com a
secdo 3.2.5.

Os niveis de peroxidacdo lipidica e as enzimas GR e TrxR foram
ensaiadas de acordo com a secdo 3.2.5 enquanto que a enzima GPx foi
ensaiada de acordo com a se¢do 3.3.2.

A enzima Cat foi analisada seguindo a dismutacido do H,O, a O,
em 240 nm (AEBI, 1984). O ensaio enzimitico de 40 segundos foi
realizado em tampdo KPi 50 mM pH 7,0 contendo EDTA 0,5 mM e
0,012 % de Triton X-100. Como substrato iniciador foi utilizado 10 mM
de H202.

Para as demais enzimas, as proteinas citosélicas foram obtidas em
homogeneizacdo (1:3, peso:vol) de aproximadamente 200 mg de tecido
em tampdo TRIS/HCl 10 mM pH 7,2 contendo sacarose 0,5 M, KCl
0,15 M, EDTA ImM e PMSF 1 mM. Os homogenatos foram
centrifugados a 15.000 x g por 1 h a 4°C e os sobrenadantes foram
utilizados para os ensaios cinéticos. Para as andlises com proteinas
mitocondriais, os tecidos (300 mg) foram homogeneizados (1:4,
peso:vol) em tampdo mitocondrial HEPES 20 mM pH 7,5 contendo
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sacarose 0,4 M, KCI 50 mM, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM e EGTA 1
mM. Em seguida, os homogenatos foram centrifugados a 1.000 x g por
15 min a 4°C e o sobrenadante foi centrifugado a 10.000 x g por 15 min
a 4°C. A fracdo particulada foi lavada 2 vezes com tampao mitocondrial
e usada como uma fragdo enriquecida de mitocondrias (ULRICH;
MARSH, 2009). A fracdo particulada foi ressuspensa em 300 pl de
tampdo mitocondrial e sonicadas para a liberagdo de proteinas em 5
ciclos de 15 segundos.

A enzima citosélica glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) foi
analisada em 340nm acompanhando a redug¢io de NAPD" na presenca
de glicose 6-fosfato (GLOCK; MCLEAN, 1953). O ensaio foi realizado
utilizando tampdo TRIS/HCL 50 mM pH 7.4, contendo NADP" 0,127
mM e 3 mM de cloreto de magnésio. Como substrato iniciador foi
utilizado 1,5 mM de glicose-6-fosfato.

A enzima citos6lica GAPDH foi analisada acompanhando a
redu¢do do NAD" em 340 nm utilizando gliceraldeido 3-fosfato na
presenca de DTT (ZHANG; SNYDER, 1992). O ensaio foi realizado em
tampdo pirofosfato de sédio 15 mM pH 8,5 contendo NAD" 0,25 mM e
DTT 3,3 mM. Como substrato foi utilizado o gliceraldeido-3-fosfato 0,5
mM.

A enzima mitocondrial NADH:ubiquinona oxidoredutase
(complexo mitocondrial I) foi analisada seguindo a reducdo de
ferrocianeto (0,5 mM) na presenca de NADH (0,2 mM) e rotenona (5
uM) (CASSINA; RADI, 1996).

A enzima mitocondrial citocromo c¢ oxidase (complexo
mitocondrial IV) foi analisada em 550 nm seguindo a oxidacdo do
citocromo ¢ (STORRIE; MADDEN, 1990). O ensaio foi realizado em
tampdo TRIS/HCI 8,5 mM pH 7,0 contendo KCI 100 mM e sacarose 25
mM. Como substrato iniciador foi utilizado citocromo c¢ (reduzido) 10
mM.

3.4.8. Analises de protedmica

A obtengdo de proteinas citosOlicas foi realizada a partir da
homogeneiza¢do das amostras em tampao TRIS/HCI 10 mM pH 7,2
contendo sacarose 0,5 M, KC1 0,15 M, EDTA ImM e PMSF 1 mM,
seguindo o protocolo da secdo 3.4.7. As proteinas mitocondriais foram
obtidas a partir de homogeneizacdo das amostras em tampdo
mitocondrial HEPES 20 mM pH 7.5 contendo sacarose 0,4 M, KCI 50
mM, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM e EGTA 1 mM, também conforme
protocolo da secdo 3.4.7.
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Em seguida, para ambas as andlises de eletroforese
unidimensional (1DE) e bidimensional (2DE) foram utilizados géis de
poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE). Os extratos proteicos foram
marcados com os fluoréforos (entre 0,4 e 0,5 KDa) 5-iodoacetamida-
fluoresceina (IAF, 0,2 mM) ou 5-tiosemicarbazida-fluoresceina (FTSC,
1mM) por 2 horas no escuro a 4°C para a marcacgdo de tidis reduzidos
ou grupos carbonilas, respectivamente. Em seguida, as amostras foram
acidificadas com dcido tricloroacético (concentragdo final 10%) e
incubadas no gelo por 5 minutos, seguido de centrifugacdo a 11.000 x g
por 3 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. A fragdo
particulada foi lavada 2 vezes com 1 ml de acetona (para marcagdo com
IAF) ou etanol:acetato de etila (1:1 vol:vol, para marcagdo com FTSC) e
mantidas a -80°C até andlises posteriores.

As amostras foram solubilizadas em tampao de amostra (Tris-
HCI 62,5 mM pH 6,8 contendo 2,5 % SDS, 10 % glicerol e tragos de
azul de bromofenol) para 1DE SDS-PAGE ou de reidratagdo (ureia 5 M,
tioureia 2 M, CHAPS 2 % (peso:vol), anfélitos 2 % (pH 3-10), DTT 2
%, DesTreak 1 % e tracos de azul de bromofenol) para 2DE SDS-
PAGE.

Para os ensaios de 1DE SDS-PAGE, amostras de brianquia e
glandula digestiva (24 e 48 h de exposi¢cdo a ZnONP) foram analisadas.
Para as proteinas citosélicas, 25 pg de proteinas foram utilizadas por
pog¢o enquanto que para proteinas mitocondriais foram utilizadas 25 pg
para amostras marcadas com IAF e 12,5 ug para amostras marcadas
com FTSC. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE (gel de
separacdo de 12 ou 10% de acrilamida para proteinas citosélicas ou
mitocondriais, respectivamente, e gel de empacotamento de 4,5 % de
acrilamida) utilizando 80 V seguido de 120 V até o desaparecimento do
azul de bromofenol. Apds a eletroforese, os géis foram imediatamente
escaneados para fluorescéncia (excitacdo/emissdo 488/520 nm) e
corados com Coomassie azul coloidal por 18 h. Os géis foram lavados e
escaneados para o sinal de Coomassie com um densitdmetro
previamente calibrado. As imagens dos géis escaneados para
fluorescéncia e Coomassie foram analisadas utilizando o software
Quantitiy One (BioRad). O sinal de fluorescéncia foi normalizado pelo
sinal de Coomassie para cada amostra, a fim de evitar qualquer
variabilidade devido a possiveis diferencas nas concentracdes proteicas
aplicadas por poco.

Para os ensaios de 2DE SDS-PAGE, apenas amostras de
proteinas citosdlicas de branquias apds 48 h de exposicdo a ZnONP
foram utilizadas. Nao foi possivel analisar a glandula digestiva devido a
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dificuldades com a solubilizacdo de proteinas. Apds a marcagdo com o0s
fluoréforos, 200 ug de proteinas foram ressuspensas em tampdo de
reidratacdo. As amostras foram transferidas a tiras de eletrofocalizacio
de 7 cm (pH 3-10, ndo linear) e as mesmas foram reidratadas por 18 h a
temperatura ambiente. Em seguida, as tiras foram eletrofocalizadas em
aparelho Protean (BioRad) a 20°C com um aumento de voltagem linear:
(i) 1h 250 V, (ii)) 2 h 4.000 V, (iii)) 20.000 Vh. As tiras foram
equilibradas por 20 min com tampido TRIS/HCI 0,375 M pH 8.8
contendo ureia 6 M, SDS 2 %, glicerol 20 % e DTT 2 %. Em seguida, as
amostras foram equilibradas novamente por 20 min em mesmo tampao,
trocando o DTT por iodoacetamida 2,5 %. As tiras foram entdo
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12 % a 120V. Os
géis foram  imediatamente  escaneados para  fluorescéncia
(excitacdo/emissdo 488/520 nm), corados com Coomassie coloidal e
escaneados com um densitometro calibrado. As imagens de
fluorescéncia e da coloracdo de Coomassie foram analisadas pelo
software SameSpots (Nonlinear Dynamics) para a detec¢do de proteinas
com diferentes perfis de expressdo (coloracdo de Coomassie), oxidagao
de tidis (IAF) e carbonilacdo (FTSC).

As protefnas com uma diferenca de no minimo 50% de aumento
ou diminui¢@o no volume dos “spots” e um valor estatistico de p < 0,05
com relacdo ao grupo controle foram escolhidas para posterior
identificac@o por espectrometria de massa. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o pacote estatistico do software SameSpots.
Apenas proteinas com bom padrdo de separacdo foram coletadas a partir
de géis corados com Coomassie coloidal. Algumas proteinas nao
puderam ser coletadas devido a baixa abundéincia proteica e,
consequentemente, baixa intensidade de coloracdo de Coomassie azul
coloidal.

Para a purificacdo de proteinas mitocondriais contendo -SH
livres, grupos de branquias de 5 a 6 animais foram homogeneizados em
tampao mitocondrial (1:3 peso:vol), com 2 “pools” por grupo (controle e
exposto a ZnONP por 48 h). Apds a obtenc@o dos extratos proteicos
mitocondriais (se¢do 3.4.6), 2 mg de proteinas foram incubadas com
ureia 6 M por 10 minutos a temperatura ambiente para a total
desnaturacdo das proteinas, se%uido da adi¢do de 20 mg de sefarose com
tiol ativado (GE Healthcare™, Reino Unido) e tampao de ligacdo
(TRIS/HCI 0,1 M pH 7,5 contendo NaCl 0,5 M e EDTA 1 mM). As
amostras foram incubadas por 2 h no escuro a 4°C sob agitacdo
constante e centrifugadas a 4.500 x g por 3 min a 4°C. O sobrenadante
foi descartado (proteinas sem grupos tidlicos livres) enquanto que a



84

fracdo particulada (sefarose com tiol ativado conjugado a proteinas com
grupos tidlicos livres) foi lavada 9 vezes com tampdo de ligacdo seguido
da adi¢do de tampao de eluicdo (tampao de ligagdo com DTT 25 mM).
As amostras foram incubadas no gelo por 1 hora e em seguida
centrifugadas a 4.500 x g por 3 minutos e o sobrenadante separado para
identificac¢@o das proteinas por espectrometria de massa.
3.4.9. Analises estatisticas

Os dados foram analisados para normalidade de acordo com
teste de Shapiro-Wilk e analisados por ANOVA de uma ou duas vias
seguido do post hoc de Duncan quando necessdrio. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas utilizando o nivel de
significancia de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. ESTUDO 1
4.1.1. Padronizacao da analise de CDNB e metaboélitos em agua do
mar e tecidos de ostras C. gigas

A fim de investigar os processos de incorporagdo, metaboliza¢do
(biotransformacao de fase II e via do dcido mercaptirico, vide Fig. 14) e
excrecdo de CDNB, assim como o papel diferencial da brénquia,
glandula digestiva e hemolinfa nestes processos, a sintese dos padrdes
DNP-SG, DNP-CYS e DNP-NAC foi realizada para a quantificagio
destes compostos por cromatografia liquida de alta performance seguido
de andlise UV/VIS. O processo de metabolizagdo do CDNB pode ser
resumido na seguinte férmula:

CDNB — (conjugag¢do com GSH via GST) — DNP-SG —
(remogdo dos residuos de gamma-glutamil e glicinil por peptidases) —
DNP-CYS — (acetilacdo via N-acetiltransferases) — DNP-NAC —
excrecdo.

A quantificacdo dos niveis de CDNB na dgua do mar também foi
realizada de maneira semelhante. Conforme comentado na se¢do 3.2.2,
ndo foi possivel sintetizar o padrao DNP-CG, composto intermediario
da via do dcido mercaptirico entre o DNP-SG e DNP-CYS, e desta
forma ndo foi possivel realizar a andlise deste composto.
Cromatogramas representativos dos padrdes usados para a determinagdo
de CDNB, DNP-SG, DNP-CYS e DNP-NAC podem ser visualizadas
nas figuras 16, 17 e 18.
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Figura 16: Cromatograma representativo da analise dos niveis de 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB) na agua do mar. (A) Padrio de CDNB 10 uM
preparado em dgua do mar; (B) 4gua do mar do grupo controle (0 h); (C) dgua
do mar do grupo de Crassostrea gigas expostas a CDNB 10 pM coletada apoés 1
h de exposicdo. As amostras (100 ul) foram analisadas em 280 nm utilizando
uma coluna de CI18 e elui¢do isocrdtica, utilizando uma fase modvel de
acetonitrila:acido acético (40:60%) com fluxo constante de 1ml/min. Os picos
obtidos antes de 4 min sdo os primeiros picos de eluicdo, ndo sendo
relacionados com a presenca de compostos de interesse.
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J\ D
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Figura 17: Cromatograma representativo dos padroes de 2,4-dinitrofenil-
glutationa (DNP-SG), 24-dinitrofenil-cisteina (DNP-CYS) e 24-
dinitrofenil-N-acetilcisteina (DNP-NAC). (A) Branco, (B) DNP-CYS 10 puM,
(C) DNP-SG 10 pM, (D) DNP-NAC 10 pM. As amostras (100 ul) foram
analisadas em 340 nm utilizando uma coluna de C18 e elui¢do isocritica,
utilizando uma fase movel de acetonitrila:acido acético (25:75%) com fluxo
constante de 1ml/min. Os picos obtidos antes de 4 min sdo os primeiros picos de
eluicdo, ndo sendo relacionados com a presenca de compostos de interesse.
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Figura 18: Cromatograma representativo da analise dos niveis de 2,4-
dinitrofenil-glutationa (DNP-SG), 2.4-dinitrofenil-cisteina (DNP-CYS) e
2,4-dinitrofenil-N-acetilcisteina (DNP-NAC) na agua do mar, branquia,
glandula digestiva e hemolinfa de ostras Crassostrea gigas expostas a 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 10 pM por 24 h. (A) Agua do mar logo
ap6s adi¢do de CDNB (tempo 0 h); (B) dgua do mar apds 10 h de exposi¢do a
CDNB; (C) branquia tempo 0 h; (D) branquia apés 4 h de exposicdo a CDNB;
(E) hemolinfa tempo 0 h; (F) hemolinfa apds 4 h de exposicdo a CDNB; (G)
glandula digestiva tempo 0 h; (H) glandula digestiva ap6s 10 h de exposicdo a
CDNB. As amostras (100 pl) foram analisadas em 340 nm utilizando uma
coluna de C18 e eluicdo isocritica, utilizando uma fase moével de
acetonitrila:acido acético (25:75%) com fluxo constante de 1ml/min. Os picos
obtidos antes de 4 min sd3o os primeiros picos de eluicdo, ndao sendo
relacionados com a presenga de compostos de interesse.

4.1.2. Absorcao de CDNB, metabolizacao e excrecao de
metabdlitos por C. gigas

O CDNB apresentou um curto tempo de meia vida na dgua do
mar (aproximadamente 1 h) durante a exposi¢do de ostras C. gigas a
CDNB 10 pM (Fig. 19A). Apds 10 h de exposi¢do, aproximadamente
5% dos niveis iniciais de CDNB ainda se encontravam disponiveis na
dgua do mar (Fig. 19A), indicando uma rdpida absorc¢do deste composto
pelos organismos. Foi observado que ao longo do tempo a dgua do mar
apresentou uma colora¢do amarelada, assim como um aumento continuo
na sua absorbancia em 340 nm a partir de 4 h de exposi¢do (Fig. 19B),
possivelmente relacionado com a excrecdo de metabdlitos do CDNB.
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Figura 19: Niveis de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) na dgua do mar e
absorbancia em 340 nm da agua do mar durante exposicio de ostras
Crassostrea gigas a CDNB 10 pM. (A) Quantificagido dos niveis de CDNB por
cromatografia liquida de alta performance. As amostras (100 pl) foram
analisadas em 280 nm utilizando uma coluna de C18 e eluigdo isocritica,
utilizando uma fase mével de acetonitrila:dcido acético (40:60%) com fluxo
constante de 1ml/min; (B) valores de absorbancia por espectrofotometria em
340 nm, descontado o valor de absorbiancia em 600 nm. Dados estdo
representados como média + desvio padrio (n =4 — 6).

A quantificacdo dos niveis de DNP-SG e seus metabdlitos (DNP-
CYS e DNP-NAC) foi realizada na dgua do mar, branquia, glandula
digestiva e hemolinfa de ostras durante a exposicdo a CDNB 10 uM,
utilizando curvas padrdes baseadas na absorbancia dos padrdes obtidos
como descrito na secdo 3.2.2. Tdo rdpido como 15 e 60 min de
exposicdo foram detectadas as concentracdes mais elevadas do DNP-SG
na branquia (Fig. 20A), com valores de 187 e 215 uM, respectivamente,
baixando para 47,7 uM ap6s 4 h. O pico méximo (1h) corresponde ao
tempo de meia vida do CDNB na 4gua do mar. Na glandula digestiva,
durante este mesmo periodo, os niveis de DNP-SG aumentam
gradativamente de 6,8 em 15 min para 30,0 uM ap6s 4 h (Fig. 20A). Na
hemolinfa, os valores permaneceram baixos, entre 3 ¢ 7 uM durante o
mesmo periodo (Fig. 20A). A partir de 4 h, os valores de DNPSG
baixaram em todos os tecidos, chegando a valores entre 0,02 e 2 uM
(Fig. 20A, pequeno gréfico). Na dgua do mar, os niveis de DNP-SG
oscilaram entre 0,007 e 0,19 uM (Fig. 20B).
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Figura 20: Niveis de 2,4-dinitrofenil-glutationa (DNP-SG) nos tecidos de
ostras Crassostrea gigas e na agua do mar durante exposicio a 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) 10 pM por 24 h. (A) Niveis de DNP-SG na branquia,
glandula digestiva e hemolinfa. No grafico menor, detalhe dos niveis de DNP-
SG nos tecidos entre 10 e 24 h. (B) Niveis de DNP-SG na dgua do mar. As
amostras (100 pl) foram analisadas por cromatografia liquida de alta
performance em 340 nm utilizando uma coluna de C18 e eluig¢do isocrdtica,
utilizando uma fase mével de acetonitrila:dcido acético (25:75%) com fluxo
constante de 1ml/min. Dados estdo representados como média (n = 3).

Um padrio de resposta semelhante foi detectado para o
composto DNP-CYS, o qual é obtido apds a remogao dos residuos de y-
glutamil e glicina do DNP-SG. Entretanto, os valores encontrados nos
tecidos foram mais elevados: na branquia, os valores atingiram 330 uM
em 60 min, diminuindo para 201 uM apds 4 h (Fig. 21A). Na glandula
digestiva, os valores subiram de 14,5 uM em 15 min para 153 uM apds
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4 h, enquanto na hemolinfa os valores subiram de 30,7 uM para 117 pM
ap6s 4 h (Fig. 21A). Assim como com o DNP-SG, ocorreu um rdpido
decaimento nos niveis de DNP-CYS nos tecidos a partir de 4 h de
exposi¢do. Apos 24 h, os valores de DNP-CYS ficaram entre 1,2 e 5,5
UM em todos os tecidos (Fig. 21A, pequeno grifico). Na dgua do mar,
este composto sé foi detectado nos tempos 10 e 18h (Fig. 21B).
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Figura 21: Niveis de 2,4-dinitrofenil-cisteina (DNP-CYS) nos tecidos de
ostras Crassostrea gigas e na agua do mar durante exposicao a 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) 10 pM por 24 h. (A) Niveis de DNP-CYS na
branquia, glandula digestiva e hemolinfa. No grafico menor, detalhe dos niveis
de DNP-CYS nos tecidos entre 10 e 24 h. (B) Niveis de DNP-SG na dgua do
mar. As amostras (100 pl) foram analisadas por cromatografia liquida de alta
performance em 340 nm utilizando uma coluna de C18 e eluicdo isocritica,
utilizando uma fase movel de acetonitrila:acido acético (25:75%) com fluxo
constante de 1ml/min. Dados estdo representados como média (n = 3).
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O DNP-NAC, composto final da via do 4cido mercaptirico
obtido a partir da metabolizacio do CDNB, apresentou um padrao
diferente dos demais compostos. Apesar dos niveis deste composto
também terem aumentado nos tecidos nas primeiras 4 h de exposicdo, os
valores foram mais baixos (Fig. 22A) que os de DNP-SG e DNP-CYS.
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Figura 22: Niveis de 2,4-dinitrofenil-N-acetilcisteina (DNP-NAC) nos
tecidos de ostras Crassostrea gigas e na agua do mar durante exposicao a 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 10 pM por 24 h. (A) Niveis de DNP-NAC
na branquia, glandula digestiva e hemolinfa. As amostras (100 pl) foram
analisadas por cromatografia liquida de alta performance em 340 nm utilizando
uma coluna de C18 e eluicdo isocrdtica, utilizando uma fase movel de
acetonitrila:acido acético (25:75%) com fluxo constante de 1ml/min. Dados
estdo representados como média (n = 3).
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Entre os tecidos analisados, merece destaque a hemolinfa, onde
os niveis de DNP-NAC foram de 16,8 uM apés 4 h, enquanto que para a
branquia e a glandula digestiva foram de 5,5 e 3,9 uM neste mesmo
periodo, respectivamente. Apdés 24 h de exposicdo, os niveis
remanescentes de DNP-NAC estavam fora do limite de detec¢do para a
glandula digestiva, 0,52 uM para a branquia e 10,1 uM para a hemolinfa
(Fig. 21A). Na 4gua do mar, o DNP-NAC foi detectado a partir de 4 h
de exposicdo, aumentando gradativamente ao longo do experimento
chegando a niveis entre 0,4 e 0,5 uM a partir de 18 h de exposicao (Fig.
22B).

A Tabela 3 resume os valores maximos atingidos por cada
metabdlito estudado nos tecidos e na dgua do mar, assim como o tempo
de exposi¢do correspondente a estes valores. O DNP-SG apresentou
valores mdximos na branquia 7 vezes maiores que a glandula digestiva e
30 vezes maiores que a hemolinfa. O DNP-CYS apresentou 0 mesmo
padrdo, porém com diferencas menos evidentes entre os tecidos, com
valores na branquia 2 vezes maiores que na glandula digestiva e na
hemolinfa. Ambos os compostos apresentaram valores mdximos na
branquia e hemolinfa apds 1 h de exposi¢do, enquanto que na glandula
digestiva o valor méximo foi atingido apenas apds 4 h de exposicdo. No
caso do DNP-NAC, a concentragdo mdxima foi atingida na hemolinfa,
com valores 4 vezes maiores que a branquia e 32 vezes maiores que a
glandula digestiva, todos apds 4 h de exposi¢do. Na dgua do mar, os
valores maximos de DNP-NAC atingidos ao longo do experimento (21
h de exposicdo) foram, pelo menos, 6 vezes maiores que os de DNP-SG
e DNP-CYS.

A Tabela 3 também aponta que, apesar de aparecerem
rapidamente no organismo, o tempo de meia vida do DNP-SG e DNP-
CYS ¢é curto. No caso da branquia, que foi o tecido com os maiores
niveis destes metabdlitos, este tempo ficou em 2,5 e 4,1 horas, enquanto
que na glandula digestiva este valor foi aproximadamente 5 h. No caso
da hemolinfa, os valores foram préximos da branquia (~3 h). O DNP-
NAC atingiu sua concentragdo maxima apés 4 h de exposicdo em todos
os tecidos analisados, enquanto que na 4gua do valor foi apés 21 h. O
tempo de meia vida desse composto no tecido também foi mais elevado,
entre 6 e 12 h. No caso da 4gua do mar, como nio houve decaimento de
DNP-NAC, néo foi possivel calcular o seu tempo de meia vida.
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Tabela 3: Visdo geral dos niveis de metabdlitos e seu tempo de permanéncia nos
tecidos de ostras Crassostrea gigas e na dgua do mar durante exposicdo a 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) por 24 h.

Meta- Amostra Concentragao Tempo para atingir a Tempo
bélito maxima (UM)?  concentra¢io maxima de meia
(h)° vida (h)°
CDNB Agua do 5,9 0 1,2
mar
DNP- Branquia 215,5 + 59,9 1 2,5
SG
Hemolinfa 70+1,3 1 3,2
Glandula 30,0+5,1 4 5,2
digestiva
Agua do 0,08 + 0,09 10 n/c
mar
DNP- Branquia 330,8 +47,4 1 4,1
CYs
Hemolinfa 117,3+120,8 1 3,0
Glandula 153,5 + 69,7 4 5,0
digestiva
Agua do 0,07 + 0,09 18 n/c
mar
DNP- Branquia 5,5+ 4,8 4 12,3
NAC
Hemolinfa 16,8+ 17,3 4 11,2
Glandula 3,9+3,7 4 6,0
digestiva
Agua do 0,52 + 0,07 21h n/c
mar

a: concentracdo maxima em pM (média + desvio padrdo) detectada para cada
metabdlito nos tecidos e dgua do mar.

b: tempo de exposicio ao CDNB correspondente a maxima concentraciao
detectada para cada metabdlito.

c: calculo do valor correspondente ao tempo de meia vida do composto nos
tecidos apds atingir a concetragdo maxima. A dgua do mar ndo apresentou
decaimento que permitisse o cdlculo da meia vida.

n/c: ndo calculado por ndo ocorrer diminui¢do do composto ao longo do
experimento.
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Ao olhar isoladamente cada metabdlito (Anexo 1), a fim de
comparar os niveis relativos destes composto em cada tecido em relagio
aos niveis totais encontrado para cada tempo (soma de todos os tecidos),
vemos que o DNP-SG ¢ encontrado preferencialmente na branquia entre
15 min (97%) e 10 h (71%) de exposicdo, enquanto que ao final do
experimento ele é encontrado preferencialmente na glandula digestiva
(57%). A hemolinfa conta com baixos niveis deste composto (0 — 5%).
No caso do DNP-CYS, o perfil é semelhante ao do DNP-SG, com
destaque inicial para a brinquia (50 — 71% entre 15 min e 10 h),
enquanto que ao fim do experimento é encontrado principalmente na
glandula digestiva (50%). Porém, a hemolinfa merece um destaque para
este composto, com valores representando 10 — 25% do total ao longo
do experimento. O DNP-NAC apresentou uma distribui¢do
predominante na hemolinfa ao longo de toda a exposicdo (65 — 95% do
total).

Os dados também podem ser analisados individualmente para
cada tecido (Anexo 2), a fim de comparar qual metabdlito € encontrado
preferencialmente em relacdo aos demais metabdlitos. Na branquia, o
principal metabdlito encontrado foi o DNP-CYS (55 — 71% do total),
seguido do DNP-SG (42 - 44% do total). O DNP-NAC representa
apenas 2 — 15% do total dos niveis totais de metabdlitos encontrados
neste tecido. Para a glandula digestiva, o DNP-CYS também foi o
principal composto encontrado, com valores representando 68 - 84% do
total. O DNP-SG foi o segundo composto encontrado preferencialmente
neste tecido, com valores entre 16 — 32% do total. O DNP-NAC, assim
como na branquia, representou uma pequena fracdo dos metabdlitos
analisados, entre 2 — 7% do total. J4 a hemolinfa foi caracterizada
possuindo um perfil diferente dos demais tecidos, com o DNP-CYS
sendo o principal metabdlito nas primeiras 10 h de exposi¢do (51 — 94%
do total), enquanto que o DNP-NAC foi encontrado preferencialmente
neste tecido ao fim do experimento (24 h, 89%) e também sendo o
segundo principal composto apés 10 h de exposi¢do (48% do total). Os
niveis de DNP-SG tiveram uma baixa representatividade neste tecido
(méximo de 13% do total, apds 15 min de exposi¢ao).

4.1.3. Efeitos do CDNB sobre o sistema antioxidante e sobre a
enzima GST em C. gigas

Os dados apontam para um rapido consumo de GSH na branquia
tdo cedo quanto 4 h de exposicdo (-60%), chegando a valores 87%
menores apds 24 h (Fig. 23A). O aumento da atividade GST foi
detectada apds 24 h (+75%, Fig. 23B), assim como as inibi¢des das
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enzimas GR (- 60% entre 10 e 24 h, Fig. 23C) e TrxR (-53% a partir de
4 h, Fig. 23D). Por outro lado, ndo foram observadas alteracdes
significativas na glandula digestiva para estes pardmetros ao longo do
periodo de exposicado (Fig. 23). A atividade da GGT e niveis de TBARS
permaneceram inalterados em ambos os tecidos para todos os tempos
analisados (dados ndo apresentados).

Tendo em vista a rdpida indugdo na atividade GST, os niveis dos
transcritos de 3 isoformas de GST (omega, pi e mi) foram analisados na
branquia e glandula digestiva de ostras ao longo do experimento (4, 10 e
24h). Foi observado um rdpido aumento no ndimero de transcritos das
isoformas omega (99 vezes, Fig. 24A) e pi (7 vezes, Fig. 24B) ap6s 4 h
de exposicdo nas branquias, seguido do reestabelecimento nos niveis
basais dos transcritos apds 10 e 24 h. Na glandula digestiva, os niveis de
transcritos da isoforma pi diminuiram aproximadamente 2,5 vezes apds
10 h de exposi¢do, porém retornaram ao normal apds 24 h (Fig. 24B).
Para as demais isoformas, os niveis de transcritos permaneceram
inalterados ao longo do tempo na glandula digestiva. Também nao
foram observadas diferencas estatisticas para a GSTmi em ambos os
tecidos (Fig. 24C), assim como para a Prx6 e GPx (dados ndo
apresentados).
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Figura 23: Niveis de glutationa total (GSH-t) e atividades enzimaticas em
branquia e glandula digestiva de ostras Crassostrea gigas expostas a 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 10 pM por até 24 h. (A) Niveis de GSH-t;
atividade enzimdtica da (B) glutationa-S-transferase (GST); (C) glutationa
redutase (GR); (D) tiorredoxina redutase (TrxR). Os dados estdo apresentando
na forma de boxplot, contendo a mediana, o primeiro (25%) e o terceiro quartil
(75%), com os desvios representando os valores minimos e miximos (n = 11 —
12). As andlises estatisticas foram realizadas através de ANOVA de uma via
seguido do post hoc de Duncan. Diferengas estatisticas entre o grupo controle e
os grupos tratados sdo representadas como * (p < 0,05), ** (< 0,01) ou *** (p <
0,001). Os valores absolutos (grupo controle, tempo zero horas) dos niveis de
GSH-t foram de 0,44 + 0,15 (branquia) e 0,79 * 0,34 umol/g de peso imido
(glandula digestiva), para GST foram de 120,0 + 44,5 (branquia) e 76,5 + 36,2
nmol/min/mg de proteina (glandula digestiva), para GR foram de 5,5 + 3,4
(branquia) e 14,9 + 7,3 nmol/min/mg de proteina (glandula digestiva) e para a
TrxR foram de 8,0 + 4,6 (branquia) e 3,7 + 1,5 nmol/min/mg de proteina
(glandula digestiva).
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Figura 24: Niveis de transcritos de isoformas de glutationa S-transferase
(GST) em branquia e glandula digestiva de ostras Crassostrea gigas
expostas a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 10 pM por até 24 h. (A) GST
omega (GSTo); (B) GST pi (GSTpi); (C) GST mi (GSTmi). Os niveis foram
normalizados em relacdo aos valores do grupo controle (0 h). Os dados estdo
apresentados em escala logaritmica na forma de boxplot, contendo a mediana, o
primeiro (25%) e o terceiro quartil (75%), com os desvios representando os
valores minimos e maximos (n = 4). As andlises estatisticas foram realizadas
através de ANOVA de uma via seguido do post hoc de Duncan. Diferencas
estatisticas entre o grupo controle e os grupos tratados sdo representadas como
% (p < 0,001).

4.1.4. Investigacdo do papel protetor da branquia contra agentes
eletrofilicos

Virias evidéncias apontam a branquia como um alvo central dos
efeitos do CDNB, entre elas: (a) a andlise dos metabdlitos da via do
dcido mercaptdrico; (b) o deplecdo dos niveis de GSH-t; a (c)
modulagdo da atividade das enzimas GST, GR e TrxR; e (d) aumento
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nos niveis de transcritos de duas isoformas da enzima GST. Baseado
nestas evidéncias, outros experimentos foram realizados a fim de
investigar o papel protetor da brinquia contra agentes eletrofilicos em
ostras C. gigas. Por estar em contato direto com o meio externo, a
branquia pode atuar como um importante local de biotransformacao de
fase II, evitando que agentes eletrofilicos atinjam os demais tecidos em
elevadas concentracdes. Em um primeiro experimento, diferentes doses
de CDNB (0,3 — 3 pumol) foram injetadas no misculo adutor a fim de
atingir o sistema circulatério. Através deste procedimento, foi
hipotetizado que o papel das branquias seria minimizado, uma vez que
toda a superficie externa da brinquia ndo participaria como primeiro
local de metabolizacdo do CDNB. Desta forma, esperaria-se que os
demais tecidos fossem afetados, uma vez que ndo contariam com a agao
protetora inicial da branquia. Os niveis de GSH-t e a atividade GST, GR
e TrxR foram analisadas na branquia e glandula digestiva apds injecao
de CDNB no miusculo adutor. De maneira semelhante aos dados
anteriores, em que a via de exposicdo foi a 4gua do mar, a branquia foi
mais afetada. Foi detectado um consumo de GSH (30%, Fig. 25A),
inducdo da GST (42%, Fig. 25B) e inibi¢do da GR (52%, Fig. 25C) na
dose de 3 umol de CDNB somente na brinquia, assim como uma
inibi¢do de 31% da GR (Fig. 25C) na dose de 1 umol neste mesmo
tecido. A enzima TrxR nio foi afetada neste tecido (Fig. 25D). No caso
da glandula digestiva, foi detectada apenas a inibi¢do da GR nas doses
de 1 e 3 pmol (Fig. 25C).

Como forma de testar se o efeito da exposicao na dgua do mar era
especifico para o CDNB e ndo a outros agentes eletrofilicos, ostras
foram tratadas com um agente alquilante permeavel (NEM) pela dgua do
mar (afetando inicialmente a branquia) ou por injecio no musculo
adutor (a fim de atingir diretamente o sistema circulatério) e depletar os
niveis de GSH (Fig. 26). Conforme esperado, os niveis de GSH-t
diminuiram de maneira concentracdo-dependente na branquia de
animais expostos a NEM por ambas as vias de exposi¢ao (Fig. 26A e B).
Por outro lado, o consumo de GSH-t ocorreu na glandula digestiva
apenas quando as ostras foram expostas a NEM via hemolinfa, e apenas
nas doses mais altas (100 e 300 umol, Fig. 26B).
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Figura 25: Niveis de glutationa total (GSH-t) e atividade enzimatica em
branquia e glandula digestiva de ostras Crassostrea gigas expostas por 24 h
a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) pelo sistema circulatorio. Diferentes
doses de CDNB foram injetadas no musculo adutor a fim de atingir diretamente
a hemolinfa. (A) Niveis de GSH-t; (B) atividade glutationa-S-transferase (GST);
(C) atividade glutationa redutase (GR); (D) atividade tiorredoxina redutase
(TrxR). Os dados estdo apresentados na forma de boxplot, contendo a mediana,
o primeiro (25%) e o terceiro quartil (75%), com os desvios representando os
valores minimos e maximos (n = 8). As andlises estatisticas foram realizadas
através de ANOVA de duas vias seguido do post hoc de Duncan. Diferencas
estatisticas entre o grupo controle e os grupos tratados sdo representadas como *
(p < 0,05) e ** (p < 0,01). Os valores absolutos (grupo controle) dos niveis de
GSH-t foram de 1,15 * 0,17 (branquia) e 1,21 * 0,19 pmol/g de peso umido
(glandula digestiva), para GST foram de 56,6 + 26,3 (branquia) e 17,3 + 6,15
nmol/min/mg de proteina (glandula digestiva), para GR foram de 11,8 + 4,0
(branquia) e 11,2 £ 2,4 nmol/min/mg de proteina (glandula digestiva) e para a
TrxR foram de 4,9 + 1,3 (branquia) e 2,6 + 0,5 nmol/min/mg de proteina
(glandula digestiva).
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Figura 26: Niveis de glutationa total (GSH-t) em branquia e glandula
digestiva de ostras Crassostrea gigas expostas por 1 h ao agente eletrofilico
N-etilmaleimida (NEM) via agua do mar ou via hemolinfa. (A) NEM (1 —
1000 uM) foi adicionada na dgua do mar ou (B) NEM (10 — 300 pmol) foi
injetada no musculo adutor para atingir diretamente a hemolinfa. Os dados estio
apresentados na forma de boxplot, contendo a mediana, o primeiro (25%) e o
terceiro quartil (75%), com os desvios representando os valores minimos e
maximos (n = 4 — 12). As andlises estatisticas foram realizadas através de
ANOVA de uma via seguido do post hoc de Duncan. Diferengas estatisticas
entre o grupo controle e os grupos tratados sdo representadas como ** (p <
0,01) e *** (p < 0,001). Os valores absolutos (grupo controle) dos niveis de
GSH-t foram de 1,00 £ 0,25 (branquia) e 1,44 + 0,28 umol/g de peso imido
(glandula digestiva),

Um terceiro experimento investigou se a deplecio de GSH
causada pela NEM via dgua do mar (Fig. 27) poderia permitir uma
maior queda nos niveis de GSH apds uma exposicio ao CDNB. Nesta
situagdo, a brinquia poderia estar incapacitada de realizar a
biotransformacdo de fase II deste composto pela falta de GSH
intracelular. Como consequéncia, o CDNB poderia atingir a glandula
digestiva. A andlise dos niveis de GSH-t na branquia indicou que
animais expostos a NEM (100 uM) por 1 h seguido de 24 h de
depuracdo em dgua do mar reestabeleceram os niveis basais de GSH-t.
Conforme o esperado, animais expostos a CDNB 10 pM (com ou sem
pré-exposi¢dao a NEM) apresentaram niveis de GSH-t entre 80 e 90%
menores que o controle. No caso da glandula digestiva, na qual,
anteriormente, os niveis de GSH-t ndo foram afetados pela exposi¢do ao
CDNB ou a NEM via dgua do mar (Fig. 23A e 26A), foi detectado um
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consumo de 34% nos niveis de GSH-t intracelular apds a pré-exposi¢cdo
a NEM seguido de CDNB (Fig. 27). Novamente, nem a exposi¢do ao
CDNB ou a NEM per se causaram efeitos nos niveis de GSH-t da
glandula digestiva (Fig. 27).
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Figura 27: Niveis de glutationa total (GSH-t) em branquia e glindula
digestiva de ostras Crassostrea gigas pré-expostas a N-etilmaleimida (NEM)
por 1 h seguido de exposicio a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) por 24
h. NEM (100 pM) foi adicionada na dgua do mar e apds 1 h os animais foram
expostos a CDNB 10 uM (grupo NEM/CDNB) ou mantidas depurando em dgua
do mar (grupo NEM) por 24 h. Um terceiro grupo foi exposto somente a CDNB
por 24 h (grupo CDNB), enquanto que um grupo controle (Ctl) foi mantido
sempre em dgua do mar. Os dados estdo apresentados na forma de boxplot,
contendo a mediana, o primeiro (25%) e o terceiro quartil (75%), com os
desvios representando os valores minimos e maximos (n = 12). As andlises
estatisticas foram realizadas através de ANOVA de duas vias seguido do post
hoc de Duncan. Diferengas estatisticas entre o grupo controle e os grupos
tratados sdo representadas como * (p < 0,05) e *** (p < 0,001). Os valores
absolutos (grupo controle) dos niveis de GSH-t foram de 0,87 £ 0,15 (branquia)
e 1,32 + 0,18 umol/g de peso umido (glandula digestiva),
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4.2. ESTUDO 2
4.2.1. Efeitos do ZnCl, e CDNB sobre as enzimas auxiliares GR e
TrxR em mexilhoes e ostras

O sistema antioxidante de mexilhdes P. perna e ostras C. gigas
foi afetado através da utilizagdo de ZnCl, e CDNB como agentes
depletores das atividades das enzimas GR e TrxR na branquia. No caso
de mexilhdes P. perna, diferentes concentragdes de ZnCl, (30 — 100
pM) e CDNB (3 — 25 puM) foram utilizadas num protocolo de 18 h de
exposi¢do (Fig. 28). ZnCl, causou inibicdo de ambas enzimas de uma
maneira concentracdo-dependente: 40 pM causou aproximadamente
30% de inibicdo da GR, enquanto que concentragdes mais altas quase
aboliram sua atividade (Fig. 28A). A atividade da TrxR também foi
sensivel a exposicdo a ZnCl,, apresentando inibicdo de 48 e 78% apds
exposicdo a 50 e 100 uM (Fig. 28B).
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Figura 28: Atividades enzimatica da glutationa redutase (GR) e
tiorredoxina redutase (TrxR) em branquias de mexilhées Perna perna
expostos a ZnCl, ou 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) durante 18 h.
Atividade da GR em animais expostos a ZnCl, (A) ou CDNB (B), atividade da
TrxR em animais expostos a ZnCl, (C) ou CDNB (D). Os dados sdo
apresentados como boxplot contendo a mediana, o primeiro (25%) e terceiro
quartil (75%) e os desvios representando os valores minimos e médximos (n = 6
— 39). Diferencas estatisticas entre os grupos foram analisadas pelo teste de
ANOVA de uma via seguido do post hoc de Duncan, e grupos ndo
compartilhando letras apresentam diferengas estatisticas entre si (p < 0,05). Os
valores absolutos da atividade da GR e TrxR foram de 75.4 + 14.5 ¢ 23.6 £ 6.2
nmol/min/mg de proteina, respectivamente.
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O CDNB causou inibicdo da GR (54%) e TrxR (73%) apenas a
partir da concentracio de 10 pM, e com efeitos semelhantes para 25 uM
(Fig. 28C e D). A atividade da enzima GPx nio foi afetada pelo agentes
testados (dados ndo apresentados).

Baseado nestes resultados, as concentracdes de 40 uM (ZnCl,) e
10 uM (CDNB) foram escolhidas para experimentos adicionais com
mexilhdes P. perna. Nestas concentragdes, ZnCl, afetou apenas a
atividade da GR (-28%), e consequentemente o ciclo da GPx, enquanto
o CDNB afetou ambas as enzimas GR (-54%) e TrxR (-73%),
possivelmente afetando os sistemas da GPx e Prx.

De maneira semelhante, foi utilizado CDNB (10 uM por 18 h)
como inibidor do sistema antioxidante em ostras C. gigas. Novamente,
foi confirmada a menor atividade das enzimas GR (-40%) e TrxR (-
60%) (Fig. 29A e 29B).
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Figura 29: Atividades enzimaticas da glutationa redutase (GR) e
tiorredoxina redutase (TrxR) em branquias de ostras Crassostrea gigas
expostas a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) durante 18 h. Atividade da
(A) GR e (B) TrxR. Os dados sdo apresentados como boxplot contendo a
mediana, o primeiro (25%) e terceiro quartil (75%) e os desvios representando
os valores minimos e maximos (n = 9). Diferencas estatisticas entre os grupos
foram analisadas pelo teste t de Student e representadas como *** (p < 0,001).
Os valores absolutos da atividade da GR e TrxR foram de 13,19 £5,22 ¢ 7,20 +
2,75 nmol/min/mg de proteina, respectivamente.

4.2.2. Efeitos do ZnCl, e CDNB na susceptibilidade de mexilhdes e
ostras a CHP e Men

Um desafio oxidativo foi realizado com mexilhdes através da
exposi¢cdo a CHP (0 — 3000 uM) e a sobrevivéncia dos animais foi
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avaliada ao longo de 96 h (Fig. 30A). A toxicidade foi estimada através
da determina¢do da CLsy(96 h), com um valor de aproximadamente 550
uM (Fig. 30B). A fim de investigar os efeitos protetores das enzimas GR
e TrxR, mexilhdes pré-expostos a ZnCl, (40 uM) e CDNB (10 pM) por
18 h foram expostos a CHP (100 e 300 pM) por 96 h, e a taxa de
sobrevivéncia foi comparada com animais controle expostos a CHP
(Fig. 30C — F). Nestas concentracdes de peréxido foi observada uma
mortalidade de 22 e 42% (100 e 300 uM, respectivamente). ZnCl, e
CDNB aumentaram esta taxa entre 2 € 4 vezes, com o0 CDNB causando
maiores efeitos. Ambos os compostos, quando aplicados isoladamente,
ndo causaram mortalidade para mexilhdes na auséncia de perdxido
(dados ndo apresentados).

Os efeitos da inibi¢do da GR e da TrxR também foram avaliados
in vivo através da andlise da capacidade de detoxificacdo de peréxidos
exdgenos. Na auséncia de animais, os niveis de CHP se mantiveram
estdveis na dgua do mar durante o experimento (Fig. 31A). Andlise dos
niveis de CHP na 4gua do mar foi feita durante uma exposi¢ao por 2 h.
Mexilhdes expostos a CHP (50 pM) apontaram para um tempo de meia
vida do peréxido de aproximadamente 25 min (Fig. 31A). No caso de
animais pré-expostos a ZnCl, ou CDNB, este valor aumentou pelo
menos 60% (Fig. 31B e C). A fim de melhor estimar a capacidade de
detoxificacdo de perdxido pelos organismos, o valor da AAC foi
determinada individualmente e comparada com animais controle
(100%). O pré-tratamento de ZnCl, causou um aumento de 44% na
AAC (Fig. 31D), enquanto que o CDNB aumentou este valor em 108%
(Fig. 31D). Resultados semelhantes foram observados em animais
expostos a CHP 100 uM, porém com efeitos menos proeminentes do
ZnCl, e do CDNB na AAC (33 e 55% de aumento, respectivamente
(dados nao apresentados).
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Figura 30: Efeitos dos inibidores ZnCl, ou 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB) na sobrevivéncia de mexilhdes Perna perna expostos a
hidroperéxido de cumeno (CHP). (A) Animais foram expostos por 96h a
diferentes concentracdes de CHP a fim de estimar a toxicidade deste composto;
(B) Andlise da CLsy(96h) de CHP; (C e D) animais previamente expostos a
ZnCl, 40 pM por 18 h foram expostos a CHP 100 e 300 uM; (E e F) animais
previamente expostos a CDNB 10 uM por 18 h foram expostos a CHP 100 e
300 pM por 96h. Nio foi observada mortalidade em animais expostos a ZnCl,
ou CDNB por 18 h seguido de 96 h em 4gua do mar. As curvas de
sobrevivéncia foram desenhadas a partir da andlise de PROBIT e as
comparagdes foram realizadas pelo teste de Mantel-Cox (n = 12). Diferencas
estatisticas entre o grupo controle e animais expostos a CHP estio representados
como ### (p < 0,001). Diferencas estatisticas entre o grupo CHP e
ZnCl,/CDNB + CHP estdo representadas como *** (p < 0,001).
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Figura 31: Efeitos da exposicao a ZnCl, ou a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB) na taxa de detoxificacio de peroxido exégeno in vivo em mexilhoes
Perna perna expostos a hidroperoxido de cumeno (CHP). Animais foram
expostos a CHP 50 pM por 2 h e os niveis de CHP foram analisados na dgua do
mar ao longo do tempo. (A) Taxa de detoxificagdo de CHP por animais controle
(ndo tratados com ZnCl, ou CDNB) ou auto-decomposi¢do do CHP na auséncia
de animais; graficos comparando a taxa de detoxificagdo por animais controle
ou por animais pré-expostos a (B) ZnCl, 40 uM ou (C) CDNB 10 uM por 18 h;
(D) Calculo da édrea abaixo da curva (AAC) de gréficos representando a taxa de
detoxificagdo de CHP e comparagdo dos valores da AAC entre grupos controle,
pré-expostos a ZnCl, ou CDNB. A AAC foi normalizada para 100 % para o
grupo controle. Dados estdo representados como média + erro padrdo médio
para a taxa de detoxificacdo ou como boxplot contendo a mediana, primeiro
(25%) e terceiro (75%) quartil, e os desvios representam os valores minimos e
maximos (n = 10 — 12). Grupos nao compartilhando letras diferem
estatisticamente (p < 0,05), sendo que as andlises estatisticas foram realizadas
pelo teste de ANOVA de uma via seguido do post hoc de Duncan.

A fim de confirmar se a inibicdo da GR e TrxR causada pelo
CDNB em ostras também poderia afetar a capacidade antioxidante do
organismo, ostras foram pré-expostas a CDNB seguido de CHP ou Men.
A capacidade de detoxificar CHP foi analisada através da quantificacdo
dos niveis de CHP na dgua do mar ao longo de 2 h (Fig. 32A). A taxa de
eliminagdo do CHP da 4gua do mar foi de aproximadamente 6,8
pmol/h/animal para animais controle e 4,7 pumol/h/animal para ostras
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pré-tratadas com CDNB. Resultados semelhantes foram obtidos em
animais pré-expostos a CDNB e expostos a Men 300 pM: a mortalidade
de ostras expostas a Men aumentou de 17% para 67% apds 96 h de
tratamento em animais sob efeitos da pré-exposicdo a CDNB (Fig. 32B).
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Figura 32: Efeitos da pré-exposicao a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB)
na capacidade de detoxificacdo de peroxidos exégenos e na mortalidade
induzida por menadiona (Men) em ostras Crassostrea gigas. (A) Apods
exposicdo a CDNB 10 uM por 18 h, os animais foram expostos a peréxido de
cumeno (CHP 50 uM) por 2 h e os niveis de CHP foram medidos na dgua do
mar ao longo do tempo. O experimento também foi realizado com animais nio
expostos a CDNB (Ctl) e a taxa de decomposicio espontinea do CHP também
foi medida na auséncia de animais (basal). (B) A mortalidade de ostras foi
analisada em animais expostos a CDNB 10 pM por 18 h seguido da
permanéncia na dgua do mar livie de CDNB por 96 h (grupo CDNB) ou
seguido de Men 0,3 mM por 96 h (grupo CDNB/Men). Um terceiro grupo de
ostras foi exposto apenas a Men 0,3 mM por 96 h (grupo Men). Nao foi
observada mortalidade no grupo controle. Regressdes lineares foram calculadas
para estimar e comparar as diferentes taxas de degradagdo de peréxido (n =9 -
10). As curvas de sobrevivéncia foram desenhadas a partir da andlise de
PROBIT e as comparagdes foram realizadas pelo teste de Mantel-Cox (n = 6).
Diferenca estatistica entre as regressoes lineares para os grupos Ctl e CDNB
estd representada como * (p < 0,05) e entre as curvas de mortalidade para os
grupos CDNB/Men e Men como # (p < 0,05).

A fim de conferir se o CDNB era capaz de afetar enzimas
relacionadas a metabolizacdo da Men, e consequentemente afetando sua
toxicidade de maneira independente ao sistema antioxidante, foram
analisadas a atividade das enzimas Men redutase (conhecida como DT-
diaforase) e a NAD(P)H citocromo c¢ redutase. Estas sdo duas das
enzimas responsaveis pelo processo de biotransformagdo de quinonas,
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através da reducdo de quinonas por dois ou um elétron, respectivamente.
A reducdo de Men pelo extrato citosélico foi acompanhada na presenga
de NADPH como fonte de agentes redutores (Fig. 33A), e na presenca
ou auséncia de um inibidor da DT-diaforase (dicumarol). Foi observado
que, mesmo na presenca de dicumarol, a redu¢do de Men ocorreu sem
nenhuma alteracdo significativa na taxa de consumo de NADPH,
indicando que este metabolismo € independente da via de dois elétrons.
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Figura 33: Atividades enzimatica da menadiona redutase (Men redutase) e
NAD(P)H citocromo C redutase em branquias de ostras Crassostrea gigas
apos exposicdo a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 10 pM por 18 h.
Atividade da (A) Men redutase na presenga ou ndo do inibidor da reducdo por
dois elétrons dicumarol (DC) e (B) NAD(P)H citocromo c redutase na presenga
ou ndo do inibidor da redu¢@o por um elétron superdxido dismutase (SOD). Os
dados sao apresentados como boxplot contendo a mediana, o primeiro (25%) e
terceiro quartil (75%) e os desvios representando os valores minimos e
maximos (n = 6). Os dados foram analisados ANOVA de duas via seguido do
teste post hoc de Duncan e as diferencas significativamente estatisticas entre a
atividade total e a atividade na presenca dos inibidores sdo apresentadas como
*** (p < 0,001). Os valores absolutos da atividade da Men redutase e citocromo
¢ redutase foram de 3,50 + 0,88 e 5,83 £+ 0,80 nmol/min/mg de proteina,
respectivamente.

A reducdo da Men por um elétron foi confirmada através da
enzima NAD(P)H citocromo c¢ redutase (Fig. 33B) e a utilizacdo de
SOD purificada. Durante este processo de redu¢do mediada pela enzima
ocorre a geracdo de O,", conforme descrito na secdo 1.2. Este radical
pode reduzir o citocromo C presente no ensaio enzimatico. A adi¢do de
SOD ao ensaio praticamente aboliu a redugdo do citocromo C,
indicando a formacdo de O," gerado pela enzima NAD(P)H citocromo c
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redutase na presenca de Men. A pré exposicdo ao CDNB nio afetou a
atividade de ambas as enzimas relacionadas ao metabolismo de
quinonas.

4.2.3. Efeitos do ZnCl, e CDNB sobre o estado tiolico de mexilhdes
e ostras expostas ao CHP ou a Men

O estado tidlico intracelular da brinquia de mexilhdes também
foi analisado a fim de investigar os efeitos da exposi¢do a CHP, na
presenca ou auséncia de ZnCl, e CDNB. No caso dos niveis de GSH-t e
PSH, foi detectado um aumento de 20-25% (GSH-t) ou 30% (PSH) em
mexilhdes sob desafio oxidativo mediado por CHP por 2 h (Fig. 34A e
). A pré exposicdo a ZnCl, ou CDNB bloqueou este aumento, além da
exposicdo a CDNB depletar os niveis de GSH-t. Ao contrdrio do
esperado, ndo houve acimulo de GSSG durante a exposicdo a CHP, na
presenca ou auséncia dos inibidores (Fig. 34B). O CDNB também
causou deplecdo nos niveis de GSSG intracelulares (Fig. 34B).

No caso de ostras C. gigas, assim como observado no Estudo 1
(Fig. 23), a exposi¢do a CDNB 10 pM por 24 h causou consumo nos
niveis de GSH-t (53%, dados ndo apresentados) e diminui¢éo nos niveis
de PSH (25%, dados ndo apresentados). Apesar de o CDNB causar
consumo nos niveis de -SH intracelulares, uma depuragio de 24 h apds
o tratamento permite o restabelecimento destes niveis (Fig. 35A e B,
grupo CDNB/AM). A exposicdo de ostras a Men 1 mM ndo causou
alteracdes nesses pardmetros, porém o efeito sinérgico da pré-exposicao
a CDNB seguido da exposi¢do a Men causa deplecdo dos niveis de
GSH-t (Fig. 35A) e bloqueia o reestabelecimento dos niveis de PSH
(Fig. 35B).
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Figura 34: Efeitos da exposicdo a ZnCl, ou a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB) sobre o estado tidlico de branquia de mexilhées Perna perna
expostos a hidroperoxido de cumeno (CHP). Animais foram expostos CHP
50 ou 100 pM por 2 h e os parametros foram avaliados nas branquias. Animais
pré-expostos a ZnCl, 40 uM ou CDNB 10 pM também foram expostos a CHP e
analisados. Niveis de (A) glutationa total (GSH-t), (B) dissulfeto de glutationa
(GSSG), (C) tidis proteicos (PSH). Dados estdo representados como boxplot
contendo a mediana, primeiro (25%) e terceiro (75%) quartil, e os desvios
representam os valores minimos e maximos. Para cada pré-exposicdo (Ctl,
ZnCl, ou CDNB), grupos com letras diferentes representam diferencas
estatisticas significativas (p < 0,05). Diferencas de grupos pré-expostos a CDNB
em relac@o ao grupo controle sdo representadas como # (p < 0,001). As andlises
estatisticas foram realizadas pelo teste de ANOVA de duas vias seguido do post
hoc de Duncan. Os valores absolutos (média + desvio padrdo) dos animais
controle (Ctl) sdo GSH-t 0,44 + 0,03 (umol/g peso timido), PSH 1,81 + 0,07
(umol/g peso umido) e GSSG 51,45 + 6,28 (nmol/g peso timido).
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Figura 35: Niveis de tiéis em branquia de ostras Crassostrea gigas expostas
a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e/ou a4 menadiona (Men). Animais
foram expostos a CDNB 10 pM por 18 h seguido de exposi¢do a dgua do mar
por 24 h (CDNB/AM) ou Men 1 mM (CDNB/Men). Um terceiro grupo foi
exposto apenas a Men 1 mM por 24 h (AM/Men), além da presenga de um
grupo controle mantido sempre em dgua do mar (AM/AM). (A) Glutationa total
(GSH-t); (B) ti6is proteicos (PSH). Os dados s@o apresentados como boxplot,
contendo a mediana, o primeiro (25%) e o terceiro quartil (75%), com os
desvios mostrando os valores minimos e maximos (n = 8 — 10). As andlises
estatisticas foram realizadas por ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc
de Duncan e estdo indicados como * (p < 0,05) ou *** (p < 0,001). Os valores
absolutos (média + desvio padrdo) dos animais controle (AM/AM) sdo GSH-t
0,57 £ 0,13 (umol/g peso timido) e PSH 1,76 + 0,60 (umol/g peso umido).

4.2.4. Efeitos do ZnCl, e CDNB em hemocitos de mexilhoes e de
ostras expostas ao CHP ou a Men

Em mexilhdes, os efeitos do pré-tratamento com ZnCl, e CDNB,
os quais refletem uma menor capacidade de detoxificagdo de perdxido,
também foram investigados através da andlise de parametros celulares e
de imunocompeténcia em hemdcitos. Os dados indicam que, apesar do
7ZnCl, ou CHP nio afetarem a densidade celular destas células na
hemolinfa, animais expostos a ambos compostos apresentaram um
aumento de 92% na densidade celular de hemdcitos circulantes (Fig.
36A), indicando um efeito sinérgico do ZnCl, e CHP. A viabilidade
celular, estimada pelo ensaio do MTT (Fig. 36B) e do VN (dados ndo
apresentados), ndo foi afetada por ambos os compostos sozinhos ou em
conjunto (Fig. 36B). No caso do CDNB, foi detectada uma diminui¢cdo
na viabilidade celular de hemdcitos de organismos pré-expostos a
CDNB seguido de uma exposicdo a CHP 100 uM por 2 h (Fig. 36B). A
densidade celular de hemdcitos circulantes ou a viabilidade celular
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estimada pelo ensaio do VN ndo foram afetadas em animais pré-tratados
ao CDNB seguido de exposicdo a CHP.
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Figura 36: Efeitos da exposicao ao ZnCl, ou ao 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB) sobre a densidade celular e viabilidade celular de hemdcitos
circulantes de mexilhdoes Perna perna expostos a hidroperoxido de cumeno
(CHP). Animais foram expostos a CHP 50 ou 100 uM por 2 h e os parametros
foram avaliados em hemdcitos apds coleta da hemolinfa. Animais pré-expostos
a ZnCl, 40 pM ou CDNB 10 pM também foram expostos ao CHP e, em
seguida, analisados. (A) Densidade celular; (B) viabilidade celular estimada
pelo método do MTT. Dados estdo representados como boxplot contendo a
mediana, primeiro (25%) e terceiro (75%) quartil, e os desvios representam 0s
valores minimos e maximos (n = 5 — 15). Grupos com letras diferentes
apresentam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05). Diferencas com
relacdo ao grupo controle ndo expostos a CHP sdo indicadas com # (p < 0,05).
As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste de ANOVA de duas vias
seguido do post hoc de Duncan. Os valores absolutos (média + desvio padrdo)
da densidade celular para os animais controle foi de 3,26 + 0,30 x 10°
células/ml.

No caso de ostras, além dos efeitos na capacidade de degradar
peréxidos e no aumento da mortalidade induzida por Men, o CDNB
também foi capaz de causar distirbios nas células do sistema
imunoldgico de C. gigas. A exposi¢do de ostras a CDNB por 18 h
seguido de 24 h de depuragdo causa uma diminui¢do na viabilidade
celular, detectado pelo ensaio do vermelho neutro (Fig. 37B), e um
aumento nos danos ao DNA em hemdcitos (Fig. 37C). Este mesmo
efeito foi detectado em animais pré-tratados com CDNB seguido de
exposicdo a Men, apesar de que o tratamento com Men per si ndo causa
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nenhum efeito sobre a viabilidade dos hemdcitos (Fig. 37A e B). Todos
os tratamentos aumentaram os danos ao DNA quando comparado ao
grupo controle (Fig. 37C), além de aumentar a frequéncia de células
com categoria de dano de 1 — 4 (de 52% do AM/AM para 80-90% para

os demais grupos).
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Figura 37: Viabilidade celular e dano ao DNA em hemdcitos de ostras
Crassostrea gigas expostas ao 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e/ou a
menadiona (Men). Animais foram expostos a CDNB 10 uM por 18 h seguido
de exposicdo a dgua do mar por 24 h (CDNB/AM) ou Men 1 mM
(CDNB/Men). Um terceiro grupo foi exposto apenas a Men 1 mM por 24 h
(AM/Men), além da presenca de um grupo controle mantido sempre em dgua do
mar (AM/AM). (A) Viabilidade celular pelo ensaio mitocondrial da reducdo do
MTT; (B) viabilidade celular pelo ensaio da estabilidade lisossomal utilizando o
corante vermelho neutro; (C) quantificagdo dos niveis de danos ao DNA
utilizando o ensaio do cometa. Os dados sdo apresentados como boxplot,
contendo a mediana, o primeiro (25%) e o terceiro quartil (75%), com os
desvios mostrando os valores minimos e maximos (n = 6 — 10). As andlises
estatisticas foram realizadas por ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc
de Duncan. Grupos com letras diferentes apresentam diferengas estatisticamente
significativas (p < 0,05)

4.3. ESTUDO 3
4.3.1. Caracterizacao das ZnONP.

As ZnONP foram caracterizadas por dois diferentes ensaios:
MET e espalhamento dinamico da luz. As imagens de MET indicam que
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as ZnONP apresentam formato arredondado, com didmetro médio de
31,7 + 13,0 nm (Fig. 38A) para as particulas primdrias, apesar de se
agregarem na agua do mar (Fig. 38D). A andlise de espalhamento
dinamico da luz indicou diferentes padrdes de tamanho de acordo com o
meio utilizado: em DMSO (Fig. 38B) o tamanho médio do didmetro
variou entre 28,6, 29,9 e 88,5 nm para as concentracdes testadas (8, 16 e
32 mg/L). Entretanto, na 4gua do mar (Fig. 38C) o tamanho do didmetro
aumentou para a escala micrométrica (1,02 e 2,05 pum para as
concentracdes de 8 e 16 mg/L). Uma alta taxa de agregacdo foi
observada na concentracdo de 32 mg/L, inviabilizando uma andlise
acurada por espalhamento dinadmico da luz.
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Figura 38: Caracterizacio de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONP).
(A) Distribuicdo do tamanho das particulas primdrias de ZnONP em 4gua do
mar apds andlises de microscopia eletronica de transmissdo (MET). (B)
Distribui¢do do tamanho das particulas de ZnONP (8, 16 e 32 mg/L) em DMSO
por andlise de espalhamento dindmico da luz. (C) Distribui¢do do tamanho das
particulas de ZnONP (8 e 16 mg/L) em dgua do mar por andlise de
espalhamento dindmico da luz. (D) Imagem representativa de ZnONP em dgua
do mar obtida por MET, destacando o padrio de agregacdo dessas
nanoparticulas.
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4.3.2. Ensaios de toxicidade aguda com ZnONP e ZnCl, com
ostras C. gigas

A toxicidade aguda das ZnONP para as ostras C. gigas foi
investigada por um experimento de sobrevivéncia por 96 h (Fig. 39A).
Apesar de ndo ter sido possivel detectar uma concentracdo capaz de
causar 100% de letalidade, foi possivel estimar a CLs5o(96 h) em
aproximadamente 37,2 mg/L. de ZnONP (Fig. 39C).
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Figura 39: Teste de toxicidade aguda em ostras Crassostrea gigas expostas a
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONP) e ZnCl,. Animais foram expostos
a diferentes concentracdes de ZnONP e ZnCl, por 96 h. A taxa de sobrevivéncia
foi analisada no inicio de cada dia. (A) Gréfico representando a andlise de
PROBIT de C. gigas expostas a ZnONP, (B) determinagdo da CLs,(96 h)
baseada nos dados de sobrevivéncia, (C) grifico representando as andlises de
PROBIT de C. gigas expostas a ZnCl,, (D) determinagdo da CLs,(96 h) baseada
nos dados de sobrevivéncia. Os dados estdo apresentados como média + desvio
padrdo (n = 12).

Para efeitos comparativos, esta concentragdo corresponde a 29,9
mg/L de zinco. Outro experimento de sobrevivéncia foi realizado para
comparar a toxicidade de ZnONP com aquela causada por ZnCl, (Fig.
39B): este ultimo demonstrou uma CL5y(96 h) de 55 mg/L (Fig. 39D)
para o ZnCl,, correspondendo a 26,6 mg/L de zinco.
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4.3.3. Quantificacdo dos niveis de zinco e analises de microscopia
eletronica

Baseado nos dados de sobrevivéncia, foi utilizada a
concentracdo de 4 mg/L. de ZnONP (aproximadamente 10% da Clsg)
como uma concentracio subletal para experimentos envolvendo andlises
quimicas, bioquimicas e celulares. Um experimento inicial foi realizado
para observar o perfil de absor¢do de ZnONP e os alvos celulares dessas
nanoparticulas em branquias e glandulas digestivas. Ostras foram
expostas a ZnONP 4 mg/L e andlises de zinco total foram realizadas na
dgua do mar e nos tecidos ap6s 6, 24 e 48 h, assim como andlises por
microscopia eletronica nos tecidos.

Os niveis iniciais de zinco total na dgua do mar (Fig. 40A)
variaram entre 2,4 e 2,9 mg/L, sendo esperado um valor de 3,2 mg/L
para esta concentracdo de nanoparticulas. Desta forma, apesar de estar
aproximadamente 10 — 25% abaixo do esperado, este foi considerado
aceitdvel para o propdsito deste estudo. Os niveis de zinco total
diminuiram 25 — 35% dentro de 24 h na presenca ou ausé€ncia de
animais (Fig. 40A). Este dado, em conjunto com a observac¢do de uma
camada de finas particulas no fundo dos aquédrios indicam uma possivel
precipitagdo de ZnONP ao longo do tempo, possivelmente devido ao
padrao de agregacdo na dgua do mar.

Também foi testado se as ZnONP dissociam-se em zinco idnico
(Zn**) na dgua do mar durante 24 h (Fig. 40B). Aliquotas de dgua do
mar com ZnONP 4 mg/L foram coletadas nos tempos zero, 6 € 24 h, e
filtradas em membranas com ponto de exclusdo de 10 kDa (equivalente
a nanoparticulas de tamanho de 2 nm ou maior). No tempo 0 h, foi
observado que os niveis de zinco i6nico corresponderam a 38% do valor
do zinco total na 4gua do mar, aumentando para 51 e 78% ap6s 6 e 24 h.
Estes dados indicam uma rdpida dissociagdo de ZnONP, dentro de
alguns minutos, seguido de um processo mais demorado (horas).

Os niveis de zinco total também foram quantificados em
branquias e glandula digestiva de ostras nos tempos 0, 6, 24 e 48 h de
exposi¢do (Fig. 40C). Os niveis basais de zinco foram aproximadamente
2 vezes maiores na branquia que na glandula digestiva, com um
aumento de 49 e 80% nos valores de zinco nas branquias apds 24 e 48 h
de exposicdo, enquanto que na glandula digestiva este aumento foi mais
acentuado (134%), porém valores estatisticamente significativos
somente foram observados apds 48 h de exposi¢ao.
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Figura 40: Analise dos niveis de zinco na agua do mar, branquia e glandula
digestiva de ostras Crassostrea gigas. (A) Animais foram expostos a
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONP) 4 mg/L por até 48 h e aliquotas de
dgua do mar foram analisadas para niveis de zinco total. A quantificacido
também foi realizada na d4gua do mar na ausé€ncia de animais. (B) Solugdes de
ZnONP 4mg/L em dgua do mar foram analisadas para os niveis de zinco idnico
dissociado das ZnONP apds remocgdo das nanoparticulas por ultrafiltracio, ou
para os niveis de zinco total, na auséncia de animais. (C) Niveis de zinco em
tecidos de ostras expostas a ZnONP 4 mg/L por até 48 h. Diferencas estatisticas
com relagdo ao grupo controle sdo indicadas como * (p < 0,05) e *** (p <
0,001), de acordo com ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de
Duncan. Dados sdo representados como média + desvio padrdo (n =3 - 6).

As andlises de MET em células ciliadas e com microvilos de
filamentos de branquias de animais controle (Fig. 41A e B) apontam
para uma morfologia celular tipica. Logo apds 6 h de exposicdo (Fig.
41C e D) foi detectada perda de crista mitocondrial e a presenca de
vesiculas endociticas préximas a membrana celular, as quais ndo foram
detectadas no grupo controle. Dentro destas vesiculas foi observada a
presenca de particulas elétron-densas, indicando uma possivel absor¢do
de ZnONP por endocitose, porém o que ainda precisa ser confirmado.



118

Danos a estruturas celulares aumentaram apds 24 h de exposicao (Fig.
41E e F), como inchamento da mitocondria e alteragdes mais acentuadas
nas cristas mitocondriais. Apds 48 h (Fig. 41G - I) o citoplasma
apresentou indmeras particulas vesiculadas e alteracdes na estrutura das
mitocOndrias.

Resultados similares foram detectados em glandulas digestivas
analisadas por MET. No caso das células digestivas, a morfologia
celular das células do grupo controle foi confirmada como tipica,
apresentando nicleo com cromatina marginal, reticulo endoplasmatico
rugoso e mitocondrias intactas (Fig. 42A e B). Ap6s 6 h de exposicado a
ZnONP foi detectada grande quantidade de vesiculas, porém sem outras
alteracdes morfoldgicas (Fig. 42C — E). Apos 24 h (Fig. 42F—-H) e 48 h
(Fig. 421 e J), assim como nas brinquias, foram observados distdrbios
na crista mitocondrial e citoplasma com grande niimero de vesiculas
contendo particulas elétron-densas.
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Figura 41: Imagens de microscopia eletronica de transmissido de células
ciliadas e com microvilos de filamentos branquiais de ostras Crassostrea
gigas expostas a 4 mg/L nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONP) por até
48 h. (A e B) Células de animais controle demonstrando morfologia tipica da
mitocondria (M) e do nicleo (N), incluindo detalhes da crista mitocondrial
(setas). (C e D) Células apds 6 h de exposic¢do, auséncia de crista mitocondrial e
presenca de vesiculas endociticas contendo particulas elétron-densas (setas). (E
e F) Mitocondria inchada e nicleo intacto. (G e H) Células apds 48 h de
exposi¢do contendo citoplasma altamente vesiculado e mitocondrias com
distdrbios na estrutura de membranas.
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Figura 42: Imagens de microscopia eletronica de transmissido de células
digestivas da glandula digestiva de ostras Crassostrea gigas expostas a
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONP) por até 48 h. (A e B) Células de
animais controle demonstrando morfologia tipica do nicleo (N), reticulo
endoplasmadtico rugoso (RER) com ribossomos aderidos (setas) e mitocondria
(M), incluindo detalhes da crista mitocondrial (setas). (C - E) Células apds 6 h
de exposicdo, com morfologia normal incluindo a presenca de granulos
lipidicos (setas) e vesiculas (V). (F - H) Células digestivas apds 24 h de
exposi¢do, apresentando distirbios na mitocondria e grande quantidade de
vesiculas endociticas com particulas elétron-densas. (I e J) Células digestivas
ap6s 48 h de exposi¢do apresentando grande quantidade de vesiculas no
citoplasma com particulas elétron-densas e alteragdes na estrutura da
mitocondria de membranas.

4.3.4. Analises bioquimicas de ostras C. gigas expostas a ZnONP

A fim de melhor caracterizar os efeitos subletais de ZnONP em
C. gigas, ostras foram expostas a ZnONP 4 mg/L por 24 e 48 h e
andlises biquimicas e celulares foram realizadas em branquia, glandula
digestiva e hemdcitos. Os niveis de tidis intracelulares foram
determinados em branquia e glandula digestiva. Na branquia, nenhuma
alteracdo foi detectada, exceto pela diminuicdo de 21% nos niveis de
PSH apés 48 h (Fig. 43D). E importante ressaltar que os animais
controle no tempo de 48 h apresentaram niveis de PSH acima do grupo
controle 24 h (Fig. 43D ) Na gliandula digestiva ndo foi detectada
nenhuma alteracdo significativa em ambos os tempos de exposicao.

Uma diminui¢do na atividade da GR (Fig. 44A) foi detectada na
branquia apds 24 (- 29%) e 48 h (- 28%), assim como na glandula
digestiva ap6s 48 h (- 47%). Por outro lado, a atividade da enzima GPx
aumentou na branquia em 27% ap6s 48 h, porém ndo foram detectadas
alteracdes na glandula digestiva (Fig. 44B). Indicios de danos oxidativos
foram detectados pelo ensaio de produtos finais da peroxidagdo lipidica
(TBARS), com um aumento de 49% nas branquias apds 48 h de
exposi¢do 2 ZnONP (Fig. 44C). E importante ressaltar que os animais
controle no tempo de 48 h apresentaram niveis de TBARS abaixo do
grupo controle 24 h (Fig. 44C ). As demais enzimas analisadas (Cat,
TrxR, G6PDH e GAPDH) nio sofreram alteracdes significativas em
ambos os tecidos e tempos estudados (dados ndo apresentados).
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Figura 43: Anélise do estado tidlico de brinquia e glandula digestiva de
ostras Crassostrea gigas apo6s exposicdo a 4 mg/L. de nanoparticulas de
oxido de zinco (ZnONP) por até 48 h. (A) Niveis de glutationa total (GSH-t),
(B) niveis do dissulfeto de glutationa (GSSG), (C) relagio GSH/GSSG, (D)
niveis de tidis proteicos (PSH). Os dados sdo apresentados na forma de boxplot,
contendo a mediana, o primeiro (25%) e o terceiro quartil (75%), com o0s
desvios representando os valores minimos e méaximos (n = 7). As diferencas
estatisticas, obtidas através do teste t de Student entre os grupos tratados e seus
respectivos controles, ou entre os grupos controle, estdo indicadas como * (p <
0,05) e *** (p < 0,001).
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Figura 44: Analise da atividade de enzimas antioxidantes e dos niveis de
peroxidacio lipidica de brinquia e glindula digestiva de ostras Crassostrea
gigas apods exposicio a 4 mg/L. de nanoparticulas de oxido de zinco
(ZnONP) por até 48 h. (A) Glutationa redutase (GR), (B) glutationa
peroxidase (GPx) e (C) niveis de peroxidacdo lipidica pelo ensaio de espécies
reativas ao dcido tiobarbitirico (TBARS). Os dados sdo apresentados na forma
de boxplot, contendo a mediana, o primeiro (25%) e o terceiro quartil (75%),
com os desvios representando os valores minimos ¢ maximos (n = 6 - 7). As
diferencas estatisticas, obtidas através do teste t de Student entre os grupos
tratados e seus respectivos controles, ou entre os grupos controle, estdo
indicadas como * (p < 0,05), ** (p < 0,01) e *** (p < 0,001).

4.3.5. Efeitos de ZnONP em hemdcitos de C. gigas

Os efeitos das ZnONP em hemdcitos de C. gigas foi
investigado através de ensaios de viabilidade celular e de
imunocompeténcia apenas apdés 48 h de exposicdo. Ndo foram
detectadas alteracdes significativas na viabilidade celular estimada pelo
método da reducdo do MTT e do vermelho neutro, ou no taxa de
producdo de ERO, fagocitose e de adesdo celular (dados ndo
apresentados).
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4.3.6. Efeitos de ZnONP no perfil geral de oxidacao de proteinas
citosolicas e mitocondriais em C. gigas

As andlises do perfil de oxida¢do de proteinas (se¢Oes 4.3.6 e
4.3.7) foram realizadas na Republica da Irlanda, no Redox Proteomics
Laboratory (University College Cork), coordenado pelo Prof. Dr. David
Sheehan. Estas atividades foram desenvolvidas pelo aluno na forma de
doutorado sanduiche entre os meses de margo e dezembro de 2013.

Inicialmente foram quantificados os niveis totais de —SH livres e
grupos carbonilas presentes por eletroforese unidimensional (1DE SDS-
PAGE) utilizando IAF e FTSC como fluor6foros marcadores
especificos para essas modificacdes pos-traducionais. Através deste
método € possivel caracterizar de maneira rdpida os niveis de danos
oxidativos em proteinas de diferentes organismos. Ambos os métodos
foram aplicados com sucesso para C. gigas. Os sinais de fluorescéncia
de proteinas marcadas com os fluor6foros especificos foram
normalizados pelo sinal de proteinas totais coradas com Coomassie azul
coloidal. As andlises estatisticas ndo demonstraram diferengas
significativas para as andlises de tidis livres e carbonilacido nos extratos
proteicos citosélicos de branquias e glandulas digestivas de ostras
expostas a ZnONP por 24 ou 48 h (dados ndo apresentados).

A fim de investigar se proteinas mitocondriais podem ser alvo da
toxicidade de ZnONP, o isolamento de mitocOndrias de branquias e de
glandula digestiva de C. gigas foi realizado utilizando um protocolo de
centrifugacdo diferencial. A validacdo do método foi realizada através
da andlise da atividade de proteinas citos6licas (G6PDH e GAPDH) e
mitocondriais (Complexo IV) como marcadores de fragdes celulares em
animais controle. Os resultados (dados ndo apresentados) confirmaram o
isolamento mitocondrial: na branquia, a atividade das enzimas
citos6licas G6PDH e GAPDH foram maiores na fracdo pOs-
mitocondrial (5 e 15,5 vezes, respectivamente), assim como na glandula
digestiva (2,7 e 14,8 vezes, respectivamente). O complexo mitocondrial
IV apresentou maior atividade enzimadtica na fracdo mitocondrial tanto
em branquias (4,0 vezes) como na glandula digestiva (3,3 vezes).

Géis 1DE SDS-PAGE representativos para a visualiza¢do de
proteinas mitocondriais totais coradas com Coomassie azul coloidal e
para proteinas mitocondriais marcadas com IAF ou FTSC podem ser
visualizados nas figuras 45 e 46. A quantificacdo destes dados em
branquias demonstra uma diminuic¢éo de 32 % no sinal de IAF apds 24 h
de exposicdo a ZnONP (Fig. 47A), indicando menores niveis de SH
livres presentes em proteinas. Na glandula digestiva foi detectado
apenas uma tendéncia de diminui¢do (p = 0,053, Fig. 47B). Apds 48 h
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de exposi¢@o ocorreu uma diminui¢do do sinal de IAF tanto na branquia
(30 %, Fig. 47A) como na glandula digestiva (59%, Fig. 47B). Para os
grupos carbonilas de protefnas, tanto para a brinquia como para a
glandula digestiva, as diferencas ndo foram estatisticamente
significativas apds 24 ou 48 h de exposi¢do a 4 mg/L de ZnONP (dados
ndo apresentados).
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Figura 45: Imagens representativas de géis de 1DE SDS-PAGE de extratos
proteicos mitocondriais de branquias e gliandula digestiva de ostras
Crassostrea gigas expostas a 4 mg/L. de nanoparticulas de 6xido de zinco
(ZnONP) e analisados para a detecciao do contetido de tidis proteicos livres.
Visualizacdo do nivel total de proteinas por coloracdo de Coomassie coloidal de
branquias (A) e glandula digestiva (C). Imagens de fluorescéncia de tidis
proteicos livres marcados com 5-iodoacetamida-fluoresceina (IAF) em
branquias (B) e glandula digestiva (D). Géis contem marcadores de peso
molecular (M) e 25 ug de proteinas de grupo controle (1-5) ou do grupo ZnONP
48 h (6-10).
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Figura 46: Imagens representativas de géis de 1DE SDS-PAGE de extratos
proteicos mitocondriais de branquias e glandula digestiva de ostras
Crassostrea gigas expostas a nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONP) e
analisados para a deteccio do contetido de grupos carbonilas em proteinas.
Visualizagdo do nivel total de proteinas por coloragdo de Coomassie coloidal de
branquias (A) e glandula digestiva (C). Imagens de fluorescéncia de grupos
carbonilas em proteinas marcados com 5-tiosemicarbazida-fluoresceina (FTSC)
em branquias (B) e glandula digestiva (D). Géis contem marcadores de peso
molecular (M) e 12,5 pg de proteinas em cada amostra do grupo controle (1-5)
ou do grupo ZnONP 48 h (6-10).

Para melhor caracterizar os efeitos oxidativos das ZnONP na
fragdo mitocondrial e em ostras C. gigas, duas enzimas mitocondriais
relacionadas ao transporte de elétrons (complexo I e IV) foram
analisadas na branquia e glandula digestiva apds 24 e 48 h de exposicao.
A atividade do complexo IV ndo sofreu alteracdes significativas na
branquia (Fig. 48A), porém diminuiu 25% na glandula digestiva apds 48
h (Fig. 48B).
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Figura 47: Analise dos niveis de tidis proteicos livres em proteinas
mitocondriais por 1DE SDS-PAGE em branquia e glindula digestiva de
ostras Crassostrea gigas expostas a 4 mg/L. de nanoparticulas de 6xido de
zinco (ZnONP) por 24 ou 48 h. Niveis de tidis proteicos livres na (A) branquia
e (B) glandula digestiva. Os dados sdo representados como boxplot contendo
media, primeiro (25%) e terceiro quartil (75%), e os desvios representam oS
valores minimos e maximos (n = 5). Diferencas estatisticas entre os grupos
foram analisadas por ANOVA de duas vias seguidos do teste post hoc de
Duncan e estdo indicadas como * (p < 0,05).
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Figura 48: Atividade da enzima mitocondrial citocromo c oxidase
(complexo IV) em branquia e glandula digestiva de ostras Crassostrea gigas
expostas a 4 mg/L de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONP) por 24 ou
48 h. (A) branquia; (B) glandula digestiva. Os dados sdo representados como
boxplot contendo media, primeiro (25%) e terceiro quartil (75%), e os desvios
representam os valores minimos e maximos (n = 5). Diferengas estatisticas entre
os grupos foram analisadas por ANOVA de duas vias seguidos do teste post hoc
de Duncan e estdo indicadas como ** (p < 0,01). Diferencgas entre os grupos
controles para cada tempo sdo representadas como ### (p < 0,001).
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4.3.7. Identificacao de proteinas de C. gigas sensiveis a exposicao
de ZnONP

Apesar de ndo terem sido detectados sinais evidentes de
moderado a elevado estresse oxidativo no citosol (baseado nos dados de
IDE SDS-PAGE e ensaios enzimiticos), observamos que as enzimas
GR e GPx, assim como os niveis de PSH e de TBARS foram afetados
por ZnONP em branquias de C. gigas (Fig. 43 e 44). Estes dados sdo
indicativos de processos oxidantes no citosol. Neste contexto é possivel
que proteinas especificas estejam sofrendo processos oxidativos, porém
sem afetar intensamente o perfil geral de oxidacdo de proteinas
(analisado pela técnica de 1DE SDS-PAGE). Desta forma, buscamos
investigar se existem proteinas sensiveis a processos oxidativos em
extratos proteicos citosdlicos, analisado por eletroforese em duas
dimensdes (2DE SDS-PAGE) em branquias de C. gigas expostas a
ZnONP por 48h (Fig. 49).

Ao todo 458 “spots” foram detectados em extratos de proteinas
com ti6is marcados com IAF para a visualizagdo de proteinas contendo
tidis livres, dos quais 441 permaneceram inalterados com a exposic¢do a
ZnONP enquanto que 17 tiveram ao menos 50% de diferenca no sinal
em relacdo ao grupo controle (Fig. 50). A lista de “spots” com sinal de
fluorescéncia alterado pode ser visualizada na Tabela 4.
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Figura 49: Imagens representativas de géis 2DE SDS-PAGE de extratos
proteicos citosolicos de branquias de ostras Crassostrea gigas expostas a
4mg/L. de nanoparticulas de é6xido de zinco por 48 h. Visualizacdo das
proteinas totais por coloracdo de Coomassie coloidal (A e B); imagens de
fluorescéncia de tidis proteicos livres marcados com S-iodoacetamida
fluoresceina (C e D); imagens de fluorescéncia de grupos carbonilas em
proteinas marcados com 5-tiosemicarbazida fluoresceina (E e F). Os géis de
2DE SDS-PAGE foram realizados ap6s eletrofocalizagdo com tiras de 7 cm (ph
3-10, ndo linear) empregando géis com 12% de poliacrilamida.
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Proteinas citosdlicas contendo tidis livres sensiveis a
exposicao a ZnONP

Inalteradas
441

Figura 50: Representacio grafica do niimero de proteinas com grupos
tidlicos livres detectados em extratos proteicos citosélicos analisados por
2DE SDS-PAGE de branquias de ostras Crassostrea gigas expostas a 4mg/L
de nanoparticulas de 6xido de zinco por 48 h. As proteinas foram marcadas
com 5-iodoacetamida-fluoresceina (IAF). Os géis foram analisados pelo
software SameSpots, e o volume de cada “spot” foi comparado entre o grupo
controle e exposto por ANOVA de uma via. “Spots” com pelo menos 1,5 X de
diferenca no volume entre os grupos e p < 0,05 foram selecionados como
proteinas de interesse.

Tabela 4: Lista de “spots” detectados por 2DE SDS-PAGE de extratos proteicos
citosdlicos marcados com S-iodoacetamida fluoresceina (IAF), os quais
apresentaram variacdes nos grupos tidlicos livres em branquias de ostras
Crassostrea gigas expostas a nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONP) por
48h, em relacdo ao grupo controle.

Nimero do Anova (p) Diferenca em Efeito da exposigdo a
“spot” relagdo ao ZnONP em relacdo
controle (vezes) ao grupo controle
369 0.001186 2 Diminui¢do
243 0.000514 1,8 Diminui¢éo
199 1.55E-06 1,7 Diminui¢do
213 0.000358 1,7 Diminui¢io

397 0.022858 1,6 Diminui¢ado
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Tabela 4: continuag@o

384 0.002188 1,5 Diminui¢ao
219 0.009769 1,5 Diminui¢io
382 0.010819 1,5 Diminui¢ao
450 0.012923 1,5 Diminui¢ao
427 0.000779 2 Aumento
480 0.037185 1,8 Aumento
379 0.00299 1,6 Aumento
429 0.000604 1,5 Aumento
495 0.002547 1,5 Aumento
496 0.006237 1,5 Aumento
271 0.011944 1,5 Aumento
313 0.020014 1,5 Aumento

Além disso, 313 “spots” de proteinas carboniladas foram
detectados ap6s a marcacdo com FTSC em extratos de proteinas nas
branquias, dos quais 277 permaneceram inalterados e 36 tiveram ao
menos 50% de diferenca no sinal de fluorescéncia entre os grupos
analisados. Destes, 21 “spots” apresentaram um aumento no sinal
enquanto que 15 tiveram uma diminui¢do (Fig. 51). A lista de “spots”
com sinal de fluorescéncia alterado pode ser visualizada na Tabela 5.

Também foram analisadas as proteinas totais das branquias com
diferentes perfis de expressao entre o grupo controle e o grupo exposto a
ZnONP por 48 h. Nesta técnica, ndo sdo empregados marcadores
fluorescentes, mas sim utilizando apenas a coloracdo de Coomassie
coloidal. Foi detectado um total de 726 “spots”, dos quais 672
permaneceram inalterados e 55 tiveram ao menos 50% de diferenca no
sinal da coloragdo entre os grupos analisados. Destes, 24 “spots”
apresentaram um aumento no sinal enquanto que 31 tiveram uma
diminui¢do (Fig. 52). A lista destes 55 “spots” pode ser visualizada na
Tabela 6.
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Proteinas citosdlicas com alteragées no perfil de
carbonilagdo apds exposicao a ZnONP

Inalteradas Diminuicao
277 15

Alteradas

36

Figura 51: Representacio grafica do nimero de proteinas com grupos
carbonilas detectadas em extratos proteicos citosélicos analisados por 2DE
SDS-PAGE de branquias de ostras Crassostrea gigas expostas a 4mg/L de
nanoparticulas de 6xido de zinco por 48 h. As proteinas foram marcadas com
5-tiosemicarbazida-fluoresceina (FTSC). Os géis foram analisados pelo
software SameSpots, e o volume de cada “spot” foi comparado entre o grupo
controle e exposto por ANOVA de uma via. “Spots” com pelo menos 1,5 X de
diferenca no volume entre os grupos e p < 0,05 foram selecionados como
proteinas de interesse.

Tabela 5: Lista de “spots” detectados por 2DE SDS-PAGE de extratos proteicos
citosdlicos marcados com S-tiosemicarbazida-fluoresceina (FTSC) para a
deteccdo de proteinas contendo grupos carbonilas em branquias de ostras
Crassostrea gigas expostas a nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONP) por
48h.

Numero do spot Anova (p) Diferenca em Efeito da exposicao
relacdo ao grupo a ZnONP em
controle (vezes) relacio ao grupo
controle

313 0.00626 2,3 Diminui¢io

124 1.38E-06 2,1 Diminui¢éo

125 0.000274 2 Diminui¢ao

310 0.009715 2 Diminuigéo

265 0.004006 1,7 Diminui¢ao
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Tabela 5: continuagdo

150 2.22E-05 1,6 Diminuigao

250 0.001012 1,6 Diminuigao

155 0.000665 1.5 Diminui¢ao

254 0.001686 1,5 Diminui¢do

1 0.016594 1,5 Diminuigao

58 6.47E-05 1,8 Aumento

306 0.002979 1,7 Aumento

223 9.17E-05 1,6 Aumento

325 0.005607 1,6 Aumento

331 0.015437 1,6 Aumento

303 0.000516 1,5 Aumento

187 0.004357 1,5 Aumento

29 0.008912 1,5 Aumento

298 0.012758 1,5 Aumento

22 0.02299 1,5 Aumento
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Proteinas citosdlicas com alteracées no contetido
protéico apds a exposicao a ZnONP

Inalteradas
671

Alteradas

55

Figura 52: Representacio grifica do nimero de proteinas com diferentes
perfis de expressiao detectados em extratos proteicos citosélicos analisados
por 2DE SDS-PAGE de brinquias de ostras Crassostrea gigas expostas a
4mg/L. de nanoparticulas de 6xido de zinco por 48 h. As proteinas foram
coradas com Coomassie coloidal e os géis foram analisados pelo software
SameSpots. O volume de cada “spot” foi comparado entre o grupo controle e
exposto por ANOVA de uma via e os “spots” com pelo menos 1,5 X de
diferenca no volume entre os grupos e p < 0,05 foram selecionados como
proteinas de interesse.

Tabela 6: Lista de “spots” detectados por 2DE SDS-PAGE de extratos proteicos
citosdlicos corados com Coomassie coloidal para deteccio de diferentes niveis
de expressdo proteica em branquias de ostras Crassostrea gigas expostas a
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONP) por 48h.

Niimero Anova (p) Diferenca em Efeito da exposicao
relacio ao grupo a ZnONP em
controle relacio ao grupo
controle
340 1.36E-06 1,5 Aumento
575 2.21E-06 2,5 Aumento

1378 1.29E-05 1,8 Aumento
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Tabela 6: continuagcdo
374
209
531
418
147
1377
632
377
598

18
208
328
717
109
728
460
625
543
894
581
369
977
1234
653
316
1193
294
805
794
943
547
734
984
503
669
848
1028
867
454
530
596
1059
291
654

1.67E-05
2.08E-05
2.24E-05
3.92E-05
0.047927
0.00016
0.010066
0.000295
0.018762
0.000374
0.006667
0.019641
0.003735
0.010878
0.001706
0.018163
0.040225
0.002481
0.011973
0.015313
0.009424
0.002902
0.004738
0.001945
0.001954
0.000407
0.003331
0.000615
0.000276
0.001474
0.010871
0.003802
0.011841
0.004801
0.014186
0.014674
0.014891
0.00034
0.016311
0.000553
0.018185
0.01854
6.89E-05
0.007184

1,7
1,8
1,6
1,6
1,5
1,8
1,5
1,6
1,5
1,7
1,5
L5
1,7
L5
1,8
L5
1,5
1,5
1,6
1,7
1,6
2,5
1,6
2,1
1,7
1,5
1,5
1,6

1,6
1,6
1,6
24
2,1
2,7
1,5
1,7
1,7
1,6
1,5

2,7
2,2
1,5

Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Aumento
Diminuicao
Diminui¢ao
Diminuicao
Diminui¢ao
Diminuicao
Diminui¢ao
Diminuicao
Diminui¢ao
Diminuicao
Diminui¢ao
Diminuicao
Diminui¢@o
Diminuicao
Diminui¢ao
Diminuicao
Diminui¢ao
Diminuicao
Diminui¢ao
Diminuicao
Diminui¢@o
Diminuicao
Diminui¢@o
Diminuicao
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Tabela 6: continuagcdo

662 0.02043 1,5 Diminui¢io
1040 0.032728 2,6 Diminui¢@o
1033 0.037588 1,5 Diminui¢io
1011 0.010353 1,6 Diminui¢io
1309 0.043231 1,5 Diminui¢io
646 0.044241 1,7 Diminui¢io
238 0.046696 1,5 Diminui¢io
968 0.006345 1,7 Diminui¢io

Apds as andlises estatisticas, as proteinas de interesse que
possuiam bom perfil de separacdo e conteido proteico foram
selecionadas do gel para posterior identificacdo por espectrometria de
massa (total de 40 “spots”).

Além disso, proteinas mitocondriais contendo cisteinas reduzidas
foram purificadas utilizando sefarose contendo tiol ativado (secdo
3.4.8), a fim de caracterizar protefnas sensiveis a estresse oxidativo
nesta organela. Este protocolo utiliza uma sefarose acoplada a uma
molécula de glutationa, a qual forma um dissulfeto com uma molécula
de 2-piridil. Esta ponte dissulfeto pode ser quebrada na presenca de
proteinas contendo grupos —SH livres (reduzidos), gerando um
dissulfeto misto entre a sefarose e a proteina, e liberando 2-tiopiridona.
Dessa forma, € possivel separar por centrifugacio as proteinas contendo
—SH livres, para posterior andlise por espectometria de massa.

Até o presente momento, ndo foi possivel realizar a identificacdo
dos “spots” selecionados dos géis de 2DE SDS-PAGE, assim como das
proteinas separadas por sefarose ativada. A partir das andlises de
espectrometria de massa, serd possivel identificar proteinas que
apresentaram diferente perfil de oxidacdo e de expressdo proteica na
branquia de C. gigas apés exposicio aguda a ZnONP.
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5. DISCUSSAO

5.1 ESTUDO 1

A fim de caracterizar o papel da brinquia, glandula digestiva e
hemolinfa no processo de biotransformacdo do CDNB, ostras C. gigas
foram expostas a CDNB 10 uM por até 24 h. Tecidos e aliquotas de
dgua do mar foram coletados em diferentes tempos para andlises
quimicas, moleculares e bioquimicas. Os efeitos do CDNB sobre o
sistema antioxidante também foram investigados, assim como o possivel
papel protetor da branquia contra agentes eletrofilicos. Estes dados estdo
sumarizados na figura 53, e ser@o discutidos a seguir.

Compostos
eletrofilicos

Branquia

Répida conjuga¢io com GSH
Réapida metabolizagdo
Répidainducdode GSTs
Efluxo de metabolitos

Hemolinfa Demais tecidos Excregdo

* Transportede
metabolitos (DNP-SG,
DNP-CYS e DNP-NAC)

* Auxiliona
biotransformaggo * DNP-NAC

Figura 53: Hipétese levantada sobre o papel da brinquia na protecio
contra agentes eletrofilicos em ostras Crassostrea gigas. Compostos
eletrofilicos presentes na dgua do mar sdo absorvidos pela branquia, sendo
rapidamente conjugados com glutationa (GSH) através da enzima glutationa S-
transferase (GST). A branquia também apresenta uma alta e rapida capacidade
de inducdo de dois genes que codificam para isoformas de GST, levando ao
aumento na atividade dessa enzima em 24 h. Os dados indicam que os
compostos gerados neste processo sdo, entdo, exportados para fora da célula,
atingindo a hemolinfa. Neste processo, os conjugados podem sofrer acdo de
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peptidases presentes no lado externo da membrana celular das células irrigadas
com hemolinfa, gerando compostos conjugados da via do dcido mercaptirico. O
CDNB, conjugados de glutationa e metabdlitos da via do 4cido mercaptirico
também podem ser transportados para os demais tecidos do organismo através
da hemolinfa. Por exemplo, os resultados mostram quantidades mensuraveis de
DNP-SG, DNP-CYS e DNP-NAC na glandula digestiva, indicando que este
orgao pode auxiliar no processo de biotransformacdo. A presenca de DNP-SG e
DNP-NAC na dgua do mar indica que excre¢do para o meio externo € uma
provavel rota de eliminacdo de xenobidticos em bivalves. Qual tecido
desempenha o papel de excre¢do desses compostos ainda nido pode ser
identificado. Dessa forma, a branquia atua como uma primeira barreira,
metabolizando rapidamente compostos eletrofilicos através da acdo da GSH e
GST, prevenindo que estes compostos eletrofilicos (CDNB neste trabalho)
atinjam outros tecidos, e consequentemente, diminuindo a toxicidade para estes
demais tecidos e, eventualmente, oferecer prote¢do ao organismo como um
todo.

5.1.1. Absorc¢ao, metabolizacao e excrecio de CDNB

Inicialmente foi investigado o desaparecimento de CDNB da
dgua do mar ao longo da exposicdo. O curto tempo de meia vida
(aproximadamente 1h, Fig. 19) sugere uma ripida absorcdo deste
composto pelo organismo, o que € facilitado devido a suas
caracteristicas hidrofébicas. Nao foi possivel quantificar o CDNB nos
tecidos através de HPLC e deteccio UV devido a interferéncia de
moléculas organicas na faixa de 280 nm, onde se encontra o pico de
absorcdo do CDNB.

No caso de bivalves, os dados do presente trabalho podem ser
considerados pioneiros nesta drea de biotransformacgdo de fase II e do
dcido mercaptirico. Os resultados obtidos pela andlise dos niveis dos
conjugados de glutationa (DNP-SG, Fig. 20), de cisteina (DNP-CYS,
Fig. 21) e de N-acetilcisteina (DNP-NAC, Fig. 22) obtidos a partir da
metabolizagdo do CDNB apontam para um papel diferencial para cada
um dos tecidos estudados (brinquia, glandula digestiva e hemolinfa,
vide Fig. 53). Em paralelo ao rdpido desaparecimento do CDNB na 4gua
do mar, foi detectado um rdpido aparecimento de DNP-SG e DNP-CYS
na branquia, apresentando um pico maximo apés 60 min de exposicéo.
O DNP-SG ¢ o composto derivado da conjugagdo entre CDNB e GSH,
mediado pela enzima GST (BOYLAND; CHASSEAUD, 1969). O
consumo de GSH-t ao longo do tempo de exposicdo na branquia (Fig.
23) complementa a ideia de absorcio de CDNB seguido de sua
conjugacdo com GSH, gerando DNP-SG nos tecidos. Os dados indicam
que em C. gigas, este processo estd ocorrendo preferencialmente na
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branquia, uma vez que foram detectados niveis bem mais baixos de
DNP-SG na glandula digestiva e hemolinfa, além de ndo terem sido
observados os efeitos do CDNB em pardmetros do sistema de
biotransformacdo e antioxidante na glandula digestiva (consumo de
GSH-t, aumento na expressdo e atividade de GST, inibicdo da GR e
TrxR). Este papel protetor da branquia pode ser facilitado pelo fato de
seu contato direto com o meio externo, ao contrario da hemolinfa e da
glandula digestiva, que possuem pouca superficie diretamente exposta
ao meio externo.

O DNP-SG foi rapidamente metabolizado em C. gigas, uma vez
que foi observado seu desaparecimento dos tecidos ao longo do tempo
(a partir de 1 - 4 h), com um aparecimento de baixas concentra¢des na
dgua do mar apds 4-10 horas de exposicdo. Neste caso, ndo € possivel
indicar um comportamento preferencial de excrecdo de DNP-SG na
dgua do mar em detrimento de sua metabolizacdo, uma vez que sua
concentracdio detectada na dgua do mar foi relativamente baixa (0,06 —
0,18 uM).

Este papel de conjugacdo de compostos eletrofilicos com GSH
via GST, seguido de seu transporte para posterior metabolizacdo ou
excregdo, ja é bem caracterizado em diversos modelos de estudo. Um
trabalho interessante relacionado ao metabolismo de CDNB foi
realizado com cultura primdria de células da placenta (S. VAIDYA; W.
WALSH; M. GERK, 2011). A placenta atua como uma importante
barreira relacionada com trocas gasosas, excre¢do e absorcdo de
nutrientes, caracteristicas semelhantes ao papel da branquia em bivalves.
Os dados apontaram para o consumo de GSH e formagdo de DNP-SG,
seguido de sua rdpida excrecdo através de proteinas transportadoras do
tipo ABC, provavelmente para posterior metabolizacio pela via do dcido
mercaptirico pelos o6rgdos maternos. Estudos com mamiferos ja
relataram resultados semelhantes de excre¢do de conjugados de DNP-
SG por proteinas ABC em tecidos ou 6rgdos atuantes como barreiras
protetoras como intestino (URSIC et al., 2009) e plexo cordide
(GHERSI-EGEA et al., 2006), além de 6rgdos com alta capacidade de
metabolizagdo como o figado (VILLANUEVA et al., 2005) e rins
(TERLOUW et al., 2001). Células cancerigenas também apresentam
uma forte atividade de conjugacdo do CDNB com GSH, seguido da
excre¢do de DNP-SG. Esta atividade aumenta a resisténcia destas
células contra firmacos com caracteristicas eletrofilicas (ZHANG;
WONG, 1996). Outros organismos jd apresentaram esse padrdo,
reforcando a ideia de um mecanismo de defesa celular preservado
evolutivamente. Por exemplo, em plantas este padrdo de exporte de
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conjugados de GSH pode ser detectado, onde os conjugados de GSH sao
transportados em dire¢do a ponta das raizes para sua excre¢do naquele
tecido (SCHRODER et al., 2007). Em bactérias esse mecanismo
também foi detectado, estando relacionado com a prote¢do contra
compostos eletrofilicos exégenos (ZABLOTOWICZ et al., 1995). Desta
forma, a rdpida conjugacdo de CDNB com GSH, gerando DNP-SG
principalmente na branquia de ostras C. gigas expostas a CDNB, estd de
acordo com estudos de diferentes organismos-modelo, reforcando a
ideia de uma barreira metabdlica efetiva neste 6rgdo.

Apesar de ainda ndo ter sido descrita em bivalves ou mesmo
peixes, os altos niveis de DNP-CYS, o qual € obtido a partir do DNP-SG
ap6s a remocdo dos residuos de y-glutamil e cisteina, geralmente
mediado por peptidases extracelulares, comprovam que a via do acido
mercapturico € ativa em C. gigas. A brinquia foi importante nesta via
de biotransformacéo, sendo um local preferencial de formacdo inicial de
DNP-SG, também apresentando os mais altos niveis de DNP-CYS. A
hemolinfa apresentou baixos niveis de DNP-SG (7,0 uM) (Fig. 20A),
porém com altas concentracdes de DNP-CYS (117 uM) (Fig. 21A). Este
comportamento indica que, a partir da exportacdio de DNP-SG pela
branquia, o DNP-CYS ¢ transportado para a hemolinfa ou entdo
formado no ambiente extracelular irrigado pela prépria hemolinfa. A
prevaléncia de DNP-SG e DNP-CYS na branquia, com concentracio
mixima em uma hora, em relacdo a glandula digestiva, com
concentracdo maxima em 4 h, reforca essa ideia de que a brinquia
exporta um dos precursores de DNP-CYS (DNP-SG, DNP-CG ou o
proprio DNP-CYS). Devido ao sistema circulatério aberto dos bivalves,
o DNP-SG ou outros precursores de DNP-CYS, podem ser rapidamente
liberados para a hemolinfa e dali, entdo, transportados para outros
tecidos (Fig. 53).

Os niveis de DNP-CYS nos tecidos também chegaram préximos
de zero ao fim da exposicdo, porém sem apresentar um evidente
aumento na 4dgua do mar, sugerindo a existéncia de uma etapa
subsequente de sua metabolizacdo. Os niveis de DNP-NAC (Fig. 22A),
metabolito final da via do 4cido mercaptirico, podem explicar este
processo: apés o DNP-CYS ser transportado via hemolinfa para outros
tecidos, ele pode ser captado e biotransformado em diferentes locais,
levando ao aparecimento de sua forma N-acetilada (DNP-NAC). Quatro
horas apds o inicio da exposi¢do, o DNP-NAC atingiu seu pico maximo
em todos os tecidos analisados. Além disso, este composto apresentou
concentracdo 3 vezes maior na hemolinfa, em comparacdo com a
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branquia e a glandula digestiva, sugerindo que uma vez formado, este
composto rapidamente se acumula no meio extracelular (hemolinfa). Os
dados sugerem que a hemolinfa atue recebendo e transportando este
composto para posterior excrecdo. Apesar de ndo estar claro qual tecido
atua neste papel de excrecdo, a brinquia tem uma enorme superficie em
contato com o ambiente externo, o que facilitaria a excrecdo para a dgua
do mar. O aumento gradativo e linear nos niveis de DNP-NAC na dgua
do mar (Fig. 23B) reforca a ideia de que o DNP-NAC ¢é o principal
metabdlito do CDNB excretado pela ostra.

Possivelmente, a excrecdo de DNP-NAC esté relacionada com o
aumento de Abs em 340 nm na dgua do mar (Fig. 19), o que ainda
precisa ser confirmado. Entretanto, os principais picos (de maior drea)
detectados nos cromatogramas tanto nos tecidos como na dgua do mar
foram o DNP-SG, DNP-CYS e DNP-NAC, com a presenca de outros
compostos com picos de pequena drea em outros tempos de retencdo
(Fig. 18). Apesar de ser o principal metabdlito encontrado na dgua do
mar dentre os compostos estudados, ndo sabemos se outras vias
metabdlicas, como a glucoronidac¢do e sulfatacio estdo presentes nos
bivalves de maneira efetiva, tendo em vista que seus metabdlitos ndo
foram alvos das analises de HPLC. Se for este o caso, o aumento de Abs
em 340 nm na dgua do mar pode ser devido a vérios metabdlitos do
CDNB, o que precisa ser confirmado.

A exportacdo de conjugados de glutationa, e de seus metabdlitos
da via do 4cido mercaptdrico, pode ser realizado através de proteinas de
exporte do tipo ABC (do inglés ATP-binding cassette), as quais estdo
presentes em bivalves e também estdo relacionadas a processos de
defesas celulares (LUCKENBACH; ALTENBURGER; EPEL, 2008;
PAIN; PARANT, 2007; WHALEN et al., 2010). Aparentemente, as
branquias podem ser um importante local para a metabolizagdo inicial e
excrec¢do de substancias eletrofilicas, o que pode constituir-se em uma
importante barreira de protecdo para os demais tecidos do organismo.

Até o presente momento este € o primeiro estudo a respeito do
metabolismo de conjugados de glutationa em bivalves. Entretanto,
varios trabalhos reportam a forte influéncia da biotransformacao de fase
II na defesa dos organismos contra contaminantes ambientais (vide
secdo 1.4), enquanto que outros autores detectaram a presenca de
metabolitos de ficotoxinas conjugadas com glutationa e derivados da via
do 4cido mercaptirico (ABRAHAM et al., 2012; CHEN; XIE, 2005;
WANG et al., 2004). E interessante ressaltar que trabalhos com bivalves
expostos a ficotoxinas purificadas ou a algas produtoras de ficotoxinas
indicaram a ocorréncia de sintese de GSH em paralelo a um aumento na
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atividade da GST e de proteinas de exporte do tipo ABC em diferentes
6rgaos (BURMESTER; NIMPTSCH; WIEGAND, 2012; CHOI et al.,
2006; CONTARDO-JARA; PFLUGMACHER; WIEGAND, 2008;
FERNANDES; WELKER; VASCONCELOS, 2009; GARCIA-
LAGUNAS; ROMERO-GERALDO; HERNANDEZ-SAAVEDRA,
2013; SABATINI et al, 2011a; VASCONCELOS; WIEGAND;
PFLUGMACHER, 2007). Esta resposta celular sugere um papel central
da via de biotransformagdo de fase II nestes organismos, incluindo a
inducido de genes de defesa celular.

De maneira semelhante ao processo ocorrido em C. gigas, a
integracdo de diferentes 6rgdos no metabolismo do CDNB ja foi
exemplificada em mamiferos, através do papel do intestino, figado, rins
e sangue (HINCHMAN; BALLATORI, 1994). O figado, com alta
atividade GST, atua como ponto principal de conjugacio de CDNB
oriundo do sangue. A alta atividade de peptidases nos rins permite a
rdpida metabolizagdo de DNP-SG a DNP-CYS, enquanto que a baixa
atividade dessas enzimas no figado dificulta a sua atuagdo nessa etapa
catabdlica. No caso da N-acetiltransferase, tanto o figado como os rins
apresentam alta atividade, e consequentemente ambos podem atuar na
acetilacdao de conjugados de cisteina e gerar mercapturatos. O intestino
também possui alta atividade GST e de peptidases, podendo gerar
conjugados de cisteina para serem N-acetilados pelo figado. A excrecio
do DNP-NAC ocorre preferencialmente pela urina, porém a bile também
€ outra op¢do de via de excrecdo. Desta forma, o metabolismo de
conjugados de glutationa (via do d4cido mercapturico) em mamiferos estd
conectado através de diferentes 6rgdos, com o sangue atuando como
importante meio para transporte. No caso de bivalves, esta area de
estudo ainda € totalmente desconhecida, mas os dados indicam um
mecanismo semelhante, com diferentes 6rgdos atuando através do
transporte mediado pela hemolinfa. O presente estudo pode fornecer
pistas interessantes sobre a cinética desta via em ostras C. gigas,
indicando que a branquia e a hemolinfa possuem um papel importante
na via do 4cido mercapturico.

5.1.2. Modulacio do sistema antioxidante e de biotransformacio
por CDNB

Em conjunto com o consumo de GSH-t causado por CDNB,
também foi detectada a inibi¢do das enzimas GR e TrxR em branquias,
entre 4 e 24 h de exposi¢do, e o aumento na atividade da GST (Fig. 23).
Na glandula digestiva ndo foram detectadas alteracdes nestes
parametros, refor¢ando a ideia da baixa a¢do do CDNB neste tecido. A
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acdo inibitéria do CDNB sobre a TrxR ja foi detectada em mamiferos
(HEISS; GERHAUSER, 2005; SEYFRIED; WULLNER, 2007), assim
como a inibi¢do irreversivel da GR por CDNB e a inibigdo reversivel da
GR pelo DNP-SG in vitro (BILZER et al., 1984). Desta forma, tanto o
CDNB como o DNP-SG poderiam estar causando a inibi¢cdo observada
nas enzimas antioxidantes em branquias de C. gigas. Porém, a
inalteracdo da atividade da GR, TrxR e GST na glandula digestiva
reforca a ideia de baixa entrada de CDNB neste tecido, possivelmente
pela eficaz biotransforma¢do do CDNB mediada pela branquia (Fig. 53).

O répido aumento na atividade GST na branquia apds 24 h sugere
uma eficiente indug¢do da transcri¢do génica nas primeiras horas de
exposicdo. Desta maneira, investigamos os niveis de transcritos de 3
isoformas de GST (omega, pi e mi) na branquia e glandula digestiva a
fim de determinar se essa modulacdo pode estar relacionada a um
aumento na transcri¢do génica. Os dados apontam para um rapido e forte
aumento nos transcritos na branquia para 2 das 3 isoformas analisadas,
seguido do reestabelecimento dos niveis basais (Fig. 24). Apés 4 h de
exposi¢do os niveis de transcritos aumentaram 99 vezes para a isoforma
omega e 7 vezes para a pi, enquanto que a isoforma mi permaneceu
inalterada. E importante ressaltar que a atividade da GST foi analisada
utilizando CDNB como substrato, sendo que uma das isoformas da GST
da familia omega (isoforma 1) apresenta baixa atividade contra este
composto, enquanto que as familias mi e pi apresentam alta atividade
contra 0 mesmo (IOANNIDES, 2002; WANG et al., 2005). Desta
forma, os dados de atividade enzimitica da GST apresentam uma
resposta geral da modulacdo de diferentes familias isoformas frente a
uma exposicdo a CDNB, enquanto que os dados de transcrigdo génica
investigaram especificamente esta resposta em 3 isoformas de GSTs. De
maneira geral, os dados reforcam a ideia da brinquia como alvo inicial
do CDNB, enquanto que a glandula digestiva pode estar atuando de
maneira complementar em um metabolismo mais tardio de metabdlitos
do CDNB (Fig. 53). Nestes tempos mais tardios conforme os dados
observados, a branquia possui baixo niveis de GSH, o que impediria
uma acdo eficiente de conjugacdo de CDNB.

Esta resposta de inducdo de genes e enzimas relacionadas a
protecdo celular tem sido detectada repetidas vezes em branquia de
bivalves. Este 6rgdo € considerado como alvo de entrada de muitos
contaminantes, podendo apresentar um perfil de inducdo de
metalotioneinas, enzimas de biotransformagdo e também de enzimas
antioxidantes (BEBIANNO et al., 2004). Por exemplo, ostras expostas a
esgoto domésticos apresentaram maior atividade da Cat e GR
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(ZANETTE et al., 2008), assim como mexilhdes transplantados para
regides contaminadas por efluentes urbanos e industriais apresentaram
maior atividade da Cat, GR, GPx e GST (MARIA; SANTOS;
BEBIANNO, 2009). Mexilhdes expostos a benzo[a]pireno também
induziram a transcri¢do de genes relacionados a defesa antioxidante, de
biotransformagdo e de resposta a estresse (CHATEL et al., 2012). A
inducdo de genes de enzimas de biotransformacgdo de fase I (Citocromo
P450) e II (GST) também ocorreu na brinquia de ostras expostas ao
HPA fenantreno, enquanto que a glandula digestiva praticamente ndo
apresentou modulagio desses genes (LUCHMANN et al., 2014).

5.1.3. Branquia como uma barreira metabélica efetiva contra
agentes eletrofilicos

A fim de averiguar se a branquia é capaz de proteger o organismo
contra agentes eletrofilicos em ostras C. gigas, um conjunto adicional de
experimentos foi realizado utilizando CDNB e NEM. Inicialmente,
CDNB foi injetado diretamente no misculo adutor das ostras para
atingir a hemolinfa (Fig. 25) e, consequentemente, todos os demais
tecidos do organismo devido ao seu sistema circulatério aberto. As
doses utilizadas (0,3-3 pumol) correspondem a quantidade de CDNB
adicionado a 4gua do mar em uma exposi¢do nas concentragdes de 0,3 a
3 uM. Nao foi possivel realizar exposicdes a maiores doses devido a
baixa solubilidade do CDNB em solugdes polares. Similarmente aos
dados anteriores, ap6s 24 h do inicio da exposi¢do via musculo adutor,
foi detectada uma diminuic¢do nos niveis de GSH-t e na atividade da GR
na brénquia, assim como um aumento na atividade GST. A glandula
digestiva apresentou apenas uma leve inibi¢do da GR, se comparado
com a branquia. E importante ressaltar que a maior dose utilizada (3
pmol) equivale apenas a aproximadamente 1/3 da quantidade de CDNB
absorvido em animais expostos a CDNB 10 uM (assumindo 100% de
absorcdo apds 24 h). As alteragdes na branquia e na glandula digestiva
foram semelhantes aquelas encontradas apds a exposi¢do ao CDNB na
dgua do mar, onde as alteragdes sdo observadas principalmente na
branquia. Estes dados indicam que, mesmo através de uma exposi¢cdo
pela hemolinfa, o CDNB continua chegando preferencialmente na
branquia, possivelmente devido ao alto fluxo de hemolinfa neste tecido.

Hipotetizamos que o papel protetor da branquia pode ocorrer de
maneira menos eficiente, ou até mesmo desaparecer, em exposicdes
onde esta barreira metabdlica da branquia tenha sido enfraquecida. Esta
hipétese foi melhor estudada ao utilizar NEM como agente eletrofilico,
ao invés de CDNB. A NEM ¢ usada rotineiramente como um agente
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alquilante de ti6is como a glutationa. A NEM por ter alta reatividade
com tidis, alta solubilidade em 4gua e atravessafacilmente membranas
biolégicas (HAJ-YEHIA; BENET, 1996; MORRE; MORRE, 1995;
MURPHY; SCHOLICH; SIES, 1992). Assim, o tratamento com NEM
leva a uma rédpida deplecdo nos niveis de GSH. Esta deplecdo foi
comparada entre uma exposicdo via dgua do mar ou via hemolinfa (Fig.
26). Conforme o esperado, uma hora de exposicdo pela dgua do mar
causou uma forte diminui¢do de GSH-t na brinquia, evidenciando a
eficiéncia do protocolo. Entretanto, ndo foram detectadas alteragdes nos
niveis de GSH-t na glandula digestiva, reforcando a ideia da branquia
como primeiro contato € como uma eficiente barreira contra compostos
eletrofilicos. Esta ideia é corroborada pela auséncia de efeito sobre os
niveis de GSH-t na glandula digestiva. Os dados da exposicdo de NEM
via hemolinfa estdo de acordo com esta hipétese, onde foi observada a
diminui¢do dos niveis de GSH-t em ambos os tecidos, porém novamente
de maneira mais marcante na branquia. Esses dados ficam mais claros
quando comparamos a concentragdo capaz de inibir (consumir) 50% dos
niveis de GSH (Cl5y) em ambos os tecidos nos diferentes meios de
exposicdo. No caso da NEM via dgua do mar, o Clsy para branquia € de
32 uM, enquanto que para a glandula digestiva esse valor é 8 vezes
maior (269 pM). Para a exposicdo via hemolinfa, o Cls, para a branquia
¢ de 3,2 uM enquanto que para a glandula digestiva esse valor é 50
vezes maior (162 pM). Estes dados indicam, de maneira consistente, que
a branquia é uma barreira metabdlica contra a entrada de substancias
eletrofilicas (Fig. 53), realizando a rdpida conjugacdo destas substancias
com GSH, diminuindo sua toxicidade e iniciando sua metaboliza¢do
para posterior excregao.

A fim de interferir nessa capacidade protetora da branquia, foi
utilizado um protocolo com a exposi¢do de ostras a NEM seguido de
CDNB (ambos pela dgua do mar). Desta forma, era esperado bloquear
parcialmente a protecdo oferecida pela branquia através da deplecdo de
seus niveis de GSH intracelular, supostamente interferindo na
capacidade de conjugacdo do CDNB neste tecido. Consequentemente, é
esperado um aumento na biodisponibilidade do CDNB para o resto do
organismo. Os dados (Fig. 27) estdo de acordo com esta hipdtese, onde a
exposi¢do em sequéncia a ambos agentes eletrofilicos causaram uma
diminuicdo nos niveis de GSH-t na glandula digestiva, o que ndo foi
observado quando se utilizou NEM ou CDNB individualmente na dgua
do mar.

A branquia € considerada como a principal rota de absor¢do de
compostos quimicos dissolvidos na dgua por organismos aqudticos,
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principalmente pela sua ampla superficie em contato com o ambiente
externo e alta taxa de troca de solutos entre dgua e sangue ou hemolinfa
(HAYTON; BARRON, 1990). Este processo € realizado através do
transporte de compostos quimicos para o entorno da branquia através do
fluxo de dgua, seguido da difusdo ou transporte destas moléculas do
epitélio branquial ao sistema circulatério e distribuicdo ao resto do
organismo (ERICKSON; MCKIM, 1990). Desta forma, é de se esperar
que este Orgdo possua uma alta capacidade de defesa contra
contaminantes presentes no meio externo, conforme ja demonstrado em
bivalves com proteinas de efluxo de contaminantes (LUCKENBACH;
EPEL, 2008; NAVARRO et al., 2012), defesas antioxidantes (AHMAD
et al,, 2011) e de biotransformagio (LUCHMANN et al., 2014), de
resposta A exposicio a metais (GERET et al., 2002) e de estresse celular
geral (LUCHMANN et al, 2011). Os dados do presente trabalho
reforcam a ideia de um papel central da branquia na protecio do
organismo, atuando como uma importante barreira metabdlica contra
agentes eletrofilicos (Fig. 53).

5.2. ESTUDO 2

Os mecanismos celulares de defesa sdo essenciais para o seu
funcionamento, tanto em situagdes fisioldgicas como patoldgicas. A
eficiéncia desses sistemas depende tanto de seu préprio funcionamento
como de sua indutibilidade durante situacdes de estresse celular
(VASSEUR; LEGUILLE, 2004). Neste cendrio, o sistema antioxidante
possui um papel central na defesa celular e do organismo contra agentes
oxidantes. Em bivalves este sistema pode ser modulado por diferentes
fatores bidticos e abiodticos, incluindo contaminantes, idade, tamanho,
temperatura, salinidade e taxa metabdlica (FRENZILLI et al., 2004;
LAU; WONG, 2003; REGOLI et al., 2000; SHEEHAN; POWER, 1999;
SUKHOTIN; ABELE; PRTNER, 2002). Dessa forma, € possivel que a
eficiéncia do sistema antioxidante seja diferente em cada um desses
cendrios, aumentando ou diminuindo a susceptibilidade a eventos
oxidativos.
5.2.1. Pré-tratamento com ZnCl, e CDNB em mexilhoes e ostras

As consequéncias biolégicas da inibicdo da enzima GR foram
investigadas em mexilhdes P. perna apds uma exposi¢ao aguda (18 h)
ao ZnCl, (40 pM). Esta concentragdo afetou a atividade da GR sem
alterar a atividade enzimdtica da TrxR (Fig. 28) ou os niveis
intracelulares de -SH (Fig. 34). O decréscimo da atividade GR por
7ZnCl, ja foi reportada por nosso grupo em mexilhdes, carpas e ratos
(FRANCO et al., 2006, 2008a, 2008b; TREVISAN et al., 2014). A
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ligacdo do zinco com grupos -SH da enzima leva a sua inativacdo,
conforme demonstrado previamente em estudos in vitro (MIZE;
LANGDON, 1962). Este efeito do zinco sobre a GR ja foi relacionado
com a toxicidade deste metal em células neuronais e de pulmaio,
causando distirbios no estado tidlico intracelular (BISHOP; DRINGEN;
ROBINSON, 2007; MITOZO et al., 2011; WALTHER et al., 2000).
Além disso, ZnCl, também causou um forte decréscimo na atividade da
TrxR nas concentracdes de 50 e 100 uM (Fig. 28), conforme ja
demonstrado em trabalhos com mamiferos (BRAGADIN et al., 2004,
GAZARYAN et al., 2007). Estes dados apontam a GR e TrxR como
importantes alvos da toxicidade de zinco em bivalves marinhos.

Um segundo objetivo deste estudo foi investigar a importancia
das Prx na protecdo celular contra agentes oxidantes em mexilhdes e
ostras. Prx sdo peroxidases com uma alta velocidade de reacdo,
compardvel com a GPx, sendo considerada uma das principais
peroxidases, tanto na mitocondria como no citosol (PESKIN et al.,
2007; RHEE et al., 2012; SIES, 2014). Conforme apresentado na se¢do
1.1, estas enzimas atuam em conjunto com a Trx e TrxR (com excecdo
da Prx6) como um sistema doador de elétrons. De maneira semelhante a
estratégia utilizada para afetar a GPx (via inibicdo da GR), foi utilizado
o CDNB a fim de diminuir a atividade da enzima TrxR (HEISS;
GERHAUSER, 2005; SEYFRIED; WULLNER, 2007), e com isto
comprometer o ciclo catalitico da Prx. O CDNB € um conhecido
inibidor da TrxR, o qual provavelmente age alquilando o grupo -SH
reativo do sitio ativo da enzima (ARNER; BJORNSTEDT;
HOLMGREN, 1995). A concentracdo de CDNB de 10 uM afetou tanto
a atividade GR como TrxR e depletou os niveis de GSH-t em mexilhdes
e ostras (Figs. 28, 29, 34 e 35). Devido a esta acdo indiscriminada do
CDNB, afetando a GSH, GR e TrxR, nao foi possivel distinguir entre os
efeitos causados nos ciclos cataliticos da GPx ou da Prx. A forte
inibicdo da TrxR causaria um efeito direto na atividade da Prx, assim
como a inibicdo da GR, seguido do consumo de GSH, também causaria
uma diminui¢do na velocidade do ciclo catalitico da GPx. Em conjunto,
pode-se assumir que os animais pré-expostos a CDNB apresentariam um
sistema antioxidante fortemente suprimido, com dois sistemas
peroxidéticos (GPx/GSH/GR e Prx/Trx/TrxR) operando de maneira
deficiente (Figs. 54 e 55).



149

5.2.2. Efeitos do ZnCl, e CDNB na taxa de degradacio de
peroéxido in vivo

E esperado que um decréscimo na atividade da GR afete a
velocidade do ciclo catalitico da GPx (Fig. 54), uma vez que a
regeneragdo de GSH a partir da GSSG estd comprometida
(DICKINSON; FORMAN, 2002). Desta forma, era esperado que
mexilhdes pré-expostos a ZnCl, e expostos a CHP apresentassem uma
menor capacidade de detoxificagdo de perdxido, o que foi testado in vivo
(Fig. 31). Para animais controle, apds duas horas de exposicdao a CHP 50
UM, os valores de peréxido na dgua do mar foram 4% dos valores
iniciais, enquanto para animais pré-expostos a ZnCl, este valor era 2,5
vezes maior. A andlise da AAC também aponta para este efeito do
ZnCl,, o qual causa um aumento de 44% na AAC. Dados semelhantes
foram observados em animais expostos a CHP 100 pM, reforcando esta
hipétese.

No caso de mexilhdes e ostras expostos a CDNB, também foi
observada uma menor taxa de degradacdo de peréxido in vivo. Em
mexilhdes (Fig. 31), os niveis de CHP foram 6 vezes maiores nos
animais expostos a CHP 50 pM do que nos animais controle. Os valores
da AAC também demonstram o forte efeito do CDNB no organismo, o
qual aumentou estes valores em 108%. Dados semelhantes foram
observados em animais expostos a CHP 100 uM, reforcando esta
hipétese. Para ostras (Fig. 32), com uma capacidade de degradar
aproximadamente 6,8 umol de CHP por hora, o CDNB foi capaz de
diminuir essa taxa de degradacdo para 4,7 pmol de CHP por hora,
indicando que o constante fornecimento de elétrons para o sistema
peroxidético pode ter sido afetado. Este dado leva a supor que os efeitos
de consumo de GSH-t e inibicdo da GR e TrxR foram capazes de afetar
a capacidade peroxidética de ambas espécies de bivalves (Figs. 53 e 54).

GPx e Cat sdo consideradas as principais enzimas de
metabolizagdo de peréxidos, (MUELLER; RIEDEL; STREMMEL,
1997; TOPPO et al., 2009), entretanto as Prxs tém sido consideradas
recentemente como outra importante via de degradacdo de perdxidos
pela célula (WINTERBOURN; HAMPTON, 2008). Em bivalves, ja foi
demonstrado que diferentes isoformas das Prxs sdo moduladas em
situacdes de estresse, como infec¢des bacterianas, hipdxia, agitacdo
mecanica, temperatura € contaminantes ambientais (DAVID;
TANGUY; MORAGA, 2007; GENARD et al., 2013; KUCHEL; NAIR;
RAFTOS, 2012; PARK et al., 2008). Porém, ainda ndo existem estudos
investigando a influéncia destas enzimas (assim como das GPx) na
detoxificacdo de perdxidos por estes organismos. No presente estudo, é
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estimado que a GPx e as 3 classes de Prx (1-Cys, 2Cys tipica e atipica)
estejam operando com uma menor capacidade, devido ao
comprometimento de seus sistemas complementares (GSH/GR e
Trx/TrxR), gerando uma menor taxa de degradacdo de peréxidos, o que
pode ser detectada em mexilhdes e ostras pré-expostas ao CDNB (Fig.
53 e 54).

5.2.3. Efeitos do ZnCl, e CDNB em hemocitos de mexilhdes e
ostras expostas a agentes oxidantes

Invertebrados dependem do sistema imunolégico para lidar com
invasdes de micro-organismos, possuindo hemdcitos como as principais
células efetoras. Andlises de hemdcitos sdo amplamente utilizadas em
estudos ecotoxicolégicos como indicadores do estado de saide dos
organismos (MYDLARZ; JONES; HARVELL, 2006). A fim de
investigar as consequéncias do tratamento com ZnCl,, CDNB ou CHP,
o que levou a diminuicdo da atividade das enzimas GR e TrxR foram
realizadas andlises de densidade celular e de viabilidade em hemdcitos
de mexilhdes Perna perna (Fig. 36). Alteracdes na densidade celular
podem ocorrer devido a diversas alteragdes ambientais, incluindo
exposicdo a contaminantes (GALLOWAY; DEPLEDGE, 2001).
Entretanto, este parametro ndo foi afetado em animais pré-expostos a
ZnCl,, CDNB ou CHP, quando administrados individualmente. Porém,
animais pré-expostos a ZnCl, e posteriormente expostos a CHP 100 uM
apresentaram um maior nimero de hemdcitos circulantes, indicando um
efeito sinérgico de ambos compostos. Uma vez que a exposicdo a CHP
foi curta (2 h), essa alteracdo ndo deve estar relacionada com uma maior
produgdo de hemdcitos, mas sim a sua migracdo para a hemolinfa a
partir de outros tecidos. Esta é uma resposta a situagdes de estresse, um
mecanismo adaptativo ja4 detectado em mexilhdes expostos a cobre
(PIPE et al., 1999.).

O pré-tratamento com ZnCl,, seguido de exposi¢ido ao CHP, ou o
tratamento somente com CHP, ndo afetaram a viabilidade celular dos
hemécitos. Em contrapartida, a viabilidade celular dos hemdcitos,
medida pelo pela reducdo do MTT, foi reduzida devido ao sinergismo
entre CDNB e CHP 100 uM. Este dado sugere que a menor atividade de
enzimas antioxidantes na branquia pode permitir que maiores niveis de
CHP cheguem a hemolinfa, afetando negativamente a viabilidade
celular dos hemdcitos (Fig. 54).

Para ostras C. gigas, a relacdo entre a protecdo mediada pelo
sistema de defesa antioxidante e as células do sistema imunoldgico foi
investigada utilizando-se Men como composto oxidante modelo (Fig.
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37). Ostras do grupo CDNB/AM (expostos a CDNB seguido de 24 h em
dgua do mar) apresentaram uma diminui¢do na viabilidade celular de
hemdcitos, detectado pelo ensaio do vermelho neutro. Este dado indica
que os hemdcitos de ostras sdo sensiveis a compostos eletrofilicos,
enquanto que compostos oxidantes (e. g. Men) ndo causaram efeitos na
viabilidade celular. Entretanto, compostos capazes de gerar ERO
geralmente possuem uma alta capacidade de causar danos ao DNA, o
que foi confirmado em hemdcitos de ostras expostas a Men. O pré-
tratamento com CDNB, causando distirbio no sistema antioxidante,
também foi capaz de causar danos ao DNA de hemdcitos, mesmo na
auséncia de Men. Com excecdo do grupo controle, todos os tratamentos
apresentaram valores de dano ao DNA préximos de 300 (de uma escala
de 0-400), o que € considerado como um alto nivel de danos ao DNA.

Estes resultados indicam que pode haver uma importante relacdo
entre o sistema de defesa antioxidante e o sistema imunoldgico em
bivalves, uma vez que o ZnCl, e o CDNB foram capazes de afetar
ambos os sistemas. Inclusive, enzimas antioxidantes tém sido
relacionadas com um papel imunolégico em bivalves, como a SOD
extracelular e Prx6. A primeira é capaz de se ligar a lipopolissacarideos
de bactérias Gram negativas, facilitando seu reconhecimento, enquanto
que a segunda, quando expressa em menores niveis, confere maior
resisténcia a protozodrios, possivelmente por permitir maior actimulo de
ERO durante processos fagociticos (GONZALEZ et al., 2005; GREEN;
BARNES, 2009). Diversos xenobidticos causam imunossupressio em
bivalves (CAJARAVILLE; OLABARRIETA; MARIGOMEZ, 1996;
GAGNAIRE et al., 2006; GALLOWAY; DEPLEDGE, 2001;
KOUKOUZIKA; DIMITRIADIS, 2005), e devido ao papel central dos
hemdcitos para a manutencdo da saide dos organismos, o distirbio
deste sistema pode tornar os organismos mais susceptiveis a patégenos,
comprometendo seus sistemas de defesa e sobrevivéncia.
5.2.4. Efeitos do ZnCl, e CDNB sobre o estado tiolico de mexilhoes
e ostras expostos a agentes oxidantes

Em mexilhdes expostos apenas a CHP, um resultado interessante
detectado neste estudo foi o aumento nos niveis de GSH-t e PSH apo6s
exposicdo por um curto periodo de tempo (2 h), sem alterar os niveis de
GSSG (Fig. 34). Exposicdes mais prolongadas a agentes oxidantes,
como chumbo, paraquat (uma quinona usada como pesticida) ou HPA ja
foram descritos como indutores da sintese de GSH (DAFRE et al., 2004;
GRAVATO; OLIVEIRA; SANTOS, 2004). Em eucariotos, a indugdo
de genes relacionados a sintese de GSH, ou a outros agentes de
detoxificacdo, pode ser mediada através da via de transcri¢do do Nrf2.
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Esta via é ativada durante condicdes iniciais de estresse oxidativo ou
eletrofilico, ocasionando um aumento na prote¢@o celular. Desta forma,
¢é possivel inferir que este padrio de resposta detectado em mexilhdes
expostos a CHP também ocorra por esta via. Apesar de ja ter sido
descrito em peixes (ALMEIDA et al., 2010; GIULIANI; REGOLI,
2014), ainda ndo existe nenhum trabalho caracterizando esta via de
transcricdo em bivalves, ou ainda demonstrando proteinas alvos desta
via. Entretanto, estresse oxidativo/eletrofilico mais prolongado ou de
maior intensidade pode causar efeitos acumulativos. Nestas situacgdes,
ndo ha ativacdo da via do Nrf2, mas sim de vias de sinaliza¢do
relacionadas com distirbios ou morte celulares (KASPAR; NITURE;
JAISWAL, 2009).

Ao contririo do esperado, os niveis de GSSG ndo foram afetados
em mexilhdes pela exposi¢do a CHP e/ou ZnCl, (Fig. 34). Este mesmo
padrio ja foi detectado em mamiferos ou culturas de células tratadas
com zinco, mesmo apresentando inibi¢cdo da GR (BISHOP; DRINGEN;
ROBINSON, 2007; FRANCO et al.,, 2008a). E possivel que este
acimulo ndo ocorra devido ao exporte do excesso de GSSG para o meio
extracelular, o qual pode ser feito através de proteinas de exporte do tipo
ABC (DRINGEN; HIRRLINGER, 2003; ELLISON; RICHIE JR.,
2012). Neste contexto, um aumento na expressdo da glicoproteina P,
uma proteina transportadora do tipo ABC, j4 foi reportada em mexilhdes
P. perna expostos a zinco (FRANCO et al., 2006). Apesar da
glicoproteina P ndo estar diretamente relacionada com o exporte de
GSSG, € possivel que outras proteinas transportadoras do tipo ABC
estejam sendo induzidas apds exposicdo a ZnCl,, evitando assim um
actimulo de GSSG no meio intracelular.

A deplecdo de GSH-t e GSSG em brinquias de mexilhdes apds
exposi¢cdo ao CDNB pode estar relacionado ao consumo de GSH por
reacdes de conjugacdo com o CDNB, conforme sugerido no estudo
anterior (vide secdes 5,1,1 e 5.1.2) e reportado em experimento in vitro
com células de mamiferos (HAN et al., 2003; KRANCE et al., 2010;
REDDAN et al., 1999). Ao longo de uma exposi¢do a CDNB, a redugdo
da GSSG pela GR gera duas novas moléculas de GSH que podem ser
rapidamente ~ consumidas  pela  conjugacio com = CDNB,
consequentemente diminuindo os niveis de GSH-t e de GSSG. Nesta
situagdo, é possivel que uma exposicdo a peréxido ndo levaria a um
acimulo de GSSG por ndo haver GSH disponivel para ser utilizada na
degradacdo do peréxido.

A fim de verificar a hipétese de que um distirbio no sistema
antioxidante iria afetar a susceptibilidade de ostras aos efeitos toxicos do
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agente oxidante Men, um experimento adicional foi montado através da
pré-exposicao de ostras ao CDNB 10 uM por 18 h, seguido de Men 1
mM por 24 h (CDNB/Men) e os niveis de GSH-t e PSH foram avaliados
nas branquias. Grupos de ostras expostas apenas a Men (AM/Men) ou
ao CDNB (CDNB/AM) também foram investigados. Animais do grupo
CDNB/AM apresentaram um reestabelecimento dos niveis de GSH-t e
PSH (Fig. 35) se comparado com os efeitos somente da exposi¢do a
CDNB por 18 h, o qual leva a uma marcante deplecdo nos niveis de
GSH (dados ndo apresentados). A exposi¢do somente a Men (grupo
AM/Men) ndao foi capaz de alterar os niveis de GSH-t e PSH.
Entretanto, animais pré-expostos ao CDNB, seguido de exposicdo a
Men (grupo CDNB/Men), além de ndo conseguirem induzir o
reestabelecimento de GSH-t e PSH, apresentaram deplecdo quase total
de GSH-t (96%), reforcando a hipétese de que o CDNB € capaz de
potencializar a toxicidade da Men em ostras C. gigas (Fig. 55).
Aproximadamente 30% dos niveis de PSH diminuiram apds a
exposicdo ao CDNB por 18 h. Este dado demonstra que tanto GSH
como PSH sdo alvos in vivo de ataques de xenobidticos em bivalves,
principalmente quando os niveis de GSH estdo baixos. O mecanismo
envolvido nesta diminui¢cdo nos niveis de PSH ndo esté claro, mas pode
estar relacionado com a formacdo de pontes dissulfeto inter e
intramoleculares, incluindo processos de glutationilacdo. Este processo é
responsdvel pela formagdo de dissulfetos mistos entre a GSH e proteina,
os quais geralmente sdo formados em cisteinas mais reativas, e portanto,
sensiveis a estresse oxidativo. A ligacdio com GSH através de ponte
dissulfeto é uma forma reversivel e uma maneira de evitar modificacdes
oxidativas irreversiveis (GHEZZI, 2013). A remoc¢ao da GSH pode ser
realizada posteriormente quando o ambiente celular voltar ao seu estado
redutivo normal, e pode ser catalisada através da enzima glutaredoxina
(GREK et al, 2013). Este processo de glutationilacdo ja foi
demonstrado em bivalves em situagdes fisiologicas e patoldgicas
(MCDONAGH; SHEEHAN, 2006). Foi demonstrado que a actina é
uma proteina alvo para processos de glutationilagio em bivalves
(DAILIANIS; PATETSINI; KALOYIANNI, 2009; MCDONAGH;
TYTHER; SHEEHAN, 2005) assim como em mamiferos (CHOONG et
al.,, 20013; SAKAI et al.,, 2012), porém diversas outras proteinas
também podem ser glutationiladas em bivalves (MCDONAGH;
SHEEHAN, 2007). E importante ressaltar que a glutationilagio de
proteinas pode ocorrer de maneira marcante em branquias, quando
comparada a outros tecidos. A glutationilacdo em proteinas das
branquias tem sido considerada um potencial biomarcador dos efeitos de
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contaminantes em bivalves marinhos (MCDONAGH; TYTHER;
SHEEHAN, 2005).

Algumas protefnas possuem cisteinas reativas, especialmente
proteinas abundantes como actina, presente em vdrios tipos celulares, e
hemoglobina e anidrase carbonica nos eritrécitos (DALLE-DONNE et
al., 2009; REISCHL et al., 2007; THOMAS; POLAND; HONZATKO,
1995). Foi sugerido que estas cisteinas reativas de proteinas abundantes
possam atuar como importante defesa antioxidante celular (DALLE-
DONNE et al., 2009; REISCHL et al., 2007; THOMAS; POLAND;
HONZATKO, 1995). Estas proteinas abundantes que apresentam grupos
-SH reativos, podem atuar neutralizando ERO e interceptando moléculas
toxicas, acdo que poderiam proteger outros alvos celulares. Os tidis
protéicos podem atuar em conjunto com o sistema de biotransformagdo
de fase II para proteger funcdes celulares essenciais (DALLE-DONNE
et al., 2009; REISCHL et al., 2007; ROSSI et al., 2001).

5.2.5. Efeitos do ZnCl, e CDNB sobre a sobrevivéncia de
mexilhoes e ostras expostas a agentes oxidantes

A fim de investigar se o distirbio no sistema antioxidante
causado por ZnCl, e CDNB poderia deixar o organismo mais
susceptivel a toxicidade do CHP, curvas de sobrevivéncia foram
determinadas para estimar a CLs50(96 h). Em mexilhdes o valor da
CL50(96 h) para o CHP foi de 550 uM (Fig. 30). Possivelmente, a menor
taxa de detoxificacdo de CHP causada por ZnCl, e CDNB leva a num
acimulo do mesmo nos tecidos do organismo, o que pode ser
responsdvel pelo aumento de sua toxicidade, e eventualmente, levando a
morte do organismo. Desta forma, animais pré-expostos a ZnCl, e
CDNB foram expostos a CHP 100 e 300 uM por 96 h e a taxa de
mortalidade foi comparada com animais controle expostos somente ao
CHP. Ambos os compostos aumentaram a taxa de mortalidade induzida
por CHP durante a exposi¢do, sendo o CDNB o responsdvel pelos
maiores efeitos (Fig. 30). Estes dados estdo de acordo com os demais
resultados deste estudo, sugerindo que a disfuncdo nos sistemas
peroxiddticos da GPx e da Prx, ocasionado pela menor atividade das
enzimas GR e TrxR, torna os organismos mais sensiveis aos efeitos de
agentes oxidantes como peréxidos orgénicos (Fig. 54).
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Figura 54: Hipoétese levantada sobre os efeitos da inibicAo das enzimas
glutationa redutase (GR) e tiorredoxina redutase (TrxR) por zinco (ZnCl,)
ou 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em mexilhoes Perna perna. Ao
utilizar ZnCl, (A), ocorre decréscimo na atividade GR, enquanto que o CDNB
(A e B) causa redugdo na atividade da GR como da TrxR, além de deplecdo dos
niveis de glutationa (GSH). Além disso, ambos os compostos bloqueiam a
sintese de GSH durante exposicdo aguda a peréxido organico. Desta forma, os
animais (C) possuem uma (i) menor resposta adaptativa ao estresse oxidativo,
(i1) diminuindo sua capacidade de detoxificacdo in vivo de peréxido orgénico.
Como consequéncia, pode ocorrer um acimulo de peroxido no organismo, (iii)
afetando a integridade das células imunes, e posteriormente (iv) levando a morte
do organismo. ROH = dlcool derivado da redugdo de peréxidos organicos;
GSSG = dissulfeto de glutationa; GPx = glutationa peroxidase; Prx =
peroxirredoxina; Trx,q = tiorredoxina reduzida; Trx,, = tiorredoxina oxidada.

A fim de melhor caracterizar a capacidade oxidante da Men em
ostras C. gigas, foram investigadas as vias de redu¢do de quinonas por 1
ou 2 elétrons, assim como os efeitos do CDNB em enzimas responsaveis
por essa metabolizagdo (Fig. 33). Foi observado que, apesar de as ostras
possuirem uma atividade do tipo Men redutase, esta ndo foi inibida na
presenga de dicumarol, um cléssico inibidor da enzima DT-diaforase.
Isto indica que a via de redu¢do ndo é mediada pela transferéncia de dois
elétrons. Por outro lado, a inibicdo quase completa da atividade da
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enzima NAD(P)H citocromo c redutase na presenga de SOD purificada
aponta para uma importante rota de reducio de quinonas pela via de 1
elétron, ou seja, uma via mediada pela formacdo de radicais livres. Esses
dados diferem dos demais resultados encontrados com mexilhdes M.
edulis, M. galloprovincialis, D. polymorpha e P. viridis (CHEUNG et
al., 2001; FERNANDEZ et al., 2010; LIVINGSTONE; GARCIA
MARTINEZ; WINSTON, 1989; OSMAN et al.,, 2004), onde a DT-
diaforase foi detectada em branquias e glandula digestiva como
principal via de reducdo de Men (LIVINGSTONE; GARCIA
MARTINEZ; WINSTON, 1989; OSMAN et al., 2004). Desta forma, ao
contrdrio dos mexilhdes que s@o capazes de reduzir quinonas a
metabodlitos pouco reativos (vide Fig. 15), ostras C. gigas aparentam
reduzir quinonas preferencialmente pela via de 1 elétron, potencial via
geradora de intermedidrios de maior toxicidade (semiquinonas), oS
quais, por sua vez, sdo capazes de gerar ciclos redox e gerar ERO,
atuando como moléculas oxidantes.

Um experimento adicional foi realizado a fim de investigar se o
CDNB era capaz de aumentar a mortalidade causada por Men em C.
gigas. Animais expostos a Men 300 puM apresentaram uma baixa
mortalidade (aproximadamente 20%), enquanto o CDNB nido produziu
mortalidade durante todo o periodo de exposicdo. Por outro lado, o pré-
tratamento com o CDNB foi capaz de aumentar a mortalidade induzida
por Men, que passou de 20% para aproximadamente 70% em 96h de
exposicdo. Baseado nestes dados € possivel hipotetizar que a geracdo de
ERO durante a reducio de Men via um elétron torna-se demasiadamente
téxica na presenca de um sistema antioxidante comprometido, como € o
caso de animais pré-expostos ao CDNB. Além disso, é conhecido que
quinonas podem formar adutos com glutationa (vide Fig. 15) e cisteina,
0 que permite que, posteriormente, sejam excretadas da célula. Este
mecanismo pode explicar o consumo excessivo de GSH-t e também o
nio reestabelecimento de PSH em brinquias de ostras do grupo
CDNB/Men.

Neste estudo foi observado que o agente eletrofilico CDNB
também € capaz de afetar o sistema antioxidante e células do sistema
imunoldgico de ostras C. gigas, causando consumo de GSH, diminui¢io
da atividade das enzimas GR e TrxR e provocando distdrbios celulares
em hemdcitos. Os dados indicam que o metabolismo de quinonas em C.
gigas ocorre preferencialmente pela via dependente da reducido por um
elétron. Esta via € classicamente conhecida com uma fonte de produgdo
do radical superéxido (OBRIEN et al., 1991). Os dados indicam que o
distirbio no sistema antioxidante causado pelo CDNB diminui a
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protecdo destes animais contra ERO, aumentando, assim, a toxicidade
desta quinona para esta espécie (C. gigas). Estes dados reforcam a ideia
de que os sistemas de biotransformacdo e antioxidante atuam em

conjunto na protecdo dos organismos contra diversos agentes toxicos
(Fig. 55).

Animais pré-tratados com CDNB

* Menores niveis de GSH
* Menor atividade GR Disfun¢éo no ciclo catalitico da GPx e Prx

* Menor atividade TrxR

Animais pré-tratados com CDNB seguido de Men
GSH
Men ¥)(—-> Men-SG —)(—> Excrec¢do

Detoxificacdo Danos e
¢ disturbios celulares

Maior toxicidade da Men

Figura 55: Hipdtese levantada sobre os efeitos da inibicio do sistema
antioxidante causado 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) na toxicidade da
menadiona (Men) em ostras do Pacifico Crassostrea gigas. No painel de
cima, animais tratados com CDNB apresentaram menores niveis de glutationa
(GSH) assim como menor atividade glutationa redutase (GR) e tiorredoxina
redutase (TrxR), causando uma menor capacidade de detoxificacdo de
peréxidos devido ao ineficiente ciclo catalitico das peroxidases glutationa
peroxidase (GPx) e peroxirredoxina (Prx). No painel de baixo, animais tratados
com CDNB e Men apresentaram uma maior susceptibilidade a toxicidade da
Men, possivelmente pela menor capacidade de excre¢do de Men via conjugagdo
com GSH, causando seu actimulo. A reducdo da Men neste organismo ocorre
preferencialmente por uma via de um elétron, causando ciclos redox
consecutivos e gerando anion superdxido (O,”). A protecdo celular contra O, e
outras espécies reativas de oxigénio estd comprometida devido a menor
atividade das enzimas antioxidantes, permitindo a ocorréncia de maiores danos
e distirbios celulares, e consequentemente, aumentando a toxicidade da Men
durante sua biotransformacao.
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5.3. ESTUDO 3

A quantificacdo de ZnONP no ambiente aquético ainda ndo ¢
uma pritica comum, assim como para outros nanomateriais. Porém,
modelos matematicos foram desenvolvidos a fim de estimar os niveis de
ZnONP em d4guas de superficie tanto na Europa como nos EUA
(Gottschalk et al., 2009). Estes valores ficam na faixa de 1 a 10 ng/L,
podendo chegar a valores mais elevados no caso de esgoto liberado de
estacdes de tratamento (300-432 ng/L). No caso de zinco soldvel, as
concentragdes estimadas ficam na faixa de nanomolar, podendo chegar a
concentracdes mais elevadas na ordem de micromolar em 4areas
contaminadas (GARCfA—NEGRETE et al., 2013; GOWD; GOVIL,
2008; VOETS et al., 2009). Apesar das concentracdes de ZnONP
utilizadas neste estudo provavelmente ainda ndo serem encontradas em
dguas naturais, sua utilizacdo permite identificar concentracdes toxicas e
letais para bivalves, assim como compreender seu modo de acgdo
(toxicidade e destino). Estas s@o informagdes importantes ainda ndo
disponiveis, uma vez que este ¢ um dos primeiros ensaios toxicoldgicos
com ZnONP em bivalves marinhos. Os dados obtidos neste trabalho
estdo sumarizados na Figura 56 e estdo discutidos ao longo desta secdo.
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\\~ Zn?* Disturbio

Nanoparticuals de éxido de zinco
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Figura 56: Hipoétese levantada sobre os efeitos de nanoparticulas de 6xido
de zinco (ZnONP) em ostras do Pacifico Crassostrea gigas. A adicido de
ZnONP na dgua do mar causa rdpida agregacdo das nanoparticulas em paralelo
a dissocia¢do em zinco idnico (Zn™). Ostras expostas a ZnONP apresentaram
acimulo de zinco primeiramente na brinquia e em seguida na glandula
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digestiva. Andlises de microscopia eletronica de transmissdo (MET) revelaram
a presenga de vesiculas endociticas contendo material elétron denso, indicando
a possibilidade da incorporagdo de nanoparticulas via endocitose. O Zn**
liberado na dgua do mar durante a exposi¢do também pode ser absorvido pelo
organismo através de proteinas transportadoras. Ao alcancar o citoplasma, o
zinco pode agir induzindo peroxidacdo lipidica, inibi¢do e oxidagdo de
proteinas, ou ainda atingir a mitocondria (M) causando danos oxidativos,
alteracdes estruturais e possivelmente geracdo de espécies reativas de oxigénio.
Os dados sugerem que ZnONP geram uma situagdo de estresse oxidativo
moderado, especialmente na branquia, sendo as mitocondrias importantes alvos
da toxicidade destes compostos.

5.3.1. Caracterizacdo e toxicidade aguda e incorporacio de
ZnONP

Antes da exposi¢do dos organismos a ZnONP, as nanoparticulas
foram caracterizadas por MET e espalhamento dindmico da luz a fim de
confirmar seu tamanho dentro da escala nanométrica (Fig. 38). As
andlises de MET indicaram que a maior parte das ZnONP (mais de
60%) apresentaram um tamanho das particulas priméarias entre 20 e 40
nm, enquanto que menos de 1% apresentou tamanho maior que 80 nm.
Entretanto, a dispersdo de ZnONP apresentou um comportamento de
agregacdo em agua do mar, gerando complexos particulados (Fig. 38).
Este comportamento foi melhor caracterizado através dos resultados de
espalhamento dindmico da luz, o qual confirmou o tamanho
nanométrico das ZnONP em DMSO e o tamanho micrométrico na dgua
do mar (1-2 um). Além disso, as andlises quimicas apontaram para uma
alta taxa de dissocia¢do de ZnONP em Zn** quando em dgua do mar (51
— 78% dos niveis totais de zinco), sugerindo um possivel papel do zinco
i6nico na toxicidade das ZnONP, assim como numa possivel
precipitacdo de ZnONP devido a agregacdo (Fig. 56).

A fim de elucidar os mecanismos de toxicidade de ZnONP, C.
gigas foram expostas a uma concentracdo sub-letal de ZnONP (4 mg/L)
por 6, 24 e 48 h. Andlises quimicas (Fig. 40) da branquia e glandula
digestiva indicam que as ZnONP (assim como Zn**) sdo inicialmente
incorporadas na branquia, apesar de também serem acumuladas na
glandula digestiva (Fig.56). Alguns estudos sugerem que a incorporagao
de nanoparticulas em bivalves ocorre preferencialmente por 6rgaos
digestivos (AL-SUBIALI et al., 2012; GARCIA-NEGRETE et al., 2013;
JOUBERT et al.,, 2013; MOORE, 2006; TEDESCO et al., 2010a),
entretanto ja foi demonstrado que as branquias também podem ser alvo
das nanoparticulas (KOEHLER et al., 2008). Estes dados indicam que a
taxa de acumulacdo, rotas de incorporagdo e distribuicio de
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nanoparticulas sdo fatores essenciais para serem investigados a fim de
caracterizar seus niveis de toxicidade em bivalves.

Sem a habilidade de atravessar membranas bioldgicas e sem a
presenca de transportadores conhecidos, as nanoparticulas devem ser
incorporadas através de eventos celulares como endocitose (MOORE,
2006). Foi observada a presenca de particulas elétron-densas dentro de
vesiculas, tanto na branquia como na glandula digestiva de animais
expostos a ZnONP (Figs. 41 e 42), corroborando com a ideia de
possiveis eventos de endocitose (Fig. 56), apesar de ndo ser um
resultado conclusivo. A alta taxa de dissociagdo a Zn** na 4dgua do mar
também pode levar a um aumento na incorporacdo de zinco nos tecidos
(Fig. 56).

Os ensaios de toxicidade aguda (96 h) realizados com ZnONP e
ZnCl, em C. gigas (Fig. 37) estdo de acordo com a hipétese de que o
zinco i6nico influencia na toxicidade das ZnONP: a LCs0(96 h) de
ambas as formas de zinco (nanoparticulada ou idnica) sdo semelhantes,
com valores entre 26 e 30 mg de zinco/L. Os dados disponiveis a
respeito da toxicidade de ZnONP em invertebrados e vertebrados
aquaticos indicam que, apesar de varidveis, os valores de CLso(96 h)
estdo geralmente na faixa de mg/L: 0.85 mg/L. para o copépodo
Tigriopus japonicas (WONG et al., 2010), 1.19 mg/L para o anfipoda
Elasmopus rapax (WONG et al., 2010), 3.97 mg/L para o peixe Dano
rerio (YU et al., 2011), 42.67 mg/L para o gastrépode Lymnaea luteola
(ALI et al., 2012). Outros estudos falharam em detectar uma
concentracdo de ZnONP capaz de causar 50% de mortalidade mesmo
com concentragdes como 50 e 100 mg/L para carpas e camardes,
respectivamente (ATES et al., 2012; HAO; CHEN, 2012), sugerindo
que a toxicidade de ZnONP pode ser extremamente varidvel
dependendo das suas propriedades fisico-quimicas e da susceptibilidade
das espécies em questdo, assim como da liberagdo de Zn** para o meio
de exposicao.

Os resultados de MET demonstraram a presenca de particulas
elétron-densas envoltas por membranas lipidicas, como vesiculas
endociticas (Figs. 41 e 42), mas ndo livres no citosol. Isto sugere que
estas vesiculas estdo sendo incorporadas por endocitose, apesar de ndo
ser possivel descartar a possibilidade de que estas particulas sejam um
artefato da coloragdo. A enzima citosélica GR apresentou uma menor
atividade (Fig. 44), assim como as mitocondrias apresentaram distirbios
estruturais apds exposi¢do a ZnONP. Baseado em resultados com
mexilhdes (FRANCO et al.,, 2006; TREVISAN et al., 2014) que
mostraram que a GR pode ser inibida por zinco solivel e que
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mitocondrias de mamiferos sdo alvos principais da toxicidade de zinco
i6nico (BOSSY-WETZEL et al., 2004), os dados sugerem que ions de
zinco estdo chegando ao citosol e nas mitocondrias possivelmente
através de dois processos (Fig. 56): (i) dissolu¢do de ZnONP dentro de
vesiculas acidicas como endossomos e lisossomos, seguido de
extravasamento para o citosol; ou (ii) dissociacido de ZnONP na dgua do
mar, durante exposicdo, levando a incorporacdo de zinco idnico para o
citosol através de proteinas transportadoras.

5.3.2. Efeito da exposi¢io a ZnONP em hemdcitos

Apbs a incorporacdo de nanoparticulas por tecidos como a
brinquia e glandula digestiva, estes compostos podem atingir a
hemolinfa e afetar o sistema imunoldgico. Diferentes estudos in vitro
com hemdcitos e nanoparticulas de carbono ou de metais demonstraram
perda de viabilidade celular e de atividade fagocitica, aumento na
producdo intra ou extracelular de ERO e distirbios mitocondriais
(CANESI et al., 2008, 2010; CIACCI et al.,, 2012). No caso de
mexilhdes D. polymorpha, uma exposi¢do aguda (24 h) in vivo a
nanoparticulas de diéxido de titdnio (0,1 — 25 mg/L) demonstrou a
internalizacdo dessas nanoparticulas em hemdcitos, causando uma
menor capacidade fagocitica e altera¢des em vias de sinalizacdo da ERK
12 e p38 (COULEAU et al., 2012). De maneira inesperada, andlises
funcionais de hemdcitos durante exposi¢do in vivo (dados ndo
apresentados) ndo indicaram nenhum efeito adverso de ZnONP em
hemdcitos de C. gigas. A densidade e viabilidade celular, producdo de
ERO, atividade fagocitica e taxa de adesdo permaneceram inalterados,
indicando que o sistema imune destes organismos ndo ¢é afetado durante
o periodo de 48 h de exposicdo a ZnONP. Apesar de j4 ter sido descrito
que ZnONP afetam hemdcitos de mexilhdes M. galloprovincialis,
causando aumento na producdo de ERO e distirbios mitocondriais, no
presente estudo isso ndo foi detectado. E possivel que os eventos
imunoldgicos ocorram em outro periodo de tempo, ou entdo que no
desenho experimental utilizado, a concentracdo de ZnONP capaz de
atingir a hemolinfa ndo seja alta o suficiente para atingir o limiar de
dano ao sistema imune desta espécie.

5.3.3. Alteracoes citosélicas causadas por ZnONP

Alguns sinais de estresse oxidativo foram evidenciados no
ambiente citosélico de ostras C. gigas durante exposicdo a ZnONP (Fig.
56): menores niveis de PSH (Fig. 43) e maiores niveis de TBARS (Fig.
44), ambos na branquia, enquanto que nenhum efeito foi observado na
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glandula digestiva. E importante observar que os valores de PSH e
TBARS do grupo controle 48 h foram significativamente diferentes do
grupo controle 24 h, ndo sendo possivel excluir a possibilidade de que
isso tenha afetado os resultados estatisticos, tornando mais dificil
interpretar os efeitos oxidativos do ZnONP neste estudo. Entretanto, a
andlise dos niveis gerais de oxidacdo de -SH e de carbonilacdo de
proteinas citosdlicas, analisadas por IDE-SDS PAGE utilizando
marcadores fluorescentes, ndo identificou alteracdes significativas para
ambos os parametros (dados ndo apresentados). Essa diferenca de
resultados entre o ensaio colorimétrico e o ensaio fluorescente para a
deteccao dos niveis de PSH reduzidos pode estar relacionada a variagao
apresentada pelo grupo controle 24 h no ensaio colorimétrico.
Independentemente, os resultados indicam a prevaléncia de um cendrio
pré-oxidante leve a moderado no citosol.

Tids de proteinas t€m sido considerados como um importante
mecanismo de defesa celular, contribuindo quantitativamente para o
tamponamento redox celular. Eles sdo susceptiveis a oxidagcao por ERO,
temporaria ou definitivamente, afetando as fungdes bioldgicas das
proteinas que os contém (KILEY; STORZ, 2004; LEICHERT et al.,
2008; REISCHL et al., 2007). A andlise da oxidacdo de —SH reativos de
proteinas tem sido utilizada em bivalves marinhos como uma importante
ferramenta para avaliacdo dos efeitos téxicos de diferentes quimicos,
como metais, nanoparticulas, quinonas e polifendis (LABIENIEC;
GABRYELAK, 2006; MCDONAGH; SHEEHAN, 2008; TEDESCO et
al., 2010a, 2010b; TREVISAN et al., 2011). Estes dados indicam que a
oxidacd@o de proteinas pode ser usada como um marcador de toxicidade
de poluentes ambientais. Processos de peroxidacdo lipidica também sdo
comumentemente reportados como consequéncia da exposi¢do a agentes
oxidantes, podendo causar alteragdes nas membranas celulares e morte
celular (GIROTTI, 1998). Virios estudos indicaram um aumento na
peroxidacdo lipidica em bivalves expostos a diferentes tipos de
nanoparticulas (GOMES et al., 2011, 2012; KADAR et al., 2010),
reforcando a ideia de toxicidade e do efeito oxidativo destas substancias
em espécies aqudticas.

A atividade de quatro importantes enzimas antioxidantes também
foi analisada na brinquia e na glindula digestiva (Fig. 44). A
diminuicdo da atividade GR foi um efeito marcante, ocorrendo em
ambos os tecidos de maneira concomitante ao actimulo de zinco. A
inibicdo desta enzima por zinco solivel ja foi detectada em diferentes
organismos, como mexilhdes (FRANCO et al., 2006; TREVISAN et al.,
2014), peixes (FRANCO et al., 2008b) e ratos (FRANCO et al., 2008a;
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MARIS et al., 2010), sugerindo um papel central desta enzima no
mecanismo de toxicidade do zinco. Altera¢des na atividade GR podem
causar um distirbio na reduciio da GSSG durante situa¢des de estresse
oxidativo, aumentando a susceptibilidade do organismo a danos
celulares (conforme investigado no Estudo 2, se¢do 5.2).

O aumento na atividade GPx detectado na branquia ap6s 48 h de
exposi¢ao (Fig. 44) poderia ser uma resposta adaptativa a este cendrio de
estresse oxidativo moderado. Aumento semelhante ja foi indicado na
branquia de C. gigas e mexilhdes P. perna expostos a zinco (CONG et
al., 2012; FRANCO et al., 2006; TREVISAN et al., 2014). A regulagdo
do sistema antioxidante pode ser feito pela via do Nrf2, a qual € sensivel
a agentes oxidantes e eletrofilicos (ITOH et al., 2004). E possivel que a
condicdo pré-oxidativa causada pela exposicdo a ZnONP possa ativar
esta via, levando a um aumento na resposta adaptativa da célula. Este
mecanismo ja foi sugerido por outros trabalhos com nanoparticulas em
outros modelos animais (KANG et al., 2012; PIRET et al., 2012), porém
nenhum estudo foi realizado até entdo com a via do Nrf2 em bivalves.

Apesar do aumento nos niveis de peroxidagdo lipidica (Fig. 44),
diminui¢do nos niveis de PSH (Fig. 43) e alteracdo na atividade da GR e
GPx (Fig. 44), nio foram observadas alteracdes em marcadores
classicos de estresse oxidativo, como os niveis de GSSG e a razdo
GSH/GSSG (Fig. 43), assim como outras enzimas antioxidantes e
metabdlicas (Cat, TrxR, G6PDH e GAPDH). Além disso, a funcdo e
viabilidade celular dos hemdcitos também nido foram afetadas (dados
nio apresentados), rejeitando a ideia de um efeito mais geral em
diferentes 6rgaos e tecidos. Estes dados sugerem que, apesar da detecgcao
de efeitos oxidativos (principalmente nas brinquias), a exposicdo a
ZnONP ndo foi capaz de causar um intenso estresse oxidativo em C.
gigas usando-se o presente delineamento experimental.

Os dados de protedmica redox com proteinas citosélicas por 2DE
SDS-PAGE estio de acordo com esta ideia. Apds 48 h de exposicdo a
ZnONP, aproximadamente 4% (de um total de 458 “spots”) das
proteinas visualizadas por marcagdo para tiéis com IAF (Fig. 50) e 11%
(de um total de 313 “spots”) das proteinas visualizadas por marcagio
com FTSC para carbonilagdo (Fig. 51) sofreram alteracio significativa
em seu perfil de oxidagcdo na bradnquia. Quando se analisa os “spots”
marcados com Comassie azul coloidal, apés 48 h de exposicdo a
ZnONP (Fig. 52), apenas 8% do total de “spots” (726) identificados
apresentaram alteracdes ap6s a exposicdo a ZnONP. Até o presente
momento ndo ha estudos investigando estes mecanismos apds exposi¢ao
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a ZnONP, mesmo em vertebrados, impossibilitando maiores
comparagoes.

A técnica de 2DE SDS-PAGE realizada com o intuito de detectar
a oxidacdo de ti6is e carbonilag@o de proteinas ja vem sendo utilizada na
drea de toxicologia aqudtica com bivalves. Através desta, por exemplo,
foram estudadas proteinas sensiveis a exposicio a cadmio,
nanoparticulas de ouro, quinonas e metabdlitos de drogas ilicitas
(MCDONAGH; SHEEHAN, 2007; TEDESCO et al., 2010a;
PEDRIALI et al.,, 2012). Além disso, ja foram realizados estudos
demonstrando que diferentes proteinas podem ser moduladas (aumento
ou diminuicdo na expressdo proteica) durante exposicdo a zinco. No
caso da planta Arabidopsis thaliana, ocorreu um aumento na expressao
de 8 proteinas relacionadas ao metabolismo do dcido fdlico e da
vitamina B12 (BARKLA et al., 2014.). Para a planta Beta vulgaris, a
exposicdo ao zinco afetou principalmente as proteinas relacionadas ao
metabolismo energético aerébio e ao sistema antioxidante
(GUTIERREZ-CARBONELL et al., 2013). Enquanto que em suinos
foram observadas alteragdes no padrdo de expressdo de proteinas do
metabolismo energético, do sistema antioxidante e de biotransformacao,
de proliferacdo celular e de apoptose (WANG et al., 2009). Dessa
forma, proteinas envolvidas com diferentes vias metabdlicas e func¢des
celulares podem ser moduladas durante exposi¢@o a zinco. Infelizmente,
a identificac@o das proteinas sensiveis a exposicdo de ZnONP ainda ndo
foi finalizada, a qual ird auxiliar na caracterizacdo do envolvimento de
diferentes vias metabdlicas, processos de sinalizagdo e sistemas de
defesa celular nos mecanismos de toxicidade nanoparticulas em bivalves
marinhos.

5.3.4. Alteracoes mitocondriais causadas por ZnONP

A perda de cristas mitocondriais, assim como outros distirbios
detectados nas mitocondrias por MET apds exposi¢do a ZnONP (Fig. 41
e 42), indicam a participagdo das nanoparticulas no aparecimento do
dano mitocondrial (Fig. 56), corroborando com os demais dados obtidos
pelos ensaios bioquimicos e protedmicos (Figs. 47 e 48). Danos
mitocondriais ji foram relacionados com a toxicidade de ZnONP em
outros organismos, incluindo a disfun¢do na atividade mitocondrial,
diminuicdo no potencial de membrana mitocondrial e menor produgdo
de ATP, indugdo de apoptose e aumento na produgdo de ERO pela via
mitocondrial (GUO et al., 2013; YU et al., 2013; SHARMA et al.,
2012). Em mamiferos, cultura de células neurais da retina e em células
epiteliais da pele a incorporagdo de ZnONP causou um aumento na
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produgdo de ERO, levando a disfun¢do mitocondrial e morte celular
(GUO et al., 2013; YU et al., 2013). Em hemdcitos da ostra C. gigas, foi
observado maior taxa de producdo de ERO, em paralelo a um
decréscimo no ndmero ou massa mitocondrial e do potencial de
membrana mitocondrial apds exposicdo in vitro a ZnONP (CIACCI et
al., 2012).

E possivel que a liberacdo de fons de zinco ao meio de exposi¢io
ou no meio intracelular também possa afetar a mitocondria, aumentando
a geracdo de ERO e causando danos e disfungdo mitocondrial.
Aparentemente, a mitocondria de bivalves € sensivel a exposi¢do a
metais na forma ionica, conforme demonstrado com estudos envolvendo
cddmio. O cddmio diminui a taxa de respiracdo mitocondrial
(IVANINA; SOKOLOVA, 2013) e a produgdo de ATP (KUROCHKIN
et al., 2011), assim como a atividade de enzimas do ciclo de Krebs e
complexos mitocondriais (IVANINA et al., 2008). A incorporacdo de
nanoparticulas também ja foi identificada em mitocondrias de bivalves
(KOEHLER et al., 2008), reforcando a hipdtese de que estas organelas
possam ser importantes alvos da toxicidade de metais soldveis ou
nanoparticulados. Além disso, os dados sugerem que a toxicidade de
ZnONP pode estar correlacionada com um aumento na producdo de
ERO e no estresse oxidativo via disfun¢do mitocondrial em bivalves
marinhos (Fig. 56).
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6. CONCLUSOES

No estudo 1, a via de biotransformagdo de fase Il em conjunto
com a via do 4cido mercaptiirico foi estudada pela primeira vez em
bivalves, utilizando o CDNB como composto modelo. Os dados
sugerem que esta via de biotransformacgdo faz parte de um importante
mecanismo de defesa celular contra agentes eletrofilicos nestes
organismos, com a branquia, glandula digestiva e hemolinfa atuando de
maneira integrada (Fig. 53). Estes dados pemitiram as seguintes
proposicdes: (i) a branquia atua como um ponto inicial de conjugacdo do
CDNB com GSH e inicio do metabolismo de conjugados de glutationa;
(i1) a hemolinfa atua como transportador de metabdlitos da via do acido
mercapturico, especialmente DNP-CYS; (iii) a glandula digestiva atua
como um tecido auxiliar nas vias de metabolizacio do CDNB; (iv)
ocorre excrecdo do metabdlito final da via do 4dcido mercaptirico, N-
acetilcisteina na dgua do mar. Além disso, os dados sugerem que a
brinquia pode ser uma eficiente barreira metabdlica em C. gigas,
merecendo estudos adicionais para confirmar esta fun¢do em bivalves
marinhos.

No estudo 2, os efeitos inibitorios sobre as enzimas GR e TrxR
foram investigados em mexilhdes P. perna e ostras C. gigas utilizando
uma exposi¢do aguda a ZnCl, ou CDNB (Fig. 54 e 55). A menor
atividade GR na branquia de mexilhdes, causada pela exposi¢do ao
ZnCl,, diminuiu de maneira moderada a capacidade in vivo de
degradacdo de perdxidos exdgenos, possivelmente por um ineficiente
ciclo catalitico da GPx, aumentando a suscetibilidade do organismo a
agentes oxidantes. No caso da inibi¢do da GR e TrxR na branquia por
CDNB em ambas as espécies, a degradagdo de peréxidos in vivo € ainda
mais perturbada, possivelmente devido a um ineficiente ciclo catalitico
da GPx e Prx, também afetados pelo intenso consumo de GSH. Esse
cendrio aumenta de maneira acentuada a susceptibilidade a agentes
oxidantes nas duas espécies.

Por ultimo, o estudo 3 investigou a toxicidade de ZnONP para
ostras C. gigas, através de andlises quimicas, bioquimicas e de
microscopia eletronica (Fig. 56). Aparentemente, uma importante via de
toxicidade das ZnONP ¢ a liberacdo de zinco idnico para o meio de
exposi¢do, diminuicdo na atividade da GR e oxidag@o de proteinas. A
mitocondria se apresentou como uma organela sensivel a ZnONP, com
perda da estrutura, oxidagdo de proteinas e alteracdo na atividade de
complexos mitocondriais.
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De maneira geral, o papel de protecdo celular mediado pelos
sistemas de biotransformacdo e de defesa antioxidante foi investigado
em bivalves marinhos em diferentes situagdes de estresse celular, e estd
sumarizado na Fig. 57. Danos oxidativos podem ser mediados por
diferentes compostos enddégenos ou exdgenos, neste trabalho
representados por quinonas (Men), peroxidos (CHP) e nanoparticulas
metdlicas (ZnONP). Agentes com caracteristicas eletrofilicas (e.g.
CDNB) também podem atacar tidis de maneira indiscriminada. Apesar
dos danos oxidativos e dos ataques de substincias eletrofilicas poderem
causar distdrbios e eventos de morte celular, as defesas antioxidantes e
de biotransformag@o atuam constantemente prevenindo estes processos,
aumentando a sobrevivéncia celular e do organismo. Neste trabalho,
dentre os diferentes elementos dos sistemas antioxidante e de
biotransformacdo, foram estudados os sistemas peroxidaticos da GPx e
Prx, assim como a enzima de biotransformacdo GST e a via do 4cido
mercaptirico. Entretanto, quando alguns componentes destes sistemas
atuam de maneira ineficiente, conforme apontado pelos estudos com
ZnCl,, CDNB e NEM, a célula pode perder a capacidade de regular os
niveis de ERO ou de neutralizar agentes eletrofilicos. Nesta situacdo, a
protecdo celular estd afetada e pode ndo ser capaz de prevenir os efeitos
nocivos de diferentes substancias, aumentando a possibilidade de que
distirbios celulares levem a eventos de apoptose ou necrose,
consequentemente diminuindo a sobrevivéncia do organismo. Bivalves
estdo sujeitos a exposicdo a diferentes tipos de contaminantes
ambientais, e dessa forma estudos de seus mecanismos de defesas
celulares sdo fundamentais para a compreencdo das respostas destes
organismos em ambientes sob pressdo antrépica. Espera-se que o
desenvolvimento de protocolos para andlises de contamina¢do ambiental
possa ser aprimorado a partir desse tipo de informacdo, integrando
eventos bioquimicos e celulares a estudos ecoldgicos e ambientais.
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Figura 57: Esquema representando o papel dos sistemas de defesa
antioxidante e de biotransformacio em bivalves expostos a agentes
oxidantes e eletrofilicos. (A) Em organismos com ambos os sistemas de defesa
operantes, (1) nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONP) e menadiona (Men)
podem causar danos oxidativos através da geracdo de espécies reativas de
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oxigénio (ERO). (2) O hidroperéxido de cumeno (CHP) também pode causar
danos oxidativos, devido a sua prépria natureza oxidante. (3) Esses danos
oxidativos podem causar uma série de distirbios no organismo. (4) Entretanto,
o sistema antioxidante atua a fim de neutralizar o excesso de ERO, prevenindo o
acimulo desses danos e protegendo a célula. (5) Além disso, substincias com
caracteristicas eletrofilicas podem causar um consumo excessivo de tidis (SH)
celulares, (6) também podendo causar disfuncdes para o organismo. (7) Na
branquia, o sistema de biotransformagdo de fase II pode realizar a rapida
conjugacdo desses compostos, diminuindo sua toxicidade e prevenindo que
estas substancias alcancem os demais tecidos. (8) Dessa forma, os sistemas de
defesas podem atuar garantindo a sobrevivéncia do organismo mesmo em
situagdes adversas. (B) Entretanto, quando esses sistemas estao ineficientes, (9)
a neutralizacdo do excesso de ERO pelos antioxidantes € afetada, (10)
diminuindo a capacidade de protecdo do organismo. De maneira similar, (11)
quando a branquia ndo é capaz de realizar a rdpida biotransformagado de agentes
eletrofilicos, (12) estes compostos podem atuar atingindo grupos SH em
diferentes tecidos, aumentando suas toxicidades. (13) Assim, a relacdo entre a
defesa celular e a toxicidade das moléculas estudadas é afetada, ocasionando
numa maior susceptibilidade e menor sobrevivéncia do organismo.
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Anexo 1: Representacio da distribuicio de cada metabdlito entre os
diferentes tecidos analisados em ostras Crassostrea gigas expostas a CDNB
10 pM por 24 h. Niveis relativos de (A) dinitrofenil-glutationa (DNP-SG), (B)
dinitrofenil-cisteina (DNP-CYS) e (C) dinitrofenil-N-acetilcisteina (DNP-
NAC). Para cada tempo, foi realizada a soma dos niveis de cada metabdlito
presentes na branquia, glandula digestiva e hemolinfa. O valor obtido foi entdo
utilizado para normalizar, os niveis de cada metabdlito nos diferentes tecidos,
refletindo a distribuicdo relativa de DNP-SG, DNP-CYS ou DNP-NAC entre os
tecidos ao longo do tempo.
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Anexo 2: Representacio da distribuicio dos diferentes metabélitos
analisados em cada tecido de ostras Crassostrea gigas expostas a CDNB 10
pM por 24 h. Niveis relativos de dinitrofenil-glutationa (DNP-SG),
dinitrofenil-cisteina (DNP-CYS) e dinitrofenil-N-acetilcisteina (DNP-NAC) na
(A) branquia, (B) glandula digestiva e (C) hemolinfa. Para cada tempo, foi
realizada a soma dos niveis de todos metabdlitos presentes em cada tecido. O
valor obtido foi entdo utilizado para normalizar os niveis dos metabdlitos em
cada tecido, refletindo a distribuicdo relativa de DNP-SG, DNP-CYS ou DNP-
NAC para cada tecido ao longo do tempo.



