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“A Terra ndo pertence ao homem; o Homem pertence a
Terra. Todas as coisas estdo conectadas como oesang
gue nos une a todos. O Homem néo teceu a teiadda vi
ele € meramente um de seus fios. O que gueiseja que

ele faca a teia, ele estara fazendo a si mesmo.”

(Cacique Seatle)

“O todo é muito mais do que a soma de suas partes.’

(Aristételes)
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RESUMO

Embora muitos metais, como o cobre, sejam essermEaa 0S organismos, 0 seu uso industrial e
na agricultura tem levado a um aumento de sua otmag@o na natureza. Uma vez em altas
concentracfes, este metal pode tornar-se toxicmemgar a salde de organismos marinhos.
Além disso, em corpos aquéticos, é freqluientemetdtada a presenca de compostos protetores,
como o selénio. Desta forma, este trabalho foidii em duas partes: na primeira, mexilhdes
Perna pernaoram expostos a diversas concentracdes de cobi@bmoras, a fim de se ter uma
estimativa da toxicidade deste metal. A concentrdetal 50% em 96 horas foi de 245 fig|
(CLsoosn) € a maior concentracdo sem efeito foi a de 80" |(@Loosy). ApdS esta etapa, 0s
animais foram expostos a 30, 60, 180 e 540 dglcobre, a fim de determinar danos oxidativos
em branquias. Houve um aumento nos niveis de gingatotal para todas as concentracdes
testadas, exceto para 30 Jigh atividade da enzima glutationa redutase foi onetos animais
expostos a 540 gl e a atividade da tioredoxina redutase foi menotadas as concentracdes
exceto na de 60 gl Ndo foi detectada nenhuma alteracéo significatimaatividade das
enzimas catalase e glutationa S-transferase. Honvaumento no indice de dano no DNA de
hemécitos de animais expostos a 180 e 540. ¢k segunda parte deste trabalho, mexilhdes
Perna pernaforam expostos a 8 jiglde selénio por 72 horas e mantidos por mais 7ashor
guando as analises bioquimicas foram realizada8s Apte periodo, enzimas antioxidantes e o
estado tiolico foram mensurados nas branquias slasienais. Nenhuma diferenca significativa
foi encontrada na atividade das enzimas glutatieitase, tioredoxina redutase, glutationa
peroxidase dependente de selénio e glutationanStrase. Os niveis de glutationa e tidis
protéicos também n&o foram alterados pelo trataoraorh selénio. Estes resultados demonstram
gue o cobre tem acéo pro-oxidante em branquiased@dh@iesPerna pernauma vez que causa
dano ao DNA e diminui a atividade das enzimas gira redutase e tioredoxina redutase. Por
outro lado, os niveis aumentados de glutationacpareser uma resposta de protecdo contra os
efeitos deletérios gerados pela exposicdo ao cddéen disso, este estudo demonstrou que
exposicdo ao selénio ndo causa alteracdo em wvdefsas antioxidantes na branquia do
mexilhdo Perna perna Estes dados diferem daqueles encontrados poosoatntores que
estudaram exposicao ao selénio no mexiM§oblus edulis.Desta forma, pode-se concluir que a
exposicdo ao selénio leva a respostas antioxidaifegntes entre espécies que habitam clima

temperado e subtropical.



Palavras-chave: Perna perna sistema antioxidante, estresse oxidativo, cols@énio,

glutationa, exposicéo aguda.

ABSTRACT

Although some heavy metals as copper have realriaopee for organisms, the industrial and
agricultural use has increased its release in tk@a@ment. Once in excess this metal can turn
to be toxic and hazard the marine organisms. Beglu#, the presence of protective compounds
such as selenium in the aquatic environment haa begorted. In this way, this work was
divided in two parts. At the first onePerna pernamussels were expose to several
concentrations of copper during 96 hours to esentla¢ toxicity of this metal. The 50% lethal
concentration found for 96 hours exposure was 2B5(@®Lso 06y and the highest concentration
without effect was 60 pgl(CLoger). Afterwards the mussels were exposed to 30, 80,ahd
540 ugt* of copper to determine the oxidative damage caosegills. There was an increase in
glutathione levels for all the concentrations teéstgcept for 30 pgl The glutathione reductase
activity was lower in animals exposed to 540" jahd the thioredoxin reductase activity was
lower for all concentrations tested except for @0’ No changes were found in catalase and
glutathione S-transferase enzyme activities. Thesis an increase in DNA damage index in
haemocytes of animals exposed to 180 and 540. |Adlthe second part of this studyerna
pernawere exposed to 8 |ifjbf selenium for 72 hours and left for more 72 Isour clean sea
water when the biochemical analyses were carrigd After this period, antioxidant enzymes
and the thiolic status were measured on gills. MNmificant differences were found in the
activity of glutathione reductase, thioredoxin retdise, selenium dependent glutathione
peroxidase and glutathione S-transferase. An aadglithe glutathione and protein thiol levels did
not change with selenium treatment. These reseltsotistrated that copper has a pro-oxidant
action on thePerna pernagills as it caused DNA damage and decreased thetiglone
reductase and thioredoxin reductase enzymes a&sividn the other hand, the increased levels
of glutathione seem to be a protective responsénsigthe deleterious effects generated by
copper exposure. Besides that, this work has shibatrexposition to selenium did not cause any
changes in a diverse of antioxidant enzymes medsuaréne mussePerna pernaThis data is in

opposition to some results found for other autitbed have studied selenium exposure in the



musselMytilus edulis In this way we can conclude that an expositiorsétenium leads to

different antioxidant responses between specidsrthabits temperate and subtropical climate.

Keywords: Perna perna,antioxidant system, oxidative stress, copper,nsate, glutathione,

acute exposure
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1 - INTRODUCAO

1.1 — Contaminagdo das aguas

A maior parte da diversidade de organismos vivog@aa esta localizada em regibes
geograficas especificas do globo como as areasi@sst as bacias hidrograficas (Moeteal,,
2004a). Uma vez que o ambiente aquatico possuiaomglexa rede de relacdes e interacdes
entre animais, plantas e microorganismos, ele det@npapel fundamental na manutencéo de
varios ecossistemas (Trevisan 2008). Além diss@itda a grande importancia para o homem,
uma vez que estas areas o disponibilizam muitasses considerados bases da alimentacao de

muitas populacdes humanas. Desta forma, a pregSerdactais ambientes € muito importante.

Alguns autores tém reconhecido o paradoxo entigpelmla agua como um recurso vital,
mas também como um veiculo para a eliminacdo deeptds (Schnurstein & Braunbeck 2001).
Apesar da importancia desses corpos d’agua, segritd@de vem sendo seriamente ameacada no
decorrer das Ultimas décadas. A quantidade de mesieencontrados em corpos d’agua vem
aumentando substancialmente em todo o mundo, cataacdemente ao nivel de modernizacao
das grandes cidades (Cajaravéteal.,, 2000; Kehriget al, 2002). A biota marinha costeira vem
sofrendo duramente com o crescente aporte de gektigaimicos oriundos principalmente de
corpos dulciaquicolas continentais (Viana 2005)eg&sios recebem doses diarias de dejetos de
origem antropogénica, onde o receptor final destespostos quimicos toxicos é o ambiente
marinho (Edwardst al, 2001; Hseu 2004).

A poluicdo das aguas por metais aparece como quesidvante e se torna alvo de
grande atencdo (Regoli & Principato 1995). Embonaitos metais, como o cobre sejam
essenciais para 0s organismos vivos, 0 seu usatimadue na agricultura tem levado a um
aumento de sua concentracdo na natureza (Geabf 2002). Uma vez em altas concentragoes,

este metal pode tornar-se tOxico e ameacar a sksdarganismos marinhos.



1.2 - Ecotoxicologia e biomarcadores

Tendo em vista que as atividades antropicas causgactos cada vez mais severos no
ambiente aquatico, uma crescente preocupacao cpalidade da agua vem entrando em pauta
nas Ultimas décadas. Estudos macroecoldgicos aldéinprever os danos causados por esta
pressdo sao, em geral, demasiadamente complexasyammue o0s efeitos observaveis sobre a
biota local tendem a levar um longo periodo de terpara se manifestar. Desta forma, os
resultados observaveis a partir desses estudogemd sdo, via de regra, situacdes
irreversiveis, tais como: perda de biodiversidat#struicdo de habitat e declinio populacional
(Levinton 1995; Mooreet al, 2004a). A deteccdo mais precoce (a niveis mialezsi e/ou
celulares) dos efeitos causados por xenobiontemdmis nos corpos d’agua € uma alternativa
que permite a deteccdo de alteracdes na biota dagtes contaminantes atingirem niveis de
contaminacgdo que produzam danos irreversiveis.déstio impulsionou o desenvolvimento de
um ramo da ciéncia conhecido cofaootoxicologia Este termo foi sugerido pela primeira vez
pelo toxicologista René Truhaut, em 1969. O objetia Ecotoxicologiaé entender e prever

efeitos de xenobiontes em comunidades naturaie gwbssao antropica (Chapman 2002).

A Ecotoxicologia entre outros, utiliza como ferramenta o uso @enarcadores (Moore
et al, 2004b). Em ecotoxicologia, biomarcadores saeragbes bioquimicas, celulares,
histoldgicas, fisioldgicas ou comportamentais qodgm ser correlacionadas com indicadores
ambientais (Monserradt al, 2007). De um modo geral, qualquer substancisseauderivado,
estrutura ou processo que possa ser detectado erarganismo e que possa predizer ou

influenciar a incidéncia de um acontecimento oungaehama-se biomarcador (WHO 2001).

1.3 - O uso de bivalves no monitoramente ambiental

O uso de moluscos bivalves, em particular mexilhd@smo sentinelas para o
monitoramento de contaminacdo por xenobiontes estencaso, em especial, por metais - em
ambientes costeiros tem sido estabelecido porséstudos laboratoriais e de campo (Nicholson
2001; Regoli & Orlando 1994; Regoli & Principato95). Estes animais tém uma série de

caracteristicas que os tornam qualificados payadato por exemplo, seu habito de vida séssil e



filtrador que os deixa sujeitos a exposicao a difegs tipos de xenobiontes e outros estresses em
um ambiente determinado. Além disso, esses bivglessuem outras caracteristicas que 0s
tornam bons indicadores de contaminacdo ambidaialcomo: ampla distribuicdo geografica,
tolerancia a alteracbes ambientais e a varios tigosontaminantes, tolerancia suficiente para
sobreviver em laboratorio e gaiolas em estudosadgo, além da capacidade de bioacumulacao
de poluentes (Mello 2009; Zhat al, 2008).

1.4 — Estresse oxidativo e Espécies Reativas do gbaio

Danos oxidativos podem ser causados por espécitegaede oxigénio (ERO), atacando
a estrutura das biomoléculas de DNA, lipidios, camitatos e proteinas, além de outros
componentes celulares. O estresse oxidativo sepdé&iade um desbalanco entre a producao de
ERO e as defesas antioxidantes dos organismoswando primeiro (Sies 1997).

As ERO séao consideradas o lado negro do chamadadmeo do oxigénio” (Monserrat
et al, 2007). Isto é dito por que o oxigénio é uma rakd fundamental para os organismos
aerodbicos. Ele participa da producédo de energévédrda cadeia transportadora de elétrons na
mitocondria dos eucariotos (e também na membrantacee bactérias), além de fazer parte de
inimeras vias metabolicas fundamentais. No entaht@nte o transporte de elétrons, reacdes
enziméaticas, reacfes de auto-oxidacao, ou ainttagpgpo heme de proteinas, o oxigénio pode
gerar ERO, que podem ser toxicas a nivel intragekilextracelular. As ERO mais conhecidas
sd0 o oxigéniasinglet (*O,), o anion superdxido (), o perdxido de hidrogénio (B,) e o
radical hidroxila 1OH) (Halliwell & Gutteridge 2007).

As ERO sao moléculas instaveis e de reatividaddgivamente rapida. Por exemplo, o
radical hidroxila, pode reagir rapidamente com iefas moléculas com reatividade da ordem de
k =>10" Ms* (Halliwell & Gutteridge 2007). Ja o peréxido de ftigénio, reage apenas com
algumas substancias com uma taxa de reacéo de263\WP's* (Carballalet al., 2003). Desta
forma, os efeitos bioldgicos causados pelas ER@rapn da sua taxa e local de formacéo,
ambiente, compartilhamento celular e etc.

Trabalhos mais atuais estédo elucidando que a f@ndgs ERO nos sistemas bioldgicos

nao € inteiramente uma consequéncia deletéria €2@02). Essas moléculas possuem



importantes funcbes celulares, como, por exempéotigpando da sinalizacdo celular. No
entanto, o ataque das ERO as biomoléculas podercaisfuncdes celulares importantes
(Giarratancet al, 2010). Os danos oxidativos causados pelas ERBnp@correr, entre outros,
através da peroxidagdo lipidica, oxidacdo de prateie de danos oxidativos causados a

moléculas de DNA.
Altas concentracdes de cobre podem causar distideilolares, especialmente devido a

toxicidade gerada pelas ERO. O cobre atua de miotitaisao ferro, como um catalisador na

decomposicdo de&,, como mostrado a seguir a partir de reagao defient
Cu" + H,0, — CU** + OH +'OH

Metais de transicdo reagem comCHformando complexos intermediarios, que em

seguida se decompdem formando o rad@Hll, altamente reativo (Figura 1).

Oxidacdo de proteina

Xenobiontes SodCuZn ©

N
»

PQQ*@QQQQQ
YeYatar. Jayateatateta e

5 3 Lipoperoxidacao
Oxidag¢do do DNA

Figura 1: Representacdo esquematica de danos celida causados por espécies reativas de
oxigénio. O cobre pode catalisar a decomposicdo g®,Hormando o radicalOH que é
altamente reativo e pode levar a oxidagdo do DNgpkroxidacdo e oxidagdo de proteinas.
(Adaptado de Ramakrishnahal, 2007)



1.5 — Defesas antioxidantes

Todos o0s possiveis efeitos adversos das ERO seaddartir de uma situagdo de
desequilibrio encontrada entre a formagcdo de EROgeantidade e bom funcionamento das
defesas antioxidantes dos organismos. Ou seja, rganismos Vvivos possuem defesas
antioxidantes capazes de evitar o efeito deletisstas ERO, geradas pelo metabolismo aerdébio,
as quais estdo organizadas em diferentes niveis.

As defesas antioxidantes podem agir de forma areaiproducdo de ERO, neutralizando
os efeitos nocivos destas, ou ainda reparando mssdacasionados por elas. Assim, pode-se
definir defesas antioxidantes como qualquer subitalgue, quando presente em baixa
concentracdo comparada com o substrato oxidavelca@azes de retardar ou inibir a oxidagcéo
deste substrato (Halliwell & Gutteridge 2007). Asfabas antioxidantes podem, ainda, ser
divididas entre ndo enziméaticas (glutationa (GSHasevitaminas E, A e C) e enzimaticas
(superéxido dismutase (SOD), catalase, e as peses) (Bodnar 2009).

O tripeptideo GSH é a defesa antioxidante ndo diien mais abundante e bem
conhecida. Ela € composta peglutamil-cisteinil-glicina e atua contra a formagée ERO, na
homeostase tidlica, na manutencdo do balanco reldoxélula e na defesa contra agentes
eletrofilicos (Halliwell & Gutteridge 2007). A capdade antioxidante da GSH esta no
grupamento reativo de sua cisteina, o grupameokd3H), o qual também €& encontrado em
algumas proteinas (PSH) e em tiois de baixo peseauar (NPSH), como a cisteina (Reisehl
al., 2007).

A GSH pode reagir com varias ERO, como o radicdidtixa, peroxinitrito e peroxidos
organicos. Este tiol também participa do sistentexdante agindo como co-fator de diversas
enzimas e processos metabadlicos, como o sisterglutddiona peroxidase (GPx), protege tidis
protéicos contra oxidacdo e atua como principap&onredox celular (Halliwell & Gutteridge
2007).

As enzimas catalase (CAT) e GPx participam pridoipate da detoxificacdo de
peréxidos. A CAT dismuta diretamente @4 em HO e Q e esta localizada em maior
abundancia nos peroxissomos (Reidal, 1981). A GPx estd relacionada com a fungéo
antioxidante da GSH tendo atividade peroxidasiaaraco HO, e peréxidos organicos. Sao

conhecidas pelo menos 4 isoformas de GPx; todaerum selénio. O selénio esta presente na



forma de selenocisteina, uma cisteina com um setémilugar do atomo de enxofre, o qual é
facilmente ionizavel em pH fisioldgico (Halliwell &utteridge 2007).

Além da atividade da GPx, outros processos oxidatoelulares levam a formacgédo da
forma dissulfeto da glutationa (GSSG). Para ewataeplecédo da GSH e aumento da GSSG, a
glutationa redutase (GR) reduz a GSSG as custdA@¥H, regenerando a GSH e mantendo
desta forma o estado redox intracelular (Hallige@utteridge 2007).

Outra enzima que esta relacionada a GSH ¢é a ghat&-transferase (GST). Esta enzima
€ responsavel pela conjugacdo de xenobidticosofiletns a GSH, reduzindo seus efeitos
toxicos e permitindo que o sistema de transporimire estes conjugados para 0 meio
extracelular. Sdo conhecidas diversas isoformds3iB mas estas possuem um numero variado
de funcdes como o transporte intracelular de prageé atividade glutationa peroxidasica. Esta
tltima ocorre porque a GST tem a capacidade dieartibs elétrons da GSH na metabolizagéo
de peroxidos organicos, gerando GSSG e o respettool (Halliwell & Gutteridge 2007).

A tioredoxina redutase (TrxR) € responsavel palagem da tioredoxina, uma proteina
doadora de elétrons envolvida no ciclo catalitiagpdroxiredoxina (Prx). Assim como a GR, a
TrxR esta indiretamente envolvida com processosdefesas antioxidantes celulares, por
permitir a ciclagem da Prx (Chest al, 2006). Um das funcbes da familia das Prx é a
degradacdo de diferentes tipos de peroxidos, dpsedaxidos pequenos como o,®3 até
peroxidos mais longos e hidrofébicos como o pemdé cumeno, atuando através de seus
residuos de cisteina. As Prxs possuem 2 cisteinasua estrutura: a cisteina peroxidasica (ou
catalitica), e a cisteina de resolucdo (ou auxiliarcisteina peroxidasica € responsavel pela
reducdo do peroxido, tornando-se acido sulféniesaktisteina peroxidasica oxidada ira reagir
com a cisteina de resolucdo de outra subunidaddndero Prx, gerando uma ponte dissulfeto.
Essas pontes dissulfeto serdo reduzidas pela Tguahficara oxidada na forma de pontes
disulfeto (Andoket al, 2002).

1.6- Defesas antioxidantes e o papel do Selénio

O selénio (Se) € um elemento encontrado naturaémemninatureza. Embora seja toxico

guando em altas concentragdes (Hamilton 2004), tmgisales traco desse elemento tém papel



crucial dando forma ao centro ativo de enzimasorigiantes como a glutationa-peroxidase
(GPx), e a tioredoxina redutase (TrxR) (Arner & idgren 2000b; Flohet al,, 1973).

A deficiéncia de Se ndo € tdo documentada quargaoicidade, mas, é igualmente
significante. Ficou provado que sua deficiénciaseatetardamento do crescimento e morte em
salmdes (Watanabet al, 1997). Alem disso, Hardy e colaboradores (20@0¥traram que a
suplementacéo cronica com Se reduz a mortalidageiges durante a reproducao.

Estudos tém mostrado que o selénio pode exerceé@duprotetora contra a acao toxica
de metais pesados como o mercurio e cadmio (Betgedr, 2001; Cuvin & Furness 1998; Tran
et al, 2007). Estes trabalhos mostram que apos o teat@ntom mercurio, o Se foi capaz de
aumentar a atividade da enzima GPx no plasma dalh@exV. edulisreduzindo/impedindo
dano ao DNA. Uma pré-exposicdo ao Se, seguido ges@édo ao cobre pode diminuir a
bioacumulacdo deste metal em bivalves marirfiosdullis Além disso, o Se foi capaz de
aumentar os niveis de GSH e a atividade da enzifwa ras branquias e no plasma desses

animais protegendo-os contra a acéo deletéria db(Trevisanet al; 2010).

1.7 — Danos oxidativos causados pelo Cobre

Os danos celulares causados pelo cobre aos orgenigmsdo bastante conhecidos,
especialmente a partir da formacéo das ERO devjgtesenca de altas concentracdes de metais
(Figura 1). Estes metais podem causar tanto a digdio das concentracdes de GSH, como
peroxidacao de lipidios (Romeo & Barelli 1997).0kitidade do cobre ou € em particular, &
biomoléculas de invertebrados marinhos ja foi destrada por varios autores (Conners &
Ringwood 2000; Geredt al, 2002; Nicholson 2001; Thiagarajahal, 2006). Embora o cobre
seja um elemento essencial, envolvido com diveesasmas relacionadas ao crescimento,
desenvolvimento e manutencdo dos organismos, agsuds propriedades redox (Gaetke &
Chow 2003), ele se torna téxico quando encontrataleas concentracfes no meio intracelular.

Em estudos do nosso grupo (Trevisaml; 2010) ficou demonstrado que a exposi¢cao ao
cobre (60pgl™?) pode causar danos ao DNA e & oxidacdo de tidigtipos em hemocitos do
bivalve marinhoM. edulis Além disso, outros trabalhos (Compagtyal 2008; Morageet al

2005) mostram a induc&o de metalotioneinas e deipas de choque térmico (HSP).



2 - JUSTIFICATIVA

Embora os efeitos toxicos do cobre sejam bem doctates para algumas espécies de
invertebrados (Gerett al, 2002; Nicholson 2001; Trevisat al, ), pouco ou quase nada é
conhecido sobre os efeitos deste metal no mexithd@wsomPerna perna Uma vez que estes
animais tém sido utilizados em trabalhos de torgial aquatica e monitoramento ambiental a
fim de detectar os efeitos de contaminantes, cosnmetais-traco, o0 conhecimento prévio dos
efeitos destes metais é imprescindivel. Torna-spoitante, entdo, identificar respostas
bioquimicas e fisioldgicas que possam ser utiligad®@mo biomarcadores quando da
contaminacgao por metais, neste caso, o cobre.

Em corpos de agua é freqientemente relatada anpeede compostos protetores, como
o Se. Uma vez que ja foi evidenciado que este cetopmossui acdo protetora contra danos
oxidativos causados por metais-traco em invertesragiarinhos (Traet al, 2007; Trevisaret
al, ), estudos com biomarcadores (em areas intensarpehtidas por metais) devem levar em
conta também, a presenca de quantidades de SeseagBies como protetor contra danos
oxidativos causados por metais.

Desta forma, este trabalho pretende compreendehomels respostas do sistema
antioxidante de mexilhdd2erna pernaexpostos ao cobre e observar se 0 Se tém efeitetqr

nestes animais.



3 - OBJETIVOS

3.1- Objetivos gerais

- Investigar os efeitos da exposi¢cao aguda ao coboceselénio sobre as defesas celulares
e parametros de dano oxidativo no mexilhdo marRema Perna

3.2- Objetivos especificos

- Determinar a Cégene Clsp gsnda exposicao deerna pernaao cobre partir de uma curva de
mortalidade
- |dentificar os efeitos de diferentes concentragde cobre e da exposicdo aguda a & dgl

selénio por 72 horas sobre:

a) Danos ao DNA em hemacitos do mexilli&erna perna

b) Niveis de glutationa e tidis protéicos, atividadeethzimas relacionadas ao metabolismo
da glutationa (glutationa redutase, glutationa xidase, glutationa-S-transferase) ou
antioxidantes (catalase, glutationa peroxidaseoeedbxina redutase) em tecidos do

mexilh&oPerna perna



10

4 -MATERIAIS E METODOS

4.1 — Animais e sua manutencao

Para todos os tratamentos, mexilh®esna pernacom tamanhos entre 6 e 8 cm foram
adquiridos da Fazenda Marinha Atlantico Sul, Réeida llha, Floriandpolis, SC. Os animais
foram levados para o laboratério onde foram mastielm aquarios (1 L de dgua do mar por
animal), sob aeracéo continua. Os animais foramealiados a cada dois dias, e a troca da agua
dos aquaérios foi diaria. Antes dos experimentosnesgilhdes foram aclimatados por ao menos
uma semana. Durante os tratamentos descritos tn@lséého os animais ndo foram alimentados
e a agua do mar, tanto dos aquarios dos gruposotmrtomo dos tratados, foi trocada

diariamente com reposi¢cao de cobre ou selénio,dgudavido.

4.2- Determinagéo dos efeitos da exposi¢céo ao cobre

ApoOs aclimatacéo, foi feita uma estimativa da nioldae para determinar a toxicidade
aguda do cobre em mexilh6®€s perna Com os dados de dois experimentos independentes
foram estimadas as concentracdes letais 50% enoi@68 (Clsp 96 € a concentracdo subletal
segura (Ch.osr de Cu para mexilhdd3. perna Para tal, os animais foram divididos em grupos
de 10 mexilhdées por aquario e foram expostos ava&oncentracdes de Cu (como CyStior
96 horas. A agua dos aquarios foi trocada diariaeneom reposicdo do cobre. A cada dia os
animais mortos foram retirados dos aquarios, e @zeptagens de mortalidade foram
determinadas para 96 horas. A curva de mortaliftadigustada a uma curva de decaimento de
um Unico sitio usando-se o programa GraphPad P8sbn&raphPad Software Inc.
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4.3- Estudo 1: Exposi¢cbes ao cobre

Os animais foram divididos em grupos de 10 e e®gos concentracdo nominal de 30,
60, 180 e 540 pglde cobre. Ao final de 72 horas, os animais de gadpo foram mortos, as
branquias foram dissecadas e congeladas % -péra andlises biogquimicas subsequentes. A
hemolinfa foi extraida do musculo adutor e o teltecometa em hemdcitos foi executado
imediatamente apos a extragdo. Os tecidos restdatasimal foram congelados a °80para

analises quimicas, assim como aliquotas de agumatamentos.

4.4 — Estudo 2: Exposicao ao selénio

Grupos de 10 animais, apds periodo de aclimatdofiamn expostos a concentracao
nominal de 8 pgt de Se (como N&®sSe)por um periodo de 72 horas. Apds esta exposicao, 0s

animais permaneceram por mais 72 horas sem expasicie.

No 6° dia, ao final do tratamento, os animaisrfosacrificados e os tecidos coletados: as
branquias foram dissecadas e congeladas ¥ -para andlises bioguimicas subseqiientes. A
hemolinfa foi extraida do musculo adutor e cengafia (100@ por 3 min, 4C). O plasma livre
de hemdocitos foi congelado a °B0para andlise da atividade da enzima glutatiomaxjmase
(GPx).

4.5 — Preparagao das amostras

O teste do cometa foi realizado nos hemacitos.m\dsigo apos o fim dos tratamentos, a
hemolinfa de cada animal foi coletada do musculastadseparando-se as valvulas do animal
com uma espatula e subtraindo-a com uma seringg5dml. Esta hemolinfa fanantida em
gelo até ser empregada no subsequente teste.adteskii centrifugado (100§ por 3 min, 4C)

e o plasma livre de hemacitos foi congelado G868 posteriormente utilizado para o ensaio da

atividade da enzima GPx.
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Para a determinacao dos niveis de glutationaedials nao-protéicos, aproximadamente
100 mg de tecido (branquia) foi homogeneizado €nnfl, de acido perclorico (PCA) 0,5 M,
centrifugado a 15000 por 2 minutos (&), e o sobrenadante (extrato acido) foi utilizpdoa as

determinacoes.

As atividades enzimaticas foram medidas no soldeeria restante do homogenato do
tecido (branquia) em tampédo HEPES 20 mM, pH 7,4tridegado a 2000@ por 30 minutos
(4°C).

4.6 - Danos ao DNA pelo teste do cometa

O teste do cometa foi realizado baseado no méteddingh e colaboradores (1988) e
realizadode acordo ao descrito por Jha e colaboradores 200t adaptacdo para hemdécitos
de mexilhGes. Apos a retirada da hemolinfa, estalifoida 2:3 em tampéo fosfato (PBS) e,
entdo, foi centrifugada a 4@Dpor 3 minutos, a°€. O sobrenadante foi descartado e as células
re-suspensas em agarose de baixo peso de fusam@iiwg-point; 0,75 % PBS). O material foi
aplicado (70 pl), em duplicata, em lamina microst®pd previamente revestida com agarose,
em seguid@obertas com laminula e deixados por 10 minutd€aMpads este tempo, a laminula
foi retirada e as laminas foram embebidas na soldeélise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10
mM Tris base, 19N-lauril sarcosina, 1% Triton X-100, 10% DMSO, ajastgara pH 10 com
10 M NaOH) e deixadas no escuro por 2 horas. Adisg aas laminas foram colocadas na cuba
de eletroforese com solucéo tampéao (0,3 M NaOHJen2d EDTA, pH 13) por 20 minutos, a 4
°C. Entdo, a eletroforese foi realizada (300 mA, 220 minutos). Apds a eletroforese as
laminas foram lavadas trés vezes (5 minutos caata)tampao neutralizante (0,4 M Tris/HCI,
pH 7,5) e, entdo, foram deixadas para secar pouragé semana. Uma vez secas, as laminas
foram reidratadas com &gua destilada e, entdadéisgom 60 ml solucdo A (0,5 M pE0O;) e
30 ml de solucao de coloracgéo B (0,1%4NBs, 0,1 % AgNQ, 0,2 5% &cido tungstosilico, 0,15
% H,CQ;), solucbes estas feitas separadamente e colocadalsasi@amente sobre as laminas
durante o processo de coloracAe.laminas ficaram sobre um agitador (137 °C) em solugdo
de coloracdo por 35 minutof\pds este periodo, elas foram lavadas com agudladeste
embebidas em solucdo de parada (1 % acido acéticialy por 5 minutos. Apos as ultimas trés
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lavagens com agua destilada, foram deixadas peaa agemperatura ambiente. Uma vez secas,
as laminas puderam ser analisadas com a ajuda deicnmscopico Optico. Os cometas foram
classificados visualmente dentro de cinco categodstintas de acordo com o tamanho/
intensidade da cauda apresentada e classificadasaésem dano) a 4 (dano maximo).

4.7 — Parametros Bioquimicos

4.7.1 - Niveis totais de glutationa (GSH-t)

A determinacdo da glutationa total (GSH-t) (GSHG$SG, em equivalentes de GSH)
deu-se a partir do método descrito por (AkerboonBigs 1981). O ensaio enzimatico foi
realizado em tampao fosfato de potassio (KPi) 10) EDTA 1 mM, pH 7,0, contendo 0,2 mM
de NADPH e 0,1 mM de DTNB. O iniciador da reac@ @R (glutationa redutase) 0,25 U/ml.
A guantificacdo de GSH-t é baseada em uma curv@pabdm GSSG realizada no momento do

ensaio.

4.7.2 - Tidis ndo protéicos (NPSH) e protéicos (PSH

Os tidis ndo protéicos (NPSH) e protéicos (PSikgrfomensurados a partir do método de
(Ellman 1959). O extrato acido descrito em 4.7ab#do a partir de amostras de branquia foram
adicionadas ao meio de reacao contendo TRIS/HQWQAH 8,0, SDS 1 % e DTNB 0,2 mM. O
método se baseia no desenvolvimento de cor qué aepdrtir da reacdo dos grupos tidis com o
DTNB, liberando TNB. Este produto, entdo, podemensurado espectofotometricamente em
412 nm.

No caso de PSH, o “pellet” do extrato acido desaih 4.7.1, foi lavado 2-3 vezes (PCA
0,5 M) e diluido em 1 ml de TRIS/HCI 0,5 M, pH 88DS 1%. Uma aliquota da amostra foi
adicionada ao meio de reacéo contendo TRIS/HCM),pH 8,0, SDS 1% e DTNB 0,2 mM e
outra foi usada como branco (contendo todos osergag do meio, exceto DTNB). A

absorbéancia de uma amostra referéncia (branco)assditdo de DTNB, foi descontada do valor
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obtido, a fim de subtrair a interferéncia da tuezidcausada pelo material particulado. A
absorbancia assim obtida foi convertida em mM comsado coeficiente de extingdo molar do

TNB (13600 M'cm?), e levando em consideracéo as diluicdes da amostr

4.7.3 - Glutationa redutase (GR)

A atividade glutationa redutase (GR) foi determmatk acordo com (Carlberg &
Mannervik 1985). Ao utilizar o substrato GSSG aimazconsome NADPH, que é acompanhado
em 340 nm { = 6.220 M'cm?). A velocidade de consumo de NADPH, em condi¢cdes d
saturacdo, expressa a atividade enzimatica. A odaasal de consumo de NAPDH obtido pela
leitura do ensaio enzimatico sem a presenca daratib§GSSG) é descontada desta atividade. O
ensaio enzimatico de 5 minutos € realizado em tarfggdiato de potassio (KPi) 100 mM, EDTA
1 mM, pH 7,0 contendo 0,2 mM de NADPH. Como sulbgtirgiciador utiliza-se 1 mM GSSG.

4.7.4 - Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx, que contém uma selenocisteima seu grupo catalitico foi
acompanhada indiretamente pelo desaparecimentoAPN. A enzima degrada peroxido de
hidrogénio, utilizando GSH que é oxidada (GSSGJuwe por sua vez € reduzida pela GR
adicionada ao meio de reacdo, com o consumo de NABPR 6.220 M'cm™). Este consumo de
NADPH é acompanhado espectrofotometricamente emnB8d0similar & determinacdo de GR
(Lawrence & Burk 1976). Desta velocidade de conswmdescontado o consumo basal de
NADPH, obtido pela leitura do ensaio enzimatico seerpresenc¢a do substrato (perdxido). O
ensaio enzimatico de 5 minutos é realizado em tarfgsdato de potassio (KPi) 50 mM, pH 7,0,
EDTA 0,5 mM contendo GSH 1 mM, GR 0,2 U/ml e NADRKR25 mM. Peroxido de
hidrogénio (20QuM) foi utilizado como substrato, e a oxidacdo doINA foi monitorado em
340nm.
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4.7.5 - Glutationa S-transferase (GST)

A glutationa S-transferase catalisa a conjugaged@$8H com o substrato 1,2-1-cloro-2-4-
dinitrobenzeno (CDNB), e esta conjugacéo pode astectada em 340 nm € 9.600 Mcm™). A
atividade enzimética é proporcional a velocidaderdelugcdo do composto conjugado (Habig &
Jakoby 1981). Desta atividade é descontada a rdxasab obtida pela leitura da reacéo entre a
GSH do ensaio e o0 CDNB, sem a presenca da am@stasaio enzimatico de 5 minutos foi
realizado em tampao fosfato de potassio (KPi) 160 BDTA 1 mM, pH 7,0 contendo 1 mM
GSH.Como substrato iniciador foi utilizado 1 mM@BNB.

4.7.6 - Catalase (CAT)

A atividade catalase (CAT) foi determinada de acazdm (Aebi 1984). A atividade é
determinada pela velocidade de consumo i Ho primeiro minuto da reagao, 240 nem=(40
M™cm™) . No ensaio, o desaparecimento do peréxido dedpshio sem a presenca da amostra é
descontado. O ensaio enzimatico de 60 segundoaligadd em tampé&o fosfato de potassio
(KPi) 50 mM, EDTA 0,5 mM, pH 7,0 contendo 0,012% deton X-100. Como substrato
iniciador utiliza-se 10 mM de #D,. A absorbéancia basal é descontada a partir dardeta

reacao do ensaio na auséncia da amostra.

4.7.7 - Tioredoxina Redutase (TrxR)

O ensaio € baseado na capacidade da TrxR em redIXTNB a duas moléculas de
TNB, levando a um aumento na absorbancia em 41Pama descontar a formacéo basal de
TNB através das reacOes dos tiois, presentes nat@neom DTNB, as amostras foram
incubadas 15 minutos em uma cubeta com tampéao @PiriM contendo EDTA 10 mM, DTNB

5 mM e albumina de soro bovino (BSA) 0,2 mg/ml. Amste tempo, a reacdo especifica da
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TrxR é iniciada através da adicdo d 200 de NADPH, acompanhando-se a formacao de TNB
em 412nm (Arner 1999).

4.7.8 - Dosagem de proteina

A dosagem de proteina foi efetuada de acordo camtodo de (Bradford 1976), usando

a albumina do soro bovino como padrdo. As atividagleziméticas foram normalizadas pela

quantidade de proteina total.

4.7.9 - Andlise estatistica

A significancia estatistica do Estudo 1 foi deteragia pela analise de variancia ANOVA

seguida do testpost hocde Duncan quando apropriado. Para o Estudo 2itif@mado o teste t

de Student. As diferencas entre as médias forasiaenadas significativas quando p < 0,05.
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5 - RESULTADOS

5.1 — Estudo 1: Mexilhdes$erna perna expostos ao cobre

5.1.1 - Determinacgéo da toxicidade aguda do cobre

Com o intuito de determinar a toxicidade aguda dore, mexilhded. pernaforam
expostos por 96h ao cobre nas seguintes conceesta2f, 80, 320 e 1280 [TglA 4gua dos
aquarios foi trocada diariamente com reposicaootbeec como descrito em Matérias e Métodos

(secéo 4.2). O experimento foi repetido duas vezes.

A CLso, estimada com base em dois experimentos indepesdéni de 245 pdl de
CuSQ. No primeiro teste ndo houve mortalidade entreansnais expostos as referidas
concentracdes de cobre, exceto para 1280, jogide 60% dos animais morreram em 96 horas.
No segundo teste, a mortalidade iniciou na conagétr 80 ugt, matando 20% dos animais

(Figura 2). Assim, embora indicativa, adgbsnainda ndo é conclusiva.
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Figura 2: Andlise da toxicidade aguda doobre em mexilhdesPerna perna expostos a
varias concentracdes de cobre por 96 horaBorcentagens de sobrevivéncia de mexilhdes
Perna pernaexpostos a diferentes concentra¢des de cobregpooras.

A partir da andlise da curva de mortalidade aptase@nna Figura 2, percebe-se que até

80 ugl* de CuSQ ndo houve mortalidade significativa. As razdes Esta enorme discrepancia
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entre os dois experimentos somente podera serasdia com a ampliacdo do numero amostral
gue é somente 2, entretanto para os objetivos ttabho, fica evidente que a concentracéo de
80 pgl* ndo causa mortalidade significativa em 96h, podesetoconsiderada com uma dose

nao-letal correspondente a 1/4 das§dsn

5.1.2 - Concentracgdes efetivas de cobre

MexilhdesP. pernaforam expostos a quatro diferentes concentragcéesoldre, 30, 60,
180 e 540 pgt por 72 horas conforme descrito em Materiais e M&togecdo 4.3). Durante
todo o tratamento, aliquotas de agua dos aquasi@snf coletadas, assim como amostras de
tecido, para analise dos niveis de cobre. Esterimladstd em fase de preparagdo e sera enviado
a Universidade de Plymouth, na Inglaterra, ondé pevcessado. Estas analises complementardo

os resultados obtidos neste trabalho.

5.1.3 — Glutationa total (GSH-t) e tidis ndo praigs em branquias

As concentraces 60 e 540 Jighduziram um aumento nos niveis de tiéis ndo frosé
(NPSH) nas branquias destes animais (Figura 3A).nfUsis de glutationa total (GSH-t)
mostraram-se elevados em relagdo ao grupo comanéeos animais expostos as concentracdes
de 60, 180 e 540 Ligtle cobre (Figura 3B).
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Figura 3: Niveis tidlicos em branquias de mexilhdd?erna perna apds 72 horas de exposi¢cdo ao
cobre. (A) - Niveis de tidis ndo protéicos totais (NPSKB) Niveis de glutationa total (GSH-t). CTL
grupo controle. Andlise estatistica ANOVA de uma seguida por tesfgost hocde Duncan. Diferencas
significativas expressas para 0,05 (*).

5.1.4 — Atividade de enzimas antioxidantes

A atividade de varias enzimas foi analisada nasdurias deP. perna (Figura 4),
incluindo catalase (CAT), glutationa redutase (@Ryedoxina redutase (TrxR) e glutationa S-
transferase (GST). Todas elas podem ser consideesxdamas de acdo direta (CAT) ou indireta
(GR, TrxR e GST) no sistema de defesa antioxidataais alta concentragéo de cobre testada,
540 pgl, induziu uma diminuicdo acentuada na atividadeestmsmas GR (figura 4A) e TrxR
(figura 4B). Para a TrxR, também foi percebida wmainuicdo significativa da atividade da
enzima nas concentracées 30 e 180 feglcobre. Nao houve diferencas na atividade dinenz
GST (figura 4D), e embora tenha havido uma ten@éacidiminuicdo da atividade da enzima
CAT (figura 4C), ndo foram encontradas diferengasifcativas.
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Figura 4: Atividade de enzimas antioxidantes em bndquias de mexilhdeserna perna apés 72 horas

de exposicao a CuAtividade das enzimas: (A) glutationa redutase (GR) tioredoxina redutase (TrxR);
(C) catalase (CAT); e (D) glutationa S-transfer@@8T) apds 72 hora de exposicdo ao cobre. CTL grupo
controle; Andlise estatistica ANOVA de uma via sdgupor testepost hocde Duncan. Diferencas
significativas expressas pgya 0,05 (*),p < 0,01 (**) ep < 0,001 (***).

5.1.5- Dano ao DNA estimado pelo teste do cometa

O teste do cometa foi realizado nos hemacitos plasarvar possiveis danos oxidativos
no DNA. O cobre nas duas maiores concentracdese 580 ugf, causou um aumento no dano
ao DNA (Figura 5), como observado pelo aumentondacé de dano, o que € um indicativo de

guebras de fita de DNA e sitios alcali-labeis.
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Figura 5: Danos ao DNA mensurados pelo teste do ceta em hemdcitos de mexilhd®erna
perna apos 72 horas de exposicdo ao cobiadice de danos ao DNA é expresso em valores que
variam de 0 (sem dano) a 400 (dano maximo), cordgatescrito em Materiais e Métodos; CTL grupo
controle; Andlise estatistica ANOVA de uma via sdgupor testepost hocde Duncan. Diferengas
significativas expressas para p < 0,05 (*).

5.2 - Estudo 2: Exposicdo ao selénio

MexilhdesPerna pernaforam tratados com 8 piyselénio (Se) por 72 horas, e mantidos
em agua do mar sem adicao de novas substanciasaoi72 horas, como descrito em Materiais
e Métodos (sec¢do 4.4). Assim como para os tratarserm do Estudo 1, aliquotas de agua e
amostras de tecido foram coletadas para andliseides de Se. Este material esta em fase de
preparacdo e serd enviado a Universidade de Pljanoatinglaterra, onde sera processado e

podera complementar estes resultados.
5.2.1- Glutationa total (GSH-t) e tidis ndo protéscem branquias do mexilhdo Perna perna
ApOs os tratamentos, os niveis tiolicos foram adas nas branquias dos animais. Nao

houve diferencas entre os niveis de glutationd (Gt&H-t), tidis ndo protéicos (NPSH) e tibis

protéicos (PSH) ente os grupos tratados e controfdprme apresentado na Tabela 1.
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Parametros CTL Se 8 ugf p
GSH-t? 0,47 +0,09 0,46 +0,1 0,72
NPSHP 0,67 +0,37 0,54 +0,23 0,37

PSH® 0,62 £0,33 0,62 +£0,31 0,98

Tabela 1: Niveis tiélicos em branquias de mexilhdBerna perna expostos ao Se.

Os animais foram expostos ao Se por 72 horas eduoargor mais 72 horas sem adicdo
de Se. Glutationa total (GSH-t) expressa em ungdl/giveis de tidis ndo protéicos totais
(NPSH) expressos em pmolf); (tidis protéicos totais (PSH) expressos em pm@)lg
Andlise estatistica pelo teste T de Student.

5.2.2- Atividade de enzimas antioxidantes

Atividades enzimaticas foram analisadas nas brasaigP. perna(Tabela 2), incluindo
catalase (CAT), glutationa redutase (GR), tioredaxedutase (TrxR) e glutationa S-transferase
(GST). A atividade da enzima glutationa peroxidgSEx) também foi mensurada no plasma
livre de hemdcitos (Materias e Métodos, secdo 4NBo foram encontradas diferencas
significativas na atividade das enzimas antioxieisentre os grupos tratados com 8*aglénio
e 0s animais do grupo controle. Dentre as enzimaissumadas, a GPx foi a que demonstrou

maior propensdo ao aumento de atividade, porénam@sentou diferenca significativa.

Parametros CTL Se 8 ugf p
GST? 365 + 162 452 £ 177 0,26
GR? 77,6 +27,5 73,7 +15,9 0,70
TrxR 2 575+1,36 6,02+1,54 0,70
GPx" 75,6 +43,1 119+ 84,9 0,18

Tabela 2: Atividade de enzimas antioxidantes em bréquias e plasma de hemolinfa
de mexilhdesPerna perna tratado por 6 dias, sendo que os animais foram egptos
nas primeiras 72 horas a 8ugl™ Se.?- GST, GR e TrxR dosados nas branquias
expressos em nmol/min/md : GPx dosado no plasma livre de hemdcitos expressa
nmol/min/ml. Analise estatistica pelo teste T dedsnt.
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6 — DISCUSSAO

6.1 — Estudo 1: Mexilhded$erna perna expostos ao cobre

6.1.1- Toxicidade aguda do cobre em mexilhdes Peenaa

Este estudo mostrou uma estimativa da toxicidgdeado Cu em mexilhdéxs perna
A CLso o6n estimada foi de 245 Ligle ficou evidente que a concentracdo de 60 pgb causou
mortalidade significativa, podendo ser considerem@ao uma dose ndo-letal correspondente a
1/4 da Clsoeen (Figura 1) Estudo anteriores corRerna viridis (Thiagarajanet al, 2006),
acharam concentracées des64dsn(80 pgl') bem abaixo daquela obtida neste estudo Paraa

perna bem como a concentracéo subletal (20"ugl

Neste trabalho houve grande discrepancia entreocs ekperimentos independentes
feitos a fim de se determinar a curva de letaliddmleobre (Figura 1). Um aumento no nimero
amostral, que foi somente 2, se faz necessarin ddiesclarecer este fenbmeno. Porém, a baixa
mortalidade encontrada no primeiro experimento pestar relacionada com o fechamento das
valvas pelos animais na tentativa de evitar a eg@osao cobre. Este comportamento ja é
conhecido e descrito na literatura para essestelvados marinhos na tentativa de evitar o
estresse (Anestit al, 2007; Hégarett al, 2007).

6.1.2 - Insulto oxidativo causado por cobre em aiénexpostos a diferentes concentragfes
deste metal

Este trabalhou mostrou um aumento nos niveis de @BHanimais expostos a
concentracdes maiores do que 607udg cobre durante 3 dias, fato também encontrado em
outros trabalhos (Al-Subiat al, 2009; Trevisarmt al, 2010). Al-Subiai e colaboradores (2009)
mostraram a elevagdo nos niveis de GSH-t no musulldor deM. edulis apdés 5 dias de
exposicdo a 40 pgide cobre. Em trabalho paralelo, (Trevigdral., 2010) também foi possivel
encontrar aumento nos niveis de GSH em branquids. delulisexpostos & 56 pglde cobre

durante um periodo de 72 horas. O papel da GSH @mtioxidante que age contra os efeitos
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nocivos de ERO a fim de manter o balanco redordetular ja € muito bem esclarecido (Canesi
et al, 1999; Meister and Anderson 1983; Sies 1989). alimento na quantidade deste tiol na
célula tem, pelo menos, duas conseqiéncias: a ipgirdelas sendo a maior capacidade do
organismo em evitar os efeitos adversos do cobegést de conjugacao direta deste com a GSH.
Este conjugado € estocado em lisossomos e vacaqgbasteriormente excretado (Viarengo &
Nicotera 1991). Como segunda consequéncia temf&® ale que a GSH serve como substrato
para varias enzimas antioxidantes, desta formésseeencontra em maior quantidade na célula,
ela estar4 mais disponivel para agir como substpatoitindo um maioturnoverdas enzimas

gue a utilizam desta forma, em concordancia coodegt publicado (Trevisaet al, 2010).

Por outro lado, muitos outros estudos tém demadstrgue 0 cobre causa uma
diminuicao nos niveis de GSH em mexilhdes. (Doyetta., 1997) mostraram que mexilhdes de
agua doceUnio tumidusexpostos a 30 pgltiveram diminuicdo dos niveis de GSH nas
branquias e glandula digestiva. Outro estudo detnmn que exposi¢do ao cobre (60 1) glor
1 a 3 semanas é capaz de diminuir 0os niveis de (Gfakl-branquias e glandula digestiva de duas
populacdes diferentes dié. galloprovincialis(Regoli & Principato 1995). Apesar de constatar
uma diminuicdo dos niveis de GSH-t & galloprovincialisexpostos a 38 pglde cobre no
periodo de sete dias, (Canesial, 1999) também encontraram um aumento na atividage
glutamil cisteina sintetase (GCL), enzima envoluidasintese de GSH, indicando que mesmo
guando ha decréscimo nos niveis de glutationatensisesta sinalizando para um aumento nos
niveis deste tripeptideo.Desta forma, os resultagossentados neste trabalho em conjunto, com
dados da literatura, como proposto por (Trevisaal., 2010), propde que a primeira resposta de
mexilhdes expostos a cobre € um aumento na sitée&SH em resposta a exposicao aguda ao
cobre. Porém, se a exposicao ao cobre for prol@engadnivel de estresse oxidativo induzido for

alto o suficiente, uma situacéo oxidativa se iastabs niveis de GSH podem cair.
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6.1.3 — Atividade das enzimas antioxidantes

Muitos estudos tém demonstrado a modulacdo dasmasziantioxidantes em
invertebrados marinhos expostos a metais-tracon(&@sn& Ringwood 2000; Geret al, 2002;
Nicholson 2001; Thiagarajaet al, 2006). Neste trabalho, ndo foram encontradasagiies nas
atividades das enzimas GST e CAT, embora tenhalthavina tendéncia a diminuicdo nesta
ultima. A enzima CAT tem funcéo primordial na preg&o da toxicidade causada por radicais
hidroxila reduzindo sua formacao na célula atrala&ibicdo, em torno de 30%, da reacao de
Fenton (Regoli 2000).

Uma diminuicdo acentuada foi encontrada na atidddd enzima GR dos animais
expostos a mais alta concentracdo de cobre (54¢)..41GR é a enzima responséavel pela
manutencdo de GSH reduzida na célula. Se a atwidbsta enzima esta diminuida, a
integridade celular pode estar ameacada, uma vezhguera menor quantidade de GSH
reduzida para conjugacéo direta com o cobre e tanpla¢a agir como substrato para as enzimas
antioxidantes (Sies 1997). A diminuicdo da ativeldd GR certamente também esté relacionada
com o aumento nos niveis de GSH-t. Uma vez quepacaade de reducédo deste tiol esta

limitada, ha um aumento na sua producéo na teatdévmanter o balanco redox intracelular.

Algo similar ao ocorrido com a GR acontece com airea TrxR. Esta enzima esta
relacionada ao sistema Trx/Prx, responsavel pelauteacdo dos niveis de Trx reduzida,
participando da detoxificacdo de perdxidos e tamhiemoutros processos enzimaticos e
regulatorios (Arner & Holmgren 2000a). Apesar deamhecimento sobre a TrxR ser ainda
bastante limitado em invertebrados, ja foi demawlstro papel fundamental desta enzima no
abaloneHaliotis discus discusontra estresse fisico, metais e peroxidos (De&etyal, 2008).

Os resultados deste trabalho estdo em conformicameum trabalho anterior (Trevisan al.,
2010) que monstrou uma diminuicdo na atividadeadeszima enM. edulisexpostos ao cobre
(56 ugl). Desta forma, podemos afirmar que a reducdoinaade da TrxR encontrada neste
estudo pode diminuir a eficiéncia do sistema ToxAlAma vez que a taxa de reducdo da Trx esta
limitada, levando a um aumento da susceptibilideddano oxidativo induzido pelo cobre.
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6.1.4- Danos no DNA

A exposicdo a 180 e 540 [Iglle cobre causou aumento no dano ao DNA nestdhoaba
0 que também foi demonstrado em mexilhfle®dulisexpostos ao cobre (56 [iyl(Trevisanet
al., 2010). O poliguetdaeonereis acutaambém apresentou maiores indices de dano ao DNA
quando expostos a 62,5 jtgle cobre (Ferreira-Cravet al, 2009). Outro estudo mostrou que
mexilhdesM. galloprovincialisexpostos ao cobre (60 [fylpor dez dias tinham maiores niveis
de dano oxidativo no DNA em glandulas digestivas e ¢wtos (Machellaet al, 2004). Neste
trabalho, a exposi¢cdo ao cobre levou a um deshbmlaog niveis de GSH e na atividade de
enzimas antioxidantes. O mesmo processo deveeastalvido com o maior indice de dano ao

DNA encontrado por este e outros estudos.

6.2 - Estudo 2: Efeito do selénio sobre as defesagioxidantes do mexilhadPerna perna

O papel do Se como antioxidante ja € bem demomstiad mamiferos (El-Bayoumy
2001; Hamilton 2004; Hoffmanet al, 2007), em peixes (Atencet al, 2009) e invertebrados
marinhos (Tranet al, 2007; Trevisaret al., 2010). Estes estudos tém demonstrado que o
tratamento com Se leva a um aumento na atividadeuda e/ou duas importantes
selenoproteinas, a GPx e a TrxR. Mesmo assim, amsno pela qual essas enzimas sao
reguladas ainda ndo esta totalmente esclarecidoddfononstrado que mexilhdaed. edulis
submetidos & suplementacdo com Se (#)tileram um aumento na atividade da enzima GPx
na hemolinfa e uma reversao dos danos no DNA décitos induzido pelo mercuario (Traet
al., 2007), em concordancia com outro trabalho donmegrupo (Trevisaret al, 2010). Este
dltimo trabalho demonstrou que a suplementacdo $ert4 pgl) emM. eduliscausa aumento
na atividade da enzima antioxidante GPx, impedearéscimo na atividade TrxR, e nos niveis
de PSH, além de proteger os hemacitos contra demBNA.

Neste trabalho, no entanto, apés mexilhBegpernaserem expostos a 8 [lgtle Se
durante um periodo de 72 horas e deixados por Waisoras em agua do mar nao tratada
(Materias e métodos 4.4), em protocolo idénticetados anteriores (Traet al, 2007; Trevisan
et al, 2010) ndo foram encontradas diferencas sigtifiea nos parametros bioquimicos
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analisados, incluindo a atividade das enzimas GPkx&. Estes resultados podem estar
refletindo as diferencas interespecificas na captapioacumulacdo e efeitos do Se nas

diferentes espécies de mexilhdes pesquisadastece estro estudos.
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7 - CONCLUSOES

7.1- Estudo 1: MexilhBedPerna perna expostos ao cobre

Os resultados deste trabalho evidenciam que:
a) o cobre estabelece uma condicéo pro oxidativa exillmesPerna perna
b) o cobre afeta o0 metabolismo da glutationa, redauzadtividade de enzimas

antioxidantes em branquias e causando dano ao [@N#®&mhocitos de mexilhd&erna
perna

c) A diminuicdo da atividade da TrxR nas branquiasarosiais expostos ao cobre se
constitui em um importante achado.

d) Este estudo contribui para o melhor entendimergaldéesas antioxidantes do mexilhéo
Perna pernae destacam a sua importancia na area da toxieckagiatica.

7.2 -Estudo 2: Mexilh6esPerna perna expostos ao selénio

Este estudo demonstrou que exposicdo a 8 geylSe por 72 horas:

a) nao causa alteracdo em uma série de enzimas daibegs no mexilha®erna perna

incluindo as enzimas GPx e TrxR.

b) Os resultados encontrados demonstram que h& difereinterespecificas quanto ao
efeito do Se sobre o metabolismo oxidativo entrpéeises de clima temperado e

subtropical.
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7 - PERSPECTIVAS

1. Quantificar os niveis de Cu e/ou Se contidos na @&gletada e nos tecidos extraidos
dos animais de ambos os experimentos a fim de methrapreender os resultados

obtidos neste trabalho.

2. Testar novas concentragdes de selénio em mexilhéewm pernaa fim de melhor

entender as modulag¢des das enzimas antioxidargesideertebrado.

3. Estudar o efeito da exposicdo aguda ao cobre eisetéverificar se este ultimo

possui efeito protetor contra danos oxidativos eswilindesPerna perna

4. Estudar possiveis vias de sinalizacao celular regp@is por respostas adaptativas ao

insulto causado por metais.
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