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RESUMO

O sistema antioxidante ¢ um importante mecanismo de defesa, o qual visa a manutencdo da
homeostase celular. Este trabalho teve como objetivo melhor caracterizar a modulagido de
parametros relacionados ao sistema antioxidante e de biotransforma¢do de xenobiodtiocs de
fase II. Branquias e glandula digestiva foram estudadas em ostras do pacifico Crassostea
gigas, expostas via agua do mar por até 24 hrs ao composto eletrofilico sintético 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB), conhecido por sua capacidade de promover distirbios no sistema
antioxidante. Um experimento adicional foi realizado utilizando N-etilmaleimida (NEM)
visando comparar o padrdo de alteracdo dos niveis de GSH na branquia com a glandula
digestiva causados por estes compostos. O efeito do CDNB foi evidenciado apenas nas
branquias: (i) foi verificada uma rdpida e intensa diminui¢cdo dos niveis de GSH apds 4 h
(~60%), 10 h (~79%) e 24 h (~87%). (ii) Além disso, foi observado, neste mesmo tecido, uma
diminuigdo progressiva da atividade das enzimas antioxidantes GR e TrxR, com uma inibicao
de 50-60% apos 24 h; e (iii)) um rdpido aumento (75%) na atividade da enzima de
biotransformac¢ado glutationa S-transferase (GST) ao final do tratamento. A enzima, y-glutamil
transpeptidase, ¢ os niveis de peroxidagdo lipidica (TBARS) néo apresentaram alteragdes. E
evidente o efeito deletério do CDNB sobre as defesas antioxidantes destes animais, o qual
também pode ser evidenciado pela indu¢do de mortalidade (33%) apds uma exposicao
continua por 96 h. Ja no caso da NEM, nas branquias foi observada uma diminuic¢do de cerca
de 70% nos niveis de GSH, chegando a 80% na maior concentragao utilizada. Um segundo
delineamento experimental foi utilizado para investigar se o consumo de GSH na glandula
digestiva poderia ocorrer na auséncia da branquia como uma primeira barreira de absor¢ao
destes compostos. Para isto, NEM foi injetada no musculo adutor e os niveis de GSH foram
analisados. Na branquia houve uma diminui¢do de ~ 52%, chegando em ~ 98% na maior
concentracao utilizada, além disso, foi verificada também a diminui¢ao nos niveis de GSH-t
na glandula digestiva nos grupos de maior concentracdo, aproximadamente 33% e 90%. Em
conjunto, os dados indicam para um evidente papel da branquia na protecdo destes animais
contra agentes eletrofilicos e que este tecido impde uma barreira inicial de metabolizagao
através de um sistema dependente de GSH. Esta barreira aparentemente protege outros 6rgaos
contra o ataque de substancias eletrofilicas com potencial pro-oxidante e toxico.

Palavras-chave: CDNB, antioxidantes, glutationa, bivalves, ostras, Crassostrea gigas,
branquias, glandula digestiva
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ABSTRACT

The antioxidant system is an important defense mechanism, which aims to maintain the
cellular redox homeostasis. The aim of this study was to characterize the modulation
parameters related to the antioxidant system and phase II biotransformation of xenobiotics.
Gills and digestive gland were studied in pacific oysters C. gigas, exposed via sea water up to
24 hours to synthetic eletrophilic compound 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), known for
been capable of causing disturbances on the antioxidant system. An additional experiment
was performed using N-etilmalemide (NEM) to compare the pattern of GSH response to these
two electrophilic compounds. The CDNB effect was seen only in the gills: (i) a rapid and
marked decrease in GSH levels after 4 hours (~ 60%) was observed, 10h (~ 79%) and 24
hours (~ 87%). (i1) Furthermore, it was also observed in the same tissue: progressive decrease
in the activity of the enzymes glutathione reductase (GR) and thioredoxin reductase (TrxR)
with a 50-60% inhibition after 24 hours; (iii) rapid response of biotransformation enzyme
glutathione S-transferase (GST), with a 75% increase in its activity at the end of treatment.
The enzyme related to the metabolism of GSH, y-glutamyl transpeptidase, and the levels of
lipid peroxidation (TBARS) showed no significant changes during the treatment period for
both tissues. It is clear the harmful effect of CDNB on the antioxidant capacity of these
animals, which can also be evidenced by the induction of mortality (33%) after continuous
exposure for 96 h. In the case of NEM, in the gills was observed a decrease of about 70%,
reaching 80% in the higher concentration. A second experiment was used to investigate if the
use of GSH in the digestive gland could occur in the absence of the gills as a first barrier for
the absorption of these compounds. Therefore, NEM was injected into the adductor muscle
and GSH levels were analyzed. In gills there was a decreased ~ 52%, reaching a maximum
decrease (~ 98%) in the higher concentration, in addition was also noticed the decrease in
GSH levels in the digestive gland in groups of higher concentration, about 33% and 90%,,.
Together, the data indicate a clear role for the gills in the protection of these animals against
electrophilic agents, imposing an initial barrier metabolism, apparently protecting other
organs of a larger import of substances with pro-oxidant and toxic potencial.

Key-words: CDNB, antioxidants, gluthatione, bivalves, oysters, Crassostrea gigas,

gills, digestive gland
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1. INTRODUCAO

1.1 Desenvolvimento econdmico e o custo ambiental.

O desenvolvimento econOmico atual, de raizes mais expressivas na Revolugdo
Industrial, significou um intenso e extenso processo de industrializacdo e urbanizagdo,
levando ao crescimento econdmico e populacional atrelado a inimeros e grandes desafios,
principalmente do ponto de vista da sustentabilidade ambiental (FREITAS; PORTO, 2006).
Isto porque concomitante ao desenvolvimento econdmico encontra-se a contaminac¢ao
ambiental: presenca no ambiente (dgua, ar ou solo) de qualquer agente (fisico, quimico ou
bioldgico) em quantidade suficiente para desequilibrar as propriedades do meio e que possam
ser nocivos para a saude, seguran¢a ou bem-estar do ser humano ou biota local, sendo assim
prejudiciais a sua preservagao. Estes disturbios também podem ocorrer naturalmente, no caso
de catéastrofes naturais como secas e queimadas, mas recentemente encontram-se intimamente
atrelados a agdo antrépica (SHAHIDUL ISLAM; TANAKA, 2004).

O ambiente aquatico possui uma complexa rede de relagdes e interagdes entre
diversos reinos, detendo um papel fundamental na manutencao de varios outros ecossistemas
e também em inumeras atividades econdmicas brasileiras (SARMENTO; DURAO;
DUARTE, 2005). Entretanto, este ambiente ¢ potencialmente vulneravel a poluigdo, uma vez
que quase todos os tipos de produtos quimicos utilizados em atividades antropogénicas podem
atingir diretamente ou indiretamente os corpos d'dgua (GIRON-PEREZ et al., 2013).

A presenca de contaminantes no ambiente aqudtico tem sido denotada em varios
estudos ao redor do mundo, incluindo a contaminagdo de &4guas subterraneas por
contaminantes organicos sintéticos (POSTIGO; BARCELO, 2014). No Brasil, a
contaminacao de ambientes aquaticos também ja ¢ amplamente discutida, como por exemplo,
a contamina¢do na Marina da Gloria, (praia do Flamengo — RJ), provavelmente decorrente de
contribuicdo do esgoto doméstico e do lancamento de diesel e dleo combustivel (TROVAO;
CARREIRA, 2009). Contaminacdo por derramamento de combustiveis ja causou uma
reducdo da riqueza e na populagdo de invertebrados (COUCEIRO et al., 2006), podendo
também levar a redu¢do do pH e consequentemente aumentar a solubilidade de metais na
agua, sendo a maioria destes potencialmente toxicos para a biota aquatica (JIMENEZ et al.,
2004; KIM et al., 2014).

Estes sdo alguns exemplos de substancias toxicas as quais os animais aquaticos estao

potencialmente em contato, oriundas das mais diversas fontes. Estas substincias sao



denominadas xenobioticos: substancias exdgenas aos seres vivos que nao sdo naturalmente
produzidas ou esperadas de estarem presentes em um determinado organismo (BIECZYNSKI
et al., 2014). Os efeitos adversos oriundos da acdo de xenobidticos em organismos aquaticos
incluem letalidade, distirbios no crescimento, fertilidade, comportamento, além de alteragdes
a nivels celulares e moleculares como inibi¢des enzimaticas, perturbacdo da homeostase
celular, da integridade de membranas, danos a macromoléculas, entre outros (FENT, 2004).
Estes e outros efeitos denotam o quanto a agdo humana pode ser danosa ao meio ambiente,
demonstrando a importancia de se monitorar, avaliar os efeitos e buscar medidas visando a
manutengdo ¢ o bem-estar desses ambientes e de sua biota.
1.2 Moluscos bivalves como organismos modelo para estudos ecotoxicolégicos e sua
importancia para Santa Catarina.

O estado de Santa Catarina ¢ o maior produtor nacional de moluscos bivalves (mais de
90%), sendo as principais areas de cultivo localizadas nos municipios de Palhoga,
Florian6polis, Biguacu, Governador Celso Ramos, Bombinhas, Sdo Francisco do Sul,
Balneario Camborit, Balneario Barra do Sul, Penha, Itapema, Porto Belo e Sdo José.
Aproximadamente 90% da producdo de ostras ¢ origindria da Baia Norte e Sul (Floriandpolis,
Palhoga, S3o José, Biguacu e Governador Celso Ramos), com destaque para a regido do
Ribeirdo da Ilha, onde se concentra a maior producao de ostras (EPAGRI, 2014). Dentre as
espécies produzidas no mundo, a ostra Crassostrea gigas (Fig. 1) se destaca por possuir um
crescimento rapido e tolerdncia ampla as condi¢cdes ambientais, tornando-se a espécie

preferencial para o cultivo de ostras em muitas regides do mundo (FAO, 2014).

Figura 1. Espécime de ostra Crassostrea gigas.

Fonte: FAO (2015).



O municipio de Florian6polis ndo possui rede coletora de esgoto em todos os seus
distritos (IBGE, 2000,2008), podendo ocorrer a emissao de efluentes domésticos diretamente
para o mar em algumas regides do municipio. Por exemplo, o polo de maricultura Ribeirdo da
Ilha, j& apresentou este tipo de problema em 2014 com uma ocasido de balneabilidade
“imprépria” de acordo com analises de qualidade da 4gua por oOrgdos governamentais
(FATMA, 2014). Esta problematica ambiental ndo ¢ restrita apenas ao municipio de
Florianopolis, com a qualidade da dgua podendo causar efeitos adversos em bivalves
marinhos, ndo apenas em 4areas de cultivo, mas também em ambientes naturais. Neste
contexto, moluscos bivalves sdo animais amplamente utilizados como modelos de estudo em
laboratorio e em campo. Entre as caracteristicas favoraveis desses organismos estao: a) sésseis
(maioria), diminuindo problemas como fugas dos animais, b) alta capacidade de
bioacumulagdo, proporcionando uma relativa maior estabilidade da concentragdo de
exposicao aos contaminantes, ¢) bastante resistentes e d) de facil manutengdo em laboratorio
(RITTSCHOF; MCCLELLAN-GREEN, 2005).

1.3 Biomarcadores de estresse
1.3.1 Espécies reativas de oxigénio

Diferentes parametros bioldgicos podem estar alterados como consequéncia da
interagdio entre substincias xenobidticas e o organismo (GIRON-PEREZ et al., 2013). Muitas
vezes, essas alteragoes sdo utilizadas como biomarcadores de contaminagao ambiental, uma
vez que muitas delas sdo mensurdveis e podem caracterizar os efeitos de contaminantes
ambientais nos organismos. Neste contexto, um biomarcador pode ser definido como qualquer
resposta biologica a estas substancias no individuo ou parte dele, a qual demonstre uma
alteragdo do estado normal do organismo, integrando sistemas bioldgicos operacionais e
indicando processos de contaminac¢do ou intoxicacdo que possam ser medidos no organismo.
Através desses biomarcadores espera-se predizer ou demonstrar a incidéncia de um
acontecimento ou doenga (WHO, 2001). Por exemplo, existem os biomarcadores
bioquimicos, considerados como sistemas de alerta, que indicam possiveis eventos de
contaminacdo ambiental antes de efeitos nocivos mais severos aos organismos e,
consequentemente, aos ecossistemas (MCCARTHY; SHUGART, 1990).

Biomarcadores relacionados ao sistema antioxidante e estresse oxidativo sdo
amplamente utilizados em monitoramentos ambientais dos ecossistemas marinhos e de agua
doce (LUSHCHAK, 2011), sendo um antioxidante definido como qualquer substancia que,
uma vez presente em menores concentragdes que o substrato oxidavel, atue de maneira a

atrasar ou inibir a oxidagdo deste de maneira eficaz (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). O



estresse oxidativo pode ser definido como o desequilibrio em favor dos oxidantes entre a
geracao de compostos oxidantes e a atuagao dos sistemas de defesa antioxidante (revisado por
LUSHCHAK, 2011).

Entre esses compostos oxidantes, merecem destaque as espécies reativas de oxigénio
(ERO), espécies quimicas presentes na maioria dos sistemas bioldgicos, oriundas do
metabolismo energético dependente do oxigénio. A agdo das ERO pode levar a processos de
danos celulares, como a oxidag¢do de proteinas e acidos nucleicos, além de peroxidagdo de
lipidios (Fig. 2), os quais podem causar transtornos em membranas celulares, vias metabolicas
e no material genético, afetando o funcionamento celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).

Figura 2. Compostos intermediarios de destaque gerados durante o metabolismo do oxigénio na
mitocondria e através da exposicio a xenobioticos. Se as ERO geradas ndo forem -eficientemente
metabolizadas, podem levar a subsequentes danos oxidativos, como a oxidagdo de proteinas, oxidagdo de acidos
nucleicos, e lipoperoxidagdo. Anion superéxido — O,7; peroxido de hidrogénio — H,0,; radical hidroxila — OH-.
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Alguns poluentes, como metais e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, sdo
compostos capazes de induzir estresse oxidativo em bivalves, podendo ter efeitos subletais e
alterar a satide desses organismos (GIRON-PEREZ et al.,, 2013). Desta forma, torna-se

importante a atuacdo de um sistema capaz de combater os efeitos desse estresse celular.

1.3.2 Sistema antioxidante

O sistema antioxidante existe nos animais para inibir e/ou reduzir os danos causados
pela acao deletéria de compostos oxidantes do meio. Tais agdes podem ser alcangadas por
meio de diferentes mecanismos de agdo: impedindo a formagdo de ERO, neutralizando o
excesso de ERO formadas ou ainda, favorecendo o reparo e a reconstitui¢do das estruturas
biolodgicas lesadas (BARBOSA et al., 2010; LUSHCHAK, 2011). O sistema antioxidante ¢
composto por uma sé€rie de proteinas, enzimas e substancias capazes de agir em conjunto para
neutralizar as ERO, reduzindo-as a compostos de menor reatividade (LUSHCHAK, 2011).
Usualmente ¢ dividido em (i) enzimatico, onde ocorre a acdo de enzimas por meio de
mecanismos de prevengdo, impedindo e/ou controlando a formagdo de ERO a fim de evitar
sua propagag¢ao e o acumulo de danos oxidativos; e (i1) ndo-enzimatico, sendo constituido por
uma grande variedade de substancias que podem ter origem enddgena ou dietética, com
capacidade de neutralizar ERO (CLARKSON; THOMPSON, 2000). Exemplos de ambas as
classes de antioxidantes serdo discutidos a seguir.

A superdxido dismutase (SOD) ¢ uma metaloenzima que age protegendo os alvos do
ataque do anion superdxido (O;7), gerado, principalmente a nivel mitocondrial. 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).
Ambas isoformas de SOD agem transformando o anion superoxido em peroxido de
hidrogénio (H,O,. O H,O, gerado ¢ entdo metabolizado pela enzima catalase (Cat), uma
hemoproteina, responsavel pela dismutagdo do H,O,, a qual possui a capacidade de
transformd-lo em 4gua e oxigénio, sendo encontrada principalmente nos peroxissomos
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A glutationa (GSH, um ti6l ndo proteico) ¢ um antioxidante ndo-enzimatico,
tripeptideo composto por yamma-glutamil-cisteinil-glicina. Possui papel central na
biotransforma¢do e eliminacdo de xenobidticos e na defesa das células contra o estresse
oxidativo, atuando contra a formag¢ao de radicais livres, na homeostase tiolica, na manutengao
do balanco redox da célula e na defesa contra agentes eletrofilicos. Sua capacidade

antioxidante estd relacionada ao grupamento tiol (SH) reativo de sua cisteina, também



encontrado em proteinas, os tiois proteicos (PSH) ou em tiois de baixo peso molecular, como
a cisteina e a propria GSH (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007, HUBER; ALMEIDA; DE
FATIMA, 2008).

A glutationa peroxidase (GPx) atua na detoxificacdo de peroxidos organicos e de
hidrogénio, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como doadora de elétrons para a redugdo
do H,0O,a 4gua. Porém, neste processo a GSH ¢ oxidada, gerando o dissulfeto da glutationa ou
glutationa oxidada (GSSG). Como o ambiente intracelular ¢ fisiologicamente redutor, a razao
entre glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG), ¢ mantida em niveis elevados através da
constante redu¢do da GSSG feita pela enzima glutationa redutase (GR) (utilizando elétrons do

NADPH) (Figura 3) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Figura 3. Mecanismo simplificado de acido da glutationa peroxidase, utilizando GSH como doador de
elétrons na detoxificaciio de H,0,. Glutationa peroxidase — GPx; glutationa — GSH; glutationa oxidada — GSSG;

glutationa redutase — GR; peroxido de hidrogénio — H,O,
2 GSH \ / NADP*

H,0 GSSG NADPH

H,0,

GPx GR

Fonte: CHAMPE; HARVEY (1997); HALLIWELL; GUTTERIDGE (2007).

Além da constante reducdo de GSSG a GSH via GR, a GSH também pode ser
sintetizada para suprir as necessidades celulares. A biossintese de GSH ocorre em duas etapas
dependentes de ATP. Na primeira reacdo ¢ formada uma ligacdo peptidica entre os
aminoacidos glutamato e cisteina, catalisada pela enzima y-glutamilcisteina ligase, levando a
formacdo de y-glutamilcisteina. Este dipeptideo ¢ entdo ligado a glicina pela acdo da
glutationa sintetase (Fig. 4) (HUBER et al., 2008).

Ainda com relagdo ao metabolismo da GSH, a enzima y-glutamil transpeptidase
(GGT) fica ligada na monocamada externa da membrana celular e faz a remocao dos
grupamentos y-glutamil da GSH do meio extracelular, gerando o dipeptideo cisteina-glicina
para posterior metabolizacdo e reabsor¢do. A sintese intracelular de GSH depende de um

constante fluxo de seus aminoacidos precursores. Desta forma, estas etapas sao fundamentais



para permitir a disponibilizacdo de cisteina, aminoacido limitante para a sintese de GSH assim

como de proteinas com grupamentos tidlicos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Figura 4. Biossintese de glutationa (GSH). E um tiol formado pelos residuos de y-glutamil, cisteina e glicina,
tendo sua formagdo dividida em duas etapas dependentes de ATP: a primeira formando a -
glutamilcisteinilglicina e a segunda gerando GSH.
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Fonte: HALLIWELL; GUTTERIDGE (2007).

A peroxiredoxina (Prx) também reduz o perdxido de hidrogénio em 4agua. Ela o faz
utilizando elétrons da tioredoxina (Trx), em um processo que ocorre através da atuagdo do
chamado sistema peroxiredoxina/tioredoxina (Prx/Trx). A Prx reduz o H,O, a agua, tornando-
se oxidada neste processo e utilizando os elétrons da Trx para retornar a seu estado reduzido.
A Trx, recém-oxidada por regenerar a Prx, ¢ reduzida para sua forma original pela enzima Trx
redutase (TrxR), consumindo NADPH e garantindo o constante fluxo de elétrons para o ciclo

catalitico do complexo Prx/Trx (Fig. 5) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).



Figura 5. Mecanismo simplificado do complexo peroxiredoxina/tioredoxina (Prx/Trx). A Prx reduz H,0, a
agua e utiliza Trx (SH) para se regenerar. A Trx ¢ constantemente reciclada com auxilio da TrxR e NADPH.
Peroxiredoxina reduzida — Prx (SH); peroxiredoxina oxidada — Prx (S-S); tioredoxina reduzida — Trx (SH);
tioredoxina oxidada — Trx (S-S); tioredoxina redutase — TrxR; peroxido de hidrogénio — H>O,.

2Prx (SH) + H,0, mmmmmmp 2 Prx (S-S) + 2 H,0
Trx (SH) NADPH
TrxR
Trx (S-S) NADP+

Fonte: CHAMPE; HARVEY (1997); HALLIWELL; GUTTERIDGE (2007).

1.4 Metabolismo de xenobiéticos.

Os xenobidticos podem interagir de maneira deletéria ao organismo, sendo muito
importante a sua eliminacdo. Este processo ¢ bem conhecido em mamiferos, porém
comparativamente pouco estudado em bivalves. Pode ser classificado em trés fases distintas,
porém estritamente relacionadas: fase I, II e excre¢do. Nas fases I e II, geralmente se observa
a transformag¢do do xenobidtico em um metabolito com maior peso molecular e solubilidade
em agua, além de menor toxicidade. Por fim, estes metabdlitos sdo transportados para o
exterior da célula e entdo excretados. Também pode haver excre¢ao diretamente apds a
absorcao do composto (sem ocorrer a fase [ e II de biotransformagao), assim como logo apds
a metabolizacdo via fase I (Fig. 6) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; HUBER et. al,
2008).



Figura 6. Fases do metabolismo de xenobidticos.
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Fonte: HUBER et. al (2008).

A maioria dos processos da fase I ¢ mediada principalmente pelas enzimas citocromo
P450, que sdo responsaveis pela ativagdo (insercao de grupos funcionais) dos xenobidticos via
oxida¢do. As enzimas da fase Il catalisam a conjugacdo dos xenobiodticos (ou de seus
metabolitos oriundos da fase I) com substratos enddgenos (como a GSH) tornando-os mais
hidrossoluveis e passiveis de excrecdo (HAMILTON et al., 2003; BARBOSA et al., 2010). A
formagdo de conjugados com a GSH ¢ a principal reagdo observada para muitos xenobidticos

durante a fase II (Fig.7) (SHEEHAN et al., 2001).

Figura 7. Mecanismo simplificado da conjugacio da glutationa com um composto eletrofilico(C.E.)
endogeno ou exégeno através da glutationa-S-transferase. Glutationa — GSH; glutationa-S-transferase —
GST.
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Fonte: HALLIWELL; GUTTERIDGE (2007).

A fase II do metabolismo de xenobidticos ¢ um importante passo para a eliminagdo
destes metabdlitos, tais como substancias eletrofilicas. Compostos eletrofilicos sao
substancias capazes de aceitar pares de elétrons formando ligagdes covalentes. Desde modo,
estas substancias sdo reativas e podem formar adutos com biomoléculas, como DNA e
proteinas. Apds conjugacdo, via sistema da glutationa-S-transferase (GST) por exemplo, os

compostos eletrofilicos podem ser exportados da célula, envolvendo a participacdo de
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transportadores, como no caso dos transportadores dos conjugados de GSH-xenobioticos (Fig.

7 e 8) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; HUBER et. al, 2008).

A atuacdo de varias isoenzimas da GST ocorrem em paralelo a de eliminagdo dos
conjugados de glutationa para fora da célula e posterior metabolizacdo pela via do éacido
mercaptirico. Uma vez formados, os conjugados GSH-xenobidticos sdo reconhecidos por
transportadores especificos e conduzidos para o meio extracelular (Fig. 7 ¢ 8) (SHEEHAN et
al., 2001). Em seguida, estes conjugados sao metabolizados pela acdo das enzimas GGT e
dipeptidases presentes na monocamada externa da membrana celular (Fig. 8) (HAMILTON et

al., 2003; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007), conforme descrito a seguir.

Figura 8. Mecanismo de detoxificacio de xenobidticos via acidos mercaptiricos. Glutationa — GSH; vy-
glutamil transpeptidase — GGT; Glutamato — Glu; Glicina — Gly; Cisteina — Cys; NAC — dcido mercapturico.
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Fonte: Adaptado de HUBER et. al (2008).

A primeira etapa de eliminagdo dos conjugados da glutationa envolve a remocao de
um residuo de glutamato (y-glutamil) pela GGT (Fig. 8), posteriormente ocorrendo a
clivagem de um residuo de glicina por dipeptidases, restando apenas o residuo da cisteina
ligada ao xenobidtico. O glutamato e a glicina livres podem ser reabsorvidos e reutilizados
pela célula. O conjugado de cisteina ¢ entdo recaptado pela célula, onde o grupo amino do
residuo de cisteina ¢ acetilado pela acdo de N-acetiltransferases intracelulares, gerando o

correspondente adcido mercaptirico para excrecdo (HAMILTON et al., 2003). Este processo
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ndo corre necessariamente no mesmo tecido ou orgdo, podendo envolver a integracdo de
diferentes tipos celulares (HINCHMAN; BALLATORI, 1994).

E importante relembrar que a GSH ¢ o segundo metabélito livre mais abundante na
célula, atras apenas do glutamato (BENNET; KIMBALL; GAO, 2009). Desta forma, ¢
evidente que mecanismos de detoxificagdo via glutationa possam representar uma adaptagao
biologica fundamental (VAN BLADEREN, 2000).

1.5 Compostos sintéticos como modelos de estudos de estresse oxidativo e sistema
antioxidante

Os efluentes podem possuir uma vasta variedade de poluentes, metais pesados e outros
produtos quimicos/organicos (MARTINEZ-ALVAREZ; MORALES; SANZ, 2005;
POSTIGO; BARCELO, 2014), a maioria com potencial oxidante, tornando as células dos
animais expostos suscetiveis a danos por ERO (WINSTON; GIULIO, 1991). Por outro lado, a
adaptacdo pode ser alcancada caso as defesas antioxidantes sejam eficientes para
contrabalancar os distirbios provocados (FENT, 2004). Sendo assim, apesar de enfrentar uma
condi¢do adversa, o animal pode sobreviver a uma exposicao a poluentes ambientais e tornar-
se mais ou menos sensivel a posteriores estresses, baseado na sua resposta celular. Além
disso, os organismos podem acumular contaminantes ambientais e subsequentemente
contaminar outros organismos em niveis troficos superiores (HONG et al., 2014).

O composto eletrofilico sintético 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB, um derivado do
benzeno), ¢ utilizado como modelo em varias investigagdes bioquimicas envolvendo a
biotransformagao de fase II, estresse oxidativo e o sistema antioxidante com os mais diversos
alvos como bactérias, nematodos, camundongos e peixes (CATTERALL; KING;
JOANNIDES, 2002; SHARMA; SULTANA, 2004; BIECZYNSKI et al., 2014; TIWARI et
al., 2014). Isto porque o CDNB pode causar inibicdo em enzimas antioxidantes, depletar os
niveis tidis celulares e formar conjugados de GSH (NORDBERG; ARNER, 2001; TIWARI et
al., 2014, TREVISAN et. al, 2012). O CDNB entra nas células e ¢ rapidamente conjugado
com GSH pela enzima GST (Fig. 8), formando o conjugado 2,4-dinitrofenil-S-glutationa
(DNP-SG). Este composto ¢ posteriormente metabolizado pela via do acido mercapturico e
excretado do organismo (RUDNEVA; KUZMINOVA; SKURATOVSKAYA, 2010).

Um outro composto também utilizado como modelo para compreender o sistema
antioxidante ¢ a N-etilmalemida (NEM). Este alquilante reage com os grupos tidis celulares,
como a GSH, causando sua deplecdao e podendo levar ao estresse oxidativo (GIBON et al.,
2010). Desta forma, ela pode ser utilizada para investigar o papel da GSH em eventos

celulares.
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Neste contexto, compreender o funcionamento do sistema antioxidante em diferentes
organismos ¢ fundamental para garantir uma melhor base cientifica para estudos
ecotoxicologicos. Isso pode ser obtido através de estudos em laboratdrio com estes compostos
sintéticos, a fim de melhor caracterizar padrdes de modulagdo e resposta deste sistema nos

organismos de interesse.
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2. JUSTIFICATIVA

O cultivo de bivalves faz parte de um importante setor da economia tanto do estado de
Santa Catarina como para o municipio de Floriandpolis, porém as condigdes ambientais nas
quais esta criacdo ¢ feita podem ser afetadas por diversos fatores, entre eles a contaminacao
da 4gua. O sistema antioxidante desempenha um papel vital na modulacdo do metabolismo
das ERO e na suscetibilidade dos organismos a eventos de estresse oxidativo (REGOLI et al.,
2004), sendo que as modificacdes induzidas por ERO sdo a abordagem mais comum para
avaliar este cendrio (LUSHCHAK, 2011). Neste contexto, as variacdes nos niveis de
antioxidantes e nos danos oxidativos tém sido utilizados como biomarcadores de
contaminacdo aquatica em diversos organismos (GIRON-PEREZ et al., 2013).

A vantagem desse tipo de analise pode ser explicada quando comparada com estudos
macroecologicos (populagdes, comunidades): neste caso, avaliar o nivel de risco de inimeros
poluentes e seus derivados ¢ complexo para se conduzir, uma vez que os efeitos tendem a se
manifestar apos exposicoes cronicas, além de estarem sujeitos a interferéncias por inimeros
fatores externos, dificultando sua detec¢ao. Logo, elucidar os mecanismos iniciais (em niveis
moleculares e/ou celulares) de resposta rapida, como as defesas antioxidantes e eventos de
biotransformag¢do, pode garantir uma compreensdo mais rapida sobre a relacdo dos danos
causados pelos xenobioticos (MOORE et al., 2004).

Inimeros estudos ja foram desenvolvidos com mamiferos para melhor compreender o
funcionamento, regulacdo e importancia do sistema antioxidante, porém com bivalves o
esforgo realizado nessa 4rea ¢ muito menor. E conhecido que as defesas antioxidantes podem
atuar de maneiras distintas nos diferentes grupos animais, o6rgaos e tecidos (CLARKSON;
THOMPSON, 2000; SHAHIDUL ISLAM; TANAKA, 2004; GIRON-PEREZ et al., 2013).

Trabalhos do nosso grupo com ostras C. gigas e mexilhdes Perna perna demonstraram
que exposicado a CDNB 10uM por 18 horas levou a diminui¢do dos niveis de GSH e PSH,
além de inibir algumas enzimas antioxidantes na branquia dos animais (TREVISAN et al.,
2012, 2014). Além disso, também foi detectada a possivel excre¢ao de metabolitos derivados
de CDNB na dgua do mar pelos organismos (TREVISAN et al., 2012).

Dessa forma, no presente trabalho, visamos utilizar o CDNB para elucidar as respostas
antioxidantes decorrentes do estresse oxidativo causado pela presenca deste composto, assim
como possiveis eventos de biotransformagdo, visando compreender qual a contribuicdo de

diferentes tecidos nestas respostas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal
Caracterizar o padrdo de respostas antioxidantes e de biotransformacdo na branquia e

glandula digestiva de ostras C. gigas expostas ao agente eletrofilico CDNB.

3.2 Objetivos especificos
e Avaliar os seguintes biomarcadores de estresse oxidativo:
a) Consumo de GSH durante a exposi¢ao e metabolizacdo de CDNB.
b) Efeito do CDNB sobre as atividades enzimaticas da GR, TrxR, GGT e GST.
e Investigar se o distirbio do sistema antioxidante leva a danos oxidativos e se pode
estar associado a mortalidade causada pelo CDNB.
e Analisar o sistema de biotransformacao de fase II através da analise dos niveis de

GSH e atividade da enzima glutationa S-transferase durante exposi¢cdo a CDNB.

e Comparar a resposta de consumo de GSH na branquia e da glandula digestiva apos

exposicao a CDNB e NEM.
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4. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratorio de Defesas Celulares — LABDEF, no Centro de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Santa Catarina. Os compostos quimicos
foram adquiridos da Sigma—Aldrich (Brasil) ou de marcas nacionais com qualidade para
analise laboratorial.

4.1 Animais

Ostras C. gigas adultas (110 animais utilizados no total), com tamanho entre 7 ¢ 12 cm
de comprimento ¢ de ambos os sexos, foram obtidas da Fazenda Marinha Atlantico Sul,
localizada na Costeira do Ribeirdo da Ilha - Floriandpolis/SC. Antes dos experimentos, 0s
animais foram aclimatados por no minimo 7 dias em aquarios de plastico com 1 litro de agua
do mar por animal. A 4gua foi filtrada e esterilizada com radiagdo ultravioleta e mantida com
salinidade entre 32 e 35%o. Além disso, 0 ambiente contava com um ciclo de luz 12/12 horas
claro/escuro, e temperatura variando entre 18-20°. Os animais foram alimentados somente
durante o periodo de aclimatacdo com racdo a base de fitoplancton comercial da marca
SeraCoraliquid (Alemanha) a cada dois dias e a 4gua dos aquarios trocada também a cada dois
dias.

4.2 Exposicao ao CDNB

Os animais (N = 6/grupo) foram divididos em 4 grupos para a exposi¢cao ao CDNB 10
uM (0 h- controle, 4 h, 10 h e 24 h), totalizando 24 animais. Cada aquario foi preenchido com
1 L de agua do mar por animal, totalizando 6 L de volume final. A concentracio e os tempos
de exposicdo foram baseados em trabalhos anteriores do grupo com este composto
(TREVISAN et al., 2012, 2014). Este experimento foi realizado duas vezes (48 animais no
total), totalizando 12 animais/grupo.

O CDNB foi inicialmente diluido em etanol e em seguida na dgua do mar, atigindo a
concentracao final de etanol de 0,01% (incluindo o grupo controle, 0 h).

4.3 Exposicio a NEM

Os animais foram divididos em 5 grupos de exposi¢do a NEM via dgua do mar (0 uM
- controle, 1 uM, 10 uM, 100 uM e 1000 pM), com 3 animais/grupo, totalizando 15 animais.
Tendo em vista que este composto ¢ permeavel a membrana plasmatica e reage rapidamente
com os grupos tidlicos celulares (GIBON et al., 2010), os animais foram expostos a NEM
apenas por 1 h. Cada aquario foi preenchido com 1 L de agua do mar por animal, totalizando
3 L. A NEM foi preparada diretamente em agua do mar, ndo sendo necessaria a utilizacdo de

outros solventes.
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Em outro experimento, a NEM foi disponibilizada para os os animais por via
sistémica, através da injecdo diretamente no musculo adutor. Os animais foram divididos em
4 grupos (4 animais/grupo, totalizando 16 animais): controle (inje¢do de dgua do mar), NEM
10 pmol, NEM 100 pmol e NEM 300 umol. As doses foram preparadas em 1 ml de agua do
mar filtrada e injetadas no musculo adutor, seguido de exposi¢cdo por 1 hora. Estes valores
equivalem a uma exposi¢ao de NEM 10, 100 e 300 uM via 4gua do mar (utilizando 1 L de
agua do mar por animal e supondo 100% de absor¢ao).

Enquanto a exposi¢cdo de NEM via dgua do mar visa atingir inicialmente a branquia, a
inje¢do intramuscular espera atingir a hemolinfa e consequentemente o resto do organismo
sem a acdo inicial da branquia. Ambos os experimentos foram realizados duas vezes,
totalizando 6 animais/grupo para exposi¢do via dgua do mar (30 animais utilizados) e 8
animais/grupo para exposicao intramuscular (32 animais utilizados).

Para exposicdo a NEM foram avaliados os niveis de glutationa total (GSH-t), descrito
na secao 4.6.1.

4.4 Coleta de tecidos

Ao final dos experimentos com CDNB e NEM a branquia e a glandula digestiva foram
coletadas para analises bioquimicas. Os tecidos coletados para andlise de GSH foram
processados imediatamente apds a coleta, enquanto que as demais amostras foram congeladas
a -20 °C para posteriores analises.

4.5 Preparacio de tecidos para analises bioquimicas
4.5.1 Niveis de glutationa total (GSH-t)

Foram pesados 50 mg de branquia e glandula digestiva em microtubos aos quais foram
adicionados 250 pL de acido perclérico (PCA) 0,5M. Em seguida as amostras foram
homogeneizadas, adicionados mais 250 pL. de PCA 0,5M e centrifugadas a 15.000 x g por 2
min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado (50uL) e adicionado 450uL de tampao fosfato de
potassio (KPi) 0,1M, pH 7,0 contendo EDTA ImM.

4.5.2 Atividade enzimatica da glutationa redutase (GR), tioredoxina redutase (TrxR) e
glutationa-S-transferase (GST)

Foram pesados 50 mg de branquia e glandula digestiva em microtubos aos quais foram
adicionados 200 pL. de HEPES 20mM pH 7, homogeneizados, centrifugados a 20.000 x g por
30 min a 4 °C e guardados os sobrenadantes a -20°C.

4.5.3 Atividade enzimdatica da y-glutamil transpeptidase (GGT)
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Foram pesados 50 mg de branquia e glandula digestiva em microtubos aos quais foram
adicionados 200 uL. de HEPES 20mM pH 7, homogeneizados e centrifugados a 1.000 x g por

5 min a 4 °C e guardado o sobrenadante a -20°C.

4.5.4 Niveis de peroxidagado lipidica (TBARS)

Foram pesados 50 mg de branquia e glandula digestiva em microtubos aos quais foram
adicionados 450uL de TRIS/HCI 100mM pH 7,4, homogeneizados e centrifugados a 1.000 x
g por 10 min e guardado o sobrenadante a -20°C.

4.6 Analises Bioquimicas

Todos os ensaios bioquimicos foram analisados por espectrofotometria usando um
espectrofotometro Cary 50 ® UV /VIS da empresa Varian, conforme descritas a seguir.
4.6.1 Concentragdo de proteinas

A quantidade de proteinas foi medida segundo o método de Bradford (BRADFORD,
1976; ZOR; SELINGER, 1996) utilizando como proteina padrao a albumina de soro bovino.
Uma curva padrao com concentragdes conhecidas de albumina de soro bovino foi feita e a
absorbancia foi medida em 595nm e 450nm, sendo como valor final a ser utilizado a razao
595/450 nm.

4.6.2 Niveis de glutationa total (GSH-t)

Para determinar os niveis de glutationa total (GSH-t) foi empregada uma versao
modificada do método enzimatico de Tietze (AKERBOOM; SIES, 1981). O ensaio foi
realizado em KPi 100 mM contendo 1 mM de EDTA, 0,225 mM de NADPH, 0,1 mM de
DTNB (5,5'-ditiobis- [acido 2-nitrobenzoico]) e GR 0,2 U/ml.

4.6.3 Atividade enzimatica da glutationa redutase (GR)

A atividade da GR foi medida através do consumo de NADPH pela enzima na redugdo
da GSSG, o qual pode ser acompanhado em 340nm (CARLBERG; MANNERVIK, 1985). O
ensaio enzimatico foi feito durante 5 minutos em um meio de reagdo com KPi 100 mM,
EDTA 1mM, pH 7,0 contendo 0,2 mM de NADPH. O substrato iniciador da reagdo foi 1 mM
GSSG. Como o NADPH também pode ser utilizado em outras reagdes inespecificas, uma
leitura sem a presenca do substrato iniciador foi feita para que esta reacdao basal possa ser
descontada.

4.6.4 Atividade enzimatica da glutationa-S-transferase (GST)

A conjugacdo do CDNB com a GSH, catalisada pela enzima GST, produz um

composto que pode ser detectado em 340 nm, sendo a formagdo deste composto proporcional

a atividade enzimatica dessa enzima (HABIG; JAKOBY, 1981). O ensaio enzimdtico foi feito
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durante 5 minutos em um meio de rea¢do contendo KPi 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0 ¢ 1
mM GSH. O substrato iniciador da reagao foi | mM de CDNB. O meio de reagdo, por conter
GSH, reage espontaneamente com substrato iniciador, e por isso foi feita uma leitura sem a
presenca das amostras para descontar essa reacao inicial.

4.6.5 Atividade enzimatica da tioredoxina redutase (TrxR)

A atividade TrxR foi medida através da redu¢ao do DTNB, na presenca de NADPH,
detectada em 412 nm (HOLMGREN; BJORSNSTEDT, 1995). O ensaio enzimatico foi feito
durante 5 minutos com um meio de reagdo contendo 0,1 M de KPi pH 7,0, 10 mM de EDTA,
5 mM de DTNB e 0,2 mg/mL de BSA. O substrato iniciador foi NADPH 10 pM. Uma leitura
sem a presenca do substrato iniciador foi feita para averiguar a atividade basal da reacdo do
DTNB com outros tidis celulares na auséncia de NADPH.

4.6.6 Atividade enzimatica da y-glutamil transpeptidase (GGT)

O substrato y-glutamil-p-nitroanilida ¢ clivado através da atividade da GGT para
formar p-nitroanilina (SILBER; GANDOLFI; BRENDEL, 1986). O ensaio enzimatico foi
feito durante 5 minutos em um meio contendo tampao 38 mM de Tris/glicilglicina e 0,4 mM
de y-glutamil-p-nitroanilida. A taxa de liberacdo de p-nitroanilida foi medida
espectrofotometricamente a 405 nm.

4.6.7 Niveis de produtos finais da peroxidagao lipidica (TBARS)

Os niveis de produtos finais da lipoperoxidacdo (principalmente malondealdeido)
foram medidos através de uma versao modificada do método de TBARS (substancias reativas
ao acido tiobarbitirico) (DRAPER; HADLEY,1990). Foram preparados, em tubos de vidro
proprios para o ensaio, uma solucao contendo 200 pL de SDS 8,1%, 500 uL de tampao acido
acético 1,3 M/HCL, 0,27 M, pH 3,4 e 500 puL de &cido tiobarbiturico (TBA) 0,6%. Foi
adicionado até 300 puL de amostra a esta solucdo e incubada por 30 minutos a 95 °C. A reagdo
produzida pelo malondialdeido (produto final da peroxidagdo lipidica) ¢ o TBA produz um
cromoéforo medido fotometricamente a 532 nm.

4.7 Toxicidade aguda do CDNB 10pM

A fim de averiguar se o CDNB poderia causar mortalidade para ostras C. gigas apos
possiveis disturbios no sistema antioxidante, ostras foram expostas a CDNB 10uM por 24
horas e a taxa de mortalidade foi acompanhada por 72 h apo6s a exposicao, sendo os animais
mantidos apenas em dgua do mar a qual foi trocada a cada 24 h. Neste delineamento, foi
observado se os disturbios iniciais causados em 24 h pelo CDNB no sistema antioxidante

poderiam levar a letalidade mesmo ap6s o término da exposi¢ao ao agente eletrofilico.
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Além disso, um segundo grupo de animais foi exposto de maneira continua (sistema
semi-estatico) a CDNB 10 uM por 96 h a fim de melhor caracterizar a toxicidade deste
composto para ostras C. gigas. A dgua do mar foi trocada a cada 24 h, seguido da adi¢do de
CDNB. Neste delineamento, foi observado se a exposi¢do continua a CDNB por 96 h poderia
causar letalidade devido a distirbios no sistema antioxidante de médio prazo. Em ambos os
experimentos, cada grupo foi composto por 12 animais.

4.8 Analises Estatisticas

Tendo em vista que cada experimento foi realizado mais de uma vez, os dados obtidos
para as analises bioquimicas foram normalizados em relagdo ao respecitvo grupo controle
(100%) para cada experimento. Esses valores relativos foram entdo analisados utilizando o
software Statistica® e GraphPad Prism 5.0. Inicialmente, foi testada a normalidade dos dados
de acordo com o teste de Shapiro-Wilk, e estes foram analisados por ANOVA de uma via
seguida pelo teste post hoc de Duncan ou pelo teste de Kruskal-Walis quando necessario.

As anélises de toxicidade aguda foram realizadas por analise de PROBIT pelo teste de
Mantel-Cox. Diferengas entre os valores absolutos dos grupos controle para cada parametro
bioquimico analisado em cada tecido foram analisadas pelo teste t de Student. As diferengas

entre as médias foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Exposi¢ao ao CDNB

A modulac¢do do sistema antioxidante e de biotransformagao de fase Il foram avaliados
na branquia e glandula digestiva de ostras expostas a CDNB 10 uM por 0, 4, 10 e 24 h. Os
parametros analisados foram os niveis de GSH-t e de peroxidacdo lipidica (TBARS), a
atividade das enzimas GR, TrxR, GST e GGT, além da avaliacdo da toxicidade aguda de
CDNB em um modelo de depuragdo e de exposi¢ao prolongada.
5.1.1 Niveis de GSH-t

Tendo em vista que a GSH ¢ utilizada na metabolizacdo de compostos eletrofilicos
como CDNB, seus niveis (GSH-t, a soma das formas GSH e GSSG) foram avaliados em
ostras C. gigas expostas a este composto por 0, 4, 10 e 24 horas (Fig. 9). Foi observado um
rapido consumo de GSH-t na branquia, de aproximadamente 60 % apds 4 horas, progredindo
ao longo do tempo de exposi¢do (~79% em 10 horas) e chegando a 87% de consumo ao final
de 24 horas. A glandula digestiva ndo apresentou este mesmo padrdo, mantendo valores
semelhantes ao controle ao longo da exposicao.
Figura 9. Niveis de glutationa total em brianquias e glindula digestiva de ostras Crassostrea gigas, expostas
a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 10uM por 24 horas. Resultados expressos em % em relacdo ao controle
e média + erro padrdo médio. A analise estatistica foi realizada através de ANOVA de uma via seguido do post

hoc de Duncan (n = 12). Diferengas estatisticas em relagdo ao respectivo grupo controle sdo apresentadas por
**%* (p <0,001). Valores absolutos do grupo controle (0 h) estdo demonstrados na Tabela 1.
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5.1.2 Atividade das enzimas antioxidantes

Uma vez que o CDNB ¢ conhecido por inibir as enzimas antioxidantes GR e TrxR
(TREVISAN et. Al, 2012, 2014; TIWARI et. Al, 2014), ¢ ser substrato universal da GST
(BIECZYNSKI et al., 2014), estas enzimas foram analisadas na branquia e glandula digestiva
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ao longo do periodo de exposi¢do (Fig. 11). Na branquia, a enzima GR (Fig.10A) foi inibida
aproximadamente 60% ap6s 10 e 24 horas, assim como a TrxR foi inibida aproximadamente
54% a partir de 4 h de exposicao (Fig. 10B). Para a enzima GST, foi observado um aumento
de 75% em sua atividade na branquia ap6s 24 h de exposic¢do (Fig. 10C).

Para a glandula digestiva, apenas uma diminui¢ao de 35% foi observada na atividade
da GST apds 24 h de exposi¢ao (Fig. 10C). Sabendo que os conjugados de glutationa sao
transportados para fora da célula para posterior metabolizagdo da via do acido mercapturico
(Fig. 9), a atividade da GGT também foi analisada nestes dois tecidos em ostras expostas a
CDNB, ja que esta enzima atua na remoc¢ao do residuo de y-glutamil do conjugado DNPSG.
A atividade da GGT (Fig. 10D) permaneceu inalterada tanto na branquia como na glandula
digestiva para todos os tempos de exposi¢do analisados.

Figura 10. Atividades enzimaticas em branquias e glindula digestiva de ostras Crassostrea gigas, expostas
a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 10uM por 24 hrs. Em (A) glutationa redutase (GR), em (B) tioredoxina
redutase (TrxR), em (C) glutationa-S-transferase (GST) e em (D) y-glutamil transpeptidase (GGT). Resultados
expressos em % em relagdo ao controle, média + erro padrdo médio. As andlises estatisticas foram realizadas
através de ANOVA de uma via seguido do post hoc de Duncan (GR na branquia, TrxR em ambos os tecidos,
GST na glandula digestiva) ou pelo teste de Kruskal Walis (demais andlises) (n = 12). Diferencas estatisticas em

relag@o ao respectivo grupo controle sdo apresentadas por * (p < 0,05) e ** (p <0,01) e *** (p <0,001). Valores
absolutos do grupo controle (0 h) estdo demonstrados na Tabela 1.
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5.1.3 Niveis de peroxidagao lipidica (TBARS) e verificag¢do da toxicidade do CDNB 10uM

A toxicidade do CDNB para ostras C. gigas foi investigada através da analise dos
niveis de peroxidacdo lipidica e da taxa de mortalidade durante a exposi¢do. Apesar dos
distarbios causados no sistema antioxidante pelo CDNB, ndo foram observadas altera¢des
significativas nos niveis de lipoperoxidagdo em nenhum dos tecidos ao longo da exposicao
(Fig. 11A). No ensaio de toxicidade aguda (Fig. 11B), ndo foi observada mortalidade nos
controles ou nos animais expostos a CDNB por 24 h seguida de depuragdo por 72 h.
Entretanto, foi observada a indu¢@o da mortalidade na exposicdo continua a CDNB por 96 h:

17% apds 72 h e 33% apds 96 h.

Figura 11. Niveis de peroxidacao lipidica (TBARS) e verificacio da toxicidade do CDNB 10 uM. Em (A)
niveis de TBARS (n = 12) em branquias e glandula digestiva de ostras Crassostrea gigas, expostas a 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 10uM por 24 hrs. Em (B) sobrevivéncia (n = 12) de ostras C. gigas expostas a
CDNB 10uM por 24 horas seguido de depurag@o por 72 h ou expostas a CDNB por 96 horas. Valores absolutos
do grupo controle (0 h) estdo demonstrados na Tabela 1. As andlises estatisticas para os niveis de TBARS foram
realizadas através de ANOVA de uma via seguido do post hoc de Duncan, enquanto as analises de sobrevivéncia
foram realizadas por analise de PROBIT e teste de Mantel-Cox. Diferenga estatisticas entre os grupos na
verificagdo de toxicidade do CDNB esta apresentada por * (p < 0,05).
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5.1.4 Comparagdo entre os niveis de pardametros relacionados ao sistema
antioxidante e de biotransformag¢do em branquia e glandula digestiva

Os valores absolutos dos parametros bioquimicos analisados nas branquias e glandula
digestiva estdo sumarizados na Tabela 1. Os niveis de GSH-t na glandula digestiva foram
maiores do que nas branquias (~ 2 vezes), assim como os valores de GR (~ 3 vezes) e GGT (~
15 vezes). Por outro lado, os valores de TrxR e GST foram maiores nas branquias,
aproximadamente 2 e 1,5 vezes, respectivamente. Apenas os valores de TBARS nao

mostraram diferencas entre os tecidos analisados.
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Tabela 1. Valores absolutos dos pariametros bioquimicos analisados na branquia e glindula digestiva de
ostras Crassostrea gigas do grupo controle (0 horas). Glutationa total — GSH-t; Glutationa redutase — GR;
Tioredoxina redutase — TrxR; Glutationa-S-transferase — GST; y-glutamil transpeptidase — GGT; Substancias
reativas do acido tiobarbitirico - TBARS

GSH-t* GR" TrxR® GST® GGT" TBARS"®
Branquias  044+0,15 5,543, 80+3,0  1200+445  12,7+19 8,5+4,3
Glandula = 20,0, 034 14905266 379%£15 7655 £317 192,04%+706 9.8+19
Digestiva

Valores obtidos na glandula digestiva foram comparados com a branquia através do teste T (n = 12). Diferengas
estatisticas entre os tecidos s@o apresentadas por * (p < 0,05), ** (p <0,01) e *** (p <0,001).

* umol/g peso umido;
® nmol/min/mg de proteina;

¢ umol /mg de proteina

5.2 Exposicao a NEM

Tendo em vista o rapido e intenso consumo de GSH na branquia durante a exposi¢do a
CDNB, um segundo conjunto de experimentos utilizou outro composto eletrofilico (NEM)
para investigar o papel da GSH na branquia de ostras C. gigas. Foram avaliados os niveis de
GSH-t na branquia e glandula digestiva em ostras expostas a NEM via dgua do mar ou
intramuscular (Fig. 12). Este experimento visou estimar a entrada deste composto em ambos
os tecidos.

Conforme o esperado, os resultados da exposi¢ao ambiental (via dgua do mar) (Fig.
12A) foram semelhantes aos encontrados para o CDNB, ocorrendo diminuicdo de GSH-t
apenas na branquia: aproximadamente 70 % para a concentracdo de 100 uM, sendo esta ainda
mais expressiva com aumento da concentragdo de NEM para 1000 uM (~ 80%). Ja na
exposi¢ao via intramuscular (Fig. 12B) houve diminui¢do de maneira dose-dependente nas
branquias j& a partir de 10 pmol (~ 52%), chegando a mdxima diminui¢do em 300 umol (~
98%). Porém, neste tipo de exposi¢do também foi verificada a diminui¢do nos niveis de GSH-
t na glandula digestiva nos grupos de maior concentracdo: 100 umol e 300 pmol,

aproximadamente 33% e 90%, respectivamente.
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Figura 12. Niveis de glutationa total em brianquias e glindula digestiva de ostras Crassostrea gigas,
expostas in vivo a n-etilmalemida (NEM) por 1 hora. Em (A) ostras foram expostas através da adi¢do de
NEM a agua do mar (n= 6) (OuM — controle, 1, 10, 100 e 1000 uM). Em (B) ostras foram expostas através da
injegdo de NEM no musculo adutor (n= 8) (0 umol — controle, injecdo de agua do mar; NEM 10, 100 e 300
pumol). Resultados expressos em % em relagdo ao controle, média + erro padrdo médio. As analises estatisticas
foram realizadas através de ANOVA de uma via seguido do post hoc de Duncan (glandula digestiva na
exposi¢do via dgua do mar) ou pelo teste de Kruskal Walis (demais andlises). Diferencas estatisticas em relacao
ao respectivo grupo controle sdo representadas por ** (p <0,01) e *** (p <0,001).
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6. DISCUSSAO

Apesar de possuirem um papel protetor contra eventos oxidativos, as defesas
antioxidantes podem atuar de maneiras distintas nos diferentes grupos animais, 6rgaos e
tecidos (CLARKSON; THOMPSON, 2000; SHAHIDUL ISLAM; TANAKA, 2004; GIRON-
PEREZ et al., 2013), tendo em vista as inimeras diferencas biologicas existentes entre os
seres vivos.

A fim de melhor caracterizar as respostas antioxidantes de ostras C. gigas decorrentes
do estresse oxidativo que pode ser gerado na presenca de compostos eletrofilicos, assim como
procurar compreender a contribuicdo de diferentes tecidos (branquias e glandula digestiva)
nestas respostas, este trabalho utilizou como modelo o composto eletrofilico sintético CDNB,
conhecido por sua capacidade de promover disturbios no sistema antioxidante em diferentes
organismos (HARLAN et al., 1984; SEYFRIED; WULLNER, 2007; TREVISAN et al., 2012,
2014; TIWARI et al., 2014).

O CDNB causou um rapido e acentuado consumo de GSH-t nas branquias a partir de 4
h de exposicdo, chegando a expressivos 87% de consumo ao fim do experimento. Esse
consumo de GSH ja era esperado, levando-se em consideragdo o seu papel na conjugagdo do
composto através da GST (Fig. 8 e 9), como ja havia sido demonstrado em trabalhos com o
uso de CDNB in vitro, com células de bovinos, células endoteliais humanas (HARLAN et. al,
1984) e hemocitos de ostras C. gigas (MELLO et al., 2015), assim como in vivo com
nematodos (TIWARI et. al, 2014) e bivalves (TREVISAN et al., 2012; TREVISAN et al.,
2014).

A conjugacdo de compostos eletrofilicos com GSH via GST ¢ um dos principais
mecanismos de detoxificagdo desses compostos (SHEEHAN et al., 2001). Derivado da
conjugacao entre CDNB e GSH mediada pela GST, h4 a formacdo do composto DNP-SG,
(BOYLAND; CHASSEAUD, 1969). O consumo de GSH-t ao longo do tempo de exposi¢ao
na branquia corrobora a ideia de absor¢do de CDNB seguido de sua conjugagdo com GSH,
sendo de se esperar que o processo de absor¢do e conjugacao de GSH seja rapido e robusto na
branquia.

O aumento na atividade da GST nas branquias estd de acordo com o consumo de
GSH-t neste tecido. Este padrdo de indug¢dao de GST ¢ uma resposta amplamente detectada em
organismos aquaticos expostos in sifu a contaminantes ambientais, por exemplo: branquias e
glandulas de mexilhdes nativos P. viridis expostos a locais com alta incidéncia de poluigdo

por metais pesados e petréleo na India (JENA; VERLECAR; CHAINY, 2009) e na glandula
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digestiva de mexilhdes Mytella guyanensis em manguezais sob influéncia antroépica em
Florian6polis-SC (TORRES et al., 2002).

Esse aumento na atividade da GST na branquia sugere uma eficiente inducdo da
transcricdo génica da GST nas primeiras horas de exposi¢do. Os niveis de diversas isoformas
de GST ¢ bem documentada em mamiferos em relagdo a exposi¢do a agentes eletrofilicos,
incluindo farmacos (SATOH; MCKERCHER; LIPTON, 2013), compostos naturais de plantas
(HASEGAWA et al., 2010), poluentes atmosféricos (LI et al., 2004) e pesticidas (MEDINA-
DIAZ et al., 2011) assim como em células cancerigenas (IKEDA; NISHI; SAKAI 2004).
Esta resposta esta vinculada a ativagdo do fator de transcri¢do Nrf2 (do inglés Nuclear factor
(erythroid-derived 2)-like 2), o qual pode ser ativado por compostos eletrofilicos e induzir a
transcri¢do de genes relacionados a biotransformagdo de fase II, como a GST (ZHANG;
FORMAN, 2010; NERLAND, 2007).

A indugdo da atividade de GST devido a exposi¢ao ao CDNB ja foi verificada no
figado de peixes (HENSON; STAUFFER; GALLAGHER et al., 2001), assim como sintese
de GSH concomitante com o aumento na atividade da GST em C. gigas expostas a algas
produtoras de ficotoxinas (GARCIA-LAGUNAS; ROMERO-GERALDO; HERNANDEZ-
SAAVEDRA, 2013). Entretanto, o papel da via do Nrf2 ainda ndo foi abordado em bivalves,
impossibilitando uma maior compreensao desse padrao de indugao génica.

No presente trabalho, foram observados na glandula digestiva niveis constantes de
GSH-t e uma menor atividade da GST apdés 24 h. Este dado sugere uma eficiente
metabolizacdo inicial pelas branquias e consequentemente baixa entrada e acimulo de CDNB
na glandula digestiva. Além disso, a menor atividade GST neste tecido apds 24 h de
exposi¢do a CDNB pode ser decorrente a um bloqueio temporario na transcri¢ao de genes de
isoformas de GST neste tecido, o qual necessita ser investigado com maiores detalhes a fim
de melhor compreender a eficiéncia do sistema da GST e GSH neste tecido.

Os conjugados de GSH originados a partir da acdo da GST devem ser transportados
para fora da célula, sendo reconhecidos por transportadores especificos do tipo ABC (do
inglés ATP binding cassette), como o transportador de anions organicos multiespecificos e
transportador de adutos glutationa-dinitrofen6is (DNP-SG ATPase) e conduzidos para o meio
extracelular (SHEEHAN et al., 2001; UBER et. Al, 2008). Conjugagdao de compostos
eletrofilicos com GSH via GST, seguido de seu transporte para posterior metaboliza¢do ou
excre¢do, ja ¢ bem caracterizado em modelos de estudo com mamiferos (STOELTING;

TIEERDEMA, 2000; VAIDYA; GERK, 2007), porém em bivalves ainda é pouco estudado.
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O presente trabalho aponta para evidentes eventos de biotransformacgdo de fase Il em
ostras C. gigas expostas a CDNB. Os dados ainda sdo inconclusivos a respeito do papel da
branquia e da glandula digestiva em eventos de conjuga¢do de eletrofilicos, apesar de apontar
para a branquia como um potencial tecido na detoxificagdo destes compostos.
Interessantemente, a glandula digestiva possui elevados niveis de GSH-t e atividade da GGT
(Tabela 1) quando comparado com a branquia, moléculas chave para a via do acido
mercaptirico, porém nao foi observada uma evidente modulacdo desta via neste tecido.
Estudos complementares do nosso grupo estdo em andamento com este modelo experimental
para investigar o metabolismo de conjugados de glutationa (via do 4cido mercapturico) na
branquia, glandula digestiva e hemolinfa, e sua importancia como sistema de defesa em
bivalves marinhos.

Tendo em vista que o CDNB ¢ capaz de inibir enzimas do sistema antioxidante, estas
foram analisadas como marcadores a fim de inferir a velocidade e intensidade da absorcao de
CDNB pela branquia e glandula digestiva em ostras C. gigas. Foram detectadas inibigdes das
enzimas GR e TrxR entre 4 e 24 h de exposigdo, porém apenas para a branquia. Ja ¢ descrito
que o CDNB e o DNP-SG podem atuar como inibidores da GR (BILZER et. al, 1984),
podendo esta inibigdo ser critica quando levado em consideracdo o importante papel da GR
nos mecanismos de defesas antioxidantes, reforcando a importancia do papel da GST para a
eliminacdo deste composto.

Por exemplo, a inibi¢do da GR utilizando o CDNB j4 havia sido demonstrada em
células endoteliais humanas e de bovinos (HARLAN et al., 1984), onde foi denotado que
neste cendrio o H,0, ¢ capaz de induzir a lise de células endoteliais, uma vez que a acao da
GPx pode ser prejudicada na auséncia de uma eficiente atuagcdo da GR (Fig. 4). Também ¢
reconhecido que o CDNB ¢ capaz de interagir com ambos os residuos de cisteina e
selenocisteina no sitio ativo da TrxR, os quais estdo envolvidos na redugdo da ponte dissulfeto
da Trx dependente de NADPH, (TIWARI et. Al, 2014). A inibicao da TrxR pelo CDNB ja foi
relatada, por exemplo, em mamiferos (SEYFRIED; WULLNER, 2007) e neméatodos
(TIWARI et. Al, 2014).

Provavelmente tanto o CDNB como o seu derivado, o DNP-SG, podem estar causando
a inibicdo observada em ambas enzimas antioxidantes na branquias de C. gigas. Tendo em
vista que estas inibi¢des foram detectadas a partir de 4 — 10 h de exposicdo a CDNB na
branquia, esses dados reforcam o padrdo temporal de consumo de GSH-t por CDNB,
indicando a rapida absor¢do deste composto pelo organismo possivelmente através deste

tecido.
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Apesar do claro disturbio antioxidante causado pelo CDNB, com consumo de GSH-t
e inibi¢cdes de GR e TrxR nas branquias, ndo foram detectados sinais de aumento de danos
oxidativos, a0 menos através da andlise dos niveis de peroxidacao lipidica. A fim de verificar
esse panorama, os animais foram mantidos sob depura¢@o em 4gua do mar por adicionais 72 h
para averiguar se esses disturbios iniciais causados pelo CDNB em 24 h poderiam causar
letalidade.

Concordante com a auséncia de lipoperoxidacdo, a sobrevivéncia dos animais
utilizando este protocolo foi de 100%, sugerindo que este distirbio antioxidante ¢ de menor
relevancia ou ¢ rapidamente restaurado durante a depuracdo. Entretanto, animais expostos de
maneira continua ao CDNB apresentaram significativa mortalidade, possivelmente porque o
CDNB pode afetar outros tecidos apds 24 h de exposi¢do (tendo em vista que o sistema de
biotransforma¢do da branquia pode estar sobrecarregado pela deplecdo de GSH-t),
aumentando o disturbio antioxidante e sobrecarregando mecanismos de detoxificacdo ao
longo do tempo.

De fato a exposicao aguda ao CDNB (até 24 h), apesar de ndo ter causado mortalidade
durante o periodo de depuragdo, j4& demonstrou ser capaz de aumentar a susceptibilidade a
estresses posteriores em bivalves, como em ostras C. gigas, pré-tratadas com CDNB, seguida
de exposicdo a menadiona (TREVISAN et al., 2012) e em mexilhdes P. perna, pré-tratados
com CDNB, seguida de exposi¢do a perdxidos (TREVISAN et al., 2014). Além disso,
inibicdo da GR pela carmustina, substincia ativa de um medicamento antineopldsico, em
células neurais de roedores também diminuiu a resisténcia contra exposi¢do a agentes
oxidantes (MITOZO et al., 2011), denotando como distirbios no sistema antioxidante sao
importantes em situagdes de estresses multiplos em diferentes modelos biologicos.

Conforme ja discutido anteriormente, a branquia se mostrou como um tecido mais
sensivel a exposicdo de CDNB quando comparado com a glandula digestiva. Usualmente,
bivalves podem absorver substancias quimicas através das branquias e as distribuem via
hemolinfa para os demais orgaos (LIU et al., 2014), uma vez que este tecido se encontra em
contato direto com o ambiente aquatico. Essa prote¢do inicial propiciada pelas branquias se
deve, possivelmente, ao fato deste tecido ser a principal fonte de entrada do CDNB nos
animais, sendo também uma barreira que neutraliza ou, pelo menos, minimiza seus efeitos.

Dessa forma, ¢ possivel que este tecido atue como uma importante barreira na
metabolizacdo de substancias eletrofilicas presentes na agua do mar, aliado a uma alta

capacidade de biotransformagao mediado pelo sistema da GSH e GST.
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Levando esse ponto em consideragdo, um experimento adicional foi realizado para
avaliar e comparar o papel da GSH na neutralizacdo de agentes eletrofilicos na branquia e
glandula digestiva utilizando o composto eletrofilico NEM. Esta substidncia possui alta
reatividade com tidis, alta solubilidade em agua e atravessa facilmente membranas biologicas
(GIBON et al., 2010), dessa forma a quantificagdo dos niveis de GSH-t pode ser utilizada para
estimar a entrada deste composto nos tecidos.

A exposicao foi feita de duas maneiras: ambiental (via 4gua do mar) e sistémica (via
injecdo intramuscular), sendo esta ultima como forma de tentar evitar o contato inicial da
NEM com as branquias. Exposi¢do via dgua do mar mostrou resultados semelhantes aos
encontrados para o CDNB, ocorrendo diminui¢do somente nas branquias.. Por outro lado, na
exposi¢do de NEM via intramuscular, junto com a expressiva deplecdo de GSH nas branquias,
também levou a diminui¢cdo dos niveis de GSH-t na glandula digestiva, porém em menor
grau. Este dado contrasta com os efeitos de exposi¢do ao CDNB e NEM via agua do mar,
onde foram verificados somente efeitos nas branquias.

Dessa forma, em ambos os modelos experimentais utilizando a 4gua do mar como via
de exposi¢do, foi possivel inferir que a branquia pode atuar como uma barreira inicial com
compostos eletrofilicos presentes na d4gua do mar, acoplando esta absor¢do a um competente

sistema de conjugacao mediado pela GSH e GST (Figura 13).

Figura 13. Representacio grafica das formas de exposicio e das principais conclusées deste trabalho.

Contato inicial através das branquias

EXPOSICAO VIAAGUADO e EXPOSICAO VIA
MAR INTRAMUSCULAR
CDNB ouNEM NEM

Branguias:

* Eficiente sistema de biotransformacio
via GST e GSH

*  Possivel distiurbio no sistema
antioxidante

Glindula digestiva:
* Papel secunddrio na biotransformacio
via G58T e GSH

Evita contato inicial com as branquias

Brinquias:

+  Efeito semelhante a exposicio via dgua
do mar, porém com uma maior
intensidade

Glandula digestiva:
*  Alvo adicional datoxicidade de
compostos eletrofilicos
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7. CONCLUSOES

Os dados do presente trabalho apontam para a branquia como um tecido sensivel a
agentes eletrofilicos dissolvidos na dgua do mar levando a uma rapida conjugacdo desses
compostos com GSH conforme evidenciado pelo forte consumo de GSH nas primeiras horas
de exposicao.

A branquia pode atuar como uma primeira barreira metabolica contra estes compostos
através do sistema da GST e GSH, diminuindo a entrada destas substincias para outros
tecidos e possivelmente diminuindo sua toxicidade para o organismo. Entretanto, ndo ¢ claro
se no caso de exposi¢des prolongadas a estes compostos, ou através de vias associadas ao
sistema digestorio (e.g. através da ingestdo de microalgas contaminadas), a branquia manteria
seu papel de barreira inicial ou se poderia atuar de maneira secundéaria no metabolismo de
substancias eletrofilicas.

A glandula digestiva se apresentou como um tecido com menor atuacdo na
biotransformacdo aguda de compostos eletrofilicos dissolvidos na &4gua do mar.
Possivelmente, isso se deve ao fato de uma menor entrada destes compostos neste tecido.
Apesar de a glandula digestiva possuir uma alta capacidade de biotransformacdo, a via de
exposi¢ao ¢ crucial para determinar sua atuacdo em diferentes etapas de detoxificacdo de

xenobiodticos.
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