Priscilla Maria Menel Lemos

Respostas bioquimicas e moleculares em
mexilhoes Perna perna (Linné, 1758) expostos

ao oleo diesel.

Universidade Federal de Santa Catarina

Floriandpolis 2003



Priscilla Maria Menel Lemos

Respostas bioquimicas e moleculares em
mexilhoes Perna perna (Linné, 1758) expostos

ao oleo diesel.

Dissertacao apresentada ao
programa de P6s —Graduacao em
Biotecnologia da Universidade
Federal de Santa Catarina, visando
a obtencao do grau de Mestre em

Biotecnologia.

Orientador: Prof Dr. Afonso Celso Dias
Bainy.

Co-orientador: Prof. Dr. Hernan Terenzi

Florianopolis 2003



Lemos, Priscilla Maria Menel
Respostas bioquimicas e moleculares em mexilhdes Perna perna (Linné,
1758) expostos ao O6leo diesel/ Priscilla Maria Menel Lemos. —
Floriandpolis, 2003.
155 f.
Dissertagdo (Mestrado) — Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal de Santa Catarina.

1. Biomarcadores de contaminacao aquatica. 2.Mexilhdes Perna

perna. 3) oleo diesel. I. Titulo.




"Seja a mudanca que vocé quer ver no mundo.”
Mahatma Gandhi

Dedico esta dissertagdo ao Brasil. A toda a populacdo brasileira que sobrevive,
que resiste, que tolera tanta situacdo adversa e que merece ser conservada e
protegida. A este povo que tem o direito de ver o seu bem estar conservado, suas
riguezas preservadas e o seu futuro garantido. Espero contribuir com minha pequena
parcela na construcdo de uma realidade melhor, retribuindo o investimento deste

povo, gue permitiu todos estes anos de estudo e pesquisa em Universidades Federals.



AGRADECIMENTOS

Agradego aos meus pais e irmas pelo apoio afetivo, psicologico e financeiro ao
longo desta jornada. Pelos exemplos e valores compartilhados e pela compreenséo,
nem sempre uma conquista facil. Agradeco aos meus amigos, verdadeiros irmaos de
coragdo, por serem tdo maravilhosos e por terem enriguecido tanto a minha vida.
Agradeco a toda a ‘familia” cientifica do Laboratorio de Biomarcadores de
Contaminac¢do Aquatica e Imunoquimica. Principalmente aos professores, Dr. Afonso C.
D. Bainy e DrP. Maria Risoleta F. Marques, por haverem fornecido os meios necessarios
para execucdo deste trabalho. Pela confianca, pela orientacdo, pela competéncia e pela
amizade demonstrada. As colegas de pesquisa "que meteram a médo na massa”: Taise
Bressolin, que compartilhou comigo todos os aspectos do trabalho sobre a expressao
da Pgp, Daniella B. B. Trivella, minha principal “dupla’, agradeco a amizade, a
afinidade no trabalho e nas idéias, que permitiu que a pesquisa sobre a atividade da
Pgp fosse executada de maneira fluida e consonante, "um concerto a quatro maos” e
Eliana C. Ventura, pela amizade e apoio essencial no momento mais dificil deste
trabalho, sem a sua ajuda, seria muito dificil fazer tudo o que fizemos. Agradeco ao
Laboratorio de Expressdo Génica e Interacdo DNA/Proteina, principalmente ao Prof. Dr.
Hernan Terenzi, pela co-orientacdo e apoio a minha pesquisa. Agradego, também, a
seus orientados que me introduziram ao universo da Biologia Molecular, na pratica.
Agradego ao Laboratorio de Cultivo de Moluscos Marinhos, que forneceu os mexilhoes
da zona de cultivo da Praia do Sambaqui e os dados das analises ambientals. Agradeco
a Epagri e ao Climerh, na pessoa de Patricia Sunye, pelos dados climaticos fornecidos.
Agradeco a CAPES, pela bolsa que permitiu a minha dedicacdo exclusiva a esta
pesquisa. Aos apolos financeiros que permitiram a execugdo do nosso projeto,

provenientes CTPetro, Plano Sul de Pesquisa.



SUMARIO
Dissertacao
Pagina
Introducao Geral 1
Poluicao dos ecossistemas aquaticos 1
Petrdleo e derivados 5
Oleo diesel 9
Estudos ecotoxicoldgicos e a utilizagao de biomarcadores 10
Estratégias bioquimicas e moleculares de adaptacdao e resisténcia aos 12
xenobioticos
Mexilhdes: relevancia sdcio-econémica e em estudos ambientais 22
Aspectos bioldgicos de Perna perna (Linnaeus, 1758) 23
Capitulo 1 27
Resposta de biomarcadores no mexilhdao Perna perna
transferido para um local contaminado na Ilha de Santa
Catarina, Brasil
Resumo 28
Texto 29
Referéncias 32
Capitulo 2 36
Avaliacao do mecanismo MXR em mexilhdes Perna perna
expostos ao dleo diesel
Resumo 37
Abstract 38
Introducao 39
Material e Métodos 41
Resultados 47
Discussao 51
Referéncias 61
Capitulo 3 76
Avaliagdo do mecanismo MXR em mexilhoes Perna perna
coletados na Ilha de Santa Catarina, SC, Brasil
Resumo 77
Palavras-chave 77
Abstract 78
Introducao 79
Material e Métodos 81
Resultados 85
Discussao 88
Referéncias Bibliograficas 99
Capitulo 4 110

Aplicacao da técnica de ddPCR (differential display PCR) em
mexilhoes Perna perna (L.) (Bivalvia, Mytilidae) expostos ao

6leo diesel (0,1%)

Abstract 111
Resumo 112



Introducgao
Material e Métodos
Resultados
Discussao
Referéncias

Discussao Final e Conclusoes

Referéncias Bibliograficas

113
116
124
125
131

140

143



LISTA DE ILUSTRACOES

Introducao Geral
Figura 1A - Mapa da densidade demografica no Brasil
Figura 1B — Mapa da distribuicdo das industrias no Brasil
Figura 2 — Esquema geral da técnica de ddPCR
Figura 3 — Modelos propostos para a estrutura da Pgp
Figura 4 - Modelos propostos para o transporte via Pgp
Figura 5 — Morfologia externa e interna dos mexilhdes Perna perna

Capitulo 1

Resposta de biomarcadores no mexilhao Perna perna transferido

para um local contaminado na Ilha de Santa Catarina, Brasil
Figura 1 - Expressao da Heat shock protein 60 (Hsp60), da Heat shock
protein 70 (Hsp70) e da Glicoproteina-P (Pgp); atividade da Pgp e da
Glutationa Stransferase (GST) nas branquias do mexilhdo Perna perna
mantidos no local referéncia e no local contaminado por 0, 1, 7 e 14 dias
Tabela 1 - Correlacdo entre as médias dos dados bioldgicos
(biomarcadores) e os parametros ambientais

Capitulo 2
Avaliacao do mecanismo MXR em mexilhdoes Perna perna expostos
ao oleo diesel

Figura 1 — Ilha de Santa Catarina - SC. Localizagao do ponto de coleta
dos mexilhdes, na area de cultivo da Praia do Sambaqui e localizacao do
ponto avaliado no experimento /n situ, Baia Norte, nas proximidades da
Ponte Hercilio Luz
Figura 2 - Banda de reacdo positiva detectada nas branquias de Perna
perna, através de western blotting, utilizando o anticorpo monoclonal
C219
Figura 3 - Acimulo de ROD observado nos ensaios de exposicao
simultédnea a ROD e 6leo diesel
Figura 4 - Acimulo de ROD observado nos ensaios de exposicao
simultanea a ROD e diferentes concentragdes de dleo diesel
Figura 5 - Avaliacdo da entrada de ROD na célula apds a pré-exposicao
ao oleo diesel durante 1h e 24h nos mexilhdes submetidos a aclimatacao
em laboratério (4 dias) e durante 5h e 24h nos mexilhdes ndo
aclimatados
Figura 6 - Concentracao de Pgp medida através de Western blotting, em
amostras de branquia dos mexilhdes pré-expostos ao dleo diesel 0,1%,
submetidos a aclimatacao (4 dias) e ndao submetidos a aclimatagao
Figura 7 - Avaliacao da entrada de ROD na célula com e sem pré-
exposicao ao oleo diesel, seguida ou ndo da renovacao da agua do mar
Figura 8 - Avaliacdo do efluxo de ROD na presenca de 6leo diesel
Figura 9 - Avaliacao do mecanismo MXR apds exposicdo a contaminantes
in situ
Tabela 1 - Avaliacdo do mecanismo MXR apds exposicdao a contaminantes
in situ. Correlacdo entre as médias da atividade da Pgp (Pgp act), da
expressao da Pgp (Pgp exp) e os parametros ambientais analisados

Pagina

14
17
18
26

34

35

36

66

67

68
69

70

71

72

73
74

75



(temperatura- ToC, pH, turbidez - Turb e clorofila- Chl A)

Capitulo 3 76
Avaliacao do mecanismo MXR em mexilhdes Perna perna coletados
na Ilha de Santa Catarina, SC, Brasil
Figura 1 — Mapa da Ilha de Santa Catarina-SC. Detalhes mostram a 104
localizacdo do Estado de Santa Catarina em relacdo a América Latina e a
localizagdo da Ilha de Santa Catarina dentro do Estado. As setas indicam
os locais de coleta
Figura 2 - Exposicdo simultanea a ROD (1,5 mM) e diferentes 105
concentracgoes de VER utilizando animais aclimatados por um periodo de
12 horas

Figura 3 - Exposicao simultédnea a ROD (1,5 mM) e diferentes 106
concentragdes de VER utilizando animais nao aclimatados

Figura 4 - Exposicao simultanea a ROD (1,5 mM) e 20 mM de VER 107
utilizando animais provenientes das 4 localidades avaliadas

Figura 5 - Exposicdo simultanea a ROD e éleo diesel 0,1%. 108
Figura 6 - Exposicdo simultanea a ROD (1,5 mM) e diferentes 109

concentracgoes de dleo diesel

Capitulo 4 110
Aplicacdo da técnica de ddPCR (differential display PCR) em
mexilhoes Perna perna (L.) (Bivalvia, Mytilidae) expostos ao
oleo diesel (0,1%)

Figura 1 — Ilha de Santa Catarina - SC. Localizacdo do ponto de coleta 135
dos mexilhdes, na zona de cultivo na Praia do Sambaqui (LCMM)

Figura 2 - Teste de integridade do RNA Total extraido das branquias de 136
Perna perna

Figura 3 - Teste de qualidade do cDNA obtido apds a transcrigao reversa. 136
O cDNA foi testado através de amplificacdo por PCR, utilizando os
iniciadores ABC1 e ABC2

Figura 4 - Analise de amostras de branquia dos animais que fizeram 137
parte do experimento de exposicdo ao dleo diesel 0,1%. Produtos

obtidos através de ddPCR utilizando os iniciadores OMP 19 e OMP 41

Figura 5 - Andlise das amostras provenientes dos animais que fizeram 138
parte do experimento de exposicao ao dleo diesel 0,1%. Os produtos

obtidos através de ddPCR utilizando os iniciadores OMP 19 e OMP 41

foram separados através de PAGE a 6%, corado com nitrato de prata

Figura 6 - Andlise de amostras de branquia dos animais que fizeram 139
parte do experimento de exposicdo ao oleo diesel 0,1%. Produtos

obtidos através de ddPCR utilizando os iniciadores T7 TER e RPET 22

Figura 7 Andlise de amostras de branquia dos animais que fizeram parte 139
do experimento de exposicao ao Odleo diesel 0,1%. Produtos obtidos

através de ddPCR utilizando os iniciadores FPET 22 e OMP 20



10

RESUMO
A maior fonte de contaminagao dos ecossistemas costeiros na Ilha de Santa Catarina-
SC ¢é a liberagao de esgotos domésticos, ndo tratados, diretamente nos corpos d’agua.
A contaminacdo com odleo diesel é menos freqliente, ocorrendo em fungdo da sua
utilizacdo como combustivel para barcos de pesca. Os principais objetivos da pesquisa,
apresentada nesta dissertacao foram: 1) avaliacao da viabilidade de utilizagdo do
mecanismo MXR (multixenobiotic resistance — resisténcia multipla a xenobidticos) em
mexilhdes Perna perna, como biomarcador de contaminacao aquatica, 2) avaliagdo do
envolvimento do MXR na resisténcia a exposicao a xenobidticos, apresentada pelo 2.
perna, 3) avaliacao do impacto do dleo diesel comercial sobre o MXR e sobre a
populacdo de genes transcritos em AP. perna. A dissertacao foi dividida em 4 capitulos.
O capitulo I trata da aplicacado de biomarcadores na avaliagdo do impacto da
contaminagao por esgoto doméstico na Baia Norte, Ilha de Santa Catarina. Os
resultados indicam que o P. perna é resistente a este tipo de contaminacao e que o
aumento na inducdao do MXR pode estar relacionado com a manutencdo da
homeostase nestas condicdes adversas. O capitulo II se refere a experimentos
laboratoriais para avaliacao mais criteriosa do MXR em P. perna, através do estudo da
expressao (western blof) e da atividade da Glicoproteina P (Pgp) (ensaios de
acumulo/efluxo de Rodamina B), em que mexilhGes coletados na area de cultivo da
Praia do Sambaqui, foram submetidos a exposicdo ao oleo diesel. Os resultados
indicam a auséncia de alteracdes significativas na quantidade de proteina nas
brénquias dos animais expostos. No entanto, o Oleo satura a capacidade de
bombeamento da Pgp, sendo, portanto considerado como um possivel
quimiosensibilizador. No capitulo III, diferencas no MXR em P. perna provenientes de
diferentes locais da Ilha de Santa Catarina, foram avaliadas através da andlise da
capacidade de transporte da Pgp, em ensaios utilizando verapamil e dleo diesel como
substratos competitivos. Os resultados indicam diferencas no nivel de inducdo do MXR
relacionadas ao impacto humano aparente. A saturacao da Pgp (presenca de
substancias quimiosensibilizadoras no ambiente) foi observada, nos mexilhdes
coletados na Prainha da Barra da Lagoa, em uma freqiiéncia maior que nos outros
pontos de coleta avaliados. O capitulo IV trata da aplicacdo da técnica de ddPCR
(differential display PCR), para avaliar as alteracdes que o éleo desencadeia no padrao
de expressao génica. Em funcdo de problemas técnicos, nao foram obtidos resultados

satisfatorios nesta avaliagao.
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Introducao Geral

Poluicao dos ecossistemas aquaticos

Os ambientes aquaticos recebem um enorme aporte de materiais, tanto
de origem natural quanto antropogénica, tendo sido considerados por muito
tempo como destino apropriado para os residuos produzidos pela sociedade
humana. Até recentemente, acreditava-se que 0s oceanos possuiam uma
capacidade quase infinita de absorver tais residuos e que a diluicdo das
substancias potencialmente toxicas solucionava o problema (JOBLING, 1995).
Atualmente, percebe-se claramente a fragilidade dos ecossistemas aquaticos e
0 grau de degradacdo em que varios destes ambientes se encontram. Deve-se
salientar a importancia da preservagao do que ainda permanece intacto e a
procura de estratégias que minimizem o impacto gerado pela sociedade
humana, bem como a recuperagao das areas ja degradadas (LEwis, ScoTT &
KLAINE, 2001; SUMMERS, 2001).

Segundo RocHA (2000), grande parte do impacto antropogénico no
ambiente, que teve lugar neste Ultimo século, foi causada pela combinacao de
dois fatores: primeiro; alteracdbes majoritarias na concentracdo dos 58
elementos quimicos da tabela periddica e, segundo, a criacdo e a introducao de
uma miriade de novos compostos com potencial desconhecido de atuacao nos
diferentes niveis de organizagdo dos sistemas bioldgicos, partindo dos niveis
mais basicos, que envolvem a integridade das unidades bioquimicas funcionais
(proteinas, acidos nucléicos, lipidios e carboidratos), até os niveis superiores,
que tratam das populagdes e comunidades. Com os avangos nas diferentes
areas do conhecimento, como a Quimica, a Biotecnologia e a Ciéncia dos
Materiais, que introduziram novos produtos quimicos e possibilitaram inovagdes
em quase todas as sub-areas da ciéncia e da tecnologia, assistimos ao acimulo
“silencioso” de substancias toxicas em todos os compartimentos da biosfera.

O surgimento de grandes centros urbanos préximos a faixa litoranea,
tem promovido mudangas significativas na qualidade da agua nos habitats
marinhos e estuarinos, principalmente em funcao da liberacao dos esgotos

municipais e industriais nao tratados, diretamente nos corpos d'agua. Mas, a
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poluicdo ndo é a Unica responsavel por este declinio na qualidade do ambiente
aquatico, ja que vastas modificacdes do ambiente fisico alteraram os padroes
naturais de fluxo das aguas, com a substituicdo da vegetacao ciliar por
superficies impermedveis e a alteracao da linha natural da costa, tornando a
orla mais simétrica, de forma compativel com a especulagao imobiliaria (INGLISH
& Kross, 2000).

O lancamento de contaminantes nos oceanos e estuarios pode provocar
danos a vida aquatica, riscos a saude do homem, entrave as atividades
marinhas, tais como a pesca e outras utilizagdes legitimas do mar,
principalmente no que se refere a sua utilizacao direta ou em atividades
recreativas associadas, conforme caracterizado pela Convencao das NagOes
Unidas sobre o Direito do Mar (CDUM, 1985).

Segundo o “Chemical Abstract Service’s Registry of Chemicals” (CAS,
2003), existem mais de 20 milhdes de substancias quimicas registradas, sendo
que pelo menos 4 mil sao registradas a cada dia. Milhares destes compostos
sao utilizados rotineiramente pela nossa sociedade, como parte da revolucao
tecnoldgica que vem tendo lugar no ultimo século (LuoMA, 1996). Quando estes
compostos, através das diversas vias de transporte, alcancam os corpos d‘agua,
podem contaminar os organismos que neles habitam, introduzindo-se nas
cadeias tréficas e podendo mostrar os seus efeitos deletérios em locais
afastados da fonte de emissao, mesmo apds longos periodos de tempo
(JOBLING, 1995).

Os problemas da poluicdo marinha ao longo da costa brasileira tém se
agravado de maneira constante, conforme constatado pelo Macrodiagndstico da
Zona Costeira do Brasil na Escala da Uniao (1:1.000.000) (BrasiL MMA, 1996).
Neste levantamento, foi observado um padrao de assentamento humano
bastante concentrado no litoral, com pelo menos metade da populacao
brasileira residindo a ndao mais de 200 quildmetros do mar (Figura 1A), além da
presenca de grandes pdlos industriais na faixa litoranea (associados aos centros
urbanos) (Figura 1B). Apesar da evidente expansao urbana, apenas 20% da
populacao costeira dispdem de sistemas de coleta e tratamento de esgoto,

sendo 90% do lixo coletado encaminhado para aterros sanitarios a céu aberto,
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estando, pelo menos metade destes, localizados préximos ao mar, rios, lagoas

ou areas de preservacao ambiental. Os problemas ambientais causados pelo

setor industrial sao considerados ainda mais graves, pois algumas industrias

liberam no ambiente uma vasta gama de substancias conhecidamente tdxicas,

principalmente através da descarga direta dos efluentes nao tratados e das

emissoes atmosféricas (CNIO, 1998).

A maioria dos poluentes s3ao compostos exdgenos ao metabolismo

normal dos organismos, sendo referidos como xenobidticos (HODGSON & LEvI,
1994). Segundo VAN LEEUWEN & HERMENS (1995) e WALKER et al (1996), os

xenobiodticos podem ser divididos em duas grandes classes:

inorganicos: sao em sua grande maioria metais (cations) ou anions.
Dentre os anions, podem ser citados, os nitratos e os fosfatos, que
ndo sdao considerados particularmente tdxicos, mas que podem
causar problemas ambientais (eutrofizacao) se utilizados em grande
quantidade na forma de fertilizantes ou entdo, quando liberados
através dos esgotos nao tratados. Dentre os metais (tanto em sua
forma iGnica quanto associados a radicais organicos e inorganicos), o
cobre (Cu), o chumbo (Pb), o manganés (Mn), o zinco (Zi), o estanho
(Sn), o aluminio (Al), a prata (Ag), o cadmio (Cd), o mercurio (Hg), o
cromo (Cr) e o ferro (Fe), ocupam um local de destaque, em funcao
da sua conhecida toxicidade para os sistemas bioldgicos.

organicos: nesta classe estdo agrupados os compostos formados por
esqueletos de carbono. Dentre eles, pode-se citar: os hidrocarbonetos
em geral (alifaticos, ramificados, ciclicos e aromaticos), as bifenilas
policloradas (PCBs), os dibenzofuranos policlorados (PCDF) e as
dibenzodioxinas policloradas (PCDD), os organoclorados (inseticidas
de primeira geracao, DDT e compostos relacionados), os
organofosforados e carbamatos (inseticidas de segunda geracao), os
piretréides (inseticidas de terceira geragdo), clorofendis e outras
classes de compostos utilizados como herbicidas, detergentes e

rodenticidas.
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Figura 1: Em (A), mapa da densidade demografica no Brasil, indicando o
assentamento hiperconcentrado ao longo da faixa litoranea. Em (B), mapa da
distribuicdo das industrias no Brasil, mostrando a maior concentracdo na

proximidade da faixa litoranea.

14



15

Os xenobidticos organicos, em ambito geral, sao mais freqiientes nos
ecossistemas aquaticos que os inorganicos; além disso, a sua biodisponibilidade
também é maior. Em funcao das suas caracteristicas apolares, estes compostos
entram facilmente nos organismos, principalmente através da via hidrica e da
via trdfica, atravessam as membranas bioldgicas passivamente e sdo
distribuidos para os tecidos, através dos fluidos corpdreos, associados a

lipoproteinas (HODGSON & LEvi, 1994; LuoMA, 1996).

Petroleo e derivados

O petroleo é uma mistura complexa de compostos gasosos, liquidos e
sélidos, denominados hidrocarbonetos (90-99% do volume do dleo cru), por
serem constituidos quase que exclusivamente por atomos de Carbono (C) e
Hidrogénio (H). Heterocompostos, contendo Nitrogénio (N), Enxofre (S) e
Oxigénio (O) também ocorrem, mas em baixas concentracdes. O numero de
atomos de carbono que formam os hidrocarbonetos do petrdleo e a forma
como estes se organizam (estrutura) determinam as diferentes propriedades
fisico-quimicas destes e influenciam o seu uso como combustivel, lubrificante,
cera ou solvente (Mexico IMP, 2000).

Quanto a sua estrutura, os hidrocarbonetos podem ser divididos em (MExico
IMP, 2000):

e parafinas (alcanos): compostos com cadeias lineares de carbono associadas

a atomos de hidrogénio. Exemplos: metano, etano, propano, butano e
pentano.

e isoparafinas: compostos que apresentam cadeias de carbono ramificadas.
Exemplos: isobutano, isopentano e neopentano.

e oleofinas: compostos que possuem duplas ligacdes entre os atomos de
carbono (C=C). Exemplos: etileno, propileno, butileno e isoamileno.

e Naftenos (cicloparafinas): compostos ciclicos, ou seja que possuem anéis de

carbono. Exemplos: ciclohexano, 1,1 dimetilciclopentano e

decahidronaftaleno.
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e aromaticos: compostos que possuem em sua estrutura anéis benzénicos.
Exemplos: benzeno, tolueno, xileno, ortoxileno, naftaleno, antraceno,

fenantreno e bifenila.

Os hidrocarbonetos que possuem heterocompostos em sua estrutura sao
divididos em:

e compostos com enxofre (S): mercaptano, tiofeno, benzotiofeno e

naftobenzotiofeno.

e compostos com nitrogénio (N): pirrol, indol, piridina, carbazol e quinoleina.

e compostos com oxigénio (O): cetonas, furanos e ésteres.

O fato dos milhares de compostos formadores do petréleo possuirem
caracteristicas tao diversas, auxilia o processo de refino, ja que diferentes
compostos possuem diferentes pontos de ebulicao (volatilidade), permitindo o
uso da destilacao fracionada neste processo. Apds a destilacdo, o petrdleo é
separado em cinco fragdes amplas, mais ou menos homogéneas (Mexico IMP,
2000):

e fracdo gasosa: formada por gases diversos, GLP (gas de cozinha) e matéria-

prima para a industria petroquimica;

e destilado leve: solventes, gasolina e matéria-prima para a industria

petroquimica;

e destilado médio: querosene, 6leo diesel, O6leos lubrificantes e odleos

combustiveis;

o destilado pesado: dleos lubrificantes e combustiveis;

e residuo: lubrificantes e combustiveis de alto peso molecular e a matéria-

prima para a confeccao do asfalto.

Os derivados do petroleo sdo utilizados das mais diversas formas: como
combustivel de veiculos de transporte (6leo diesel e gasolina), como solvente
(benzina e xileno), como lubrificantes e, ainda, para obtencao de energia
elétrica (usinas termoelétricas) e calorifica (sistemas de calefagao). A industria

petroguimica os utiliza para a producdo de plasticos, fibras sintéticas,
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detergentes, drogas terapéuticas, conservantes e agroquimicos, entre outros
(Mexico IMP, 2000).

A contaminacdao do ambiente marinho por hidrocarbonetos de petroleo pode
ser originada a partir de diversas fontes. Entre elas estao a liberacao nao-
controlada desses compostos durante os processo de extracao e refino, os
derrames acidentais, em pequena ou grande escala, durante o transporte e,
ainda, a liberacdo direta no ambiente dos efluentes de industrias produtoras de
derivados de petrdleo. Em termos quantitativos, o oleo cru pode ser
considerado o poluente organico mais comum nos ecossistemas marinhos.
Estima-se que de 1,7 a 8,8 x 10° toneladas de hidrocarbonetos derivados do
petréleo atinjam os ecossistemas marinhos anualmente (HEAD & SWANNELL,
1999).

Os grandes derramamentos de petréleo, como os ocorridos com 0s navios
Exxon Valdez no Alasca em 1989 e Sea Empress na costa sudeste de Wales em
1996, apesar da atencdo recebida pela midia, sao relativamente raros, sendo a
quantidade total de compostos liberada nestes acidentes bem menor que
aquela originada pelos pequenos derrames que ocorrem rotineiramente durante
a extracdo, refino e transporte do petréleo (HEAD & SWANNELL, 1999; PRINCE,
1997; SANTAS et al., 1999).

No Brasil, a indUstria petroguimica € a que causa o maior impacto sobre a
Zona Costeira (CNIO, 1998). Os grandes campos de extracao podem ser
encontrados desde o litoral do Rio Grande do Norte até Santa Catarina e sao
conectados aos terminais e refinarias através de uma vasta rede de dutos
(oleodutos e gasodutos). Além disso, existe toda uma infra-estrutura adicional
necessaria para 0 armazenamento e repasse dos produtos, formada por
terminais, tanques e depositos, que se distribuem por extensas faixas do litoral,
normalmente nas imediacdes dos portos. Os efeitos deste setor da industria no
ambiente costeiro podem ser exemplificados pelo complexo Cubatao/Capuava
no estado de S3o Paulo. Nesta regido, aproximadamente 11.800 km?® de
manguezais foram derrubados e contaminados. De modo geral, o0 ambiente da
Baia, do Estuario de Santos e de toda a Baixada Santista, sofreu um processo

acentuado de degradacao, tendo sido observada uma diminuicao gradativa da
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cobertura vegetal da Reserva Bioldgica da Serra de Paranapiacaba, formada em
sua maioria por Mata Atlantica (CNIO, 1998).

Varios estudos ja foram efetuados com o objetivo de avaliar os efeitos da

exposicdo a hidrocarbonetos sobre os organismos aquaticos. Segue uma breve

revisao das alteracdes comumente relatadas:

modificagdes na estrutura das comunidades estuarinas, com diminuicao da
diversidade tanto da fauna quanto da flora (INGLISH & Kross, 2000; CHAPMAN
& WANG, 2001; LoNG, HONG & SEVERN, 2001; SUuMMERS, 2001);

alteracdo dos padroes normais de desenvolvimento, reproducdao e
viabilidade da prole, variando quanto a espécie analisada (SALAZAR &
SALAZAR; 1995; Hose & BRowN, 1998; KELLER, RUESSLER & CHAFFEE, 1998;
OBERDORSTER & CHEEK, 2001);

efeitos genotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos (WURGLER & KRAMERS,
1992; KUuRELEC, 1993; WIRGIN & WADMAN, 1998; WILLIAMS, LECH & BUHLER,
1998; JuNG, Kraus & FeNT, 2001);

modificacdes nos niveis normais de expressao e atividade de varios sistemas
enzimaticos, como por exemplo o citocromo P450 (monooxigenases de
funcao mista), envolvido com os processos de biotransformacao, tanto em
vertebrados quanto em invertebrados (WoOTTON et a/, 1995; WILLIAMS, LECH
& BUHLER, 1998; PORTE et al, 2001; JUNG, KLAus & FENT, 2001) e proteinas,
como as HSPs (Heat Shock Proteins), principalmente da HSP 70, que sob
condicbes ambientais adversas atuam reparando proteinas desnaturadas e
impedindo que estas formem agregados (NASCIMENTO et a/., 1998; MINIER et
al., 2000; PoRrTE et al., 2001).

Oleo diesel

O dleo diesel é uma mistura complexa de alcanos normais, ramificados e

ciclicos (de 60 a 90% do volume, com o comprimento das moléculas variando

de Cy a Csp), compostos aromaticos, como os alquilbenzenos (5-40% do

volume) e pequenas porgdes de alquenos (0-10% do volume). A temperatura

ambiente, apresenta uma volatilidade moderada, é inflamavel, liquido, com
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coloracao marrom e de odor semelhante ao do querosene. Seu ponto de
ebulicdo varia conforme a sua procedéncia (de 140° a 385° C), sua densidade
pode variar de 0,87-1,0 g/cm? e sua solubilidade em &gua (a 20° C) é de 0,2-5
mg/l (EHC 171, 1996).

Sao poucos os dados resultantes de estudos ecotoxicoldgicos efetuados
especificamente com o 6leo diesel. Varios fatores dificultam este tipo de
avaliacdo, entre eles, o fato da composicao quimica do dleo diesel variar muito
em funcao da sua procedéncia ou das interacOes fisico-quimicas estabelecidas
com a agua. Comparacoes diretas entre os estudos existentes sao dificeis, pois
as avaliacOes foram efetuadas em diferentes condicdes (estudos laboratoriais vs
avaliacOes /in situ apds derrames acidentais), utilizando-se diversas espécies em
diferentes estagios de desenvolvimento. Apesar destas dificuldades de avaliagdo
sabe-se, por exemplo, que o dleo diesel € mais tdxico para organismos
aquaticos e plantas, quando comparado ao dleo cru (EHC 171, 1996).

Em um estudo efetuado com larvas de 14 espécies pertencente a 5 filos
diferentes (Echinodermata, Mollusca, Annelida, Arthropoda e Urochordata)
expostas a 0,5% de 6leo diesel n° 2 em &gua do mar, observou-se que, apds
oito dias de exposicao, apenas uma das espécies de Echinodermata sobreviveu.
A concentracdo utilizada foi letal para as larvas de todas as outras espécies,
apos 3 e 72 horas de exposicao (EHC 171, 1996).

Apds exposicao cronica a dleo diesel, mexilhdes da espécie Mytilus edulis
(nativa do Hemisfério Norte) acumularam este composto em seus tecidos e
registraram alteragdes nas taxas de alimentagao, crescimento e reprodugao. O
ECso para mexilhdes em crescimento expostos por 30 dias a esse xenobiotico é
de aproximadamente 800 ng/L. O LCso para o dleo diesel microencapsulado
para mexilhdes adultos é de aproximadamente 5000 pg/L, apds 30 dias de
tratamento. O diesel mostra-se mais tdxico para as larvas que para os juvenis,
em uma concentracao igual a 10 pg/L. Em outro estudo, em que esta mesma
espécie foi exposta ao dleo diesel por 8 meses, nas concentragdes de 30 e 130
ug/L, as taxas de alimentagao e crescimento mostraram-se significativamente
reduzidas. O periodo de depuracdao necessario para a recuperacao completa,

dos animais expostos as duas doses, foi de 55 dias (EHC 171, 1996).
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Por outro lado, em um estudo onde individuos adultos da espécie Perna
perna foram expostos a diferentes concentracdes de dleo diesel (0 - 10° pl/l),
ndo foram detectadas modificagdes significativas nos parametros hematoldgicos
avaliados (PIRes et al, 1998), sugerindo uma aparente resisténcia dessa

espécie de mexilhdo a contaminacao por hidrocarbonetos.

Estudos ecotoxicologicos e a utilizacao de biomarcadores

A Ecotoxicologia estuda o efeito que os poluentes quimicos apresentam
sobre a ecologia das populagdes, comunidades e ecossistemas, de maneira
integrada com os estudos toxicoldgicos, interessando-se também pela analise
do destino (transporte, transformacao e extingao) destes poluentes no
ambiente (Luoma, 1996). Desde que o termo ecotoxicologia foi utilizado pela
primeira vez em 1969, esta Ciéncia tem crescido e se desenvolvido,
principalmente em resposta a crescente preocupacao da sociedade em relacao
a poluicdo ambiental (SoLomon, 2000). No entanto, nao se deve esquecer que o
progresso dos estudos toxicologicos esta diretamente vinculado com o
desenvolvimento de novas metodologias de analises quimicas, bioquimicas e
moleculares.

As técnicas utilizadas tradicionalmente na toxicologia para a avaliagao da
contaminacao aquatica sao, normalmente, voltadas para o exame da
concentracgdo total dos contaminantes no meio e dos parametros fisico-quimicos
do ambiente, para a andlise das flutuacdes observadas nas comunidades
bioldgicas (indices de diversidade e abundancia de espécies) e para a utilizacao
de testes padronizados de avaliagao da toxicidade dos xenobidticos (envolvendo
exposicOes agudas sob condicbes laboratoriais e utilizando espécies exdticas,
em sua grande maioria). Atualmente, um nimero cada vez maior de estudos
tem se valido das técnicas supracitadas em associagao a novas estratégias, tais
como: os testes de toxicidade efetuados /n situ, os experimentos de
microcosmos (simulando a estrutura das comunidades aquaticas), o aumento
do uso de espécies nativas nas avaliagdes ambientais e a utilizacao de

biomarcadores bioquimicos e moleculares de exposicdo e/ou efeito, sensiveis a
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um espectro crescente de substancias tdxicas, tornando estas avaliagOes
toxicoldgicas ecologicamente mais precisas (LuomA, 1996; WALKER, 1998;
BURTON, 1999).

Por definicdo, biomarcadores sao alteracdes bioquimicas e moleculares
que indicam a exposicao a determinada classe de xenobidticos (biomarcador de
exposicao) e/ou que indicam os efeitos dos contaminantes sobre os organismos
(biomarcador de efeito) (KURELEC et al., 2000). Apesar dos efeitos tdxicos serem
melhor entendidos a nivel celular, extrapolacbes quanto a influéncia de
alteragGes bioquimicas sobre as populagdes e ecossistemas sao ainda incertas e
dificeis de serem analisadas. Para superar tais limitagdes, as alteracoes
bioguimicas e/ou moleculares utilizadas como biomarcadores devem estar
correlacionadas com outros parametros que reflitam modificacoes deletérias no
organismo, como por exemplo, alteracoes nas taxas de alimentagao e
crescimento, ou na populacao, como modificacbes na reproducao, padrao de
migracao ou viabilidade da prole (LuomA, 1996; NASCIMENTO et al, 1998;
KURELEC et al., 2000).

As analises dos biomarcadores que indicam interagdes moleculares
responsaveis pela toxicidade dos compostos e dos que medem alteracoes
toxicocinéticas, tém adquirido crescente importancia nas avaliacOes
ecotoxicoldgicas, por representarem o inicio das modificacdes relacionadas ao
efeito toxico (modo de acao molecular), o que pode levar a distirbios celulares
e do organismo como um todo. A inducao ou inibicao de enzimas que
metabolizam os xenobidticos fornecem informacdes sobre eventos que
precedem a interacdo do composto quimico com seu sitio de agao (LUOMA,
1996; WALKER, 1998). Tais mecanismos moleculares podem também estar
envolvidos na maior ou menor sensibilidade aos xenobidticos existente entre as

diferentes espécies de organismos.
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Estratégias bioquimicas e moleculares de adaptacao e resisténcia aos

xenobioticos

A introducao de substancias ou compostos estranhos a composicao
natural da dgua e dos sedimentos aquaticos pode levar a profundas alteracoes
na biota. A poluicdo quimica pode causar uma diminuicdo na biodiversidade dos
ecossistemas, provocando a morte das espécies mais susceptiveis, enquanto
outras espécies, que se mostram mais resistentes, tendem a permanecer no
ambiente, dominando os nichos ecoldgicos desocupados e aumentando a sua
densidade populacional (LuoMA, 1996; INGLISH & Kross, 2000; RocHA, 2000).

Nas ultimas duas décadas, alguns cientistas tém se dedicado a elucidar os
mecanismos bioquimicos e moleculares de protecdo e resisténcia que
possibilitam aos organismos sobreviverem sob condigoes adversas (HUGGETT et
al, 1992). A exposicao dos organismos a compostos tdxicos pode provocar um
aumento ou uma diminuicdo da expressdao génica, de modo diferencial para
cada composto, em fungdo de suas caracteristicas quimicas e interacao com os
receptores celulares. Portanto, a elucidacao de quais genes sao expressos pelos
organismos nestas situacoes € uma etapa fundamental para a compreensao dos
mecanismos de resisténcia, adaptacdo e também do estabelecimento de
patologias associadas. Avancos recentes permitiram a construcao perfis de
trnscricdo, onde sdo acessados os niveis de expressao de diferentes genes
simultaneamente. A utilizacao de tais técnicas pode revolucionar a nogao atual
do impacto antrdpico sobre os ecossistemas marinhos, elucidando mecanismos
fisioldgicos em seu nivel molecular (JENNY et al., 2002).

A técnica utilizada no presente estudo para acessar tais informacoes foi a
ddPCR (differential display polymerase chain reaction), desenvolvida por LIANG
& PARDEE (1992), a qual possibilita uma avaliacdo sensivel de toda populagdo de
mRNAs transcritos em qualquer tipo celular ou tecido em particular, sob
condicdes especificas em qualquer momento. Este método nao depende de um
conhecimento prévio da seqliéncia ou da abundancia dos clones de cDNA,
faltando, no entanto, as caracteristicas quantitativas presentes nas técnicas de

Northern Blotting, RNAse protection ou Quantitative PCR, por exemplo
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(DeBouck, 1995; JURECIC & BELMONT, 2000). Para a escolha da técnica, foi levada
em consideragao, principalmente, a necessidade de comparagao de mais de
duas amostras simultaneamente, em funcao do delineamento experimental
adotado (MATz & LukyANov, 1998).

Um esquema geral da técnica de ddPCR é apresentado na Figura 2. A
partir de alteracdes dos parametros utilizados na geracao da subpopulacdo de
cDNA, conjuntos, representando diferentes porcoes da populacao total de
transcritos, podem ser produzidos (MATz & LUKYANOV, 1998; GREEN et al., 2001).

Apesar da ddPCR ser considerada “arcaica” em comparagao com as
tecnologias de analise de expressao diferencial de genes mais recentes, ainda é
o método mais extensivamente utilizado, principalmente, pelo fato da técnica
poder ser executada em qualquer laboratério equipado com os reagentes e
equipamentos padroes de Biologia Molecular. Além disso, necessita de
relativamente pouco apoio na area de Bioinformatica. Essa estratégia tem sido
utilizada com sucesso, por exemplo, em estudos embrioldgicos, de
desenvolvimento ontogenético e de patologias clinicas, principalmente aquelas
relacionadas ao surgimento de neoplasias e, ainda, na avaliacao da resposta
dos organismos a xenobidticos (RHODES & VAN BENEDEN, 1996; SHEN & GREEN,
1998; MAHADEVA et al, 1998; VAN BENEDEN, RHODES & GARDNER, 1998; GREEN et
al., 2001).

O capitulo IV da presente dissertacao refere-se a aplicacao da técnica de
ddPCR em mexilhdes Perna perna, expostos ao oleo diesel comercial. O objetivo
deste estudo foi detectar alteracOes na expressao génica em funcao da
presenca do Oleo diesel na agua, auxiliando no melhor entendimento de quais
vias metabdlicas estariam envolvidas nos processos de adaptacao e resisténcia

a contaminagao, observados nesta espécie.
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Figura 2: Esquema geral da técnica de ddPCR. O RNA é representado por linhas
tracejadas e o mRNA poliadenilado é indicado pela cauda poli-A (AAAAAA). O DNA é
representado por linhas continuas. O iniciador oligo dT é indicado por TTTTMN (5> 3),
onde M é G, Aou C e N é qualquer um dos 4 nucleotideos usuais.
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Diversos estudos ja foram efetuados na avaliacdao das estratégias utilizadas
pelos organismos para se proteger da exposicdo aos xenobidticos organicos.
Sabe-se que estes sdo facilmente absorvidos e distribuidos pelos sistemas
bioldgicos (HobGsoN & Levi, 1994; EHC 171, 1996; NASCIMENTO et al., 1998 e
PORTE et al., 2001). A biotransformacdo destes compostos é realizada por um
conjunto de enzimas relativamente ndo especificas, que sao divididas em dois
grupos (HODGSON & LEvi, 1994):

e 0s sistemas enzimaticos da fase I, ressaltando a importancia das

monooxigenases de funcao mista, exemplificadas pelo sistema
multienzimatico do citocromo P450, que introduzem um grupo polar nas
moléculas, aumentando a sua solubilidade e permitindo a agdo do
conjunto de enzimas da fase II.

e as enzimas da fase II, também chamadas de enzimas de conjugacao

(por exemplo a glutationa-Stransferase), que combinam o0s compostos
com substratos enddgenos altamente polares (glutationa, aminoacidos,

grupamentos acetil, entre outros), promevendo, assim, a sua excregao.

Estes sistemas bioquimicos sdao considerados uma linha secundaria na
defesa do organismo, pois eles s6 sdo ativados apos a entrada do xenobidtico
na célula. Recentemente, a existéncia de proteinas transportadoras de
membrana que atuam na linha de frente da defesa celular, diminuindo o
acumulo dos xenobioticos no meio intracelular foi associada a estes sistemas de
defesa. Um deles, descrito por KURELEC (1992a), foi denominado de mecanismo
de resisténcia a multixenobidticos (MXR-multixenobiotic resistance) e parece
estar diretamente relacionado a tolerancia simultanea a varios compostos
téxicos lipofilicos, observada em muitas espécies de invertebrados aquaticos
(SMITAL & KURELEC, 1998). O mecanismo molecular do MXR é semelhante ao
observado no fendbmeno de resisténcia a drogas multiplas (MDR-multidrug
resistance), descrito por ENDICOTT & LING (1989) e GOTTESMAN & PASTAN (1993)
em linhagens de células tumorais de mamiferos. Estas, quando tratadas com

farmacos citotdxicos durante o processo de quimioterapia, tornavam-se
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refratarias, ndo apenas a droga utilizada, mas também a uma vasta gama de
farmacos nao relacionados. Este fendtipo é caracterizado pela diminuicdo da
concentragao intracelular das substancias toxicas, que esta relacionado ao
aumento da expressdao de uma proteina transportadora de membrana,
denominada de glicoproteina P (Pgp ou P-170) que se liga ao xenobidtico e
facilita o seu efluxo, através de um sistema dependente de energia.

A Pgp (Figura 3) € membro da superfamilia de transportadores ABC (AT7P-
binding cassete). Ela é composta por duas porcbes homologas, cada uma
contendo 6 dominios transmembrana e um dominio citosolico altamente
conservado para ligagdo com nucleotideos. Os dois dominios para ligagao com
nucleotideos parecem atuar alternadamente na hidrolise do ATP, embora
ambos parecam essenciais para o funcionamento adequado do transportador,
indicando que atuam de maneira cooperativa (HUNG et al, 1998; AMBUDKAR et
al, 1999; SHAROM et al, 1999; BArRD, 2000; BorsT & OuDE ELFERINK, 2002). A
Pgp é um transportador movido por ATP que, mesmo na auséncia de
substratos, apresenta uma atividade de ATPase constitutiva (basal). Esta
atividade basal pode ser estimulada (induzida) pela presenca de farmacos que
sejam substrato para o transporte. Normalmente a interagdo com os farmacos
obedece um padrao bi-modal de atividade: em concentragdes mais baixas, a
atividade do transportador aumenta, sendo inibida em concentracdes mais altas
(AMBUDKAR et al., 1999; SHAROM et al., 1999).

O modelo para o funcionamento da Pgp mais aceito atualmente é a soma de
elementos do modelo denominado de Aydrophobic vacuum cleaner e do modelo
de fljppase (HIGGINS, 1992; BARD, 2000; JOHNSTONE, RUEFLI & SMYTH, 2000; BORST
& OuDE ELFERINK, 2002) (Figura 4).

Alguns autores propdem que a ativacao do transporte via Pgp faca parte de
uma resposta generalizada ao estresse. EUFEMIA & EPEL (2000) observaram que
mexilhdes da espécie Mytilus californianus mostravam uma inducdao do MXR
quando na presenga de compostos que nao sao substratos para o transporte, e
em fungao de alteragdes na temperatura. Os autores sugeriram que, como as
HSPs, a inducao da Pgp seja um dos mecanismos ativados para a protecao

celular em resposta a situagOes estressantes.
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Figura 3: Modelos da estrutura dos transportadores ABC. Em (A), representagéo
bidimensional do MDR1 de humanos. Em (B), representagao tridimensional do
modelo estrutural padrédo da familia ABC (Bolhuis et al., 1997). Possuem dois
dominios transmembrana homologos (indicados como TDM em B), contendo 6
segmentos a - hélice (representados em verde em A e como elipses em B). Os
dominios para ligagdo de nucleotideos (indicados como ABC em A e como NBD
em B) localizam-se na face citoplasmatica da membrana e contém uma regido
altamente conservada (ABC signature) e os motivos Walker A e Walker B,
envolvidos na hidrélise de ATP. Na figura B, os nucleotideos mais conservados
destes motivos estdo indicados.
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Figura 4: Diferentes modelos propostos para o transporte de substratos pela Pgp.
Em (A), modelos discutidos por Higgins & Gottesman (1992), a Pgp atuaria como
uma bomba (pump), sem a interacdo do substrato com a bicamada lipidica, ou
como uma flipase, com o substrato interagindo primeiro com a bicamada e so6
entdo se mostrando acessivel ao transportador. ¢ representa os substratos. Em
(B), modelo de “hidrophobic vacuum cleaner” discutido por Ashida, Oonishi &
Uyesaka (1998), o substrato interage com o transportador enquanto esta inserido
no interior da bicamada lipidica, antes mesmo de alcancgar o citosol. As setas
representam os substratos, A indica a bomba ATP — dependente (que pode ser
bloqueada por vanadato) e B, indica 0 mecanismo de valvula que é suprimido
pelo verapamil.
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As proteinas transportadoras relacionadas a Pgp sao codificadas por genes
altamente conservados, pertencentes a familia mdr (ScHIENGOLD et al,, 2001).
Estes genes sao filogeneticamente conservados e ja foram identificados em
diversos organismos (BArRD, 2000; ScHIENGOLD et al, 2001), dentre eles:
arqueobactérias, bactérias, leveduras, protozoarios (Plasmodium e Leishmania),
insetos (Drosophila), vegetais (Arabdosis thaliana); diferentes invertebrados,
dentre eles mexilhdes das espécies Mytilus edulis, Mytilus californianus, Mytilus
galloprovincialis e Perna perna (GALGANI et al., 1995; CORNWALL et al., 1995;
KURELEC, KREA & Lucig, 1996; GRIMM et al., 2000; GrimM, 2001), nematoides e
poliquetas. A Pgp também esta presente em peixes, aves, mamiferos (BRADLEY,
GEORGES & LING, 1990; BoRrST et al, 1993; BArD, 2000) e em humanos
(GOTTESMAN & PASTAN, 1993).

A ampla distribuicdo entre os taxa sugere que o fendtipo possua uma funcao
bioldgica genérica. Em condicdes normais (auséncia de exposicao a
xenobidticos), a expressao da Pgp em humanos parece estar confinada as
membranas apicais dos tecidos secretores (figado, pancreas, adrenal e utero
durante a gravidez), de absorcao (intestino, pulmdes e rins) e que formam
barreiras (barreira placentaria e barreira hemato-encefalica), sugerindo como
sua funcdo fisioldgica a protecdo/excrecao de produtos tdxicos naturalmente
presentes na dieta, de metabdlitos enddgenos ou na secrecdo de cortisol,
aldosterona e outros esterdides (DEBRY et al, 1997; AMBUDKAR et al., 1999;
BARD, 2000; JOHNSTONE, RUEFLI & SMYTH, 2000; OUDE ELFERINK & ZADINA, 2001;
BorsT & OuDE ELFERINK, 2002). Como ja visto, em situacOes de exposicao a
agentes tdxicos exogenos, este sistema também é ativado, indicando que
durante o curso da evolugao o sistema MDR/MXR desenvolveu-se como um
mecanismo de defesa pouco especifico para protecao do organismo, tanto de
agressoes enddgenas quanto exdgenas (KURELEC, 1992; KURELEC, 1997; SMITAL
& KURELEC, 1998a; KURELEC et a/, 1998; EPEL, 1998; EUFEMIA & EPEL, 2000; BARD,
2000; ScHIENGOLD et al., 2001; BorsT & OUDE ELFERINK, 2002).

Alguns genes codificadores da Pgp ja foram clonados e sua amplificacdo e

superexpressao mostraram-se diretamente proporcionais ao grau de resisténcia
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observado em linhagens celulares que apresentam o fendtipo MDR (ENDICOTT &
LING, 1989; AMBUDKAR et al., 1999; BARD, 2000; SHIENGOLD et al., 2001; BORST &
OuDE ELFERINK, 2002; LUDERKING & KOHLER, 2002). A expressao do fenodtipo
MDR/MXR é normalmente estudada utilizando-se o anticorpo monoclonal C219,
0 qual reconhece uma seqiiéncia interna extremamente conservada presente
em todas as proteinas transportadoras relacionadas a Pgp até hoje estudadas
(MINIER & GALGANI, 1995; MINIER et /., 2000; STURN, CRAVEDI & SEGNER, 2001).

Além disso, a funcdo de transporte da proteina é modulada por
modificagdes pos-traducionais, através da fosforilacdo mediada pela proteina
quinase C (PKC), sendo que seus ativadores, como forbol 12-miristato 13-
acetato, ou seus inibidores, como a estaurosporina, estimulam ou inibem o
efluxo das drogas para o meio extracelular, respectivamente (SMITAL & KURELEC,
1998).

A presenca da Pgp ja foi confirmada através de métodos bioquimicos
(binding) (KURELEC & PIvCEVIC, 1989), moleculares (imunohistoquimica, Western
e Northern blots) (KURELEC et al., 1992; TOOMEY & EPEL, 1993; MINIER, AKCHA &
GALGANI, 1993; CorRNWALL et al., 1995), fisioldgicos (sensibilidade ao verapamil)
(KURELEC & PivCEVIC, 1991; GALGANI et al, 1995; MINIER & MOORE, 1996) e
toxicoldgicos (modulacao da toxicidade) (WALDMANN et al, 1995; SMITAL &
KURELEC, 1998).

Alguns farmacos, como o verapamil, sdo substratos com alta afinidade pela
Pgp, sendo por ela transportados e causando, por competicao, a inibicao do
efluxo de compostos que possuam menor afinidade. Se tais compostos forem
citotdxicos, a sensibilidade prévia é restaurada (KURELEC, 1997; SHAROM et al.,
1999; KURELEC, et al 2000). Varios compostos foram testados quanto a sua
capacidade de reverter o quadro MDR /n vitro, durante a busca por tratamentos
quimioterapicos mais eficientes. Alguns deles sdo compostos lipofilicos ndo
tdxicos (naturais ou manufaturados pelo homem) que sd@o reconhecidos pela
Pgp e que em altas concentragdes podem saturar o sistema e reverter o efluxo
dos compostos tdxicos. Outros sdao conhecidos por alterar a regulacdo deste
mecanismo, como 0s ativadores ou inibidores da PKC (Sikic et al, 1997;
SHARON et al, 1999; BArRD, 2000; BorsT & OUDE ELFERINK, 2002). Esta nova
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classe de compostos, conhecida como quimiosensibilizadores, tem sido alvo de
estudos ecotoxicolégicos, em funcdo do possivel risco ambiental que
representam, pois blogueiam o mecanismo celular basico de defesa e revertem
a resisténcia natural apresentada pelos organismos (KURELEC, 1997; KURELEC,
P1vcevic & SMITAL, 1998; SMITAL & KURELEC, 1998; KURELEC et a/., 2000; EUFEMIA &
EPEL, 2000).

Atualmente, a estratégia utilizada para se estudar o impacto destes
quimiosensibilizadores sobre os sistemas de defesa celular relacionados ao
MXR, envolve estudos de acumulo/efluxo utilizando sondas moleculares,
normalmente substratos fluorescentes, como a H>-vincristina, a calceina acetoxi
metil éster (calceina AM), a rodamina 123 e a rodamina B, que atuam como
substratos para o transporte via Pgp. Nestes estudos, os organismos (ou
porcoes de tecidos destes) sao incubados com o substrato modelo, na presenca
ou na auséncia do xenobidtico que se pretende testar. O acimulo do substrato
fluorescente no meio intracelular é inversamente proporcional a atividade do
MXR. Estes ensaios permitem a quantificacdo da atividade desta proteina em
situacOes diversas, utilizando diferentes tecidos ou mesmo organismos inteiros
(SMITAL & KURELEC, 1998; BRITVIC & KURELEC, 1999; KURELEC et al., 2000; EUFEMIA
& EPEL, 2000; BARD & STEGEMAN, 2002, HAUMDOUM, GRIFFIN & CHERR, 2002).

A observacao do bloqueio do transporte da Pgp pela presenca de
quimiosensibilizadores em experimentos /in vivo e a relagdo entre esta
diminuicdo na eficiéncia e o aumento dos efeitos tdxicos de xenobidticos
presentes no meio, confirmou o que ja havia sido observado in vitro e mostrou
a importancia ecoldgica dos quimiosensibilizadores (KURELEC, 1997; KURELEC et
al, 1998; SmiTAL & KURELEC, 1998; BRrITvic & KURELEC, 1999; KURELEC et al.,
2000; BArRD & STEGEMAN, 2002; HAumDOuUM, GRIFFIN & CHERR, 2002).
Considerando-se que compostos anteriormente considerados nao toxicos
podem inibir o sistema MXR, surgem alguns questionamentos sobre a
magnitude e reversibilidade destes efeitos. As implicagdes nos estudos
ecotoxicoldgicos e na avaliagdo da qualidade ambiental podem ser bastante
profundas (SMITAL & KURELEC, 1998; KURELEC et al, 2000; STURN, CRAVEDI &
SEGNER, 2001).
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O capitulo I da dissertacdo trata da andlise de alguns biomarcadores
(atividade e expressao da Pgp, expressao das HSP 60 e HSP 70 e atividade da
GST) em Perna perna, apds a realizacao de um experimento para avaliacao da
influéncia da liberacdo de esgoto doméstico sem tratamento, na Baia Norte,
Ilha de Santa Catarina — SC. No capitulo II, a influéncia do dleo diesel sobre a
expressao e atividade da Pgp foi analisada nos mexilhdes A. perna,
provenientes da zona de cultivo localizada na Praia do Sambaqui. E finalmente,
no capitulo III, o trabalho trata das diferencas existentes na inducdo do MXR
em P. perna , provenientes de diferentes localidades da Ilha de Santa Catarina
- SC.

MexilhOes: relevancia sdcio-econdmica e em estudos de avaliacao

ambiental

Os mexilhoes e outros bivalves sao adequados para o monitoramento da
poluicao aquatica por serem organismos que se alimentam através de filtracao,
mantendo contato quase que constante com 0 meio circundante; serem
sésseis, nao podendo se deslocar, caso, as condices do ambiente se tornem
adversas; serem de facil manuseio; ocorrerem 0 ano inteiro e possuirem uma
boa toleréncia a varias classes de xenobidticos, em comparacdo com peixes e
crustaceos, sobrevivendo em condicdes ambientais adversas (SHEEHAN & POWER,
1999; BARRACO, MEDEIROS & MOREIRA, 1999; PORTE et al, 2001). Além disso,
esses organismos apresentam importancia sécio-econémica crescente
(MARQUES, PEREIRA & CORREA, 1998).

O cultivo de mexilhdes em Santa Catarina, utilizando a espécie nativa
Perna perna, comecou em 1989. Esta atividade econOmica tem crescido
exponencialmente, tendo a producdo total de 190 toneladas/ano em 1990
alcancado 7500 toneladas/ano em 1997 (BAINY et a/, 2000). Em 1999, 9400
toneladas de mexilhdes foram produzidas, sendo um crescimento de
aproximadamente 20%, projetado para os anos de 2000-2001 (DA SILVA,
MAGALHAES & BARRACO, 2002). Nos ultimos anos, o Estado de Santa Catarina

estabeleceu-se como o maior produtor de mexilhdes de cultivo do Brasil, 13500
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toneladas em 2002 (PessATI, M., comunicacao pessoal, 2003). Possui também
um dos maiores estoques naturais de bivalves de interesse comercial
(principalmente ostras e mexilhdes) de nosso pais, o qual tem sido
continuamente explorado pela populagao local.

Problemas ambientais (causados principalmente pela mineracao do
carvao, efluentes das industrias téxteis e dejetos urbanos) tém sido observados
ao longo da costa, particularmente nas regides estuarinas, o que pode afetar
tanto as populagdbes de mexilhdes selvagens como as cultivadas,
comprometendo, assim, a saude destes organismos e podendo influenciar a
qualidade destes para o consumo humano (CNIO, 1998; SiLvA, MAGALHAES &
BARRACO, 2002).

Aspectos biologicos de Perna perna (LINNAEUS, 1758)

Posicionamento sistematico da espécie (R10s, 1994):

Reino: METAZOA
Filo: MoLLUscA

Classe: PELECYPODA LINNAEUS, 1758
Ordem: MYTILOIDA FERRUSAC, 1822
Superfamilia: MYTILOIDEA RAFINESQUE, 1815
Familia: MYTILIDAE RAFINESQUE, 1815
Subfamilia: MYTILINAE RAFINESQUE, 1815
Género: Perna RETZIUS, 1788
Espécie: Perna perna LINNAEUS, 1758

O padrao de distribuicao natural da espécie envolve a Costa Atlantica da
América do Sul (da Venezuela ao Uruguai), as Costas Européias do
Mediterraneo Espanhol (na regido de Malaga) e no continente Africano, a Costa
do Mediterraneo Ocidental (de Gibraltar ao Cabo Horn), a Costa Atlantica
(Mauritania, Marrocos, Africa do Sul e Angola) e a Costa Indica da Africa do Sul
(MOREIRA, 1995). O Perna perna distribui-se ao longo de toda a Costa Brasileira,
principalmente entre o litoral do Espirito Santo e Santa Catarina (R10s, 1994; DA
SILVA, MAGALHAES & BARRACO, 2002).

A caracteristica diagndstica mais evidente na espécie é a presenca, na

porcdao interna da concha, de uma divisdo na cicatriz do musculo adutor
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posterior. Externamente, este bivalve pode ser facilmente reconhecido através
da coloragao marrom de suas valvas (Figura 5A) (SCHURINK & GRIFFITHS, 1990).

A reproducao é sexuada com fecundacdo externa, sendo os gametas
liberados diretamente na coluna d'agua durante o periodo reprodutivo. Nao
apresentam dimorfismo sexual externo, com machos e fémeas sendo
diferenciados internamente através da coloracdo das gonadas (Figura 5B)
(LasiAk, 1986). Logo apds a fertilizacdao (cerca de 8 horas), a forma larval
originada é denominada de trocdfora, formando-se em seguida a larva tipica
dos moluscos, denominada de véliger. Ao final da fase planctonica, inicia-se a
procura por um substrato para fixacdo e a formagao das estruturas do bisso
(MAGALHAES, COMUNICAGAO PESSOAL, 2001). Segundo SCHURINK & GRIFFITHS (1991),
o periodo de reproducdo estende-se de abril a setembro. Acredita-se que a
liberacdo dos gametas seja ativada pela queda na temperatura da agua em
decorréncia do surgimento de correntes ascendentes durante o inverno
(CARVAIAL, 1969).

A espécie apresenta um crescimento continuo, mesmo apos alcangar a
maturidade sexual, a qual ocorre quando os animais atingem 20 mm de
comprimento da concha (MAGALHAES, 1985). O comprimento maximo que a
concha pode apresentar é influenciado pela distribuicao vertical dos animais.
Nas zonas interditais, os mexilhdes alcancam 90 mm. No entanto, um
comprimento maximo de até 120 mm pode ser observado em individuos que
habitam as zonas sublitoraneas (SCHURINK & GRIFFITHS, 1990).

O habito alimentar da espécie ¢é a filtracao, através da vibracao dos cilios
branquiais (BARNES, 1984). Os mexilhdes conseguem regular a taxa de
ventilacdao, de maneira a controlar a quantidade de oxigénio necessario para a
manutencao das suas funcOes vitais, que é em geral de 1 a 4 litros/hora
(MoOREIRA, 1995). Este bivalve é eurihalino, osmoconformador, tolerando uma
variagao na salinidade entre 19 a 44 (SALOMAO, MAGALHAES & LUNETTA, 1980;
STUCCHI-ZUccHI & SALOMAO, 2003). Sao considerados euritérmicos, suportando
variagbes de 5 a 30° C, com uma faixa étima de temperatura entre 21 e 28°C
(EPAGRI & UFSC, 1994).
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branquia branquia

Macho

Fémea

Figura 5: Perna perna. Em (A) morfologia externa da espécie. Em (B), morfologia
interna da espécie, as setas indicam a localizagado das branquias e o padrao distinto de
coloragao do tecido gonadal, apresentado por fémeas e machos.

Fotos: Jaime F. Ferreira
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Capitulo 1

Resposta de biomarcadores no mexilhao, Perna perna, transferido para um local

contaminado na Ilha de Santa Catarina, Brasil
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RESUMO
Organismos aqudticos sdo capazes de sobreviver em locais contaminados, o que sugere
a existéncia, nestes animais, de meios para tolerar a mistura de varios xenobioticos,

incluindo a indugdo das proteinas de choque térmico (Hsps), aumento da atividade da
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glutationa-S-transferase (GST) e a ativa¢do do mecanismo de resisténcia multipla a
xenobioticos (MXR-multixenobiotic resistance). O objetivo do presente estudo foi a
avaliagdo destes biomarcadores na branquia dos mexilhoes Perna perna transferidos
de uma zona de cultivo (Sambaqui-SM) para um local contaminado com esgoto
doméstico (Baia Norte-BN) na Ilha de Santa Catarina, Brasil. A concentragdo da Pgp
ndo foi significativamente diferente, entretanto sua atividade aumentou apos 14 dias
nos animais mantidos na BN. Foram observados maiores niveis de Hsp60 nos
mexilhoes mantidos em SM durante 7 dias. A expressdao da Hsp70 aumentou em ambos
os locais apos 14 dias. Uma diminui¢do na atividade da GST foi observada em BN apos
24 horas de exposi¢do. A inibi¢do da atividade da Pgp ndo ocasionou mudangas nos
outros biomarcadores, indicando que esta espécie tolera os xenobioticos presentes no

esgoto doméstico.

Palavras-chave: Biomarcadores, efeitos bioquimicos, Perna perna, Mexilhdo, Pgp,

MXR, HSP, GST
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A sobrevivéncia dos organismos aquaticos em locais contaminados depende de
diferentes adapta¢des moleculares que os tornam capazes de tolerar a presenca dos
xenobioticos (Eufemia & Epel 2000; Bard 2000). A glutationa-S-transferase (GST)
engloba uma superfamilia altamente conservada de enzimas de fase II, envolvidas no
metabolismo de xenobidticos (Gallagher, Sheedy, Lame & Segall 2000). A
glicoproteina-P (Pgp) ¢ um transportador transmembrana que bombeia xenobidticos
para fora da célula, prevenindo o seu acumulo e os efeitos toxicos associados,
caracterizando o mecanismo de resisténcia multipla a xenobioticos (MXR) (Smital &
Kurelec, 1998). As proteinas de estresse (Hsps) estdo envolvidas na protecdo celular
contra efeitos proteotdxicos, particularmente os causados pelos xenobioticos (Sanders &
Martin, 1993). As Hsps participam na recuperagdo de proteinas danificadas através do
redobramento como Chaperoninas (Feder & Hofmann, 1999).

O objetivo do presente estudo foi a avaliagao destes biomarcadores na branquia
de Perna perna coletados na zona de cultivo (Sambaqui-SM, local referéncia) e
transferidos para um local considerado contaminado por esgoto doméstico (Baia Norte-
BN, local contaminado) na Ilha de Santa Catarina, regido sul do Brasil.

Os mexilhdes foram mantidos em SM e BN durante 1 (T;), 7 (T7) e 14 dias (T}4)
(n=7 para cada grupo). Um grupo de animais de SM foi amostrado antes da
transferéncia (Ty). A atividade da Pgp foi determinada pela razdo entre o acimulo in
vivo de Rodamina B (ROD) nos mexilhdes na presenca e auséncia de verapamil (VER),
um inibidor da atividade da Pgp (Kurelec et al., 2000). A expressao da Pgp foi analisada
de acordo com o protocolo adaptado de Eufemia & Epel (2000), utilizando o anticorpo
monoclonal C219 (Signet). Anticorpos policlonais anti-Hsp70 e monoclonais anti-
Hsp60 (Calbiochem) foram utilizados para a detec¢ao das Hsp. O complexo imune foi

detectado por eletroquimioluminescéncia ¢ as bandas protéicas foram quantificadas
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utilizando-se o programa Scion Image. A atividade da GST foi determinada segundo
Keen et al. (1976), utilizando 1-cloro, 2-4 dinitrobenzeno. Analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o teste de ANOVA de uma via. Uma matriz de correlacdo entre
as médias dos dados biolodgicos e os parametros ambientais foi realizada utilizando-se
Statsoft 1998. O nivel de significancia adotado foi 0,05.

A expressdo da Hsp60 aumentou nos mexilhdes que foram mantidos em SM em
T, (Fig. 1A). Mexilhdes de ambos os locais mostraram um aumento tempo-dependente
nos niveis de Hsp70, sendo significativamente diferente em T4 (Fig. 1B).

Nenhuma alteragdo na expressdo da Pgp foi observada nas branquias dos
mexilhdes mantidos, tanto no local referéncia quanto no local contaminado (Fig. 1C).
Mexilhdes dos grupos Ty ¢ T; mostraram uma menor atividade da Pgp, que pode estar
relacionada com os niveis mais altos de turbidez e clorofila a existentes em SM, nestes
periodos (Tabela 1). A influéncia destes pardmetros na atividade da Pgp foi
anteriormente observada em Dreissena polymorpha (Kurelec, Britvi¢, Pivéevi¢c &
Smital, 1998). Por outro lado, os mexilhdes mantidos na BN apoés 14 dias da
transferéncia mostraram uma atividade da Pgp 4,9 vezes maior que o grupo referéncia.
A Hsp70 e a Pgp parecem ndo agir sempre em conjunto na resposta ao stress em
mexilhdes (Eufemia & Epel, 2000). Este parece ser o caso no presente trabalho, ja que o
padrdo observado para os dois biomarcadores, ndo foi o mesmo nos mexilhdes que
permaneceram em BN.

A atividade da GST foi significativamente menor nos mexilhdes que
permaneceram por 1 dia na BN, comparando-se com o grupo referéncia. Todavia, este
efeito nao foi observado apo6s 7 e 14 dias. Tal comportamento pode ser conseqiiéncia de
uma resposta adaptativa de curto-prazo a este ambiente. Estudos anteriores realizados

com mexilhdoes mantidos no mesmo local, durante seis meses, mostraram um aumento
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sigficativo na atividade da GST. Esta resposta bioquimica foi atribuida a uma maior
carga de contaminantes associada a um elevado indice pluviométrico (Bainy, Almeida,
Miiller, Ventura & Medeiros, 2000). Todavia, ndo foram registradas chuvas durante o
presente experimento, o que pode explicar em parte os dados sobre a atividade da GST.
Nossos resultados mostram que a liberacao de esgoto doméstico em BN promove
um aumento na atividade da Pgp nas branquias de P. Perna, depois de 14 dias.
Nenhuma outra alterag@o foi observada nas outras respostas bioquimicas, indicando que

esta espécie tolera os xenobidticos presentes no esgoto doméstico.
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Legenda das figuras:

Figura 1. Expressdao da Heat shock protein 60 (Hsp60) (A), da Heat shock protein 70
(Hsp70) (B) e da Glicoproteina-P (Pgp) (C); atividade da Pgp (D) e da Glutationa S-
transferase (GST) (E) nas branquias do mexilhdo Perna perna mantidos no local
referéncia (Sambaqui-SM) e no local contaminado (Baia Norte-BN) durante 0, 1, 7 ¢
14 dias. * Indica diferencas significativas (P< 0.05) através de ANOVA. Dados foram

expressos como médias + desvio padrao.
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Tabela 1
Correlagdo entre as médias dos dados bioldgicos (biomarcadores) e os parametros ambientais.

Pgp Act. Pgp Exp. GST Act. Hsp60  Hsp70 T°C pH Salinity Turbidity TPM PIM POM Chl A Pheo

Pgp Act. 1,000

PgpExp. 0,163 1,000

GSTAct. -0,975 0,058 1,000

Hsp60  -0,067 0,973 0,285 1,000

Hsp70 0,848 -0,384 -0,944 -0,585 1,000

T°C 0,961 0,429 -0,877 0,210 0,669 1,000

pH -0,653 0,640 0,804 0,799 -0,955 -0,419 1,000

Salinity 0,653 -0,640 -0,804 -0,799 0,955 0,419 -1,000 1,000

Turbidity -1,000 -0,182 0,971 0,047 -0,838 -0,967 0,638 -0,638 1,000

TPM 0,342 -0,871 -0,541 -0,960 0,788 0,070 -0,935 0,935 -0,324 1,000

PIM 0,285 -0,899 -0,490 -0,975 0,750 0,010 -0,912 0,912 -0,267 0,998 1,000

POM 0,521 -0,757 -0,696 -0,887 0,894 0,265 -0,987 0,987 -0,504 0,980 0,967 1,000

ChlA -0,945 -0,476 0,850 -0,262 -0,629 -0,999 0,370 -0,370 0,951 -0,017 0,043 -0,213 1,000
Pheo -0,949 -0,465 0,857 -0,250 -0,639 -0,999 0,382 -0,382 0,955 -0,030 0,030 -0,226 1,000 1,000

Biomarcadores: atividade da Pgp, expressao da Pgp, atividade da GST, expressao da Hsp60, expressao da Hsp70.
Parametros ambientais: Temperatura, pH, Salinidade, Turbidez, Matéria particulada total (TPM), Matéria inorganica particulada (PIM), Matéria
organica particulada (POM), Clorofila A (Chl A), Pigmentos de Pheophyta (Pheo).

Correlagdes em negrito indicam significancia estatistica (P<0.05).
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Resumo

Neste estudo foram avaliados os efeitos da exposicdo ao oleo diesel
comercial sobre o mecanismo de resisténcia multipla a xenobidticos (MXR) em
mexilhbes Perna perna (L.). O mecanismo MXR esta relacionado com a
expressédo de um transportador, a glicoproteina-P (Pgp), que bombeia
xenobidticos para fora da célula, com gasto de energia, prevenindo, assim, o
seu acumulo e os efeitos toxicos associados. A atividade da Pgp pode ser
medida in_vivo, através de ensaios de acumulo/efluxo de rodamina (ROD), a
partir de comparagbes entre o acumulo intracelular de ROD (1,5 uM), na
presenca e auséncia do inibidor competitivo verapamil (VER = 20 uM).
Diferentes condi¢gbes de ensaio foram utilizadas, de modo a testar varios
aspectos da interagdo Pgp/dleo diesel. A presengca de uma proteina de 170
kDa foi identificada no tecido branquial de Perna perna, através de Western
blotting. Nenhuma diferenga nos niveis da Pgp foi observada apos a exposi¢cdo
ao oleo diesel (1 — 24h) em laboratério ou apds a exposi¢do in situ a esgoto
doméstico (1 — 14 dias). No entanto, foram detectadas alteragbes na atividade
da Pgp. Em alguns ensaios, a capacidade de transporte da Pgp pareceu estar
saturada. Foi estabelecida uma correlagdo positiva entre a turbidez da agua e a
saturagdo da Pgp. O oleo diesel dificulta o efluxo da ROD e aparentemente nao
interfere na sua captagdo. Os resultados obtidos indicam que a resisténcia a
contaminagdo observada em mexilhbes P. perna pode ser relacionada, pelo

menos parcialmente, com a indugdo do mecanismo MXR.

Palavras chave: MXR, Pgp, Perna perna, mexilhdo, 6leo diesel, esgoto

doméstico
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effects of diesel oil exposure
upon the multixenobiotic resistance (MXR) mechanism in mussel Perna perna
(L.). MXR mechanism is associated to the expression of a transporter, P-
glycoprotein (Pgp,) that pumps xenobiotics out of the cell, in an energy
dependent manner, preventing their accumulation and associated toxic effects.
PgP activity can be measured in vivo by rhodamine (ROD) accumulation/efflux
assays, that basically consist in comparisons between intracellular
accumulation of ROD (1,5 uM) either in the presence or absence of the
competitive inhibitor verapamil (VER = 20 uM). Different conditions were
adopted for the assays in order to test various aspects of Pgp/diesel oil
interactions. Western blot analysis confirmed the presence of Pgp-like proteins
in P. perna gill tissue. No differences in Pgp expression were observed neither
after oil exposure (1 — 24h) in the laboratory nor after in situ exposure to
domestic sewage (1 — 14 days). In some assays, the Pgp transport capacity
seemed to be saturated. A positive correlation was established between the
water turbidity and Pgp saturation. Diesel oil makes the efflux of ROD difficult
and apparently does not interfere with its uptake. These results indicate that the
resistance to contamination observed in P. perna can be related, at least

patrtially, to the induction of the MXR mechanism.
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Introducao

O nivel de contaminantes ao longo da costa brasileira tem aumentado
constantemente devido a elevada densidade populacional na zona costeira.
Estima-se que mais da metade da populagdo brasileira viva atualmente a
menos de 200 Km do oceano Atlantico (Brasil MMA - Ministério do Meio
Ambiente 1996).

Alguns organismos aquaticos sao capazes de sobreviver em locais
altamente contaminados, o que sugere que eles possuam estratégias para
resistir ou tolerar a presenga de misturas complexas de xenobibticos (Bard
2000, Eufemia & Epel 2000). Uma resposta geral a exposicdo a compostos
téxicos é a indugdo do mecanismo de resisténcia multipla a xenobidticos
(MXR), primeiramente descrito em organismos aquaticos por Kurelec (1992).
Esse fenbmeno é comumente associado a super-expressao de uma proteina
transmembrana de 170 kDa, a glicoproteina-P (Pgp), que bombeia substratos
téxicos para fora da célula, com gasto de energia, prevenindo assim, o acumulo
dos mesmos e os efeitos toxicos relacionados (Bard 2000, Kurelec et al. 2000).

Proteinas Pgp-like tém sido descritas em diversos taxa, incluindo bactérias,
invertebrados, vertebrados e plantas (Smital & Kurelec 1998, Bard 2000). Essa
distribuicao filogenética ampla pode significar que, ao longo do processo
evolutivo, o transporte mediado pela Pgp possa ter se tornado um mecanismos
biolégico geral de defesa/protegdo contra toxinas enddégenas ou de origem
ambiental (Smital & Kurelec 1998a, Schiengold et al. 2001).

Segundo Smital & Kurelec (1998b) e Bard (2000), a indugdo do MXR em
populacdes naturais de organismos aquaticos é diretamente proporcional ao
nivel de poluigdo observado no ambiente. A atividade da Pgp pode ser medida

in vivo, através de ensaios de acumulo de rodamina B (ROD), sendo que a
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maior atividade do MXR em animais coletados em locais poluidos resulta em
um menor acumulo de ROD nos tecidos (Kurelec et al. 2000).

Alguns compostos, denominados quimiossensibilizadores, podem alterar a
eficiéncia do MXR em organismos aquaticos (Kurelec 1997). Esses compostos
podem saturar a atividade de bombeamento da Pgp, afetando a resisténcia dos
animais e, assim, tornando-os sensiveis aos contaminantes presentes no
ambiente. Os quimiosensibilizadores sao detectados em amostras ambientais
de locais que recebem efluentes de esgoto doméstico e industrial, bem como,
em locais ndo contaminados (Kurelec et al. 1998, Smital & Kurelec 1998a,
Smital & Kurelec 1998b, Bard 2000).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar in vivo os efeitos causados pela
exposicao a o6leo diesel comercial, no mecanismo MXR de mexilhdes Perna
perna (L.), uma fonte alimentar importante no estado de Santa Catarina (Bainy

et al. 2000).
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MATERIAL E METODOS
Mexilhoes. Espécimens de Perna perna (L.), com 40 mm de comprimento
total em média, foram coletados no cultivo experimental do Laboratério de
Cultivo de Moluscos Marinhos (LCMM) — UFSC, localizado na Praia do
Sambaqui, Florianépolis, SC, Brazil (Fig. 1). Além do comprimento total, foram

registrados ainda o peso total e o sexo de todos os animais analisados.

Ensaio de transporte de Rodamina B in vivo. As condi¢cbes dos ensaios
foram adaptadas de Kurelec et al. (2000). Os ensaios in vivo, consistem
basicamente em comparagdes entre o acumulo intracelular de Rodamina B
(ROD), na presenga e na auséncia do inibidor competitivo verapamil (VER)
(Cornwall et al. 1995, Epel, 1998, Kurelec et al. 2000). Considera-se que o
acumulo de substrato, observado na presenca do inibidor fornega um indice da
sua difusdo na auséncia de atividade de transporte da Pgp (Epel 1998). Apds
cada ensaio, 0,14 g de branquia de cada espécime foi retirado, rapidamente
lavado e homogeneizado em 1 mL de agua destilada. As amostras foram
centrifugadas a 3.000 xg por 7 min e a fluorescéncia do sobrenadante foi

quantificada em um fluorimetro (Quantech, modelo FM 109515).

CALIBRACAO DO FLUORIMETRO

ug/L [ ROD B]

4790 1x 107 10 uM
2395 5x 107° 5 uM
479 1x10° 1 uM
239,5 5x 107 0,5 uM
47,9 1x 107 0,1 uM
23,95 5x10° 0,05 uM
4,79 1x10° 0,01 uM
2,39 5x 107 0,005 uM
0,48 1x 107 0,001 uM
Solucédo estoque de ROD = 12 mg/mL
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Exposicdao simultdnea a ROD e éleo diesel. Foram realizados dois ensaios.
No primeiro, os mexilhdes foram aclimatados em laboratério por trés dias,
sendo mantidos em agua do mar filtrada (AMF) (125 mL/animal), sob aeracao
constante e temperatura controlada (20-25° C). Durante este periodo, os
animais nao foram alimentados. Ao término da aclimatacdo, os mexilhdes
foram divididos em trés recipientes com 500 mL de AMF, contendo ROD (1,5
uM) (Sigma) (n = 4 por grupo). Ao grupo controle foram adicionados 50 ul de
DMSO (veiculo de diluicdo do VER). O grupo inibido foi exposto a VER (20 uM)
e o outro grupo foi exposto ao 6leo diesel comercial (PETROBRAS) (0,1 %
w/v). Apds 2 h de exposicao, os animais foram analisados. O segundo ensaio
apresentou o0 mesmo delineamento, utilizando, no entanto, animais nao

submetidos a uma aclimatacgao prévia.

Exposicdao simultdnea a ROD e diferentes concentragcées de 6leo diesel.
Os mexilhdes recém coletados, foram divididos em seis grupos e mantidos em
recipientes de 500 mL de AMF, contendo ROD (Sigma) (1.5 uM) (n = 4 por
grupo). As condi¢gdes do grupo controle e do grupo tratado com VER (inibido)
foram as mesmas descritas acima. Diferentes concentracbes de 6leo diesel
(0,001 %; 0,01 %; 0,1 % and 0,5 %, w/v) foram testadas. Apés 3 h de

exposicao, os animais foram analisados.

Avaliagao do acumulo de ROD com e sem pré-exposi¢ao a oleo diesel.
Foram realizados dois ensaios, no primeiro, os mexilhdes foram aclimatados

por 4 dias, sendo a AMF renovada diariamente e a alimentacdo com algas (1.7
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x 10° cél.mL™) realizada duas vezes ao dia. Um grupo (pré-exposto) (n = 8) foi
mantindo em um recipiente com 500 mL de AMF, contendo 6leo diesel 0.1%,
enquanto um segundo grupo (referéncia), foi mantido em outro recipiente com
o mesmo volume de AMF. Apés 1 e 24 h de exposicao, os dois grupos foram
sub-divididos e tratados como grupo inibido e grupo controle (n = 4 por grupo),
conforme descrito acima. Apds 3 horas de exposi¢cdo, os mexilhdes foram
analisados. No segundo ensaio, o mesmo experimento foi realizado sem
aclimatagcao prévia e com periodos de pré-exposicdo de 5 e 24 horas,

respectivamente.

Avaliagao do acumulo de ROD com e sem pré-exposicao a o6leo diesel,
seguida ou nao da renovagdo da agua do mar. Os mexilhdes foram
divididos em dois grupos distintos: o grupo de pré-exposi¢cao (n = 16), mantido
em um recipiente com 2 L de AMF e éleo diesel 0,1% w/v, e o grupo referéncia
(n = 8), mantidos em recipientes com 1 L de AMF. Apds 4 h, o grupo referéncia
foi subdividido e tratado como grupo controle e grupo inibido, conforme descrito
anteriormente. O grupo exposto a oOleo diesel foi subdividido em quatro
subgrupos (n = 4). Dois deles foram mantidos na mesma agua da pré-
exposicao, enquanto os outros dois receberam 500 mL de AMF limpa. A todos
os recipientes foi adicionado ROD (Sigma) (1,5 uM). Desses grupos, dois
receberam VER (grupo inibido). Ap6s 3 h de exposi¢cédo, os mexilhndes foram

analisados.

Avaliagcao do efluxo de ROD na presenca de 6leo diesel. Os

mexilhées foram incubados na presenca de ROD (Sigma) (1,5 uM) por 2 h (Ty).
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Ao término desse periodo, os animais foram separados em quatro recipientes
(n =4), contendo 500 mL de AMF, para cada periodo de efluxo avaliado (15, 40
e 60 minutos). DMSO foi adicionado ao grupo controle e VER (20 uM) foi
acrescentado ao grupo inibido. Dois grupos expostos a 6leo diesel (0.1%)
foram utilizados nas analises, sendo um deles tratado com VER (20 uM). Um
grupo foi incubado com ROD (Sigma) (1,5 uM) por 210 min. Ao término de

cada periodo testado, os mexilhdes foram analisados.

Avaliacado do mecanismo MXR apdés exposicdao a contaminantes in situ.
Os mexilhdes foram separados individualmente em redes cilindricas, as quais
foram fixadas em duas balsas flutuantes de PVC. Uma delas foi mantida junto
ao cultivo experimental do LCMM, na Praia do Sambaqui (SAM), onde os
animais foram coletados, enquanto a segunda foi colocada proximo a Ponte
Hercilio Luz, na Baia Norte (BN) (Fig. 1). Seis mexilhdes (30 - 40 mm) foram
coletados em SAM, no dia da montagem e fixacdo das balsas (Ty). Apos
intervalos de 1 (T4), 7 (T7) e 14 (T14) dia, dez animais foram coletados de cada
um dos locais. Quatro mexilhées foram utilizados para analise de Western
blotting (vide abaixo), enquanto os seis restantes foram utilizados para a
avaliacdo da atividade da Pgp. Os resultados foram expressos como taxa de
acumulo de ROD (média do acumulo dos animais expostos ao VER/média dos
animais controle), onde valores de acumulo de ROD >1 representam um

transporte eficiente e valores <1 indicam saturagao do transporte.

Western Blotting. Foram utilizadas amostras de branquias (0,3 g) de animais:

(1) expostos a oOleo diesel por 1, 2, 4 e 24 horas, previamente aclimatados as
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condigdes de laboratério (4 dias); (2) utilizados nos ensaios de avaliagdo da
captagao de ROD, com e sem pré-exposi¢cao a oleo diesel 0.1 % por 5 e 24 h,
sem aclimatagao prévia as condigdes de laboratério; e (3) do experimento de
avaliagao in situ. As amostras foram homogeneizadas em 1 mL de tampéo
hipotbnico de lise (150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 50 mM Tris HCI pH 7,4; 0,1 %
w/v SDS; 1 % wi/v Triton X-100; 1 % w/v deoxicolato de sddio; 2 mM PMSF e 2
mM de coquetel de inibidores de protease) e centrifugadas a 10.000xg por 10
min a 4°C. Aliquotas do sobrenadante (20 pg de proteina) foram preparadas
em igual volume de tampao da amostra (67 mM Tris-HCI pH 6,8; 2,2 % wl/v
SDS; 11,1 % wl/v glicerol, 0,5 % w/v azul de bromofenol e 1,54 % w/v DDT) e
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (gel de concentracéo 3,9 %,
gel de separagcédo 7,5 %), em condi¢des desnaturantes (PAGE/SDS). A
eletrotransferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose foi
realizada de acordo com o protocolo proposto por Kurelec et al. (2000). Para a
imunodetecgdo foi utilizado o anticorpo monoclonal C219 (1:300, Signet
Laboratories). O complexo imune foi visualizado por quimilouminescéncia,
utilizando-se um kit comercial (ECL, Amersham-Pharmacia). A intensidade das
bandas foi quantificada, apds digitalizacdo da imagem do filme
autoradiografico, com o software Scion Image®. A comparacdo relativa da
intensidade das bandas imunoreativas das amostras foi realizada utilizando-se
uma mesma amostra, reativa com o anticorpo e presente em todos os géis. Os
resultados da imunodeteccdo da Pgp foram expressos como unidades

arbitrarias (densidade integrada/ug proteina).
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Determinacao de proteinas. A dosagem de proteinas totais nas aliquotas dos

sobrenadantes das amostras foi realizada de acordo com Peterson (1977).

Analise de parametros fisico-quimicos da agua do mar no experimento in
situ. Foram coletadas amostras de agua a 30 cm da superficie. Nessas
amostras foram quatificados os valores de salinidade e pH. A temperatura foi
medida no momento da coleta dos animais. Os outros parametros analisados

na agua foram obtidos junto ao LCMM.

Analises estatisticas. Os dados obtidos durante os ensaios foram submetidos
a um teste Kolmogorov-Smirnov para verificar a aderéncia a normalidade.
Neste caso, as diferencas entre os tratamentos foram analisadas aplicando-se
uma analise de varidncia de uma via, com nivel de significancia igual a P< 0,05.
Comparagdes Post-Hoc foram realizadas através do teste Tukey HSD para
grupos de mesmo tamanho amostral. Dados que n&do aderiram a distribuigdo
normal foram comparados utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis,
complementado pelo teste de comparagbes multiplas ndo paramétricas (Zar
1984, Sokal & Rohlf 1994). Uma matriz de correlagdo entre a taxa de acumulo
de ROD nos animais referéncia, do experimento de avaliagao in situ, e os
parametros ambientais avaliados em SAM, foi realizada utilizando-se Statsoft
1998. O nivel de significancia adotado foi 0,05. O desvio padr&o foi a medida

de dispersao adotada em todos os tratamentos.
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RESULTADOS

Uma banda protéica com um peso molecular aparente de 170 kDa foi
detectada nas branquias de Perna perna, utilizando o anticorpo monoclonal
C219, evidenciando a presenga de uma proteina pertencente a familia dos
transportadores ABC, sendo provavelmente a Pgp, conforme previamente
observado (Bresolin & Bainy, 2000; Bresolin, 2003) (Fig. 2).

Os mexilhdes expostos simultaneamente a ROD e 0,1% de éleo diesel,
apos terem sido aclimatados, ndo apresentaram diferengcas no acumulo de
ROD em relagdo ao grupo controle (Fig. 3A). Da mesma forma, nenhuma
diferenca no acumulo de ROD foi observada entre os animais controle e os
animais expostos a VER. Por outro lado, animais submetidos a condi¢des
experimentais similares, sem terem sido, no entanto, aclimatados,
apresentaram um acumulo significativamente maior de ROD no grupo exposto
ao o6leo diesel e no grupo inibido (VER), distinguindo-se do grupo controle (Fig.
3B).

Mexilhdes expostos simultaneamente a ROD e diferentes concentracdes
de oleo diesel (0,001%, 0,01%, 0,1% e 0,5%) (Fig. 4), ndo apresentaram
diferencas significativas no acumulo de ROD. Por outro lado, o acumulo de
ROD na branquia dos animais expostos a VER, foi menor que o observado no
grupo controle (P< 0,01).

Nenhuma alteracado significativa foi observada entre o acumulo de ROD
nas branquias dos animais pré-expostos a 0,1% de 6leo diesel durante 1h e 24
hi (animais aclimatados). Os animais do grupo referéncia-24 hy acumularam
uma grande concentragdo de ROD nas suas branquias ( >100 ug/ug of tissue)

(Fig. 5). Um aumento de 1,7 vezes no acumulo de ROD foi observado nos
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animais expostos a 0,1% de dleo diesel por 5 horas, comparando-se com o
grupo referéncia (animais nao aclimatados). Os niveis de ROD nos animais
referéncia 24 h, também se mostraram aumentados, em comparagdao com 0s
animais referéncia 5 h. Nenhuma alteragcdo no acumulo de ROD foi observada
nos grupos de animais expostos ao oleo por 24 h, adotando-se ou ndo um
periodo prévio de aclimatagao (Fig. 5).

Nos animais previamente aclimatados por 4 dias e entdo expostos a
0,1% de ¢6leo diesel durante 2 h, os niveis de Pgp nas branquias diminuiram
em relagdo ao grupo referéncia (Fig. 6A). Todos os outros periodos de
exposicao testados (1, 4, 5 e 24 h), ndo causaram nenhuma alteragcdo nos
niveis de Pgp, tendo os animais sido aclimatados ou nao (Fig. 6B).

O acumulo de ROD nos mexilhdes pré-expostos a 0.1% de d6leo diesel
durante 4 h e entdo transferidos para AMF limpa contendo ROD (1,5 uM) e
DMSO (controle CW) foi 30% menor que o observado nos animais mantidos
em AMF durante 4 h e depois transferidos para ROD (1,5 uM) e DMSO
(controle - grupo referéncia) (Fig. 7). Mexilhdes mantidos em AMF por 4 h e
posteriormente transferidos para um recipiente contendo VER (inibido — grupo
referéncia), mostraram um aumento de 1,3 vezes no acumulo de ROD quando
comparados com os controles do grupo referéncia (Fig. 7). Nenhuma alteragéo
significativa no acumulo de ROD foi observada nos animais expostos que
foram transferidos para VER, 6leo ou VER e dleo (Fig. 7).

Os resultados dos ensaios delineados para avaliagao da influéncia do
Oleo sobre o tempo de efluxo de ROD sdo mostrados na Fig. 8. Apds o periodo
de pré-incubacgéo (Tp), a concentragcdo de ROD no tecido dos mexilhdes foi

significativamente maior que aquela observada nos animais transferidos para
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agua com DMSO (controles) apods 15 (P< 0,01), 40 (P< 0,001) e 60 min (P<
0,001) de efluxo (Fig. 8). Apds os 15 min iniciais (T15), 0 acumulo de ROD nos
animais que foram expostos ao VER e nos animais expostos a VER e 0,1% de
oleo, ndo teve uma diminuigao significativa em relagdo ao acumulo observado
em Ty (Fig. 8). Os animais expostos apenas ao VER acumularam 2.8 vezes
menos ROD em suas branquias, em comparagao com 0s animais expostos ao
VER e 0,1% de 6leo diesel. A quantidade de ROD acumulada nos mexilhdes
mantidos na agua com VER ndo mudou significativemente ao longo do periodo
de 60 min de monitoramento do efluxo (Fig. 8). Os animais mantidos na agua
com 0,1% de oleo durante 15 e 60 min nido apresentaram alteragdes
significativas nos niveis de ROD, comparando-se com o grupo controle
(DMSQO). Em T4, 0 acumulo de ROD nas branquias dos animais expostos ao
oleo foi 3,4 vezes maior que o0 observado nos animais controle, mas esta
diferenca n&o é estatisticamente relevante. Apds 210 min (T210) de incubagéo
em ROD (1,5 uM), o acumulo do corante n&o se mostrou alterado em relagédo a
To, que corresponde a um periodo de incubagao de 120 min (Fig. 8).

A atividade da Pgp avaliada durante o experimento de monitoramento in
situ é apresentada na Fig. 9A, alteragdes na taxa de acumulo de ROD podem
ser observadas nos animais coletados em cada intervalo de tempo avaliado em
ambos os locais (SAM e BN). Entre todos os periodos de exposi¢ao testados
nas duas localidades, a taxa no acumulo de ROD foi >1, apenas apés 14 dias
(T14) de permanéncia em BN. A taxa de acumulo de ROD nos mexilhdes
mantidos em SAM (grupo referéncia) em Ty, bem como nos mexilhdes de
ambas as localidades ap6s um (T1) e sete dias (T7) de transferéncia foram < 1

(Fig. 9). Foi possivel estabelecer uma correlagcéo entre a aparente saturacéo do
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transporte, observada nos animais referéncia de Top e T4, € 0 aumento na
turbidez da agua em SAM observada nestes dias (Tab. 1). Alguns animais que
fizeram parte do experimento de avaliagado in situ tiveram os niveis de Pgp
expressa avaliados através de Western Blotting (Fig. 9B). Nenhuma diferenca
significativa foi observada, nem em funcdo dos diferentes locais nem em

funcao dos diferentes intervalos de tempo adotados neste experimento.
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DISCUSSAO

A deteccdo de uma banda de peso molecular aparente igual a 170 kDa,
reativa com o anticorpo monoclonal C219, na branquia do mexilhdo Perna
perna indica a presenga de uma proteina correspondente a Pgp nesta espécie
de molusco (Fig. 2). A exposigcao a oleo diesel (0,1%) nao alterou os niveis de
Pgp neste tecido, independente dos tempos de exposicao testados (1 a 24h) e
da adocdo ou ndo de um periodo prévio de aclimatacdo as condigdes
laboratoriais (Fig. 6).

Esta observacdo pode estar relacionada a existéncia de niveis
constitutivos de Pgp elevados nas branquias dos mexilhdes P. perna, capazes
de proteger o animal contra os efeitos toxicos do éleo diesel. Foi sugerido que
niveis basais altos de Pgp nas branquias de animais filtradores possam ter
surgido, ao longo da evolugédo, em resposta a uma dieta rica em substratos do
MXR, presentes nas algas e no fitoplancton (Bard 2000, Keppler & Ringwood
2001). Talvez isso possa explicar porqué os niveis de Pgp detectados nas
branquias dos mexilhdes transplantados para BN ndo tenham sofrido
alteragdes significativas, em comparagcdo com os niveis observados nos
animais referéncia (SAM) (Fig. 9B).

Os resultados dos experimentos para avaliagao da influéncia do dleo
diesel sobre o mecanismo MXR, devem ser interpretados com cautela, pois os
periodos de exposicdo adotados no presente trabalho, foram inferiores ou
iguais a 24 h. Outros estudos realizados para avaliagdo da indugdo do
mecanismo MXR por xenobidticos adotaram periodos de exposicdo mais
longos (Eufemia & Epel 2000, Kurelec et al. 2000, Sturn, Cravedi & Segner

2001, Haumdoum, Griffin & Cherr 2002). Os resultados obtidos através da
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técnica de Western blotting confirmaram a presenca de uma proteina Pgp-like
nos mexilhdes utilizados nos ensaios, nao podendo, no entanto, ser utilizados
para avaliar a indu¢cdo do MXR em funcao da exposig¢ao ao oleo diesel.

Nos primeiros experimentos realizados para avaliagdo da influéncia do
Oleo diesel sobre o transporte de ROD in vivo, foi utilizado um periodo de
aclimatacao as condigbes laboratoriais para que a atividade da Pgp retornasse
aos niveis basais, revertendo uma eventual inducdo do MXR existente nos
animais antes da coleta (Smital & Kurelec 1998b). No entanto, utilizando-se
animais aclimatados, nao foi possivel detectar alteragdes no acumulo de ROD
em fungdo da presenca do d6leo diesel, ja que, como mencionado acima, os
periodos de exposicdo ao xenobidtico ndo se mostraram suficientes para
promover uma indugao ou inibicao significativa do MXR (Fig. 3A e Fig. 5, 1h e
24hy).

Estudos efetuados por Smital & Kurelec (1998b), demonstraram a
capacidade do 6leo diesel de induzir o MXR (aumentando a atividade da Pgp)
em mexilhdes da espécie Mytilus galloprovincialis apés trés dias de exposicao.
Por outro lado, Haumdoum et al. (2002) observaram que a fragdo soluvel em
agua do dleo diesel biodegradado é capaz de aumentar o acumulo de ROD em
embrides de Urechis caupo, indicando que o oleo diesel é substrato para o
transporte mediado pela Pgp, sendo capaz de saturar o mecanismo MXR.
Acreditando que o Oleo diesel também seja substrato para o transporte
mediado pela Pgp em Perna perna, a auséncia de modificagdes no acumulo de
ROD, pode estar relacionado a manutencao dos animais no laboratério por
periodos superiores a 12 horas. Assim sendo, optou-se pela manutencao de

periodos de exposicdo menores ou iguais a 24h (ndo suficientes para
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induzir/inibir significativamente a Pgp), utilizando-se, no entanto, mexilhées néo
aclimatados previamente.

A nao aclimatagao as condi¢des laboratoriais, permite avaliar o nivel de
inducdo do MXR apresentado por esses animais no ambiente, antes da coleta.
A exposigao ao oleo diesel foi utilizada para uma melhor avaliagao da eficiéncia
no transporte via Pgp, pois sendo este um substrato para o transporte, deveria
competir com a ROD pelo sitio de ligagao com a proteina, assim como o VER.
Os animais que nao foram aclimatados apresentaram uma diminuicdo na
eficiéncia do transporte da ROD pela Pgp na presencga de VER e de éleo diesel
0,1% (Fig. 3B), como esperado.

No entanto, nos mexilhdes expostos simultaneamente a ROD e a
diferentes concentracdes de 6leo diesel por 3 h, nenhuma alteracdo aparente
na taxa de acumulo de ROD foi observada em funcdo da presencga de 6leo
diesel na agua (Fig. 4). A adicao de VER ao meio causou uma diminui¢do na
concentracdo de ROD no tecido para cerca de 5 (ug/ug tecido)x 10™. Epel
(1998) afirma que em situagbes em que a capacidade de transporte da Pgp se
apresenta saturada, a adicdo de VER n&o acarreta em alteragdes significativas
no acumulo de ROD. Neste mesmo artigo, discute ainda os casos em que foi
observada uma diminuigdo no acumulo de ROD na presenga de VER,
levantando como hipotese para explicar este intrigante comportamento, a
possivel ativagdo de outro transportador, que n&o a Pgp. Sendo assim,
provavelmente, a auséncia de diferencas no acumulo de ROD entre os animais
expostos as diferentes concentragcées de 6leo, observada no presente estudo,

possa estar relacionada com a saturagdo do transporte via Pgp nestes
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mexilhdes, em fungdo da existéncia de uma alta concentragao de subtratos no
ambiente (SAM).

A presencga no ambiente de substancias toxicas e nao-téxicas (naturais
ou sintéticas), substratos para a Pgp, pode saturar o sistema de transporte
(Kurelec et al. 1998a). Tais substincias tém sido denominadas
quimiossensibilizadores, que em funcdo da capacidade de bloquear o MXR,
sao considerados entre os primeiros na escala de poluentes mais perigosos
para os ecossistemas aquaticos (Kurelec 1997, Kurelec et al. 1998, Smital &
Kurelec 1998a, Kurelec et al. 2000, Bard 2000).

A diminui¢cdo no acumulo de ROD na presenca de VER em relacdo ao
acumulo do grupo controle, também foi observada nos ensaios realizados para
avaliagao da atividade da Pgp, antes do experimento de exposi¢ao in situ ser
efetuado (Ty) e no grupo referéncia 24 horas apdés a montagem das balsas (T+)
(Fig. 9A). Nestes dois ensaios, 0s animais controle acumularam quase 2 vezes
mais ROD nas branquias que os animais expostos ao VER. Tendo sido
confirmada a saturagdo do mecanismo MXR nos animais referéncia em Ty e T4,
através do estabelecimento de uma correlagao entre a diminui¢ao na eficiéncia
no transporte da Pgp e o aumento na concentragdo de compostos organicos na
agua (turbidez) nestes periodos (Tab. 1). Kurelec et al. (1998) afirmam que em
estudos de campo, foi observada uma correlacdo entre a quantidade de
matéria organica e a inibicdo do MXR, sugerindo que a alta concentragédo de
moléculas organicas, reconhecidas como substratos do MXR, satura a
capacidade de bombeamento da Pgp.

A introdug¢ado do VER na agua deve expor 0s animais, que apresentam a

capacidade de transporte da Pgp saturada, a uma situagdo potencialmente
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estressante, ja que o composto, além de ser considerado um inibidor
competitivo modelo para a Pgp (Garrigos et al. 1993, Cornwall et al. 1995, Sikic
et al. 1997, Ambudkar et al. 1999, Kurelec et al. 2000), € um bloqueador de
canais de calcio e causador de estresse hiposmoético em Perna perna (Stucchi-
Zucchi & Salomao 1998, Ferreira & Salomao 2000). Sendo assim, a diminuigao
no acumulo de ROD nos animais expostos ao VER pode estar relacionado com
a ativagcdo de algum mecanismo de regulagdo osmaética, como por exemplo, a
indugdo de transportadores responsaveis pelo controle do conteudo de agua
intracelular ou alteragdes na permeabilidade da membrana plasmatica, além
disso, Perna perna costuma fechar suas valvas como forma de protecéo contra
situacbes de stress hiposmotico, reduzindo o contato com o meio externo
(Stucchi-Zucchi & Salomao 1998, Ferreira & Salomao 2000).

O aumento do efeito toxico de substancias em funcédo da inibicao do
MXR foi descrito em Corbicula fluminea (bivalve de agua doce), onde o efeito
genotéxico dos aminoantracenos (AA) foi aumentado pela presenga de
moduladores do MXR (Waldman et al., 1995). Mexilhdes de agua doce,
Dreissena polymorpha, expostos a 2-aminofluoreno (AF) e benzo(a)pireno
(B(a)P) apresentaram um aumento na produg¢do de metabdlitos mutagénicos,
quando expostos a agua de um rio conhecidamente poluido (Britvic & Kurelec,
1999).

Segundo Kurelec et al. (2000), € necessario saber se 0 aumento no
acumulo da ROD no meio intracelular em experimentos de exposicao
simultanea é devido a inibicdo do efluxo (transporte) e ndo a uma alteragao na
taxa de difusdo do corante. Para elucidar este ponto, foram efetuados

experimentos para avaliar a influéncia da pré-exposi¢cao ao 6leo sobre a taxa
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de entrada de ROD (Fig. 5). Apds 5 horas, os animais pré-expostos ao 6leo
diesel acumularam 1,7 vezes mais ROD que o grupo referéncia, indicando que
o MXR estava induzido nestes animais no momento da coleta. Apos 24 horas
de pré-exposicao ao 6leo, a concentragdao de ROD nas branquias dos animais
nao se mostrou significativamente diferente daquela observada apés 5h de pré-
exposicao (Fig. 5).

No entanto, observou-se um aumento no acumulo de ROD nos grupos
referéncia mantidos por 24h em agua do mar filtrada, tanto nos animais
previamente aclimatados (24h4) quanto nos nao aclimatados (24h;). Talvez a
taxa de entrada de ROD tenha sido bem maior nestes animais em funcéo de
um aumento nas taxas de filtragdo nas branquias, em resposta ao jejum de 24h
ou ao aumento da concentragdo de compostos nitrogenados na agua. Tais
possibilidades devem ser esclarecidas em estudos futuros. De qualquer
maneira, nos animais pré-expostos ao 6leo, a taxa de entrada de ROD nao foi
significativamente alterada em nenhum dos tempos testados, indicando que o
aumento no acumulo de ROD observado nos ensaios de exposi¢cao simultanea
a ROD e dleo diesel (Fig. 3B), se deve a aparente inibicdo do efluxo da ROD
por competicdo com Oleo, através da ligagcdo a Pgp e nao ocorre em
decorréncia de alteragdes na taxa de entrada da ROD.

Em experimentos de avaliacdo da taxa de entrada de ROD com e sem
pré-exposi¢cao ao 6leo, e na presenga e auséncia de renovagao da agua (Fig.
7), os animais referéncia acumularam 1,3 vezes mais ROD nas branquias na
presenca de VER, indicando que o mecanismo MXR estava ativo no momento
da coleta. Os animais pré-expostos ao o6leo diesel (4 h) e que foram

transferidos para agua com DMSO (auséncia de substrato), mostraram uma
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diminuicdo no acumulo de ROD (= 1,8 vezes) em relacdo aos animais que
foram pré-expostos ao 6leo e mantidos na agua com substratos (VER, éleo, e
oleo e VER). Estes resultados indicam que a presencga de substratos do MXR
na agua dificulta o efluxo da ROD do meio intracelular (Fig. 7).

A avaliacdo da influéncia do o6leo diesel sobre o efluxo da ROD mostrou
que o acumulo do corante diminuiu rapidamente quando os animais foram
transferidos para a agua com DMSO (auséncia de substratos) (Fig. 8). Apds os
40 min iniciais, o acumulo foi reduzido quase 9 vezes (To/T4). ApOs este
periodo, a diferenca observada foi menor (T4/Tep), pois ja existia uma
concentracdo bastante baixa de ROD na branquia apoés os 40 min iniciais. A
presenca de 20 uM de VER na agua diminuiu a taxa de transporte da ROD
para fora da célula em comparagédo com o grupo controle em todos os tempos
testados. A presenca de 0,1% de dleo diesel na agua, pareceu nao afetar o
transporte da ROD para fora da célula, pelo menos nao da mesma maneira que
o VER. No entanto, o efeito da combinacdo dos dois pareceu inibir mais a
atividade da Pgp, que a inibicao causada pelo VER isoladamente, pelo menos
nos 15 minutos iniciais (T+5) (Fig. 8).

Em relacdo ao estudo para avaliacdo do mecanismo MXR, podemos
sugerir que, apos exposig¢ao in situ, o sistema de transporte da Pgp estava
aparentemente saturado (VER/controle <1) em Ty, bem como nos animais
mantidos em SAM por 1 dia (Fig. 9A). Os animais que foram transferidos para
BN mostraram saturacdo no transporte apds 1 e 7 dias, 0 mesmo tendo sido
observado nos animais referéncia em T;. Apds 14 dias, os animais de ambas
as localidades acumularam uma quantidade menor de ROD em relacdo aos

outros periodos de exposicao. Deve ser salientado que enquanto os animais do
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sitio referéncia (SAM), ndo apresentaram um transporte eficiente, a indugao do
MXR (VER/controle 21) mostrou-se evidente nos animais transferidos para a
BN (Fig. 9A).

O mexilhdo Perna perna parece apresentar uma boa tolerdncia a
presenca de contaminantes no ambiente. Nesta espécie, os parametros
hemato-imunoldgicos analisados por Pires et al. (1998), ndo foram alterados
apos exposicao ao o6leo diesel. Um estudo comparativo dos efeitos bioquimicos
do pesticida carbofuran, sobre Perna perna e a ostra-do-mangue Crassostrea
rhizophorae, mostrou que os mexilhdes sdao menos susceptiveis aos efeitos
téxicos deste composto (Alves et al. 2002). Da mesma forma, individuos desta
espécie de mexilhdo mantidos em BN por até 180 dias, ndo apresentaram
alteragdes significativas na atividade de algumas enzimas antioxidantes em
relacdo aos animais do sitio referéncia (SAM), mostrando que estes mexilhdes
conseguem sobreviver nestas condigbes, sem o estabelecimento de estresse
oxidativo (Bainy et al. 2000). Em um estudo comparativo sobre a tolerancia a
cloragédo em cinco espécies de mexilhdes marinhos tropicais, Rajagopal et al.
(2003) observaram que P. perna ocupa uma posi¢cao intermediaria, com 100%
de mortalidade ocorrendo aproximadamente apés 500 h de aplicacédo constante
de cloro na agua (1 mg L™).

A aparente tolerdncia que essa espécie de molusco apresenta em
relacdo a presenca de xenobidticos na agua talvez esteja relacionada a
inducdo do mecanismo MXR. Os resultados obtidos no presente estudo
permitem afirmar que P. perna expressa uma proteina relacionada a Pgp nas
branquias, ndo sendo possivel, no entanto, detectar alteragdes na quantidade

da sua expressao, em funcao da exposigado ao Oleo diesel (1 — 24h) ou da
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permanéncia dos animais em um local contaminado com esgoto doméstico (1 —
14 dias).

Apesar disso, foram observadas alteragdes no mecanismo MXR,
relacionadas a diferencas nos parametros do ambiente existentes entre as
diferentes datas de coleta. Em algumas situagdes, o transporte apresentava-se
saturado, com os sitios de ligagado da proteina ocupados por substratos antes
da execucdo dos ensaios. Em um dos ensaios, pOde-se estabelecer uma
correlagdo positiva entre o aumento da turbidez da agua e a saturagdo da
capacidade de transporte da Pgp. Este comportamento ndo € necessariamente
desencadeado pela presenga de xenobidticos na agua. Entretanto, os animais
com o transporte bloqueado perdem a capacidade de lidar com compostos
quimicos toxicos, presentes tanto na sua dieta habitual (algas, dinoflagelados)
guanto na agua, se esta estiver contaminada por alguma classe de poluente.

Foi observado que nos mexilhbes com a capacidade de transporte
saturada, a presenca do VER na agua pode ser estressante, relacionando-se,
talvez, ao efeito que este composto apresenta sobre a osmorregulagao nesta
espécie. Em funcao deste efeito apresentado pelo VER, aconselha-se que, nos
ensaios de acumulo/efluxo de ROD sejam testadas pelo menos duas
substancias que funcionem como substratos da Pgp e que nao apresentem
este possivel efeito colateral.

No nosso estudo, a outra substancia testada foi o 6leo diesel, o qual
inibiu o transporte de ROD em ensaios de exposi¢ao simultanea, confirmando-
0 como substrato para o transporte via Pgp. Observou-se que o 6leo diesel
dificulta o efluxo de ROD do meio intracelular, mas aparentemente nao interfere

na sua entrada, sendo observado ainda, um efeito aditivo na inibicao do efluxo
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de ROD, no caso em que os mexilhdes foram tratados, simultaneamente, com

VER e 6leo diesel.
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Fig. 1: llha de Santa Catarina - SC. Localizacdo do ponto de coleta dos

mexilhdes, na area de cultivo da Praia do Sambaqui (SAM), e localizagdo do

ponto avaliado no experimento in situ, Baia Norte (BN), nas proximidades da

Ponte Hercilio Luz.
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Fig. 2: Perna perna. Banda de reagao positiva detectada nas branquias de Perna
perna, através de western blotting, utilizando o anticorpo monoclonal C219.
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Fig. 3. Perna perna. Acumulo de ROD observado nos ensaios de exposi¢céo
simultdnea a ROD e ¢6leo diesel. As amostras de branquia foram obtidas de
mexilhdes submetidos a aclimatagdo durante 3 dias (A) e de mexilhdes nao
submetidos a qualquer periodo de aclimatagao (B). Os animais foram mantidos
em 500 mL de AMF, contendo ROD (1,5 uM). O grupo controle foi tratado com
50 uL DMSO, o grupo inibido foi tratado com VER (20 uM) e o grupo exposto
recebeu 0,1 % w/v de dleo diesel.
* indica nivel de significancia P< 0,05.
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Fig. 4: Perna perna. Acumulo de ROD observado nos ensaios de exposicao
simultdnea a ROD e diferentes concentragdes de 6leo diesel. Os animais foram
mantidos em 500 mL de AMF, contendo ROD (1,5 uM). O grupo controle foi
tratado com 50 uL DMSO, o grupo inibido com VER (20 uM) e os outros quatro
grupos foram expostos ao o6leo diesel nas seguintes concentragdes 0,001%;
0,01%; 0,1 % e 0,5% wi/v.

* indica nivel de significancia P< 0,05.
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Fig. 5: Perna perna. Avaliagao da entrada de ROD na célula apés a pré-exposicao
ao oleo diesel durante 1h e 24h (1) nos mexilhdes submetidos a aclimatagio em
laboratério (4 dias) e durante 5h e 24h (2) nos mexilhdes nao aclimatados. O
grupo referéncia foi mantido em 500 mL de AMF e o grupo pré-exposto em 500
mL de AMF com 0,1% w/v de déleo diesel.

* indica nivel de significancia P< 0,05.
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Fig. 6 : Perna perna. Concentragdo de Pgp (unidades arbitrarias), medida através
de Western blotting, em amostras de branquia dos mexilhdes pré-expostos ao
oleo diesel 0,1%, submetidos a aclimatacéo (4 dias) (A) e ndo submetidos a
aclimatacdo (B). Em ambos os ensaios, o grupo referéncia foi mantido em 500 mL
de AMF e o grupo pré-exposto em 500 mL de AMF com 0,1% w/v de dleo diesel.

* indica nivel de significancia P< 0,05.
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Fig. 7 : Perna perna. Avaliagdo da entrada de ROD na célula com e sem pré-
exposi¢cao ao oleo diesel, seguida ou ndo da renovagao da agua do mar. O grupo
referéncia foi mantido em 500 mL de AMF e o grupo pré-exposto em 500 mL de
AMF com 0,1% w/v de 6leo diesel. Apés 4 h, o grupo pré-exposto foi dividido, a
agua utilizada na pré-exposic¢ao foi mantida em dois recipientes (SW) e os outros
dois receberam 500 mL de AMF limpa (CW). Todos receberam ROD (1,5 uM). Os
grupos controle foram tratados com 50 uL DMSO e os grupos inibidos com VER
(20 uM).
* indica nivel de significancia P< 0,05.
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Fig. 8 : Perna perna. Avaliagao do efluxo de ROD na presenca de 6leo diesel. Os
mexilhées foram incubados em ROD (1,5 uM) durante 2 horas (Ty) e durante 210
min (T210). ApOs este periodo de incubacdo, os mexilhdes foram divididos em
quatro recipientes contendo 500 mL de AMF, para cada tempo de efluxo testado
(15, 40 e 60 min). DMSO foi adicionado ao grupo controle e VER (20 uM) foi
adicionado ao grupo inibido. Dois grupos foram expostos ao 6leo diesel, em um
adicionou-se VER (20 uM) e no outro nio.
* indica nivel de significancia P< 0,05..
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Fig. 9 : Perna perna. Avaliacdo do mecanismo MXR apds exposi¢cao a
contaminantes in situ. Em (A), atividade da Pgp (taxa de acumulo de ROD) e em
(B) concentracédo de Pgp (unidades arbitrarias) nas branquias do mexilhdo Perna
perna mantidos em SAM (grupo referéncia) e em BN (grupo transplantado)
durante 0, 1, 7 e 14 dias.

* indica nivel de significancia P< 0,05.
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Pgp act Pgp exp T°C pH Turb Chio A

Pgp act 1,00
Pgp exp 0,163 1,00

T°C 0,961 0,429 1,00

pH -0,653 0,64 -0.419 1,00

Turb -1,000 -0,182 -0,967 0,638 1,00

Chlo A -0,945 -0.476 -0,999 0,37 0,951 1,00

Tab. 1: : Perna perna. Avaliagdo do mecanismo MXR apds exposicdo a
contaminantes in situ. Correlagdo entre as médias da atividade da Pgp (Pgp act),
da expressdao da Pgp (Pgp exp) e os parametros ambientais analisados
(temperatura- T°C, pH, turbidez - Turb e clorofila- Chl A).

Correlagbes em negrito indicam significancia estatistica (P<0.05).
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Resumo

A atividade da glicoproteina P (Pgp) foi avaliada através de ensaios de
acumulo in vivo de Rodamina B (ROD), na presenga e auséncia do inibidor
competitivo verapamil, em populagcées de mexilhées Perna perna coletados em
diferentes ambientes da Ilha de Santa Catarina-SC. O aumento na
expressao/atividade da Pgp é responsavel pelo estabelecimento do mecanismo
de resisténcia multipla a xenobioticos (MXR), considerado como uma linha de
frente na defesa celular nos organismos aquaticos. Algumas substéncias,
denominadas quimiosensibilizado-res, apresentam a capacidade de bloquear o
transporte da Pgp, revertendo este mecanismo inerente de resisténcia. Nossos
resultados indicam variagcdo inter-populacional na eficiéncia do transporte,
possivelmente refletindo diferencas nas condicbées ambientais no momento da
coleta. Foram observadas variagbes no nivel de indugdo do MXR nas quatro
populacdes avaliadas, com mexilhées provenientes de PB (Prainha da Barra da
Lagoa) e SM (Praia do Sambaqui) apresentando uma maior atividade que o0s
coletados em JQ (Praia da Joaquina) e MO (Praia do Mogambique). Perna
perna mostrou-se resistente a exposicdo ao oOleo diesel comercial, uma vez que
o transporte da Pgp n&o foi inibido pela presenga de concentragbes de oleo na
agua que variaram de 0,0001 a 0,5%. Estes resultados indicam que a
capacidade de transporte da Pgp, avaliada através de ensaios de acumulo de
ROD, pode ser utilizada como biomarcador de susceptibilidade. No entanto,
estudos posteriores s&o necessarios para esclarecer a natureza dos

quimiosensibilizadores presentes nestes ambientes.

Palavras-chave: Mexilhdo, Perna perna, MXR, Pgp, Oleo diesel, Santa

Catarina
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Abstract

P-glycoprotein (Pgp) activity was evaluated by in vivo Rhodamine B (ROD)
accumulation assays, in rhe presence and abscence of competitive inhibitor
verapamil, in Perna perna mussel populations, collected at different sites from
Santa Catarina Island-SC. Increased Pgp expression/activity is responsible for
multixenobiotic resistance (MXR) mechanism, considered as the first line in
cellular defense. Some substances, termed chemosensitizers, could saturate
the Pgp pumping activity and disrupting the inherent resistance. Our results
showed an inter-population variation in the transport efficiency, possibly
reflecting differences in environmental conditions during the mussel collections.
Variations in MXR induction levels were observed at all populations evaluated.
Mussels from PB (Prainha da Barra da Lagoa) and SM (Praia do Sambaqui)
showed higher activity than those from JQ (Praia da Joaquina) and MO (Praia
do Mogcambique). Perna perna was resistant to commercial diesel oil exposure,
since the Pgp transport was not inhibited by the presence of diesel oil
concentrations from 0.0001 to 0.5 %. These results indicate that Pgp transport
capacity, evaluated by ROD accumulation assays, could be used as
susceptibility biomarker. However, subsequent analyses need to be carried out

to elucidate the identity of the chemosensitizers present in those environments.
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1. INTRODUGAO
A maioria dos moluscos bivalves sdo organismos sésseis, sem
capacidade de deslocamento em condicdes ambientais adversas e se
alimentam por filtragdo, o que garante o contato com poluentes presentes na
agua, sendo capazes de bioconcentrar os xenobioticos, motivos pelos quais
eles tém sido largamente utilizados como bioindicadores em programas de
avaliagcdo e monitoramento da qualidade da agua (Sheehan & Power 1999,
Porte et al. 2001).
Uma das espécies de bivalves de maior ocorréncia na costa brasileira é
o mexilhdo Perna perna. Além de ser uma espécie adequada para estudos de
monitoramento ambiental da zona costeira (Avellar et al. 2000, Bainy et al.
2000), esta espécie serve como uma importante fonte nutricional através da
exploracdo de seus estoques naturais ou da producdo de fazendas de
mitilicultura, particularmente no estado de Santa Catarina (Barraco et al. 1999,
da Silva et al. 2002). Assim, as caracteristicas que tornam o P. perna uma
sentinela ambiental, podem comprometer a qualidade de sua carne como fonte
alimentar, através do acumulo de compostos toxicos em seus tecidos,
oferecendo riscos a saude humana (Wooton et al. 1995, Barraco et al. 1999).
Os bivalves sao resistentes a presenga de compostos toxicos, sendo
capazes de sobreviver e reproduzir em ambientes contaminados (Smital &
Kurelec 1998a, Sheehan & Power 1999). Uma das respostas celulares ativadas
pelo estresse quimico envolve a indugdo do mecanismo MXR (multixenobiotic
resistance, resisténcia multipla a xenobidticos). Este mecanismo, descrito pela
primeira vez em organismos aquaticos por Kurelec (1992), envolve o aumento
na expressdo de uma proteina transportadora de membrana de

aproximadamente 170 kDa, denominada glicoproteina P (Pgp, P-170 ou
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multidrug transport protein) que se liga ao xenobidtico e facilita o seu efluxo
através de um processo passivel de saturacdo, dependente de energia,
prevenindo, assim, o acumulo no meio intracelular e o estabelecimento de
possiveis efeitos toxicos (Cornwall et al. 1995).

Ensaios de acumulo in vivo de Rodamina B (ROD) foram utilizados para
demonstrar o aumento na atividade da Pgp em populagbes naturais de
organismos expostos a poluicdo e em animais expostos a xenobidticos sob
condigdes laboratoriais (Bard 2000, Kurelec et al. 2000). A estimativa da
atividade do transportador é feita através da comparagao do acumulo de ROD
no meio intracelular, na presengca e na auséncia do inibidor competitivo
verapamil (VER) (Cornwall et al. 1995, Epel 1998, Kurelec et al. 2000). O
acumulo da ROD na presencga e na auséncia de VER fornece um indice de
atividade de transporte das proteinas do tipo Pgp (Epel 1998).

Esta técnica foi modificada para avaliar a influéncia do 6leo diesel sobre
a atividade de transporte via Pgp em mexilhbes Perna perna coletados nas
balsas do Laboratério de Cultivo de Moluscos Marinhos (LCMM-UFSC)
localizado na Praia do Sambaqui (Lemos et al. 2003a, submetido) e analisar o
mecanismo MXR em animais apods terem sido transferidos de uma zona de
cultivo, para um local com suspeita de contaminagao por esgoto doméstico
(Lemos et al. 2003b, submetido). Estes estudos mostraram variagdes
significativas dependendo do local de origem dos animais. Assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a atividade do mecanismo MXR em populacdes de
P. perna coletados em diferentes ambientes da llha de Santa Catarina-SC,

Brasil.
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2. MATERIAL E METODOS
Coleta dos mexilhées.

Espécimens de P. perna, com tamanho aproximado de 40 mm foram
coletados na linha de maré em costdes rochosos de trés diferentes localidades,
na Praia da Joaquina (JQ), na Prainha da Barra da Lagoa (PB) e na Praia do
Mocambique (MO). Também foram coletados animais nas balsas de cultivo do
Laboratério de Cultivo de Moluscos Marinhos (LCMM), UFSC, na Praia do
Sambaqui (SM). A localizagdo dos pontos de coleta na llha de Santa Catarina -
SC pode ser visualizada na figura 1. As coletas foram efetuadas em 2001, 2002
e 2003. Em alguns experimentos foram adotados periodos breves de
depuracdo, em que os animais foram previamente mantidos no laboratorio. Em
todos os outros ensaios, logo apds as coletas, os animais foram transportados
para o laboratorio e imediatamente utilizados para a avaliagdo in vivo da

atividade da Pgp.

Ensaios de transporte da ROD in vivo.

Os ensaios in vivo foram efetuados através de adaptagdes do protocolo
proposto por Kurelec et al. (2000). Apés cada ensaio, 0,14 g de branquia de
cada espécimen foi retirada, rapidamente lavada e homogeneizada em 1 mL de
agua destilada. As amostras foram centrifugadas a 3.000 g por 7 min e a
fluorescéncia do sobrenadante foi quantificada em um fluorimetro (Quantech,
modelo FM 109515).

O comprimento total (mm), peso total (g) e sexo de todos os animais

analisados foram registrados.
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Exposicao simultanea a ROD e diferentes concentragées de VER

Em dois experimentos, um realizado com mexilhdes coletados em PB e
outro com animais na JQ, adotou-se um periodo de depuragao de 12 horas
(periodo maximo). Apos tal periodo, os mexilhdes foram divididos em 4
recipientes contendo 500 mL de agua do mar filtrada e ROD (1,5 uM) (Sigma)
(n =4 por grupo). Ao grupo controle, foi adicionado 50 uL de DMSO (veiculo de
diluicdo do VER). Foram testadas concentragdes nominais de VER iguais a 5,
10 e 20 uM (Sigma). Apés 2 h de exposi¢ao os animais foram analisados.

Nos outros dois experimentos, animais coletados nas mesmas
localidades foram avaliados sem depuracdo. Os mexilhdes foram divididos em
6 recipientes contendo 500 mL de agua do mar filtrada e ROD (1,5 uM) (n = 4
por grupo). Um grupo foi considerado como controle (DMSOQO) e foram testadas
concentracdes de VER iguais 5, 10, 15, 20, 40 uM. Apds 2 h de exposigao os

animais foram analisados.

Exposicao simultanea a ROD e VER (20 uM).

Animais das quatro localidades avaliadas (figura 1) foram coletados para
realizacao destes experimentos. Os mexilhdes de cada localidade foram
divididos em 2 recipientes contendo 500 mL de agua do mar filtrada e ROD (1,5
uM) (n = 4 por grupo). No recipiente do grupo controle foi adicionado DMSO e
no do grupo exposto, foi adicionado VER 20 uM. Apds 3 h de exposi¢do, os

animais foram analisados.
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Exposicao simultanea a ROD e é6leo diesel 0,1%.

Inicialmente foi realizado um experimento em que os mexilhdes
coletados em PB foram mantidos por 4 horas no laboratério para depuracao
(periodo minimo). Nos experimentos subseqlientes, os animais coletados em
cada uma das quatro localidades (Figura 1), ndao foram submetidos a
depuracao prévia. Os mexilhdes foram divididos em 3 recipientes contendo 500
mL de agua do mar filtrada e ROD (1,5 uM) (n = 4 por grupo), sendo um grupo
como controle (DMSQO), um grupo controle positivo “inibido” (VER 20 uM) e um
grupo exposto ao 6leo diesel (0,1%). Apds 3 h de exposi¢ao, os animais foram

analisados.

Exposicao simultanea a ROD e diferentes concentragoes de 6leo diesel
Os mexilhdes coletados em PB, MO e no cultivo em SM, foram divididos
em 6 recipientes contendo 500 mL de agua do mar filtrada e ROD (1,5 uM) (n =
4 por grupo). Os grupos foram divididos em controle, contendo DMSO, grupo
inibido com VER 20 uM, e 4 grupos contendo concentragdes crescentes de
Oleo diesel 0,001%, 0,01%, 0,1% e 0,5%. Apdés 3 h de exposi¢ao, os animais

foram analisados.

Analises estatisticas

Os dados obtidos durante os ensaios foram submetidos a um teste
Kolmogorov-Smirnov para verificar a aderéncia a normalidade. Neste caso, as
diferencas entre os tratamentos foram analisadas aplicando-se uma analise de

variancia de uma via, com nivel de significancia igual a P< 0,05. Adotou-se o
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desvio padrdao como medida de dispersdo. Comparagbes Post-Hoc foram
realizadas através do teste Tukey HSD para grupos de mesmo tamanho
amostral. Dados que nao aderiram a distribuicdo normal foram comparados
utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de

comparagoes multiplas ndo paramétricas (Zar 1984, Sokal & Rohlf 1994).
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3. Resultados

Nos experimentos de exposicdo a ROD e diferentes concentragdes de
VER, em que os animais coletados em PB foram aclimatados por 12 horas, nao
foram observadas diferengas significativas no acumulo de ROD entre os
animais expostos a 5 uM de VER e os animais controle (DMSO). Os animais
que permaneceram em 10 e 20 uM de VER acumularam aproximadamente 2
vezes menos ROD nas suas branquias que os animais mantidos em 5 uM
(figura 2A). Nos experimentos em que animais coletados em JQ foram
aclimatados por 12 horas, os mexilhdes expostos a 5 e 10 uM VER
acumularam, respectivamente, 1,4 vezes e 1,77 vezes mais ROD em suas
branquias que os animais controle. Os animais mantidos nas concentracdes de
20 e 25 uM VER nao apresentaram diferenga no acumulo de ROD em relagao
ao controle (figura 2B).

Animais coletados na PB e imediatamente expostos a ROD e diferentes
concentragbes de VER, sem terem sido aclimatados ao laboratério
apresentaram uma diminuigdo significativa do acumulo de ROD, nas maiores
concentragbes de VER. Apenas os mexilhdes expostos a 5 uM de VER néo
apresentaram alteragdes significativas no acumulo de ROD em relagdo aos
animais controle (figura 3A). Por outro lado, os animais coletados na JQ e que
nao foram aclimatados, acumularam mais ROD em suas branquias que os
animais controle, nas diferentes concentragbes de VER (figura 3B).

Os mexilhdes coletados em JQ e em MO, expostos a ROD e VER (20
uM) acumularam aproximadamente 2 vezes mais ROD que o grupo controle e
os animais de SM, acumularam 4 vezes mais (figura 4). Os animais de PB nao

apresentaram diferencas significativas no acumulo de ROD em relagdo ao
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grupo controle. Ao se comparar o acumulo de ROD nos animais controle
(DMSO) das diferentes localidades, foi observado que os animais de SM
acumularam aproximadamente 3 vezes menos ROD que os animais coletados
em PB e em JQ (figura 4).

Realizou-se um experimento inicial de exposicdo a ROD e dleo diesel
0,1%, em que animais coletados em PB foram submetidos a um periodo de
depuracao de 4h. Nao foram observadas alteracdes nas taxas de acumulo de
ROD entre os animais controle e os animais expostos ao 6leo. Ja no grupo
exposto ao VER, o acumulo de ROD foi 6,55 vezes menor que o dos animais
controle (figura 5A). Um experimento similar foi realizado com animais
coletados nas 4 localidades avaliadas, sem aclimatacdo. Nos mexilhdes de JQ
foi observado um aumento (1,45 vezes) no acumulo de ROD apenas no grupo
exposto a VER (figura 5B). Nos animais de MO nao foram observadas
alteracdes no acumulo de ROD nos animais expostos a VER ou dleo diesel. Da
mesma forma, ndo foram observadas diferengas significativas entre os
diferentes tratamentos nos animais coletados em SM. Os animais de PB
expostos a VER e dleo diesel acumularam cerca de 2 vezes mais ROD nas
branquias que os animais controle (figura 5B). Comparando-se o acumulo de
ROD entre os grupos controle dos diferentes locais, pode-se observar que os
animais de MO acumularam 2,3 vezes mais ROD que os animais de PB e 1,82
vezes mais ROD que os animais de SM (figura 5B).

Nos experimentos de exposicdo simultanea a ROD e diferentes
concentragdes de 6leo diesel (figura 6), os animais coletados em SM e em PB
nao apresentaram alteragdo no acumulo de ROD nas diferentes concentracdes

de dleo diesel testadas. Os mexilhdes tratados com VER se comportaram de
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maneiras diferentes nas duas localidades. Os animais de SM apresentaram um
acumulo de ROD 6,32 vezes menor que o controle, e os de PB, nao tiveram
alteragao neste acumulo. Nos animais coletados em MO, a presenca do dleo
parece nao influenciar a taxa de acumulo da ROD, a n&o ser por uma
diminuicéo de 1,64 vezes nos animais expostos a 0,01% de 6leo em relagao ao
controle. Quando se compara o acumulo de ROD nos grupos controle das
diferentes localidades, ndo sdo encontradas diferengas significativas, apesar do
acumulo de ROD nos animais de MO ser 2,1 vezes maior que nos animais de

SM (figura 6).
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4. Discussao

A maior fonte de contaminacdo dos ecossistemas costeiros na llha de
Santa Catarina é através do langamento de esgotos domésticos. Os pontos de
coleta analisados neste estudo foram estabelecidos de acordo com o impacto
humano sobre o ambiente. A Praia do Mogambique (MO) esta situada em uma
area de preservagao ambiental sendo, portanto, considerada como nao
impactada. A Praia da Joaquina (JQ) foi considerada como pouco impactada,
pois, apesar do grande numero de turistas que a visitam, aparentemente nao
recebe o aporte direto de esgoto doméstico ndo tratado. A Prainha da Barra da
Lagoa (PB), localizada préxima ao canal que liga a Lagoa da Conceigao ao
mar, foi analisada por sofrer a influéncia da liberagdo do esgoto que ocorre na
Lagoa da Conceicdo e no canal da Barra. Os mexilhdes da zona de cultivo
foram coletados na Praia do Sambaqui (SM), que aparentemente nao sofre um
grande impacto antropogénico.

Dependendo do grau de contaminagdo alguns organismos aquaticos
podem se adaptar ao ambiente através do mecanismo MXR. Este mecanismo
possui duas caracteristicas como biomarcador de contaminagdo aquatica, a
sua indugcdo na presenca de xenobidticos e a capacidade que algumas
substancias, denominadas quimiossensibilizadores, apresentam de bloquear o
transporte da Pgp, revertendo assim este mecanismo inerente de resisténcia
para um estado de sensibilidade patobioldgica (Kurelec 1997, Kurelec et al.
1998, Smital & Kurelec 1998a, Smital & Kurelec 1998b, Bard 2000). Em
estudos anteriores foi identificada a expressdo de uma proteina relacionada a
Pgp na branquia de P. perna (Bresolin & Bainy 2000, Lemos et al. 2003a,

Lemos et al. 2003b).
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No presente estudo, os mexilhbes apresentaram trés padroes de
comportamento distintos em relagcdo a atividade da Pgp. Primeiramente os
animais controle acumularam uma concentracdo de ROD em torno de 25
(ng/ng tecido).10* e os mexilhdes na presenca de VER, apresentaram um
acumulo significativamente maior. O segundo grupo foi formado por animais
controle que acumularam uma concentragao relativamente alta de ROD (maior
que 30 (ug/ug tecido) 10) e animais tratados com VER que ndo alteraram o
seu acumulo em relagcdo a média dos animais controle. Um terceiro grupo
apresentou animais controle que acumularam uma concentracdo de ROD
semelhante ao segundo grupo, mas que diminuiram o acumulo de ROD na
presenca de VER.

Estudos efetuados para testar o potencial de inibicdo do mecanismo
MXR, de certos compostos quimicos, estabeleceram uma faixa de
concentracdo de substrato (10° a 10° M L") em que é possivel observar a
inibicdo do transporte pela presenca do VER; acima de 5 x 10° M L de
substrato o VER né&o ocasionaria nenhum efeito aparente na atividade da Pgp,
sugerindo a saturagao da capacidade de bombeamento do transportador (Epel
1998).

Os animais oriundos da JQ comportaram-se de acordo com o primeiro
padrao de atividade da Pgp em trés experimentos distintos. Quando os animais
foram depurados por 12 horas e expostos as concentragbes de 5 e 10 uM de
VER (figura 2B); quando animais n&o depurados foram expostos a diferentes
concentragbes de VER (5 - 40 uM) (figura 3B) e; quando animais nao
depurados foram expostos a 20 uM de VER (figura 4 e figura 5B). Os

mexilhdes coletados em MO mostraram comportamento similar ao serem
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expostos a 20 uM de VER sem depuracgao (figura 4 e figura 6). Os animais
provenientes da zona de cultivo em SM, também transportaram eficientemente
a ROD na auséncia de VER (controle), mostrando uma maior atividade quando
comparados com as outras localidades (figura 4). Os animais provenientes de
PB comportaram-se de maneira similar, ao serem expostos a 20 uM de VER
(figura 5).

O padrao 2 foi observado nos animais coletados em JQ, nos ensaios em
que foram depurados durante 12h e posteriormente expostos a 20 uM de VER
(figura 2B). Nos mexilhdes coletados em PB ao serem expostos a
concentragéo de 5 uM de VER, apdés uma depuracdo de 12h (figura 2A), ao
serem expostos a concentracado de 5 uM de VER, sem depuracéo (figura 3A) e
ao serem expostos a 20 uM de VER, sem depuragédo (figura 4 e figura 6). Os
mexilhées coletados na area de cultivo de SM tiveram comportamento similar
ao serem expostos a 20 uM de VER, sem depuracéao (figura 5B). Da mesma
forma, que os animais coletados em MO (figura 5B).

O padrao 3 de comportamento foi observado nos animais coletados em
PB, nos experimentos em que os animais foram depurados por 12 h e entao
expostos a 10 e 20 uM de VER (figura 2A) e nos experimentos em que nao
foram depurados, quando expostos a 10-40 uM (figura 3A) e quando expostos
a 20 uM (figura 5A). Da mesma forma que os animais coletados em SM,
quando expostos a 20 uM (figura 6).

Baseando-se nos resultados obtidos nos ensaios em que foram
efetuadas curvas de concentracdo de VER, pode-se propor que os trés
padrées de comportamento observados refletem o status do transportador na

seguinte ordem crescente de saturagao:
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Padrao 1) indica a auséncia de saturacdo do MXR, observado nos animais
coletados em JQ, com depuragéo de 12h em que 5 e 10 uM de VER inibem
o transporte (figura 2B) e sem depuragdo, com todas as concentragdes
testadas inibindo o transporte (figura 3B). Neste caso, o transporte da Pgp
foi considerado eficiente, ja que na auséncia de competicdo pela ligagéo
(controles), o acumulo de ROD ¢é significativamente menor (Epel 1998,
Kurelec et al. 2000).

Padrdo 2) indica a saturacdo da capacidade de bombeamento da Pgp,
tendo sido observado nos mexilhdes coletados em PB, que acumularam
ROD nas branquias de maneira similar ao grupo controle, ao serem
expostos a 5 uM de VER (figuras 2A e 3A). A aparente insensibilidade a
exposicao ao VER, com os grupos expostos e controles acumulando
concentragbes similares de ROD, pode indicar, que o transporte via Pgp
esteja saturado (Epel 1998), com os sitios de ligacdo das proteinas
ocupados por substratos antes da execucao dos ensaios.

Padrdao 3) também indica a saturagdo do sistema, parece, no entanto,
indicar uma situacdo potencialmente mais estressante, ja que com o
aumento da concentragdo de VER testada (10 — 40 uM), observou-se a
diminuicdo do acumulo em comparagdo com os animais controle (figuras 2A
e 3A). O VER, além de inibidor competitivo modelo, € um conhecido
bloqueador de canais de calcio, causando estresse hiposmoético em
mexilnbes Perna perna (Stucchi-Zucchi & Saloméo 1998, Ferreira &
Salomao 2000). Se o sistema de transporte n&o conseguir bombear o VER
eficientemente, pode ocorrer um aumento significativo na concentragdo no

meio intracelular, acarretando em modificacbes na permeabilidade das
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branquias relacionadas com a osmoregulacao. Epel (1998) sugere que este
padrao de comportamento esteja relacionado com a indugdo de um outro
tipo de transportador que nao a Pgp.

Em funcao destes dados, propde-se que ao se adotar esta técnica para
avaliagao dos niveis de indugcdo do MXR em uma espécie, seja necessaria uma
avaliagdo prévia, através do teste de curvas de concentragdo, para
estabelecimento de qual a melhor concentracdo de VER a ser adotada nos
ensaios in vivo de acumulo de ROD, pois a incubacdo com diferentes
concentracdes de VER causam respostas diferenciadas dentro de uma mesma
espécie e entre espécies diferentes.

A partir dos resultados obtidos na curva de VER, efetuada com animais
provenientes de JQ e ndo aclimatados (figura 3B), adotou-se a concentragéo
nominal de 20 uM de VER, para exposicdo dos mexilhdes nos ensaios
seguintes (grupo inibido, figuras 4, 5 e 6), partindo-se do pressuposto que esta
concentragéo é capaz de inibir o transporte da Pgp.

Em todas as localidades, ao longo dos dois anos em que foram
efetuadas as coletas, foram observados momentos em que os animais
transportaram eficientemente a ROD e momentos em que a capacidade de
bombeamento da Pgp parecia saturada. A frequéncia em que estes padrdes
foram observados para cada localidade, parece se relacionar com o impacto
humano aparente, conforme definido inicialmente na escolha dos pontos de
coleta. Os animais foram capazes de transportar eficientemente a ROD em
50% dos ensaios que utilizaram mexilhdes coletados em JQ, 33% dos ensaios
que utilizaram animais provenientes de MO, 33% dos ensaios que utilizaram

animais provenientes da area de cultivo em SM e em apenas 16% dos ensaios
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com mexilhdes provenientes de PB. O padrao de comportamento do tipo 3, que
se considerou como potencialmente mais estressante, foi observado apenas
nos animais coletados em PB e SM, em 50% e 33% dos ensaios,
respectivamente.

A saturacdo do MXR ja foi relacionada a presenca no ambiente de
quimiossensibilizadores, substancias toxicas e né&o-téxicas (naturais ou
sintéticas) que sejam substratos para o transporte da Pgp (Kurelec et al.
1998b). Tais substancias sdo consideradas entre os primeiros, na escala de
poluentes mais perigosos para os ecossistemas aquaticos (Kurelec, 1997,
Kurelec et al. 1998, Smital & Kurelec 1998b, Kurelec et al. 2000, Bard 2000). A
sua presengca no ambiente altera os aspectos ecotoxicoldégicos dos
xenobidticos, exercendo profunda influéncia sobre parametros, tais como:
exposig¢ao, captagao, dose interna, bioacumulagido, resposta, sinergismo e
toxicidade (Kurelec at al 1998, Britvic & Kurelec 1999).

Dentre as substancias que conhecidamente possuem potencial para
reverter o MXR, constam: toxinas naturais (extraidas de bactérias, algas e
protozoarios) ingeridas através da alimentagdo por organismos filtradores
(Keppler & Ringwood 2001, Epel 1998), compostos organicos presentes na
agua de locais poluidos e nao-poluidos, além de xenobidticos, como o
benzo(a)pireno e hidrocarbonetos derivados do petréleo, por exemplo (Kurelec
et al. 1998, Bard 2000).

Desta forma, sem uma anadlise da agua dos locais de coleta, pode-se
apenas especular que a maior frequéncia de saturagcao do MXR, observada em
PB e em uma frequéncia menor em SM, deve estar relacionada com um

aumento na concentracdo de matéria organica no ambiente, conforme proposto
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por Kurelec et al. (1998) e observado por Lemos et al. (2003b), para esta
mesma espécie, onde foi possivel estabelecer uma correlagao positiva entre a
saturacdo da capacidade de bombeamento da Pgp e o aumento na turbidez
observada na area de cultivo de SM, no dia em que se efetuou a coleta dos
mexilhdes.

Embora ndo seja possivel afirmar qual a natureza do aumento na
concentragdo de compostos organicos na agua em PB e SM, se foi decorréncia
de variagdes naturais (aumento no indice pluviomérico, proliferagdo de algas,
etc), ou se foi devido a agao antropica, através da contaminagdo com esgoto
doméstico, deve-se salientar que a saturagdo do transportador Pgp acarreta
em um aumento do efeito téxico. Experimentos anteriores realizados com o
bivalve de agua doce Corbicula fluminea mostraram que o efeito genotdxico
dos aminoantracenos (AA) foi aumentado pela presenca de moduladores do
MXR (Waldmann et al. 1995). Mexilhdes de agua doce Dreissena polymorpha
expostos a 2-aminofluoreno (AF) e benzo(a)pireno (B(a)P) apresentaram um
aumento na produgao de metabdlitos mutagénicos quando expostos a agua de
um rio conhecidamente poluido (Britvic & Kurelec 1999).

Além dos 3 padrdoes de comportamento observados, que possivelmente
refletem diferencas qualitativas relacionadas as condicbes do ambiente nas
quatro localidades no momento da coleta, observou-se que os mexilhdes
provenientes destes locais apresentaram diferencas em relacdo ao nivel de
inducdo do mecanismo MXR. Animais com o transporte da Pgp mais ativo
devem acumular uma menor quantidade de ROD nas branquias na auséncia
de competicdo. Sendo assim, comparou-se o acumulo de ROD nos grupos

controle e aparentemente os animais coletados em SM (figuras 4 e 5) e PB
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(figura 4) apresentaram uma tendéncia de menor acumulo quando comparados
aos animais coletados em JQ (figura 4) e MO (figura 5). Para que o nivel de
inducdo do MXR possa ser utilizado como biomarcador de susceptibilidade a
contaminagdo, em individuos ou populagcbes, € importante que haja um
conhecimento prévio de variagbes na expressao do MXR interindividuais e
interpopulacionais existentes naturalmente (Smital & Kurelec 1998, Kurelec et
al. 2000).

Alguns pesquisadores utilizam o padrao de acumulo de ROD na
presenca de VER, expresso em equivalente uM VER, como uma unidade para
medir o potencial inibitério do mecanismo MXR, de xenobidticos ou de
amostras ambientais (Kurelec et al. 1998). Da mesma maneira, no presente
estudo, o comportamento dos animais na presenca de VER foi utilizado como
ponto de partida para interpretar os dados obtidos através da exposicdo ao
Oleo diesel comercial.

De maneira geral, o potencial inibitério do 6leo diesel parece ser menor
que o apresentado pelo VER, pois na maioria dos ensaios realizados, os
animais expostos ao Oleo diesel ndo mostraram uma alteracdo aparente no
acumulo de ROD em comparagao com o grupo controle. Isto foi observado nos
animais coletados em PB que foram que foram subemetidos a depuracao
durante 4h (figura 4), nos mexilhdes provenientes de JQ, de MO e de SM, nao
depurados (figura 5) e nos mexilhdes coletados em PB, em MO e em SM
(figura 6). Nenhuma das diferentes concentracdes de Oleo diesel testadas,
parecem causar inibigcdo no transporte da Pgp. Apenas os mexilhdes coletados
PB, que foram expostos ao 6leo diesel 0,1%, mostraram um acumulo 2 vezes

maior de ROD que o grupo controle (figura 5).
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Considera-se que o 6leo diesel seja substrato para o transporte via Pgp,
pois em estudos efetuados por Smital & Kurelec (1998), o éleo diesel induziu o
MXR (aumentando a atividade da Pgp) em mexilhbes da espécie Mytilus
galloprovincialis apés trés dias de exposicdo e em estudos efetuados por
Haumdoum et al. (2002), foi observado que a fragcao soluvel em agua do 6leo
diesel biodegradado é capaz de aumentar o acumulo de ROD em embrides de
Urechis caupo. Desta maneira, a aparente auséncia de resposta dos animais
expostos ao 6leo diesel, no presente estudo, pode estar relacionada a uma
menor sensibilidade do mexilhdo Perna perna a este composto quando
comparado com os invertebrados aquaticos utilizados nos estudos citados.
Diferencas interespecificas em relagédo a sensibilidade a xenobidticos, ja foram
correlacionadas a diferengcas no nivel inerente de Pgp apresentado pelas
espécies (Smital & Kurelec 1998, Bard 2000, Haumdoum et al. 2002).

Diferentes periodos de depuragao prévia (4 e 12h) ou a auséncia de
depuracdo, foram adotados como forma de testar a influéncia que a
permanéncia ou ndao em um ambiente sem xenobidticos exerce sobre a
avaliagao da atividade da Pgp. Segundo o protocolo proposto por Kurelec et al.
(2000), os ensaios de acumulo de ROD devem ser executados no mesmo dia
em que os mexilhdes foram coletados, mas ndo sem antes depura-los por no
minimo 4 horas, para que os substratos presentes no ambiente, possam se
desligar do transportador Pgp. Os periodos foram considerados como 12 h
tempo maximo depuracao e 4 h tempo minimo para depuracéao.

Os resultados indicam que, pelo menos para os animais coletados em
PB, os periodos testados nao foram suficientes para a liberacdo dos substratos

(figuras 2A e 5A). Os animais aclimatados apresentaram o transporte saturado,

108



109

de maneira similar ao observado para os mexilhées que nao foram submetidos
a depuracao (figura 3A). Para os animais provenientes de JQ, o periodo de
depuracéo parece exercer alguma influéncia sob a eficiéncia do transporte de
ROD, com os animais depurados (12h) mostrando o transporte saturado na
concentragédo de 20 uM de VER (figura 2B) e os mexilhdes nao depurados
mostrando uma inibigdo significativa do transporte até a concentracéo de 40
uM de VER (figura 3B). O maior acumulo de ROD no grupo controle de animais
depurados (figura 2B) pode ter relagdo com a permanéncia no laboratério ou
apenas refletir diferencas nas condicbes ambientais em JQ, existentes nos dois
dias de coleta. Os experimentos subsequentes foram realizados sem
depuracao prévia dos animais, baseando-se nos resultados discutidos acima e
em dados obtidos em experimentos anteriores (Lemos et al. 2003a).

A partir dos resultados obtidos em todos os ensaios, as seguintes
conclusdes foram retiradas:
1) a eficiéncia de transporte de ROD em cada populagao avaliada, variou nos
diferentes dias de coleta, possivelmente refletindo variagbes temporais nas
condigdes ambientais, tais como turbidez da agua, concentragao de clorofila e
concentracdo de compostos toxicos naturais ou feitos pelo homem, nestas
localidades;
2) diferengas em relagdo ao nivel de indugdo do mecanismo MXR, nos
mexilhdes das quatro localidades, também foram observadas;
3) foi observado que diferentes concentragdes de VER ocasionam diferentes
padrboes de comportamento. Assim, propde-se que para uma avaliacdo mais
criteriosa da dindmica do transporte da Pgp adote-se pelo menos duas

concentragdes (10 e 20 uM, por exemplo) de VER,;
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5) os mexilhdes Perna perna mostraram uma resisténcia maior a exposicao ao
Oleo diesel comercial quando comparados a outras espécies ja avaliadas, ja
que aparentemente, o transporte da Pgp nao € inibido pela presenca de
(0,0001 - 0,5%) de ¢6leo na agua;

6) os mexilhdes da espécie Perna perna podem sofrer de estresse hiposmoético
em funcdo da exposicdo ao VER. Desta maneira propbde-se que para
realizacéo dos ensaios de acumulo in vivo, seja efetuada uma avaliagéo prévia,
utilizando-se o VER (inibidor modelo) e outro inibidor do transporte da Pgp que

nao cause este efeito colateral.
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Perna perna (L.) (Bivalvia, Mytilidae) expostos ao 6leo diesel (0,1%)
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Abstract

The aim of this work was to identify differences in gene expression pattern in
mussels Perna perna, exposed to diesel oil through the method of ddPCR
(differential display PCR), a simple, sensitive and reproducible method.
However, in the present study no clear change in gene expression pattern could
be observed. The major pitfalls were due to the selection of adequate primers,
optimization of ddPCR conditions, product detection methods and large number
of false positives. Despite these problems, this methodology can be used as

auxiliary tool in ecotoxicological studies.
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Resumo

O presente trabalho visou a deteccdo das possiveis alteragbes no padréo de
genes expressos nos mexilhées Perna perna, apos a exposi¢do ao oleo diesel.
A técnica utilizada para a obtengéo de tais informagées foi a ddPCR (differential
display PCR), considerada por muitos autores, um método simples, rapido,
sensivel e reprodutivel. Entretanto neste estudo nao foi possivel identificar a
expresséo diferencial de genes nestes animais. Os maiores obstaculos
apresentados foram a escolha de iniciadores adequados, ofimizacdo das
condigcbes da ddPCR, detec¢do dos produtos obtidos e grande numero de
resultados falso positivos. Apesar de todas estas dificuldades, a técnica tem
potencial de ser utilizada como ferramenta auxiliar em estudos

ecotoxicologicos.
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1. Introdugao

Os problemas com a poluicdo ao longo da costa do Brasil tém se
agravado nos Uultimos 50 anos, principalmente em fungdo da ocupacéao
desordenada do litoral, com aproximadamente metade da populacao habitando
a menos de 200 km do mar (Brasil MMA - Ministério do Meio Ambiente, 1996).
O surgimento nesta regido, de grandes cidades e de podlos industriais
importantes, que na maioria das vezes nao apresentam nenhuma forma de
planejamento fisico ou de gestao dos dejetos produzidos pelos seus cidadaos,
causou uma degradacao crescente dos ambientes marinhos e estuarinos
(CNIO, 1998). Em termos quantitativos, o 6leo cru pode ser considerado o
poluente organico mais comum nos ecossistemas marinhos. Estima-se que de
1,7 a 8,8 x 109 toneladas de hidrocarbonetos derivados do petréleo sao
liberados nos ecossistemas marinhos anualmente (Head & Swannell, 1999).
Sao poucos os dados resultantes de estudos ecotoxicoldgicos efetuados
especificamente com o 6leo diesel. Apesar disso sabe-se, por exemplo, que o
Oleo diesel é mais toxico para organismos aquaticos e plantas que o 6leo cru
(EHC 171, 1996).

A introducdo de substancias ou compostos estranhos a composicao
natural da agua e dos sedimentos aquaticos leva a profundas alteragdes na
biota. A poluicdo quimica pode causar uma diminuicao na biodiversidade dos
ecossistemas, provocando a morte das espécies mais susceptiveis, enquanto
outras espécies, que se mostram mais resistentes, tendem a permanecer no
ambiente, dominando os nichos ecolégicos desocupados e aumentando a sua

densidade populacional (Luoma, 1996; Inglish & Kross, 2000; Rocha, 2000).
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Nas ultimas duas décadas, cientistas tém se dedicado a elucidar os
mecanismos bioquimicos e moleculares de protecdo e de resisténcia que
possibilitam aos organismos sobreviverem sob condi¢gdes adversas (Huggett et
al., 1992). A exposicao dos organismos a compostos toxicos pode provocar um
aumento ou uma diminuicdo da expressao génica de modo diferencial para
cada composto em funcdo das suas caracteristicas quimicas e da interacao
com os receptores celulares. Portanto, a determinagdo de quais genes sao
expressos pelos organismos, é uma etapa fundamental para a compreenséao
dos mecanismos de resisténcia, adaptacdo e da etiologia das patologias
associadas. Avancgos recentes permitiram a construgao de perfis de transcricdo
(transcript profiles), que avaliam os niveis de expressao de diferentes genes
simultaneamente. A utilizagao de tais técnicas, pode revolucionar a nogao atual
do impacto antropico sobre os ecossistemas marinhos, elucidando mecanismos
fisioldgicos em seu nivel molecular (Rhodes & Van Beneden, 1996; Sultan et
al., 2000; Jenny et al., 2002).

A técnica utilizada no presente estudo para a obtencdo de tais
informagdes foi a ddPCR (differential display polymerase chain reaction),
desenvolvida por Liang & Pardee (1992), que possibilita uma avaliagédo
sensivel de toda populagcdo de mRNAs transcritos em qualquer tipo celular ou
tecido em particular, sob condigdes especificas em qualquer momento. Para a
escolha da técnica, foi levada em consideragao principalmente a necessidade
de comparacdo de mais de duas amostras simultaneamente, em funcdo do
delineamento experimental adotado (Matz & Lukyanov, 1998).

As vantagens em se utilizar moluscos em estudos sobre alteragbes na

expressdo génica pela exposigdo a xenobidticos ambientais, tém sido
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ressaltadas por diferentes autores, principalmente: pelas caracteristicas
bioldgicas do animal, que os mantém em contato quase que permanente com o
meio circundante, fazendo deles excelentes sentinelas ambientais; pela sua
importancia ecologica, pois sdao membros importantes das comunidades
bénticas marinhas e estuarinas; e pela importancia econémica crescente
(Rhodes & Van Beneden, 1996; Van Beneden, Rhodes & Gardner, 1998;
Sultan et al., 2000, Jenny et al., 2002).

A técnica de ddPCR foi aqui utilizada para avaliagdo de quais genes tém
a sua expressdo modificada em fungao da exposicao de mexilhdes da espécie
Perna perna (Bivalvia, Mytilidae) a 0,1% de 6leo diesel na dgua do mar, em

condi¢des laboratoriais.
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2. Material e Métodos

Mexilhbes. Espécimens adultos de P. perna (L.) de ambos os sexos, com
comprimento total em torno de 80 mm foram coletados nas balsas do
Laboratorio de Cultivo de Moluscos Marinhos LCMM— UFSC, localizado na
Praia do Sambaqui, Florianépolis, SC- Brasil (Figura 1). Os animais foram
mantidos por mais de 48 horas no Laboratério de Biomarcadores de
Contaminagdo Aquatica e Imunoquimica, CCB, UFSC nas seguintes
condigdes: 150 mL de agua do mar filtrada por individuo (Waldmann et al.
(1995) utiliza 160 mL por individuo, 16 L com 100 Corbicula fluminea de 20
mm; Kurelec et al. (2000) utiliza 10 mL por individuo, 100 mL com 10 mexilhdes
Mytilus galloprovincialis de 30-40 mm; Eufemia & Epel (2000) utilizam 100 mL
por individuo, Mytilus californianus ~ 70mm), em salinidade 35 ppm,
temperatura 20-25° C e aeragao constante. A agua era renovada diariamente e

durante este periodo os animais nao foram alimentados.

Exposigcédo ao oleo 0,1% por diferentes tempos. Os mexilhdes foram divididos
em dois grupos; o grupo 1 (n=20) foi mantido em recipiente contendo 3 L de
agua do mar filtrada (AMF) e 6leo diesel 0,1% e o grupo 2 (n=20) foi mantido
em 3 L de AMF (controles). Apos 4, 12 e 24 horas de exposigcao, quatro
individuos de cada grupo foram dissecados e os filamentos branquiais
retirados, pesados (pelo menos 0,1 g), colocados em criotubos e
imediatamente mergulhados em N liquido.

O dleo diesel utilizado durante os ensaios foi adquirido em postos da

PETROBRAS-S.A. A concentracido de 0,1% foi escolhida em fungdo dos dados
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obtidos em experimentos precedentes do nosso grupo de pesquisa

(comunicacao pessoal, Bainy & Marques, 2001, Barraco, 2001).

ddPCR. O protocolo inicialmente testado se baseou no método proposto por
Rhodes & Van Beneden (1996).

Extragcédo e quantificacdo do RNA total. Para extracdo do RNA total foi utilizado
0 método proposto para o TRIzol® (Invitrogen, Gaithersburg, MD), reagente
composto por uma solugdo monofasica de fenol e guanidina isocianato que
durante a homogeinizagdo do tecido mantém a integridade do RNA, enquanto
lisa as células e dissolve os componentes subcelulares. A adicao de
cloroférmio e posterior centrifugacdo (10 000 x g, 15 min, 4°C) separa a
solugdo em uma fase organica e outra aquosa, contendo o RNA total que pode
ser recuperado desta solucdo, através da precipitacdo com isopropanol. O RNA
total obtido foi re-suspendido em 200 uL de agua tratada com DEPC 0,01% e
armazenado a —-80° C até a utilizagdo. A quantificacdo do RNA foi efetuada
retirando-se uma aliquota de 10 uL da solugdo de RNA total diluida em 1 mL de
agua milliQ, através da leitura da absorbancia em 260-280 nm, utilizando-se
um espectrofotbmetro UV (Ultrospec 3000) (Westermeier et al., 1997). A
integridade do RNA foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose 2%
corado com brometo de etidio. As bandas obtidas foram visualizadas em um
transiluminador de luz UV. Todas as solugdes, vidrarias e o material para
eletroforese foram tratadas com DEPC 0,01%, para garantir a eliminagdo da

acao de RNAses presentes no ambiente (Ausubel et al., 1995).
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Tratamento com DNAse | Essencial para a diminuicdo da frequéncia dos
resultados falso-positivos (falta de consisténcia no critério de
presenca/auséncia de bandas entre os diferentes tratamentos). Foi utilizado o
protocolo proposto pelo fabricante do reagente, Deoxyribonuclease |,
Amplification Grade (Life Technologies, Gaithersburg, MD). A DNAse | foi
inativada com EDTA (25 mM) e o RNA re-precipitado com isopropanol,

eliminando assim o EDTA da solucao.

Reacédo de transcricdo reversa Para a obtencdo do cDNA utilizou-se o kit
comercial SuperScript™ Il H Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Para cada reacgao foi utilizado 2 ul de RNA (0,4 ug/uL), 25 ul de 2X tampéo

para RT, 2 pl do iniciador TTT TTT TTT TMN (0,5 pg/uL), 1 ul de dNTP (100
mM), 1 ul de RT Platinium (5 U/ul) e 20 ul de agua tratada com DEPC 0,01%.

Os tubos foram mantidos a — 80° C até a utilizagao.

Teste do cDNA Para avaliacdo da qualidade do cDNA foram efetuadas
reacdes de PCR utilizando-se os iniciadores degenerados:

ABC 1 (5 GTY GGT TCH TCH GGH TGY GGW AA 3’) e

ABC 2 (5° RTC YAA AGC DGA DGT DGC YTC ATC 3).

Eles amplificam um fragmento de 400 pb do gene que codifica uma
proteina similar a glicoproteina P (Pgp) no mexilhdo da espécie Perna perna
(Grimm et al., 2000). Os produtos das PCRs de teste do cDNA foram resolvidos
em gel de agarose 2% e corados com brometo de etidio. O cDNA em que o
fragmento de 400 pb foi amplificado com sucesso, foi considerado de boa

qualidade sendo utilizado para a realizacdo da ddPCR.
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Andlise da expressdo génica diferencial. Para a otimizagdo das reacbes de
ddPCR, diferentes condicbes de forca ibnica, temperaturas de anelamento e

concentracdes de dNTPs foram testadas.

Concentragéo de MgCl,

Foram testadas as concentracdées 1,0 mM; 1,5 mM; 2,0 mM; 3,0 mM e 5,0 mM
de MgCls.

Concentragéo de dNTP

Foram testadas as concentracées 3,5 uM; 5 uM, 10 uM e 20 uM de dNTP.
Condigbes padréo para as PCR

Utilizou-se 2,5 uL de 10x tampéao para PCR (200mM Tris-HCI (pH 8,4), 500 mM
KCI) e 0,2 uL de Taq polimerase (5U/uL). As concentragdes de 1,5 mM de

MgCl, e 20 uM de dNTP foram adotadas como padrao.

Iniciador de ancoragem. Dois iniciadores foram testados:

() TTTTTT TTT TMN (0,5 pg/ul)
(2) Oligo dT (fornecido com o kit comercial SuperScript™ Il H™ Reverse
Transcriptase)
Iniciadores de sequéncia arbitraria. Nas reagdes de ddPCR iniciais, foram
testados os seguintes iniciadores:
(3) Hexameros randdmicos (fornecido com o kit comercial SuperScript™ I
H™ Reverse Transcriptase)

(4) iniciador Hy (5" GCT GGC AAG CCA CGTCTTG GTG 3’) (5 pmol/uL)

(5) iniciador Hg (5 CCG TCT CCG GGA GCT GCA 3) (5 pmol/uL)
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Cada iniciador de ancoragem foi testado sozinho ou em conjunto com um dos
iniciadores de sequéncia arbitraria. Também foi testada a combinagcdo dos

iniciadores de sequéncia arbitraria, dois a dois.

Termociclador. Os diferentes programas que foram testados estdo

organizados na tabela abaixo:

Programa Combinacgao de iniciadores
testados
ddPCR TTTTTT TTT TMN (2,5 L)
+

1) 94 °C por45s
2) 37°Cpord5s
3) 72°C por 1 min
4) repete 3x a partir do passo 1

hexameros randdémicos (2 pL)

TTTTTTTTT TMN (1 pL)
+

0
5) 94 Cpor30s Hi (2 plL)

6) 50°C por30s
7) 72°Cpor1mine30s
8) repete 29x a(Partir do passo 5
9) 15°C (fim)

hexameros randémicos (1 pL)
+

He (1 uL)

ddPCR (modificado I)

1) 94 °c por45s
— 2) 35 °C por 2 min
3)72 °c por 1 min
4) repete 3x a partir do passo 1
—5)92° por30s
— 6) 40 °C por 40 s

TTTTTTTTT TMN (1 pL)
+

Hy (2 ul)

hexameros randémicos (1 puL)
+

He (1 pL)

—>7)72 °c por 2 min
8) repete 29x aé)artir do passo 5
9) 15 "C (fim)

Os iniciadores citados acima nao produziram padrbes de bandas, foram
testadas as modificagcbes na técnica de ddPCR, propostas por Matz &

Lukyanov (1998), séo elas:

Iniciadores de sequéncia arbitraria mais longos. (> 20 pb). Foram testados os
iniciadores:
e OMP 19 (5 CGG ATC CAA RTG GAT HCA YTG YTT 3') (5 uM)

e OMP 41 (5 GTC TAG AGA YGT NGG NCA RMG 3’) (5 uM)
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e OMP 20 (5 GGA ATT CRT CYT TYT TRT TNA GRA A 3') (5 uM)

e RPET 22 (6 CTC AAG CTT CTC TGC TAA GGT GTC ACT CTG 3’) (0,2

uM)

e FPET 22 (5 GGG GAATTC CAC CAA GAG TCA CAG CGG AAT

G 3°) (0,2 uM)

e T,TER (5 GCT AGT TAT TGC TCA GCG G 3') (0,2 uM)

e FRE 158 (5 GCC CCT CAT ATG ACN AGT CAC AGG GGA ATG 3') (0,5

nM)

Programas do termociclador testados

Programa

Combinacao de iniciadores testados

ddPCR

1) 94°Cpor45s
2) 37°%por45s
3) 72°C por 1 min

4) repete 3x a partir do passo 1
5) 94 °Cpor30s
6) 50°Cpor30s

7) 72°Cpor1mine30s
8) repete 29x a(Partir do passo 5

hexameros randémicos (1 L)
+
FRE 158 (1 uL)
He (1 pL)
+
FRE 158 (1 uL)

T/TER (4 pL)
+

9) 15°C (fim) RPET 22 (4 ul)
TTTTTT TTT TMN (1 L)
OMP 13 (1 uL)
TTTTTT TTT TMN (1 L)
EDG 2 y

1) 95°C por 5 min
2)93°Cpor30s
3) 65 °c g)or 30s
(diminuindo 0,5 "C a cada ciclo)
4) 72 °C por 1 min
5) repete 39x a partir do passo 2
6) 95 °C por 30 s
7)45°C por30 s
8) 72 °C por 1 min
9) repete 19x a partir do passo 6
10) 72 °C por 10 min
9) 4 °C (fim)

OMP 21 (1 L)
TTTTTT TTT TMN (1 pL)
OMP 4: (1uL)
OMP 19 (2 uL)
OMP 2: (1ul)
OMP 19 (2 L)
OMP 4: (1ul)
TTTTTT TTT TMN (1 pL)

+
FRE 158 (1 pL)
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TTTTTT TTT TMN (1 pl)
+
RPET 22 (1 L)
TTTTTT TTT TMN (1 pL)

+
T,;TER (1 pL)

PRI

1) 50°C por 30 s
2) 94 °C por 2 min
3)94°Cpor15s

4) 55 °C por 30 s
5) 72 °C por 1 min

6) repete 39x a partir do passo 3
7) 72 °C por 5 min
9) 4 °C (fim)

TTTTTT TTT TMN (2 pL)
+
RPET 22 (2 L)
TTTTTT TTT TMN (2 pL)
+

T/TER (2 pL)

ddPCR (modificado Il)

1)94°C pord5s
2) 35 °c por 2 min
3)72 °c por 1 min
4) repete 3x a partir do passo 1
5)92 °C por 30 s
6) 40 °C por40 s
7) 72 °C por 2 min
— 8) repete 24x a partir do passo 5
9) 15 °C (fim)

TTTTTT TTT TMN (4 pL)
FRE 15:3 2 ul)
TTTTTT TTT TMN (1 pL)
RPET 2+2 2 ul)
TTTTTT TTT TMN (1 pL)
T7TER+ 2 uL)
T/TER (2 pL)

RPET 22 (2 L)

ddPCR (modificado lll)

1) 94 °c por45s

— 2)45 °c por 2 min
3) 72 °C por 1 min

4) repete 3x a partir do passo 1

5)92°C por30s

—6)52°Cpor40s
7) 72 °C por 2 min

— 8) repete 24x a partir do passo 5
9) 15 °C (fim)

TTTTTT TTT TMN (4 pL)
FRE 15:3 2 L)
TTTTTT TTT TMN (1 pL)
RPET 2+2 @2 ul)
TTTTTT TTT TMN (1 pL)
T7TEF\:L 2 ul)
T/TER (2 uL)
RPET 22 (2 uL)

FRE 158 (2 L)
OMP 19 (1 L)
OMP 2: (1uL)
OMP 20 (1 L)
OMP 4: (1ul)
TTTTTT TTT TMN (1 pL)
OMP 2:) (1ul)

OMP 20 (1 pL)
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EDG 3

1) 95°C por 5 min
—2)93°C por 30 s
—3)65°Cpor30s

4)72 °c por 1 min

— 5) repete 19x a partir do passo 2

6) 95 °C por 30 s
— 7)50 °C por 30 s

8) 72 °C por 1 min

9) repete 9x a partir do passo 6
10) 72 °C por 10 min
9) 4 °C (fim)

OMP 19 (2 uL)
OMP 2: (1ul)
TTTTTT TTT TMN (1 pL)
OMP 12; (1ul)
OMP 2: (1ul)
TTTTTT TTT TMN (1 pL)
FRE 15:3 (3ul)

FRE 158 (3 pL)

Os fragmentos de cDNA

amplificados foram  separados

eletroforeticamente em gel de agarose a 2%, corados com brometo de etidio.

Reacdes em que apareceram padrdes de bandas, tiveram seus produtos

resolvidos em géis desnaturantes préprios para sequenciamento, de

poliacrilamida 6% (7M de uréia) (10,5 mL acrilamida/bisacrilamida 40%, 29,4 g

uréia, 7 mL TBE 10x, completar até 70 mL com agua milliQ. Adicionar 700 uL

PSA 10% (persulfato de aménio) e 42 uL de TEMED. A revelagdo do gel foi

efetuada utilizando-se o nitrato de prata (0,001 g/ml de agua MilliQ) (Ausubel et

al., 1995; Westermeier, 1997).
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3. Resultados

A integridade do RNA total, extraido dos mexilhdes que fizeram parte
dos experimentos de exposi¢ao ao Oleo diesel, pode ser visualizada através de
gel de agarose 2% corado com brometo de etideo (Figura 2). Apenas as
amostras que estavam em boas condi¢gdes foram utilizadas nas reacgbes de
transcricao reversa, para a obtencdo do cDNA.

ApOs as reagdes de transcricdo reversa, a qualidade do cDNA resultante
foi visualizada através de amplificagdo por PCR. Os produtos destas reacdes
de teste do cDNA foram resolvidos em Gel de agarose a 2% (Figura 3).

Nao foram obtidos padrdes de bandas nas ddPCR efetuadas utilizando-
se os iniciadores de sequéncia arbitraria, identificados como hexameros
randémicos, H1 e Hg, em nenhuma das combinagdes testadas.

Apos as alteracdes nos ciclos da ddPCR, foram obtidos padrbes de
bandas com os seguintes iniciadores:

e OMP 19 + OMP 41 (Figura 4 e 5)

e RPET 22 (Figura 6)

e T,TER (Figura 6)

e FPET 22 (Figura 7)

e OMP 20 (Figura 7)
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3. Discussao

Quando descrita, a ddPCR foi considerada um método simples, rapido,
sensivel, reprodutivel, versatil e que utilizava pequenas quantidades de RNA
para a obtencdo do cDNA. Apés a introdugao da técnica na rotina de varios
laboratdrios, alguns pontos foram revistos. Concorda-se quanto a versatilidade
e a possibilidade de analise de pequenas quantidades de RNA. Todavia,
considerando-se o método como um todo, muitos discordam de sua
simplicidade ou rapidez, com opinides divididas em se tratando da
sensibilidade do método e da reprodutibilidade dos padrées de bandas obtidos.
Algumas das maiores desvantagens associadas sdao o grande numero de
resultados falso-positivos (chegando a 50% das bandas observadas) e o
pequeno tamanho dos fragmentos obtidos (Debouck, 1995; Matz & Lukyanov,
1998; Green et al., 2001).

Ao se tentar utilizar esta técnica para avaliar os niveis de expressao
génica em mexilndes da espécie Perna perna expostos ao 6leo diesel 0,1%,
por diferentes tempos, em comparagao a animais controle, que permaneceram
na agua do mar, encontrou-se certa dificuldade.

Alguns cuidados devem ser adotados para minimizar os problemas
inerentes a técnica (como alto numero de falso positivos e a baixa
reprodutibilidade): obtengdo de RNA de boa qualidade e em uma concentragéo
que permita a sua analise; garantia de auséncia de contaminagdo com DNA
gendmico; selegcdo cuidadosa dos iniciadores a serem utilizados e escolha do
método adequado para deteccdo das bandas e para a separagdo dos

fragmentos obtidos (Debouck, 1995).
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A primeira premissa foi cumprida (Figura 2), tendo-se o maior cuidado na
manipulacdo das amostras, desde o momento da coleta, executada com
rapidez para melhor preservacdao das caracteristicas do tecido o qual era
imediatamente congelado em nitrogénio liquido. Tratamento com DEPC 0,01%,
para garantir a eliminagao da agao de RNAses presentes no ambiente (Ausubel
et al., 1995). O segundo passo, a eliminagdo da contaminagcdo com DNA
gendmico, foi garantido com a utilizagdo do tratamento com DNAse |, antes da
efetuacao da reacgéo de transcrigao reversa (Rhodes & Van Beneden, 1996).

Quanto a escolha dos iniciadores para efetuagdo da ddPCR, Rhodes &
Van Beneden (1996) propdem: (1) utilizagdo de um iniciador oligo dT em
associagao com um iniciador nédo degenerado de 10 pares de bases (10-mer),
ou (2) utilizacao de dois iniciadores 10-mer. Na sele¢ao destes iniciadores (10-
mer) deve-se considerar o conteudo de C+G, que deve se aproximar dos 50%,
e a auséncia de estruturas que formem grampos (hairpins). As duas
possibilidades foram testadas no presente trabalho, utilizando-se diferentes
iniciadores. Os primeiros iniciadores testados (hexameros randémicos, H¢ e Hg)
nao produziram padrdes de bandas.

Depois que as modificacbes propostas por Matz & Lukyanov (1998),
foram introduzidas, padrées de bandas em 5 diferentes combinagdes de
iniciadores foram obtidos (figuras 4 a 7). No entanto, ndo foram observadas
bandas diferentemente expressas presentes nos 4 animais analisados por
tratamento. Foram observadas algumas diferengas individuais nas bandas
obtidas, ndo tendo sido correlacionadas ao tratamento. Ndo se sabe ao certo

se 0 problema encontra-se nos proéprios iniciadores escolhidos, que ndo se
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mostraram adequados para a técnica, ou se as condi¢cdes da ddPCR que foram
testadas ndo satisfizeram as necessidades da técnica.

A avaliacdo da utilizagdo de outros iniciadores e a otimizacdo das
condigbes da ddPCR, utilizando-se os iniciadores que ja haviam produzido
padrées de bandas, foi prejudicada pelas dificuldades enfrentadas na utilizagao
da coloragdo com nitrato de prata (figura 6A e 6C). A resolugédo em gel de
agarose com coloragao através do brometo de etideo, ndo tem a sensibilidade
necessaria para a observagdo das bandas da ddPCR (de 90 a 95% dos
transcritos esta representado por menos de 5 cépias por célula) (Green et al.,
2001).

O método mais adequado para a separagao dos fragmentos e para a
visualizagdo dos produtos de ddPCR é a eletroforese utilizando géis
desnaturantes (7M de uréia) de poliacrilamida normalmente utilizados para o
sequenciamento, corados com nitrato de prata (Liang & Pardee, 1992; Shen &
Green, 1998; Mahadeva et al., 1998; Jurecic & Belmont, 2000), pois a utilizacédo
de géis de agarose corados com brometo de etideo esta restrita a identificagéo
da presenga das bandas, ja que devido ao seu baixo nivel de detecgao, a
identificacdo sistematica da maioria dos mRNAs fica dificultada (Figura 4A e
Figura 7). Mesmo o uso do PAGE corado com nitrato de prata pode nao ser
sensivel o bastante para detectar as alteragdes que geralmente ocorrem na
expressao génica, ja que seu limite de detecgado permite visualizar diferengas
de no minimo 100 vezes a concentracdo de mRNA; falhando em mostrar o
nivel mais comum de alteragdo na expressdo génica, que ¢é de
aproximadamente 10 vezes a concentragdo de mRNA, segundo estudos de

microarray (Ranamukhaarachchi et al., 2002).
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Na tentativa de se solucionar os problemas com a coloragao, adotou-se
a utilizacédo de agua MilliQ para a confecgdo de todas as solugdes. Como o
volume de agua utilizado nas diferentes solugbes para corar um gel de
sequenciamento € muito grande, optou-se pela utilizagdo (até que fossem
obtidas bandas expressas diferencialmente) de mini-géis de poliacrilamida 6%
ndo desnaturante. A utilizacdo da agua MilliQ, de reagentes novos e algumas
modificagdes no processo de lavagem e no tempo de fixacdo do gel,
garantiram um aumento na definicdo das bandas e uma diminuigdo da
coloracgao de fundo (background) (Figuras 4B e 5).

Apoés ter-se conseguido um protocolo satisfatorio para a coloragdo com
AgNOs3, tiveram prosseguimento os testes das modificagdes nas condigbes das
ddPCRs propostas por Matz & Lukyanov (1998).

Em relagdo ao numero de ciclos de amplificagdo, adotou-se o padrao de 25
ciclos, para analisar a possivel influéncia do efeito Cit (Cyt effect) sobre os
resultados até entdo obtidos. Nos ciclos finais da PCR, a velocidade do
processo de reassociacdao dos produtos muito abundantes e a velocidade de
anelamento dos iniciadores torna-se comparavel, retardando a amplificacdo do
fragmento até um platd ser alcangado. Ao mesmo tempo, os produtos pouco
abundantes continuam sendo eficientemente amplificados. Desta forma, se
forem utilizados muitos ciclos de amplificacdo, as diferengas na abundancia
dos produtos tornam-se significativamente menores, com o efeito Cyt
funcionando como um freio apenas para os produtos derivados das espécies
de mRNA super abundantes (Matz & Lukianov, 1998).

Como nas primeiras ddPCR efetuadas, foram utilizados mais de 40 ciclos

de amplificagao, talvez as diferengas na expressao dos genes dos animais que
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foram expostos aos dois tratamentos, tenham sido mascaradas, pois o efeito
Cot prejudica a visualizacao destas diferencas nas bandas obtidas.

Outras modificagdes nas condigcdes da ddPCR, que comecariam a ser
testadas, eram pequenas alteragcdes nas temperaturas de anelamento para
cada iniciador utilizado, através de programas do termociclador que permitem a
construcdo de gradientes de temperatura, na tentativa de se otimizar as
condicdes utilizadas para a obtencdo de bandas representativas e utilizagao de
novas combinagdes de iniciadores, além da confirmagdo em PAGE 6% dos
padroes de bandas obtidos pelos iniciadores T7TER (figuras 6), RPET22
(figura 6), OMP 20 e FPET 22 (figura 7).

Sendo assim, ndo foi possivel identificar um padrdo diferencial de bandas,
aplicando-se a técnica de ddPCR com o conjunto de iniciadores testados entre
0s animais mantidos na agua do mar e os que foram expostos a 0,1% de 6leo
diesel, pelos diferentes periodos de tempo testados. No entanto, estes
resultados iniciais mostram que a técnica necessita ser bem padronizada antes
de ser aplicada experimentalmente.

Apesar da ddPCR ser considerada “arcaica” em comparagao com as mais
recentes tecnologias de analise da expressao diferencial de genes, ainda € o
método mais extensivamente utilizado. Uma das principais razdes, € que a
técnica pode ser executada em qualquer laboratério equipado com os
reagentes e equipamentos padroes de biologia molecular. Além disso,
necessita de relativamente pouco apoio na area de bioinformatica, tendo sido
utilizada com sucesso, por exemplo, em analises de expressdo génica em
estudos embriolégicos, desenvolvimento ontogenético e patologias clinicas,

principalmente aquelas relacionadas ao surgimento de neoplasmas, além da
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avaliacao da resposta dos organismos a xenobidticos (Rhodes & Van Beneden,
1996; Shen & Green, 1998; Mahadeva et al., 1998; Van Beneden, Rhodes &

Gardner, 1998; Green et al., 2001).
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Discussao Final

A partir do conjunto de dados obtidos com a aplicacdao das técnicas aqui
adotadas, foi possivel avaliar algumas das respostas bioquimicas e moleculares
do mexilhdo Perna perna expostos ao 6leo diesel.

A avaliacao da exposicao in situ de mexilhdes P. perna a contaminantes,
através da técnica de acimulo de Rodamina, possibilitou a identificagdo de que
0 esgoto doméstico na Baia Norte (BN) promove um aumento na atividade da
Pgp nas branquias de P. perna, depois de 14 dias de permanéncia no local.

Além disso foi possivel correlacionar a aparente saturagdo do transporte da

139



140

Pgp, observada nos animais mantidos na Praia do Sambaqui (SAM), com a
elevada concentracdao de matéria organica na agua, evidenciada pelo aumento
na turbidez em T, e T; (Capitulo I).

Através destes ensaios foi possivel também, observar uma variacao
interpopulacional no nivel de inducdo do mecanismo MXR. Os animais
provenientes da Praia do Sambaqui (SM/SAM) e da Prainha da Barra da Lagoa
(PB) apresentaram um menor acumulo de ROD, na auséncia de competicao
(grupos controles) comparando-se com os mexilhdes da Joaquina (JQ) e do
Mogambique (MO) (Capitulo II). Para que o nivel de inducao do MXR possa ser
utilizado como biomarcador de susceptibilidade a contaminagdo, em individuos
ou populagles, € importante que haja um conhecimento prévio de variagdes na
expressao do MXR interindividuais e interpopulacionais existentes naturalmente
(Smital & Kurelec 1998, Kurelec et al. 2000).

Esta maior inducdao pode indicar a presenca, neste locais, de
quimiossensibilizadores na agua. Esta observacdao parece ser corroborada pela
maior frequéncia em que foi observada a saturacdo da Pgp nos mexilhdes
provenientes de PB (84%). A saturacdo do MXR ndo &, necessariamente,
desencadeada pela presenca de xenobioticos na agua e pode refletir variacdes
temporais nas condicdes ambientais, tais como turbidez da agua, concentragao
de clorofila e concentracdo de compostos tdxicos naturais. Entretanto, os
animais com o transporte bloqueado perdem a capacidade de lidar com
compostos quimicos tdxicos, presentes tanto na sua dieta habitual (algas,
dinoflagelados) quanto na agua, se esta estiver contaminada por alguma classe
de poluente (Epel, 1998; Kurelec et al., 1998; Bard, 2000; Keppler & Ringwood,
2001).

Conforme observado nos mexilhdes com a capacidade de transporte
saturada, a presenga do verapamil na agua pode ser estressante, relacionando-
se, talvez, ao efeito que este composto apresenta sobre a osmorregulagao
nesta espécie (Stucchi-Zucchi & Salomao, 1998; Ferreira & Salomao, 2000). Em
funcao deste efeito apresentado pelo VER, sugere-se que, nos ensaios de
acumulo/efluxo de ROD sejam testadas, pelo menos, duas substancias que

funcionem como substrato da Pgp. No nosso estudo, a outra substancia testada
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foi o dleo diesel, o qual inibiu o transporte de ROD em ensaios de exposi¢ao
simultdnea. Observou-se que o dleo diesel dificulta o efluxo de ROD do meio
intracelular, mas nao interfere na sua difusao, sendo observado, ainda, um
efeito aditivo na inibicao do efluxo de ROD, no caso em que os mexilhdes foram
tratados, simultaneamente, com VER e 6leo diesel (Capitulo II).

De maneira geral, os dados obtidos com 0s ensaios de transporte de
ROD, indicam que a aparente tolerancia que essa espécie de molusco apresenta
em relacdo a presenca de xenobidticos na agua pode estar relacionada a
indugao do mecanismo MXR.

Segundo os resultados obtidos, através da aplicagdo da técnica de
western blotting, a concentracdo de Pgp nas branquias de Perna perna nao
varia em resposta a exposicao ao 6leo diesel (Capitulo II), nem em funcdo da
permanéncia em um local contaminado com esgoto doméstico (Capitulo I). Esta
auséncia de resposta pode indicar que P. perna é resistente a exposicao a estes
contaminantes ou que a técnica, conforme aqui aplicada, ndo se mostrou capaz
de detectar as alteragdes nos niveis de Pgp.

A aplicacao da ddPCR, para obtencao do padrao de genes
diferencialmente transcritos nos animais expostos ao o6leo, ndao produziu
resultados satisfatdrios (Capitulo IV). A padronizacao da técnica para aplicacao
em P. perna apresentou um avango significativo. Os problemas enfrentados na
presente pesquisa, também relatados na literatura consultada, relacionaram-se
com a escolha de iniciadores inadequados, dificuldades na otimizacao das
condicbes da ddPCR, técnicas inadequadas para deteccdo dos produtos obtidos
e a obtencao de resultados falso positivos (Debouck, 1995; Matz & Lukyanov,
1998; Green et al., 2001).

Através dos resultados obtidos neste trabalho foi possivel levantar varias
questoes referentes a qualidade do ambiente marinho na Ilha de Santa Catarina
que deverao ser esclarecidas em estudos posteriores. Os resultados destas
pesquisas também indicaram que Perna perna € um bom sentinela ambiental,
no entanto, deve-se ressaltar que esta espécie apresenta uma boa resisténcia a

contaminagao.
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