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RESUMO

Os ecossistemas aquaticos tém sido utilizados ao longo da histéria da
humanidade como a forma mais apropriada para o descarte de residuos provenientes
da atividade antrépica. Entretanto, estes tém uma capacidade limitada de receber tais
residuos .Exemplos deste residuos sdo o TBT e o FSA, contaminantes comuns em
regides portudria onde o mexilhdo Perna perna pode ocorrer. Estudar respostas do
organismo capazes de diagnosticar a contaminagdo ambiental antes que esta atinja
niveis estruturais altos do mesmo organismo e assim comprometer a sua sobrevivéncia
¢ um dos principais desafios da ecotoxicologia atualmente. Neste trabalho, utilizamos
a taxa de efluxo da rodamina B pelo mecanismo de resisténcia a multixenobioticos
(MXR) para avaliar o efeito subletal do FSA e TBT. Para tanto, contaminamos os
mexilhdes separadamente com concentragdes encontradas em ambientes naturais de
TBT (25, 55, 100, 300 e 500 ng/L) e de FSA (15, 25, 33, 50%) alem, de outras duas
(75 e 100%) para se verificar o efeito deste ultimo contaminante em casos extremos.
Foram definidas entre estas concentracdes uma dose de cada contaminante (25ng/L de
TBT e 33% de FSA) para se analisar o efeito destes contaminantes de forma conjunta,
mantendo-se fixa um deles e vaiando o outro nas concentragdes ja citadas. Alem da
avaliacdo da taxa de efluxo foi realizado também a avaliagdo em microscopia
eletronica de varredura (MEV) dos organismos expostos aos dois compostos
concomitantemente.

Entre os resultados encontrados, percebemos que as concentragdes de FSA
encontradas no ambiente se mantiveram préximas ao controle, sem diferenca
significativa, demonstrando uma Otima resposta do mecanismo de detoxificacdo
celular como um todo, ndo sendo a Pgp sobrecarregada. As concentragdes de 75 e
100% apresentaram uma forte inibi¢do do mecanismo, podendo esta ser uma tendéncia
do contaminante. Ja nas concentragdes de TBT a tnica dose que diferiu foi a de 100
ng/l, apresentando uma menos tendéncia a inducdo do mecanismo que as demais.
Quando se expds os organismos aos dois contaminantes observou-se perfis distintos,
mantendo-se o FSA fixo a resposta era de uma leve inibigdo estando os niveis
proximos ao controle. Com o TBT fixo o perfil encontrado foi parecido com o
encontrado para o TBT isolado. Estas diferentes respostas podem ser devido ao TBT
agir como um sensibilizador, fazendo com que o FSA tenha seu efeito pleno sobre o
mecanismo. Para que isto ocorra devem estar envolvidos outros mecanismos de
detoxificagdo, provavelmente o sistema P450, o qual ¢ inibido pelo TBT e responsavel
pela conversdo do FSA em compostos efluxados pela Pgp. Devem ser feitos mais
estudos para se comprovarem estas hipdtese, principalmente envolvendo o mecanismo
e o sistema P450 com estes contaminantes.

Nas analises de MEV, observou-se duas alteragdes na disposi¢ao dos cilios,
sendo uma delas restrita aos grupos em que o FSA manteve-se fixo. Nesta alteragdo, os
cilios formavam grupamentos circulares. Na outra alteragdo, os cilios se entrelagavam,
formando pontes entre os filamentos adjacentes. Ambas alteragdes alteram o fluxo de
agua no interior da branquia, dificultando a alimenta¢do e a troca de gases dos
organismos afetados.
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1. INTRODUCAO

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os ecossistemas aquaticos tém sido utilizados ao longo da histéria da
humanidade como a forma mais apropriada para o descarte de residuos provenientes
da atividade antrépica. Até recentemente acreditava-se que esses ecossistemas
apresentavam uma capacidade infinita de reter tais residuos; sendo assim, a solugdo
para a presenca de contaminantes seria a simples diluicdo dos mesmos nestes
ambientes naturais.

Além de wvarios destes compostos encontrados nestes residuos
apresentarem potencial toxico, eles podem ainda ser modificados através de reagdes
bidticas, abioticas, e/ou biotransformados no interior do organismo, o que pode
acarretar em um aumento na sua biodisponibilidade e conseqiientemente na sua
toxicidade, modificagdes que também podem favorecer sua dispersdo (LINDQUIST,
1994). Atualmente alguns tipos de contaminantes sdo considerados poluentes
globais dada a sua ampla dispersdo, isto faz com que os efeitos destes agentes
podem ocorrer distante do seu local de origem, justificando portanto o estudo das
conseqiiéncias da liberagdo destes produtos no meio, independente de estar ou ndo
proximo a uma fonte pontual. Dentre os tipos de poluentes presentes em ambientes
aquaticos naturais destacam-se: os metais pesados, organocloratos, cianidas, amonia,
detergentes, acidos, pesticidas, biocidas e hidrocarbonetos de petroleo (HEATH,
1995).

Dentre estes residuos liberados pela atividade antrdpica, os metais pesados
sdo importantes do ponto de vista toxicoldgico, principalmente se considerarmos o
seu efeito no funcionamento celular e os efeitos bioacumulativos na cadeia
alimentar. Alguns metais pesados sdo essenciais, ou seja, necessarios as fungdes
metabolicas nos organismos vivos. No entanto, este pode ser toxico ao organismo

quando sua concentragdo encontra-se acima daquelas necessarias as fungdes
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biologicas. Dentre os metais considerados essenciais podemos citar: o sédio (Na),
fosfato (K), magnésio (Mg), calcio (Ca), vanadio (V), manganés (Mn), ferro (Fe),
cobalto (Co), Niquel (Ni), cobre (Cu), zinco (Zn), molibdénio (Mo) e tungsténio
(W); e os considerados ndo essenciais, que por sua vez s3o toxicos para o organismo
mesmo em baixas concentragdes podemos citar: prata (Ag), cadmio (Cd), estanho
(Sn), ouro (Au), mercurio (Hg), chumbo (Pb), aluminio (Al), estanho (Sn), cromo
(Cr) e arsénio (As) (BEVERIDGE et al., 1997).

Estudos sobre o potencial toxico dos metais pesados podem ser realizados
utilizando tanto animais provenientes de ambientes contaminados (indicando a
resposta destes organismos aos diferentes contaminantes no ambiente natural),
quanto provenientes de bioensaios, onde os animais sdo expostos experimentalmente
em laboratério a um ou mais contaminantes sob condi¢des controladas. Os
bioensaios podem ser utilizados para estabelecer uma relagdo dose-dependente entre
exposi¢ao, resposta de biomarcadores e efeito toxico em o6rgdos-alvo.

O estanho ¢ um metal conhecido desde a antiguidade, sendo encontradas
referéncias a ele no Velho Testamento. Foi um dos primeiros elementos a serem
utilizados pela tecnologia humana, através da sua utilizagdo juntamente com o cobre
(Cu) para a producdo do bronze. Dentre os compostos de estanho, os organicos
(organometais) sao os que apresentam maior interesse toxicologico. Muitos destes
xenobiontes sdo altamente lipossoluveis € o0s organismos aquaticos sdo
particularmente vulneraveis a eles, especialmente devido ao fendmeno de
bioacumulagdo e biomagnificagdo (KRAYBILL, 1976).

Os primeiros registros comerciais destes compostos datam de 1936, onde
eram utilizados como estabilizadores de polimeros sintéticos. A producdo de estanho
organico tem aumentado muito, de cinco mil toneladas em 1955 para 35 mil
toneladas em 1985, compondo 70% do total do estanho consumido no planeta
(RABITTO, 2003). As principais formas de utilizagdo do estanho organico sio:
estabilizantes em PVC, catalisadores, “antifouling” em tintas, em agroquimicos,

preservac@o de madeira (OLIVEIRA RIBEIRO, 2002). O Tri(n-butil)estanho (TBT)



apresenta propriedades biocidas bastante conhecidas sendo um composto de alto
potencial toxico e de facil expansdo nos ambientes marinhos. Este composto foi
amplamente aplicado entre a década de 1970 e 1980 como componente de pinturas
antifouling (usadas contra incrustagdes de organismos marinhos) de pequenas
embarcagles € navios de grande porte (RABITTO, 2003). Entretanto, devido a sua
grande toxicidade, o uso deste contaminante em pinturas de navios é controlado em
muitos paises, como Holanda, Franga, Australia, Paises Balticos, Alemanha e
Canada; no entanto, a contaminagdo por este xenobionte continua persistindo em
niveis crénicos nos organismos aquaticos (FENT, 1996).

Pode-se observar que existe um gradiente de toxicidade entre os
compostos orgadnicos de estanho mais comuns encontrados no ambiente: TBT
(tributilestanho) > bis(tributil)estanho > DBT (dibutilestanho) > butilestanho >
estanho IV. Através da biotransformagdo, o sistema citocromo P450 in vivo pode
biotransformar o TBT em DBT na primeira fase oxidativa.

A toxicidade deste composto tem sido muito estudada desde a década de
70. Hoje sabe-se que o TBT atua sobre o sistema enzimatico citocromo P450
diminuindo sua atividade e como ha uma atuagdo do sistema P450 na detoxificagio
de varios tipos de xenobiontes, 0 seu comprometimento torna o organismo mais
sensivel quando estd na presenca de outros xenobiontes igualmente tdxicos. Além do
efeito sobre o citocromo P450 o TBT ainda pode causar disturbios na homeostase do
calcio e inducdo de apoptose em timdcitos, inibicdo da fosforilagdo das bombas
16nicas, danos em membranas bioldgicas e inibi¢do de enzimas intracelulares
(FENT, 1996). Os moluscos s3o especialmente sensiveis ao TBT e este composto
pode afetar a calcificagdo das conchas e o aparecimento de um pseudo-
hermafroditismo denominado imposex, entre outras alteragdes nos membros deste
grupo (FERRARRO, 2003). Segundo LEE (1996), os animais filtradores, em
especial pertencentes ao grupo dos moluscos, acumulam altas concentragdes de
TBT, e ndo tém um mecanismo eficiente de metabolizacdo do xenobionte, o que

pode estar relacionado com a baixa atividade de oxigenase nestes organismos.



Os compostos organoestanhos sofrem vérios processos de degradacdo
natural e conhecé-los leva a compreensdo do comportamento destes compostos nos
diferentes extratos e assim a caracterizagdo do seu potencial téxico para os
organismos. De acordo com FENT (1996), o TBT apresenta uma resisténcia a
degradagdo de 7 a 30 dias na dgua com temperaturas de verdio para os padrdes
nordicos e de 60 dias ou mais para temperaturas de inverno nesta regiio. Porém, o
comportamento € a toxicidade deste composto e dos metais tragos em ecossistema
tropicais € pouco estudado, assim como o risco de contamina¢do humana.

Juntamente com o petréleo, o TBT ¢ um contaminante comum em regides
portudrias e em 4reas costeiras, por estarem estritamente relacionados com a
atividade de navegagdo (o primeiro como combustivel e o segundo pela sua
utilizagdo como antifouling), ocorrendo freqiientemente os dois juntos, o que
aumenta a importancia de se estudar estes contaminantes, inclusive em associag¢io.

A descoberta dos beneficios do uso do petrdleo e suas vantagens para o
desenvolvimento fizeram com que houvesse um aumento do consumo de tal ordem
que hoje se tornou um produto indispensavel para garantir a qualidade de vida do
homem. Entretanto, o beneficiamento de petréleo também trouxe problemas
ambientais e sociais que tém se agravado com o aumento da demanda deste. O
aumento da atividade petrolifera levou a ocorréncia cada vez mais freqliente de
acidentes nos ultimos anos (como ocorrido na Baia de Guanabara — RJ, Rio Iguagu —
PR, Serra do Mar — PR, Plataforma de Campos — RJ, Porto de Paranagua — PR e
costa da Espanha, citando-se apenas os mais recentes) e tem afetado diretamente os
ecossistemas aquaticos e preocupado a comunidade cientifica no sentido de
desenvolver metodologias mais eficientes no diagndstico dos efeitos deste
contaminante sobre o ambiente natural. Estes derramamentos sdo mais freqiientes
em ambientes marinhos, sendo despejados nestes ambientes 65% do total do dleo
derramado (GROSSILING, 1976).

O petroleo, assim como os seus Oleos derivados sao misturas complexas de

compostos organicos. De acordo com NEFF (1978), 75% dos constituintes do



petroleo sdo hidrocarbonetos de cadeias longas e curtas. Os hidrocarbonetos de
cadeia curta sdo os que apresentam maior potencial toxico aos organismos, sendo
entretanto volateis, permanecendo assim menos tempo no ambiente aquatico
(BRAUNER et al., 1999).

Apds atingir o ambiente aquatico, o petrdleo ou seus derivados pode
passar por diferentes processos, como evaporagdo, dissolugdo, oxidacdo,
sedimentagdo, biodegradagdo e absorgdo pela biota, os quais determinam o destino
destes produtos € seus impactos sobre os ambientes naturais. Destes processos, a
dissolucdo com a agua, ocorrida logo apds o contato do contaminante com esta, tem
uma importancia especial do ponto de vista toxicologico. Embora dependa da
turbuléncia do corpo d’agua, geralmente a quantidade de 6leo dissolvida na agua é
pequena. No entanto, € esta fragdo soluvel a causadora dos impactos mais imediatos
aos organismos aquaticos, sendo assim considerado um importante determinante de
toxicidade do petroéleo e seus derivados em acidentes (SAEED & MUTAIRI, 1999).

A fracdo soluvel do petréleo e seus derivados na agua (FSA) ¢ uma
mistura complexa de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH’s), fenois e
compostos heterociclicos contendo nitrogénio e enxofre (ANDERSON et al. 1974,
MACKAY & SHIU, 1976).

Varios métodos tém sido utilizados para se detectar os efeitos de
contaminantes ambientais em organismos vivos. No entanto, nos ultimos anos os
estudos tém se concentrado principalmente na fase pré-patologica da exposi¢do, ou
seja, detectar os efeitos antes mesmo que 0s 0organismos possam sbfrer algum dano
irreparavel em sua fisiologia ou metabolismo. Para esta verificagdo na fase pré-
patologica sdo utilizados os biomarcadores, os quais sdo importantes na
caracterizacdo e diagnostico dos efeitos. Um biomarcador ¢ uma resposta a um
agente toxico presente no ambiente que pode ser um pardmetro morfoldgico ou
fisioldgico alterado (MELANCON, 1995). Portanto os biomarcadores integram
sistemas bioldgicos indicando contaminagdo ou intoxicagdo, em diferentes niveis de

organiza¢do biologica de um organismo, representando um de seus processos



constitutivos, o que pode ser usado como indicador de exposi¢do subletal.

A andlise de pardmetros morfologicos ¢ um importante e rapido método na
deteccdo dos efeitos agudos e cronicos de exposicdo em varios orgdos dos seres
vivos, a qual tem a vantagem de pérmitir uma melhor visualizagdo do efeito a niveis
celular, tecidual e sistémico. Tais pardmetros em associagdo com biomarcadores
moleculares permitem que se tenha uma visdo mais ampla dos efeitos toxicos dos
cohtaminantes no organismo estudado, conhecendo em alguns casos o principio do
mecanismo ou os principios envolvidos com as respostas toxicologicas (HINTON et
al., 1992).

Dentre os biomarcadores moleculares conhecidos, o mecanismo de
resisténcia a multixenobidticos (MXR) tem sido tratado como um mecanismo
biologico natural de defesa de “primeira linha” para protecdo contra toxinas
ambientais e endogenas em organismos aquaticos (KURELEC & PIVCEVIC, 1989;
KURELEC, 1997; EPEL, 1998), e a sua atividade de transporte tem se consolidado
como biomarcador molecular de exposi¢ao. Por ser um mecanismo de transporte de
membrana mediado (especialmente pela Pgp, podendo ser também por outras
proteinas pertencentes a8 mesma subfamilia desta) ele apresenta caracteristicas como
apresentar uma cinética de saturagdo, em que a partir de um momento (no caso do
MXR, tende a ser proximo dos quinze minutos de transporte) o transporte encontra-
se saturado. Outra caracteristica deste tipo de transporte transmembrana ¢ a
especificidade a substincia a ser transportada. No caso do MXR, ndo se tem
conhecimento de como ocorre o reconhecimento destas substancias, ja que ele
transporta varias, sendo a unica caracteristica comum encontrada até o momento
entre estas substancias ¢ serem moderadamente hidrofobica (ENDICOTT & LING,
1989; TOOMEY & EPEL, 1993.), ou seja, apresentar uma regido hidrofobica sem
ser porem totalmente hidrofébica. Outra caracteristica é a capacidade de inibigdo
deste tipo de transporte, € para o mecanismo MXR temos como exemplos de
substancias inibidoras do mecanismo o verapamil, quinidina, vincristina e reverpina,

-entre outras (KURELEC, 1992), ndo sendo ainda conhecido o mecanismo de agéo



destes inibidores sobre 0 MXR (ENDICOTT & LING, 1989).

O MXR ¢ um anéalogo ao mecanismo de resisténcia a multidrogas (MDR),
descrito em células tumorais de mamiferos por JULIANO & LING (1976). Ambos
funcionam transportando para o meio extracelular compostos presentes no ambiente
intracelular e que a célula reconhece como xenobidticos e possuem como entidade
responsavel a glicoproteina-P (Pgp). O mecanismo MXR tem se apresentado com
grande implicagdo para a ecotoxicologia, levando esta a reavaliar parimetros e
conceitos ja estabelecidos, como exposi¢do, consumo, bioacumulagio e toxicidade,
e o surgimento de uma nova classe de quimicos perigosos, 0s
quimiossensibilizadores (KURELEC et al., 1997). Estes s3o tidos como compostos
ndo toxicos, entretanto capazes de bloquear o bombeamento dependente de energia
pela Pgp e deste modo sensibilizar a célula a diferentes xenobiontes ja presentes no
meio € aos proprios produtos enddgenos, devido a sua acumula¢do no meio
intracelular (KURELEC, 1992; KURELEC et al., 1995b). Estes agentes bloqueiam
o mecanismo de resisténcia através da competicdo pelo sitio de ligagdo a Pgp,
diminuindo assim a capacidade de binding e de transporte dos substratos por esta
proteina (SARKADI & MULLER, 1997).

A Pgp (figura 1) é pertencente a superfamilia de transportadores ABC (ATP
binding cassette) e possui duas metades homoélogas, cada qual com seis dominios
transmembrana € um dominio de ligagdo para o ATP, conhecido como nucleotide
binding domain ou NBD. Estes possuem dois motivos denominados Walker A e B,
os quais s3o separados por uma ponte de aproximadamente 100 aminoacidos a qual
contém um dodecapeptideo na denominada regido C ou “seqiiéncia de assinatura
ABC” (“ABC signature” dodecapeptide), a qual se localiza mais préxima do motivo
Walker B (GOTTESMAN & AMBUDKAR, 2001). As metades homologas ndo sao
idénticas e sdo separadas entre si por um polipeptideo flexivel de ligacdo e a
interagdo destas metades € essencial para o funcionamento coordenado da molécula
(AMBUDKAR et al, 1999). Esta glicoproteina € conservada em tamanho e

reatividade imunoldgica ao longo das espécies € estd constantemente associada ao



mecanismo de resisténcia a multidrogas, apontando para uma forte pressio de
sele¢do em razdo de suas fungdes fisioldgicas (BRADLEY et al., 1988). HORIO et
al. (1988) demonstrou que a Pgp ¢é ligadora tanto de drogas quanto de ATP,
comprovando também a dependéncia de energia (ATP ou GTP) para o transporte de

drogas.

A interacdo entre a Pgp e os xenobidticos ndo se restringe apenas a
indu¢do da sintese desta proteina, podendo estar ligado apenas a habilidade desta de
transportar sues substratos. Compostos como hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PAH’s) induzem a sintese de Pgp e podem também modular o
transporte dos seus substratos, como ocorre no caso dos PAH’s oriundos do dleo
Diesel. A principio, a presenga de contaminantes induz a sintese da Pgp e
organismos provenientes de 4guas contaminadas apresentam uma maior resisténcia a
xenobiontes, tolerando doses mais elevadas, o que ¢ demonstrado por ACHARD et
al. (2004) em relagdo a contaminagdo de Corbicula fluminea por diversos metais
pesados.

Para ser efetuada a analise do efeito da fracdo solivel do petréleo em agua
(FSA) e do TBT sobre a atividade transportadora da Pgp, este trabalho utilizara
como modelo bioldgico de estudo a espécie de molusco Perna perna (figura 1),
animal amplamente utilizado em biomonitoramento e trabalhos de toxicidade
ambiental. A escolha desta espécie como modelo baseia-se no fato de apresentar
vida séssil quando adulto, ser um organismo filtrador, ter uma grande capacidade de
bioacumulagdo e grande resisténcia a ambientes poluidos respondendo
metabolicamente a estas contaminagdes.

O mexilhdo (Perna perna) é encontrado na costa oeste do atlantico, desde
a Ilha Margarita e Cumana (Venezuela) até a Ilha de Lobos e Punta del Este
(Uruguai), sendo abundante entre Rio de Janeiro e Santa Catarina e € o mitilideo

mais abundante no litoral brasileiro, tendo grande importidncia econOmica €



alimentar nas regides onde ocorre em maior quantidade. Este organismo ¢

classificado como descrito abaixo:

Phylum: Mollusca

Classe: Bivalvia

Sub-Ordem: Pteriomorpha

Ordem: Mytiloidea (Ferussac, 1822)
Familia: Mytilidae (Rafinesque, 1815)
Sub-Familia: Mytilinae (Rafinesque, 1815)

Espécie: Perna perna (Linnaeus, 1758)

FIGURA 1 — MEXILHOES PERNA PERNA
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O seu cultivo encontra-se em franca expansdo no Estado de Santa
Catarina, sendo este o maior produtor nacional produzindo anualmente 13 toneladas
para o consumo humano (FRANCO, 1993). A produg¢do do mexilhdo P. perna
possui uma crescente importdncia socioecondmica, tendo se destacado como

alternativa na atividade de aqiiicultura neste estado (PESSATTI, 2002).
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Tanto a respiragio quanto a alimentagfio nestes animais € realizada pelas
branquias. A circula¢do de 4gua necessaria para as trocas gasosas ¢ realizada através
do batimento dos cilios laterais destes 6rgdos enquanto que a captura das particulas
presentes na agua ¢ pela retengdo de particulas pelas lamelas, as quais funcionam
como filtros (BAYNE, 1976). Mitilideos, como o mexilhdo P. perna, sdo indicados
como modelos para este tipo de experimento devido a sua vida séssil, sua
distribuiciio natural nas aguas costeiras e principalmente por sua capacidade de
bioacumulagio de diferentes xenobiontes presentes nestas aguas.

O desenvolvimento de metodologias que proporcionem um melhor
entendimento do impacto de metais pesados como o tributilestanho no ambiente ¢
fundamental para que se possam evitar os danos decorrentes da exposi¢do a este
xenobionte ¢ assim estabelecer de forma mais cautelosa o limite de emissdo deste

contaminante.



11

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo Geral

Caracterizar os efeitos da fragdo soluvel do petréleo em 4gua (FSA) e do
tributilestanho (TBT), em relacdo a concentragdo e ao tempo de exposi¢do, sobre o

mecanismo de resisténcia a multixenobidticos (MXR) no mexilhdo Perna perna.

1.2.2. Objetivos especificos

» Determinar a atividade de transporte da rodamina B pelo mecanismo MXR
em branquia de mexilhdo P. perna;

» Analisar o efeito de diferentes concentragdes (entre 15 ¢ 100%) de FSA de
petroleo apos 24 horas de exposi¢do sobre o efluxo de rodamina B;

» Analisar o efeito de diferentes concentragdes (entre 25 ¢ 500 ng/L) de TBT
apos 24 horas de exposi¢do sobre o efluxo de rodamina B.

» Verificar a existéncia de interagdes (sinergismo ou antagonismo) entre os
contaminantes.

» Estudar o efeito dos contaminantes na estrutura do tecido branquial através de

microscopia eletronica de varredura.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados para a realizagdo dos bioensaios mexilhdes da espécie
Perna perna, adultos, medindo entre 5 ¢ 7 cm, coletados na praia da Penha,
Armagdo do Itapocoroy, uma regido do campo de cultivo de mexilhdes do Campus
V da Universidade do vale do Itajai, no estado de Santa Catarina (figura 2). Esta ¢é
uma regido considerada despoluida e também uma regido de circulagdo marinha
menos intensa e que recebe um aporte importante de matéria organica através da
pluma do rio Itajai-Agu, apresentando-se como uma regido propicia e
extensivamente utilizada para aquicultura, especialmente para o cultivo de
mexilhdes e ostras (SCHETTNI et a,,. 1999). Os tamanhos entre 5 ¢ 7 cm foram
utilizados devido a idade do organismo (determinada pelo tamanho da concha)
influenciar a capacidade transportadora de rodamina B do mecanismo, sendo a
atividade mais expressiva em organismos acima de S0mm de concha segundo
PESSATTI, 2002. Segundo este mesmo autor, o sexo ndo altera o padrdo de
atividade do mecanismo, motivo pelo qual foram utilizados aleatoriamente
organismos de ambos 0s sexos.

Apo6s a coleta, os animais foram limpos e levados ao Laboratorio de
Cultivo de Organismos Marinhos no Campus 1 do CTTMar (UNIVALI), onde foram
mantidos para a aclimatizagdo por um periodo minimo de 5 dias em agua do mar
filtrada (0,5um) proveniente do mesmo local de coleta, com aera¢do constante
fotoperiodo de 12 horas com densidade de 2,5 individuos por litro de agua. Os
animais eram alimentados diariamente com o fitoplancton Chaetoceros gracilis,
cultivado no proprio laboratorio e a limpeza dos potes sendo feita a cada dois dias,

através da troca total da d4gua durante o periodo de aclimatizagéo.
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FIGURA 2 — LOCALIZACAO DA AREA DE ESTUDO
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Atlantico

Destaque para a Estagdo Experimental de Maricultura da Universidade do Vale do
Itajai, Armagdo do Itapocoroy, Penha — SC — Brasil.

2.2 OBTENCAO DA FRACAO SOLUVEL DO PETROLEO (FSA)

O FSA foi obtido segundo ANDERSON et al. (1974). Em frascos de vidro
foi colocada uma parte do petrdleo cedido para dez partes de 4gua do mar obtida no
mesmo local de coleta dos mexilhdes. O volume total varia de acordo com as
concentragdes necessarias para o experimento. A agua com o petrdleo foi agitada
continuamente por 24 horas em temperatura ambiente com auxilio de um agitador
magnético e para se evitar a volatilizacdo dos hidrocarbonetos mais volateis o
recipiente foi fechado com um plastico PVC. Apds a agitagdo o o6leo foi separado do
FSA através da utilizagdo de um funil de separagdo, sendo o petroleo posteriormente

descartado.
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As amostras de petroleo foram cedidas pela Refinaria da Petrobras de
Araucaria (REPAR), Araucaria, PR, que tem como origem a Bacia Petrolifera de

Campos, Campos — RJ.

2.3. BIOENSAIOS

Foram realizados cinco bioensaios para testar a toxicidade de FSA e do
TBT sobre o mecanismo MXR. Os dois bioensaios iniciais tinham como objetivo
obter uma concentra¢do onde ndo se obtivesse efeito no mecanismo durante o tempo
de exposicdo (24 horas), sendo definida para utilizagdo nos bioensaios seguintes a
concentragdo que causasse maiores alteragdes na atividade do mecanismo MXR.
Para tanto, no primeiro, utilizando como xenobionte o FSA, foram aplicadas
concentragdes de 0, 15, 25, 33, 50, 75 e 100% sendo expostos 3 individuos para cada
concentragdo por um periodo de 24 horas em potes com capacidade de 3L e aeragdo
e temperatura constante. No segundo, o contaminante utilizado foi o TBT e as
concentragdes aplicadas foram de 0, 25, 55, 100, 300 e 500 mg/L pelo mesmo
periodo de tempo e nas mesmas condigdes. Para ambos contaminantes, foram
utilizadas concentragdes encontradas no ambiente, sendo usado FENT (1996) e
TONG et al. (1995) como referéncia para determinagéo das doses para o TBT ¢ para
o FSA foi utilizada como referencia AKAISHI (2003).

Para verificar a possivel existéncia de interagdes entre os contaminantes
foram feitos outros dois bioensaios: em cada um deles um grupo de individuos era
exposto a concentragdo que causou maior efeito nos bioensaios anteriores de um dos
contaminantes enquanto a dose do outro era variada, durante um periodo de
exposi¢do de 24 horas. As doses escolhidas para serem fixadas foram 33% para o

FSA e 25 ng/L parao TBT.
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2.4 ENSAIO DO TRANSPORTE (EFLUXO) DE RODAMINA B PELO
MECANISMO MXR

Para o ensaio de efluxo foi utilizado o método de CORNWALL et al.
(1995) com pequenas modificagdes, seguindo o protocolo utilizado por PESSATTI
et al. (2002). Os mexilhdes foram dissecados para a retirada das branquias as quais
foram transferidas para agua do mar filtrada (ou 4gua na mesma concentragdo a qual
foi submetida, no caso dos bioensaios). Apos a retirada manual de todo 0 muco com
o auxilio de pingas de ponta fina, foram cortadas as bordas dorsais dos bragos
descendentes de cada lamela e em seguidas cortadas em se¢des em torno de 25 mm’
de 4rea e incubadas em Rodamina B Ipmol.L™ (preparada com 4gua do mar na
mesma concentragdo do bioensaio) por 60 minutos. Apds este tempo estas se¢des
foram removidas e colocadas em agua do mar na mesma concentragdo do bioensaio
para que se promovesse o efluxo. Para os grupos controle, foram feitas
determinagdes da de fluorescéncia nos tempos de 0,5, 5,15, 30 e 60 minutos de
efluxo. No caso sos bioensaios para determina¢do da concentragdo, foram medidos
apenas os tempos de 5 € 15 minuto. O tempo de 5 minutos representa 0 aumento na
atividade de transporte, onde a curva hiperbolica formada pela cinética do transporte
do MXR, o qual ¢ um transportador ativo, encontra-se em ascensdo € o tempo de
quinze minutos ¢ 0 momento onde a curva tende a atingir a estabilidade ou o seu
platd. Com a utilizagdo destes tempos pudemos ter uma representacdo da cinética do
transporte feito pelo MXR na presenga destes contaminantes.

A intensidade de fluorescéncia das se¢des branquiais foi medida em
microscopio de epifluorescéncia Olympus BX60 equipado com filtro U-MWG
(filtro de excitagdo de 510-550 nm e filtro de bloqueio de emissdo acima de 590
nm) em campo de diafragma fechado de modo que o tempo de exposi¢do

(segundos) traduzisse a intensidade de fluorescéncia de apenas um filamento
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branquial (figura 3). A luz emitida pelas células foi quantificada por um fotosensor
Olympus PM20 acoplado ao microscopio, regulado em ISO 100, comutador de luz
nas objetivas e no fotosensor com compartilhamento entre microscopio e cimera,
condig@o de foco Auto AV e ajuste de exposi¢do 4,0 (sensibilidade maxima). Desta
forma, a fluorescéncia quantificada refletia a concentragdo intracelular de rodamina
B quando transformada pela formula: Rod=((1/Texp)-0,037211)/0,035239-Rod
branco, obtida por PESSATTI et al. (2002) em sua curva de calibragdo (onde Texp
significa o valor medido pelo aparelho e Rod branco significa a fluorescéncia basal
da branquia, sem ser submetida a rodamina). Foi evitado o tecido conectivo
interfilamentar, por ter espessura e fluorescéncia variaveis, sendo as leituras feitas
somente no lado abfrontal dos filamentos (CORNWALL, et al., 1995).

Foram determinadas as fluorescéncias de 30 filamentos o mais
imediatamente possivel apos a montagem da lamina e as médias e os intervalos de

confianga utilizados foram de 95%.

2.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Foram coletadas sec¢des de brdnquias para a analise em microscopio
eletronico de varredura nos bioensaios onde se teve uma combinagdo dos
contaminantes, as quais foram fixadas com auxilio do fixador karnovisk. Apods a
fixagdo, as secgdes passaram por uma bateria crescente de alcool e posteriormente
submetidas aos procedimentos de ponto critico, onde se tem a retirada do alcool das
pecas ¢ sua substituigdo por CO,, o qual evapora deixando a pega totalmente

desidratada.
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Figura 3 - se¢@o branquial em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX60 em
campo de diafragma fechado - intensidade de fluorescéncia de apenas um filamento
branquial

2.6. ANALISE ESTATISTICA

Para a realizagdo da analise estatistica foi utilizado o teste ANOVA, com
um nivel de significAncia de 0,05% seguido do Teste de Tukey, com o mesmo

numero de significincia.
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3. RESULTADOS

Os animais submetidos ao FSA (Grafico 1) ndo apresentaram grande
variag@o na resposta do MXR a este contaminante, mantendo-se as taxas de efluxo
sempre proximas ao controle, com excegdo dos grupos 65, 75 ¢ 100%. Estes grupos
foram identificados a partir da realizagdo do teste ANOVA (F=253,9862018 e P=0)

seguido de Tukey, ambos com nivel de significancia de 0,05%.

Grifico 1 - Acimulo de Rodamina B (mmoles.I-1) em Branquias expostas ao FSA.
Foi realizado o teste ANOVA, com F = 253,9862018 ¢ P = 0. O Teste de tukey
identificou os grupos 65, 75 e 100% como sendo significativamente diferentes em
relag@o aos demais.

60
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0 15 25 33 50 65 75 100
FSA (%)

Em relagdo as branquias expostas ao TBT (Grafico 2), verificou-se, a

partir da realizagdo dos mesmos testes mantendo-se os niveis de significancia, que
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todos os grupos diferem do controle, entretanto o grupo de 100 ng/L difere dos
demais grupos. Os dados demonstram a inibi¢do do mecanismo pelo TBT, inclusive
no grupo de 100 ng/L, tendo este uma menor taxa de efluxo. No teste ANOVA o F
foi igual a 58,6775568 e P igual zero.

Grifico 2 - Acimulo de Rodamina B (mmoles.1-1) em Branquias expostas ao TBT.
Foi realizado o teste ANOVA, com F = 58,6775568 ¢ P = 0 para significancia de
99,95%.0 Teste de tukey, para p> 0,05%, identificou os grupo exposto a 100 ng/L
como sendo significativamente diferentes em relagdo aos demais.
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Ao se contaminar os animais com TBT e FSA concomitantemente
observou-se uma variagdo da resposta conforme qual xenobionte tinha sua
concentra¢do variada, entretanto com ambos apresentando uma tendéncia a inibi¢do
do mecanismo. Quando se manteve o FSA fixo (grafico 3) na concentraciao de 33%,
o unico grupo que foi estatisticamente diferente dos demais, incluindo o grupo
controle, foi o FSA associado ao TBT 55 ng/L. estes grupos apresentaram a mesma

tendéncia do FSA quando isolado a manter a taxa de efluxo proxima ao controle. No
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teste ANOVA o F foi igual a 36,68974 ¢ P igual a 1,03E + 25.

Ja quando se manteve o TBT fixo (grafico 4) em 25 ng/L, o perfil
encontrado foi parecido com o do TBT quando isolado. O grupo que apresentou
diferenga significativa em relagdo aos demais, inclusive ao controle foi o grupo onde
o TBT era associado ao FSA 15%. No teste ANOVA o F foi igual a 444,796 ¢ P
igual a zero.

Grifico 3 - Acimulo de Rodamina B (mmoles.I-1) em Branquias expostas ao FSA
33% e as diferente concentragdes de TBT. Foi realizado o teste ANOVA, com F =
36,68974 ¢ P = 1,03E+25 para significancia de 99,95%.0 Teste de tukey, para p>
0,05%, identificou o grupo exposto a 55 ng/l. como sendo significativamente
diferentes em relagdo aos demais.
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Grifico 4 - Acimulo de Rodamina B (mmoles.l-1) em Branquias expostas ao FSA
33% e as diferentes concentragdes de TBT. Foi realizado o teste ANOVA, com F
=444,796 ¢ P =0 para significancia de 99,95%. O Teste de tukey, para p> 0,05%,
identificou os grupo exposto a TBT 25ng/L e FSA 15% como sendo
significativamente diferentes em rela¢do aos demais.
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Nas analises de microscopia eletronica de varredura os animais controles
apresentaram as branquias com os filamentos uniformemente distribuidos, ndo
apresentando unido entre os filamentos. Os filamentos possuiam uma espessura
aproxima e tendéncia a manter uma distancia constante entre os filamentos
adjacentes, o tecido mostrando-se organizado. Vale salientar que esta analise foi
realizada na porgdo contraria (regido externa do tecido branquial) a analisada no
microscopio de epifluorescéncia para a avaliagdo da taxa de efluxo, motivo pelo
qual as trabéculas do tecido conectivo interfilamentar encontravam-se ausentes.

Ja os cilios encontravam-se organizados, podendo facilmente serem
individualizados e ndo mantendo contato com cilios de outros filamentos. Foram
encontradas duas formas de organizacdo do cilios no filamentos do grupo controle:

em uma delas, os cilios encontravam-se voltados para o centro do filamento (Figura
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3, prancha 1), estando muito préximos uns aos outros; ja na outra forma de
organizagdo os cilios encontravam-se voltados para a parte externa do filamento,
estando dispersos e estes sendo mais facilmente individualizados. As duas formas de
organizagdo foram consideradas normais.

Ja nos grupos contaminados foram encontradas basicamente duas alteragoes,
uma delas restrita ao grupo onde o TBT se mantinha constante e o FSA variava ¢ a
outra presente nos dois tipos de contaminagao.

A primeira alteragdo, que se restringiu ao grupo onde o TBT se mantinha
constante € 0 FSA variava se caracterizava pelo enrolamento dos cilios em torno de
um eixo, formando uma sériec de grupamentos circulares que aparentam ser
formados por um numero reduzido de cilios cada (devido ao seu didmetro reduzido)
€ 0s quais apareciam em grande nimero, sempre proximos. Este tipo de alteragdo
ocorreu em todas as contaminagdes deste grupo.

Ja a segunda alteragdo encontrada se apresentava como um emaranhado de
cilios, provindos de dois filamentos adjacentes, os quais formavam algo com uma
ponte entre estes filamentos, envolvendo um grande nimero de cilios. Ocorreu em
todas as contaminag¢des, formando areas extensas com todos os filamentos
interligados, dando a brdnquia um aspecto acolchoado. Pode ser observada uma
evolugdo da extensdo deste efeito conforme se aumentava a concentracdo do

xenobionte variavel, o que ocorreu nos dois grupos.



Prancha 1 - Ultraestrutura das Branquias do mexilhdo Perna

Srarn Coatrote

Figura le 2- Branquia do grupo controle. As figuras mostram os filamentos branquiais podendo ser
indvidualizados, sem ligagao com os seus adjacentes. 110X e 550X.

Figura 3 e 4 - Branquia do grupo controle. As figuras mostam filamentos separadamente, cada um com
uma diferente oraganizagao iliar sem que os cilios de um filamento tenham contato com os filamentos
proximos. Note que especialmente na figura 4 os cilios podem ser individualizados.3300X.

23
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Prancha 2- Ultraestrutura da branquia do mexilhdo Perna perna
exposto &4 TBT 25 ng/L e FSA variando entre 15 ¢ 100%
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Figura 1- Branquia exposta a TBT 25 ng/L ¢ FSA 100%. A figura mostra a alteragdo do ordenamento
dos cilios, formando pontes que ligam os filamentos branquiais adjacentes. 110X.

Figura 2 ¢ 4 - Branquia exposta a TBT 25 ng/L ¢ FSA 100%. As figuras mostam em detalhe o desaranio
dos cilios ligando as lamelas adjacentes (setas). 550X e 1600X.

Figura 3 - Branquia exposta a TBT 25 ng/L ¢ FSA 25%. A figura mostra a mesma alteragao (seta)
encontrada em uma menos concentragdo de FSA.550X

Figura 5 - Branquia exposta a TBT 25 ng/L e FSA 15%. A figura mostra outra alteragdo encontrada nos
grupos onde o TBT manteve-se fixo ¢ se variou o FSA. Esta alteragdo se caracteriza pelo aparecimento
de grupamentos ciliares de forma circular (seta) e em grande niimero. 3300X.

Figura 6 -Branquia exposta a TBT 25 ng/L ¢ FSA 25%. A figura mostra as duas alteragdes encontradas
ocorrendo conjuntamente. O grupamento circular (seta) ocorre em uma regido de ligagao de dois
filamentos adjacentes formados pelo entrelagamento dos cilios.



Prancha 3 - Ultraestrutura da branquia do mexilhdo Perna perna exposto a
FSA 33% e TBT variando entre 25 ¢ 500 ng/L.
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Figura 1- Branquia exposta a FSA 33% + TBT 100 ng/L. A figura mostra a alteragao na
disposi¢ao dos cilio, formando ligagdes entre os filamentos. 110X.

Figura 2 e 3 - Branquia exposta a FSA 33% + TBT 25 ng/L. As figuras mostram o inicio da
formagdo das pontes entre os filamentos, a partir do entrelagamento dos cilios. Detalhe mostrado
na figura 3, onde a seta aponta esta formagao. 550X e¢ 1600X.

Figura 4 - Branquia exposta a FSA 33% + TBT 25 ng/L. A figura mostra novamente a formagao
de ligagdes entre os filamentos (F), aqui em estagio mais adiantado, estando os filamentos
completamente ligados pelo entrelagamento dos cilios (setas). 550X.

Figura 5 - Branquia exposta a FSA 33% + TBT 100 ng/L. A figura mostra o entrelagamento dos
cilios em estagio mais inicial. 550X.

Figura 6 - Branquia exposta a FSA 33% + TBT 100 ng/L. A figura mostra o entrelagamento dos
cilios em estagio intermediario (seta). 1600X.
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4, DISCUSSAO

Tanto o TBT quanto hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH’s), sdo
contaminantes comumente encontrados em regides portudrias, sendo de vital
importincia o estudo destes contaminantes em conjunto e isoladamente sobre
organismos existentes nestas regides, como o mexilthdo Perna perna.

O mecanismo de resisténcia a multixenobioticos se apresenta como um
biomarcador subletal, apresentando alteragdes antes de se causar dano tecidual nos
individuos e garantindo assim que sistemas basicos para a sobrevivéncia dos
mesmos ndo sejam afetados. |

O TBT ¢ um organometal muito estudado pela ecotoxicologia devido a ampla
utilizacdo pelo homem e sua conseqiiente descarga no meio ambiente. Apesar disso,
ndo foi encontrada na literatura estudos que relacionem o TBT com o mecanismo
MXR. Foram encontrados, entretanto, dados da agfio de outros metais pesados sobre
este mecanismo, como ACHARD er al. (2004), analisaram o efeito de zinco, cobre
mercurio inorginico € cadmio sobre o a glicoproteina-P de Corbicula fluminea.
Estes utilizaram para a deteccdo da Pgp o método Western Blotting, encontrando
uma relagdo positiva entre os niveis de MXR e o nivel de contaminago pelo metal.
EUFEMIA & EPEL (1998) encontraram os mesmos resultados em moluscos
marinhos contaminados com pesticida através do mesmo método de avaliag@o. Foi
feito um western blotting com material coletado durante a exposi¢do a 100 ng/L de
TBT e do grupo controle para se quantificar a Pgp, entretanto os resultados
encontrados foram diferentes do citado em bibliografia, sem ocorrer diferenga entre
o grupo tratado e controle. Como este foi apenas um teste piloto, os resultados ndo
sdo conclusivos, devendo ser repetidos para se confirmar 0 mesmo e excluir a
hipotese de erro experimental.

PESSATTI et al. (2002) encontraram a mesma tendéncia a indugdo do
mecanismo utilizando ambos o método de avaliacdo da taxa de transporte da

rodamina B. Os resultados apresentados neste trabalho estdo de acordo com os



27

autores citados o que demonstra que o TBT mesmo sendo orginico tende a agir
como um metal pesado inorgdnico em concentra¢des existentes no meio ambiente,
como as utilizadas neste trabalho.

Ndo se sabe ainda como ocorre a indugdo pelos metais pesados nestes
organismos, existindo varias hipoteses, como o aumento da expressdo do gene do
mdr 1, que codifica a Pgp, pela presenga destes xenobiontes; 0 aumento da taxa de
tradugdo do mRNA deste gene; ou o aumento da taxa de ativacdo da Pgp em si.
CHIN et al. (1990) cita que o promotor do gene mdr1 possui uma regido de ligagido
com o cadmio, sendo responsavel pelo aumento na transcricdo do gene de oito
vezes, levando a um aumento do mRNA disponivel para tradugfo € conseqiiente
aumento na quantidade de Pgp. Pela sua tendéncia a agir como metais pesados
inorgénicos, ¢ possivel que o TBT também possa ligar-se a este promotor €
aumentar a taxa de transcricdo do gene mdr 1. Sdo ainda necessarios mais estudos
para se determinar a forma exata de atuagdo do TBT sobre o mecanismo, ¢ sendo
assim saber como este contaminante altera a taxa de efluxo da rodamina B pela Pgp.

Em relagdio a contaminagdo pelo FSA, foram encontrados na literatura
diversos autores que citam o efeito dos PAH’s, principais componentes deste
contaminante sobre 0 mecanismo MXR. Os dados encontrados em literatura relatam
uma indugdo do MXR por contaminantes ricos em PAH's (como o 6leo diesel € o
6leo bruto, utilizados respectivamente por KURELEC et al., 1995 ¢ BARD et al.,
1998), bem como por um unico tipo de PAH, como o BaP (FONTANA et al., 1999).
PESSATTI et al. (2002) relatou que o 6leo diesel, no tempo utilizado neste trabatho,
apresentou uma indug¢do do mecanismo no Perna perna. Entretanto, neste trabalho,
0 mecanismo apresentou taxas de efluxo muito proximas ao controle, apenas com
uma leve tendéncia a inducgfo, o que pode significar que todo o mecanismo de
detoxificagdo celular esteja atuando de forma eficiente, n3o necessitando um
aumento da atividade da Pgp. As concentragdes de 15, 25, 33 e 50% sdo passiveis de
se encontrar no ambiente, seja em caso de derramamento de petroleo ou de despejo

de PAH's provenientes de industrias. As outras concentragdes (75 € 100%) ndo sdo



28

encontradas no ambiente devido a alta volatilidade do FSA, entretanto causaram
uma grande inibi¢do na taxa de efluxo da Pgp, corroborando a idéia anteriormente
citada, onde a presenca de contaminantes de forma geral causaria um aumento da
taxa de efluxo, enquanto que em altas concentragdes este contaminante
especificamente causaria uma inibigdo neste mecanismo. Para se confirmar esta
hipotese devem ser feitos ainda outros estudos, que determine mais precisamente a
dose que estimula e que inibe a Pgp.

A partir dos dados obtidos nestes experimentos, foi selecionada uma
concentragdo de cada contaminante, com os critérios de ser a menor concentragdo
que tenha apresentado aparentemente efeito sobre a Pgp e que seja ao mesmo tempo
realistica. Estas concentragdes foram 25 ng/L para o TBT e de 33% para o FSA.
Entretanto, como a escolha foi realizada antes dos testes estatisticos, as
concentragdes ndo forma condizentes com as estatisticamente diferentes.

Quando se manteve constante 0 FSA e variou as concentragdes do TBT
observou-se uma tendéncia a inibi¢do do mecanismo, ainda que esta seja pouco
acima do controle, a qual se manteve aproximadamente constante para todas as
concentragdes. Quando foi mantida a concentragdo do TBT constante ¢ variadas as
concentragdes de FSA, a tendéncia a inibigdo também foi apresentada, entretanto de
forma mais expressiva em relacdio ao controle. O TBT estaria agindo como um
sensibilizador, pois o FSA estaria atuando mais sobre 0 mecanismo, apresentando
uma tendéncia a inibi¢do do mesmo nos dois bioensaios que os organismos foram
contaminados por ambos xenobiontes. N&o se pode dizer que o TBT € um
“quimiosensibilizador”, pois este termo diz respeito a compostos ndo toxicos, 0s
quais atuam inibindo diretamente o mecanismo de resisténcia a multixenobioticos €
conseqiientemente aumentando a concentracdo de outros toxicos no interior da
célula, favorecendo uma situagdo de maior toxicidade (KURELEC, 1992;
KURELEC et al, 1996). Com relagdo ao TBT, ¢ mais provavel que ele esteja
atuando sobre outros mecanismos de detoxificacdo celular, permitindo assim que o

FSA possa apresentar efeito total sobre 0 MXR.
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Um dos mecanismos de detoxificago celular que pode estar envolvido neste
processo € o citocromo P450, que diversos autores citam estar envolvido no
metabolismo do FSA e ¢ afetado tanto pelo FSA quanto pelo TBT. Segundo BARD
et al. (2002) em seu estudo com o peixe Anoplarcus purpurescens, os niveis de
expressdo da Pgp e do P450 estdio altamente correlacionados € atuam em rotas
distintas de detoxifica¢do, sendo sistemas complementares. Varios componentes do
petréleo e outros xenobiontes ndo identificados podem induzir concomitantemente
estes mecanismos (BARD et al.,2002). Alguns metabolitos do sistema P450 sdo
efluxados pela Pgp e podem ser considerados indutores da sintese deste sistema.

O sistema P450 atua sobre 0 FSA metabolizando os PHA's que chegam &
célula gerando subprodutos que podem ser potencialmente toxicos para a célula,
como ¢ o caso do BaP-7,8-diol-9,10-epoxi, produto do metabolismo do BaP e que ¢
um dos responsaveis pelo aparecimento de adutos no DNA, impossibilitando a
transcri¢do onde ocorrem e tendo efeito cancerigeno (NISHIMOTO & VARNASI,
1985). Como a Pgp expulsa metabolitos do sistema P450, estes ndo causariam danos
nas c€lulas, complementando o efeito do P450 e mantendo a célula saudavel e com
niveis de atividade da Pgp proxima aos controles, como ¢ demonstrado pelos
resultados obtidos quando os organismos foram contaminados com o FSA
isoladamente.

E citado em literatura, entretanto, que o TBT inibe a a¢do do citocromo P450
(CAJARAVILLE et al., 2000; FENT, 1996) agindo antagonicamente diminuindo a
metabolizacdo do PAH's e favorecendo seu efeito direto sobre a Pgp. Assim, o FSA
poderia estar agindo inibindo a atividade da Pgp, resultado apresentado neste
trabalho. Entretanto, ndo foi encontrado em literatura nenhum dado que relacione o
mecanismo de resisténcia a multixenobiobioticos com estes dois contaminantes,
sendo necessé’urios mais estudos para que estas hipoteses sejam corroboradas,
analisando as taxas do P450 juntamente com os niveis ¢ atividade da Pgp.

Em relagdo as analises realizadas através da microscopia eletronica de

varredura (MEV), ndo foi encontrado em literatura dados sobre o efeito do FSA no
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tecido branquial. Os resultados com metais pesados encontrados na literatura s3o
destoantes dos observados neste trabalho, sendo geralmente relatadas fusdo da
lamela secundaria, gradual degeneragio das células e degeneragio das mitocondrias
das células de cloreto quando contaminadas com TBT, entretanto os organismos
utilizados foram peixes, o0 que pode refletir uma diferenga intraespecifica de resposta
(HOLM et al., 1991). Com o mexilhdo Perna perna foi encontrado apenas um
trabalho que onde os organismos foram contaminados com mercurio, encontrando-
se como resultado desta exposi¢do auséncia de cilios em algumas areas e
aparecimento de areas de necrose (GREGORY et al.,1999). Entretanto, todos estes
resultados foram encontrados apés um maior tempo de exposi¢do, o que pode
explicar os nossos resultados terem efeitos ndo tdo graves, porem que ainda assim
podem comprometer a alimentagdio e a troca de gases destes organismos. Os cilios
sdo os responsaveis pela circulagdo da dgua na branquia e estando agrupados de
diferentes formas ndo conseguem estabelecer um fluxo de agua, alem de impedir
possiveis fluxos que se originem em regides que ndo tenham apresentados danos.
Possivelmente estas 4reas dariam origem a areas com auséncia de cilios, como uma
defesa do proprio organismo, ou at¢ mesmo a areas de necrose, pela falta de
oxigenacdo das células. Mas para que se possam confirmar estes resultados sdo

necessarios estudos com um maior tempo de exposig¢do aos contaminantes.
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5. CONCLUSAO

O efeito do TBT e do FSA sobre o mecanismo MXR ainda ¢ um tema pouco
explorado na ecotoxicologia apesar da relevancia destes contaminantes. Estes dois
xenobiontes apresentaram efeito sobre a Pgp direta ou indiretamente € mais estudos
devem ser feitos para se desvendar a forma como estes € outros contaminantes
atuam no metabolismo celular.

Os dados apresentados neste trabalho indicam um caminho para que se
aprofunde o estudo deste mecanismo, atraveés da utilizagdo de outras técnicas ¢ de
mecanismos que possam se relacionar ao MXR na fungfio de detoxificagdo celular,
para que se possa desvendar a forma como as células se defendem contra os

produtos toxicos.
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