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RESUMO 

Ambientes dulcícolas recebem influência de contaminantes provenientes das atividades 

antrópicas, como a agricultura e a indústria. Diferentes contaminantes podem se encontrar no 

ambiente aquático através de processos naturais, como a lixiviação. O objetivo desse estudo 

foi verificar a citotoxicidade da atrazina e do cobre, isolados e associados, em hepatócitos de 

zebrafish (ZF-L) e na microalga Desmodesmus communis. Para verificar a citotoxicidade dos 

contaminantes em ZF-L foram avaliados a integridade lisossomal e a funcionalidade 

mitocondrial (esta apenas na mistura). Na microalga foram avaliadas a integridade da 

membrana e a funcionalidade mitocondrial, além da atividade das proteínas ABC (ABCB e 

ABCC) na extrusão dos contaminantes. Foi observada citotoxicidade da atrazina e do cobre 

em ZF-L de 4 e 20 �g.L-1 e 90 �g.L-1, respectivamente. E para microalga, apenas atrazina 20 �g.L-1 e cobre 90 �g.L-1 foram citotóxicas. Nos hepatócitos a mistura de atrazina 4 �g.L
-1
 e 

cobre 90 �g.L
-1 foi citotóxica, sendo a integridade lisossomal mais sensível em apontar a 

citotoxicidade. Quanto à mistura para microalgas de atrazina 20 �g.L
-1 e 90 �g.L

-1 cobre foram 

citotóxicas. Nas microalgas, a integridade da membrana foi mais sensível em cobre, enquanto 

a funcionalidade mitocondrial em atrazina e na mistura. Assim, relacionando a sensibilidade 

do alvo, natureza do contaminante e o tipo celular. As proteínas ABC nas microalgas expostas 

aos contaminantes, separados e em mistura, mostraram-se ativas (exceto atrazina 20 �g.L
-1
). 

Os resultados indicam uma relação negativa entre defesa celular e citotoxicidade, e a P-gp é 

uma via de extrusão importante. Concluindo, para ZF-L e microalgas, ambos contaminantes 

foram citotóxicos. Para as microalgas, a citotoxicidade dos contaminantes está relacionada 

com a falta de capacidade de defesa das microalgas. Concentrações dos contaminantes que não 

apresentem citotoxicidade, já evidenciam atividade das proteínas de extrusão de xenobióticos, 

apontando o mecanismo como biomarcador de defesa celular. 

Palavras-chave: Desmodesmus communis, citotoxicidade, proteína ABC, herbicida, metal, 

defesa celular. 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Freshwater environments are influenced by contaminants from human activities, such 

as agriculture and industry. Different contaminants can be found in the aquatic environment 

through natural processes, like lixiviation. The goal of this study was to verify the cytotoxicity 

of atrazine and copper, both isolated and associated, in zebrafish (ZF-L) hepatocytes and in the 

Desmodesmus communis microalgae. Lysosomal integrity and mitochondrial function(the 

latter only in the mixture) were assessed to verify the cytotoxicity of the ZF-L contaminants. 

In the microalgae, both membrane integrity and mitochondrial function were assessed; besides 

the ABC proteins activity(ABCB and ABCC) in the extrusion of contaminants. Cytotoxicity 

of atrazine and copper was observed in ZF-L of 4 and 20 �g.L-1 and 90 �g.L-1, respectively. 

With the microalgae, on the other hand, only atrazine 20 �g.L-1  and copper 90 �g.L-1 were 

shown to be cytotoxic. In the hepatocytes, the 4 �g.L
-1
 atrazine and 90 �g.L

-1
 copper mixture 

was cytotoxic; with the lysosomal integrity being more sensitive in pointing cytotoxicity. The 

microalgae mixture of atrazine 20 �g.L
-1 and 90 �g.L

-1 copper was shown to be cytotoxic. In 

the microalgae, the membrane integrity was more sensitive in copper, whilst mitochondrial 

activity was sensitive in atrazine and in the mixture, thus relating the sensibility of the target 

with, both the nature of the contaminant, and the cell type. The ABC proteins in the 

microalgae exposed to the contaminants, separated and in the mixture, were shown to be 

active (except 20 �g.L
-1
 atrazine). The results indicated a negative relation between cell 

defense and cytotoxicity, with the P-gp being an important extrusion means. In a nutshell, to 

the ZF-L and microalgae, both contaminants were shown to be cytotoxic. To the microalgae, 

the cytotoxicity of contaminants is related to the lack of defense capacity of microalgae. 

Contaminant concentrations that do not show cytotoxicity, already show activity in the 

proteins of xenobiotics extrusion, indicating the mechanism as a biomarker of cell defense.
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A economia do estado do Rio Grande do Sul (RS) baseia-se em grande parte na 

agropecuária, indústria e serviços (FEE 2012). Em relação a produção agrícola, os cultivos 

que geram mais riqueza para o Estado, são os de soja, arroz, fumo e milho (FEE 2015). A 

prática do cultivo de milho é importante para a economia do Estado, o qual ocupa o 

segundo lugar, em relação aos estados brasileiros, sendo progressivo o crescimento na 

produção no Estado. Em 2000, a área ocupada atingiu mais de 1,4 milhões de hectares, 

com produção de 3,9 milhões de toneladas, já no ano de 2013 cerca de 1,05 milhões de 

hectares de área cultivada, com uma produção de 5,4 milhões de toneladas (Embrapa 

2014). 

A falta de fiscalização pela legislação e o excesso dessas atividades podem ter 

interações negativas nos ambientes naturais. Altos índices de produção agrícola demandam 

um maior uso de agrotóxicos para controlar possíveis pragas que possam afetar as culturas, 

sendo que o Brasil possui o maior mercado consumidor de agrotóxicos dentre os países em 

desenvolvimento (Peres et al. 2007). Um dossiê realizado pela ABRASCO (Associação 

Brasileira de Saúde Coletiva) no ano de 2012 (Carneiro et al. 2015) constatou que o Estado 

do Rio Grande do Sul está entre os maiores consumidores de agrotóxicos. 

Existem diversos tipos de agrotóxicos que são recomendados para plantação de 

milho, como por exemplo, fungicidas, inseticidas e herbicidas. Dentre os compostos, os 

princípios ativos mais utilizados são glifosato, carbofurano e atrazina. A função dos 

compostos é impedir o crescimento de ervas daninhas, a presença de insetos e outras pragas 

que possam causar dano à plantação (Rodrigues 2009). 

Fatores climáticos, como pluviosidade e ventos, e estrutura do terreno, como por 

exemplos solos argilosos que possuem maior capacidade em reter agrotóxicos (Chelinho et 

al. 2012), são fatores que influenciam na contaminação da água (Spongberg e Martin-

Hayden 1997). 
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No estado do Rio Grande do Sul, a Lagoa dos Patos acaba sofrendo 

contaminação pelos agrotóxicos utilizados nas plantações que ficam no entorno do 

estuário (Schwochow e Zamboni 2007). Além de agrotóxicos, outro problema é a 

contaminação por compostos inorgânicos pela indústria, no estado do Rio Grande do 

Sul, houve exploração mineral nas Minas do Camaquã. Esta foi uma atividade 

econômica que ocorreu por mais de um século, gerando uma alta contaminação por 

cobre na área. Esse metal acabou sendo lançado diretamente no Arroio João Dias, 

desaguando na Lagoa Dos Patos (Laybauer e Bidone 1998). 

Na cidade de Rio Grande há uma forte presença da atividade industrial. Além de 

possuir o segundo maior porto do país, há uma concentração de indústrias de 

fertilizantes, refinaria, entre outras pequenas indústrias próximas ao estuário da Lagoa 

dos Patos. Niencheski e colaboradores (1994) estudaram a distribuição de metais traço 

particulados na Lagoa dos Patos e observaram que havia uma concentração 

significativa de cobre e chumbo na água, o que os autores concluíram que devia ser 

proveniente da atividade industrial na cidade do Rio Grande. Mirlean e colaboradores 

(2003a,b) pesquisaram fontes de poluição de metais no sedimento da Lagoa dos Patos e 

constataram uma alta contaminação por compostos inorgânicos e que tem origem 

industrial e doméstica. Tendo em vista que há a presença de diversos contaminantes no 

mesmo ambiente, estes podem se encontrar facilmente interagindo e tendo diferentes 

respostas. 

��������	�

A atrazina é um composto orgânico com a função de herbicida comumente utilizado 

no mundo inteiro (Silvestre et al. 2002), é usada no Rio Grande do Sul principalmente na 

cultura de milho e de cana-de-açúcar (Kleinschmitt et al. 2006) (Figura 1). 

 
Figura 1 Biomolécula da atrazina 
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/6/6e/Atrazin.svg/200px- Atrazin.svg.png) 
 

 
 
 

Segundo IBGE (2013), dentre os agrotóxicos mais comprados no Brasil, a atrazina 
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está em terceiro lugar, sendo o glifosato em primeiro lugar e o 2,4-D em segundo. A 

atrazina age inibindo a cadeia de elétrons no fotossistema II, resultando no impedimento da 

fotossíntese, controlando o crescimento de ervas daninhas (Trebst et al. 1993). É um 

agrotóxico de classe III (ANVISA 2003), sendo considerado mediamente tóxico. 

A presença da atrazina no ambiente pode gerar a bioacumulação nos tecidos 

gordurosos, devido à natureza lipofílica do contaminante (Eisler 1989). A ação da atrazina 

em exposição crônica foi estudado em um crustáceo de água doce, Pseudosida ramosa, e 

foi visto uma diminuição na fecundidade e produção de ovos (Freitas e Rocha 2012). O 

efeito tóxico da atrazina foi estudado em vários modelos animais, e parece ter como alvo 

principal o controle endócrino da reprodução. Em ratos expostos a atrazina, no trabalho de 

Stoker e colaboradores (2000), foi observado atraso da puberdade com a diminuição do 

hormônio luteinizante (LH). Entretanto, outros alvos têm sido reportados além do sistema 

reprodutor. Em caranguejos eurialinos foi observado que a exposição ao contaminante 

ocasionou um efeito danoso no epitélio das brânquias dos animais, causando um distúrbio 

na regulação iônica, baixando a concentração de íons (Silvestre et al. 2002). Além da 

atuação da atrazina quanto a danos fisiológicos, histológicos e bioquímicos, também há 

trabalhos que apontam dano de DNA (Santos e Martinez 2012). Zhu e colaboradores 

(2011) observaram genotoxicidade em machos e fêmeas de zebrafish com o aumento da 

concentração de atrazina. 

Efeitos citotóxicos da atrazina foram analisados em células da epiderme da carpa do 

limo, que é um peixe de água doce, o agrotóxico induz as células da linhagem ZC7901 a 

entrarem em apoptose, além de ter sido observado o aumento de espécies reativas de 

oxigênio (Liu et al. 2006). Em outro estudo foi observado estresse oxidativo em zebrafish, 

(peixe de água doce), Dong e colaboradores (2009) analisaram a ação do herbicida em 

relação às enzimas do complexo citocromo p450, as quais tiveram sua atividade 

significantemente estimulada. Blahová e colaboradores (2013) também observaram 

aumento de enzimas antioxidantes após uma exposição subcrônica de juvenis de zebrafish 

à atrazina. 

�� ������
Cobre é um composto químico inorgânico, este metal é importante para diversas vias 

metabólicas dos organismos, porém em altas concentrações a presença do cobre pode ser 

tóxica. Diversos estudos apontam os efeitos que concentrações altas de cobre podem ter 

sobre uma variedade de organismos. Gomes e colaboradores (2011) observaram estresse 

oxidativo nas brânquias de moluscos devido à quebra do sistema de defesa antioxidante e 
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inibição da acetilcolinesterase. Em anfípoda o cobre teve o efeito de diminuir a taxa de 

sobrevivência, crescimento e reprodução (Prato et al. 2013). No estudo de linhagens de 

hepatócitos da truta arco-íris, foi observado efeito do metal causando dano na integridade 

das membranas, o que resultou na apoptose das células (Krumschnabel et al. 2010). 

Em zebrafish foi feito um estudo sobre a ação de cobre no desenvolvimento 

embrionário, no entanto o cobre teve o efeito de alterar a linha lateral, comprometendo a 

sobrevivência do peixe (Johnson et al. 2007). No mesmo modelo utilizado neste estudo, 

Sandrini e colaboradores (2009) analisaram os efeitos do cobre em hepatócitos de zebrafish 

(ZF-L) através da geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) e a expressão de genes 

de reparo de DNA. O resultado obtido no trabalho foi de que o cobre em altas 

concentrações aumenta a presença de ROS intracelular, mostrando que houve stress 

oxidativo, porém no teste de expressão de genes reparadores de DNA não houve a indução 

através do cobre. 

Apesar do cobre ser um micronutriente importante para o crescimento e metabolismo 

de algas, em concentrações altas pode inibir o crescimento dos organismos (Erickson 

1972). Cid e colaboradores (1995) expuseram cobre (0.5 e 1 mg.l-1) em microalgas 

marinhas e observaram que houve uma diminuição na taxa de fotossíntese e de crescimento 

dos organismos. Vendo que diferentes organismos sofrem efeitos frente a presença de altas 

concentrações de cobre, é interessante que haja o estudo da exposição do contaminante a 

modelos experimentais diferentes. 

	� 
��
����
A associação de contaminantes podem ter diferentes respostas, como por exemplo, 

por estarem no mesmo ambiente um herbicida pode ter efeitos variados na presença de um 

metal. Em um estudo que teve o objetivo de verificar o efeito tóxico do cobre, glifosato e 

dos dois compostos associados em minhocas, os autores observaram que quanto aos 

contaminantes isolados, no caso da exposição ao cobre a mortalidade era alta enquanto que 

o glifosato não causava mortalidade. No entanto, quando o herbicida era combinado com o 

cobre a mortalidade diminuía em relação à exposição isolada de cobre, o que os autores 

atribuíram à formação de complexos glifosato-cobre assim diminuindo os níveis de cobre 

livre, que se mostrou ser a forma tóxica às minhocas no estudo (Zhou et al., 2012). 

Wen e colaboradores (2011) verificaram os efeitos de um agrotóxico organoclorado, 

de cobre e de ambos combinados em uma microalga. Realizaram testes para avaliar se 

havia diferença na geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), na taxa de concentração 

de clorofila e de crescimento da alga. O resultado foi que quando os complexos metais-
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herbicidas eram formados havia um aumento significativo de ROS, o que causava 

diminuição da concentração de clorofila e da taxa de crescimento. Os contaminantes 

isolados também causavam o mesmo dano, porém a associação do complexo favorecia uma 

forma mais danosa do herbicida. 

 A atrazina possui a capacidade de formar complexos junto com metais. Decock e 

colaboradores (1985) analisaram a formação de complexos estáveis entre s-triazinas e 

cobre, e mostraram a união do composto orgânico com o inorgânico, onde o anel de 

nitrogênio da triazina (Figura 3) é o principal sítio de ligação com cobre. Martin e 

colaboradores (1998) investigaram a interação entre a atrazina e metais. O resultado do 

trabalho mostra que a atrazina tem uma formação de complexos estáveis com cobre, zinco 

e cádmio, essa relação ocorre devido à substituição de uma molécula de água da esfera de 

solvatação. Em comunidades de microalga expostas aos contaminantes isolados e a 

mistura, os autores observaram que a atrazina não alterou a composição dos organismos 

enquanto o cobre reduziu o número de microalgas. No entanto, a mistura não teve efeito na 

comunidade de microalgas (Gustavsod e Wängberg 1995). 

Alsop e Wood (2013) procuraram estabelecer relação tóxica entre fármacos e metais, 

analisando a mortalidade de larvas de zebrafish. No que concerne à toxicidade dos 

fármacos, apenas a fluoxetina em uma concentração alta (1,0µM) mostrou 100% de 

mortalidade, em contraponto com as concentrações menores (0,65µM; 0,5 µM; 0,1 µM; 

0,05 µM) que não levaram à mortalidade das larvas. O cobre e os outros metais testados 

separadamente tiveram apenas a diminuição de íons na larva (Na+ e K+). Entretanto, 

quando foi realizada a mistura com o cobre houve um aumento na mortalidade em todas as 

concentrações de fluoxetina, exceto na concentração de 0,05 µM. No tratamento em que 

misturaram diversos fármacos não houve efeito, porém no grupo que houve a mistura dos 

compostos com o cobre, e havia 0,1 µM de cada fármaco (no estudo foi observado outros 

fármacos além da fluoxetina), houve um aumento significativo na mortalidade.  

 
�� 
����������������
�����

Sabendo que os contaminantes afetam todos os organismos presentes no ambiente 

aquático, é interessante que haja uma exploração de modelos experimentais para que se 

tenha uma ideia mais ampla dos efeitos que os contaminantes podem ter sobre diferentes 

grupos. No caso desse estudo, foi escolhido uma linhagem de células (ZF-L) e um 

organismo (microalga). Para esse estudo foram utilizados dois modelos celulares distintos, 

um foi a cultura estabelecida de hepatócitos de zebrafish (ZF-L). (Figura 2). 
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A linhagem foi estabelecida a partir do peixe de água doce zebrafish (Danio rerio) da 

família Cyprinidae, possuí um tamanho pequeno (3-5 cm) (Figura 3). O peixe zebrafish,  

teve seu genoma codificado e é visto como um modelo para estudos fisiológicos pois o 

animal possui um desenvolvimento rápido (Bopp et al. 2006). 

 
Figura 3  Paulistinha (zebrafish) retirado de: aquarioepeixes.com.br, acessado em: 02/04/2016 

 
 
 

A cultura estabelecida de hepatócitos de zebrafish é amplamente utilizada em estudos 

toxicológicos. Em um estudo que procurou comparar a cultura primária de hepatócitos em 

relação à cultura estabelecida, (Eide et al. 2014) viram diferenças na expressão de várias 

proteínas entre os dois modelos, entretanto a linhagem mostrou-se válida para estudos 

toxicológicos. Outro modelo utilizado neste estudo foi a microalga Desmodesmus 

communis (Classe: Chlorophyceae; Ordem: Chlorococcales), que aparenta ser um agrupado 

de 2- 4 células (Figura 4).  

Figura 2 Cultura estabelecida de hepatócitos de zebrafish (foto retirada do site da ATCC) 
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Figura 4 Microalga Desmodesmus communis, foto própria retirada através do microscópio, aumento de 
40x 

 
 

Microalgas podem servir como um bioindicador da qualidade de ambientes 

aquáticos. Yang e colaboradores (2014) verificaram que Chlorella vulgaris pode ser 

utilizada para monitoração de zinco em ambientes aquáticos, devido aos resultados que 

mostraram a habilidade da alga em se associar ao zinco e pela ativação de proteínas que 

detoxificam os metais. 

Estudos demonstram a capacidade de biorremediação que algumas espécies podem 

realizar frente a um tipo de contaminante, como por exemplo, (González- Barreiro et al. 

2006) verificou que uma microalga e cianobactéria conseguiram reduzir a contaminação de 

herbicidas triazínicos em água doce. Além disso, esses organismos possuem um 

crescimento rápido e fácil manutenção (An et al. 1999) facilitando a realização de trabalhos 

sobre toxicologia,  e por serem microscópicas geram menos resíduos do que in vivo. 

 

�� �	
���

��
��������������

A utilização de testes in vitro possuem vantagens em relação aos realizados com 

animais, tanto pelo custo, a velocidade em que os resultados são obtidos. A legislação 

recomenda a utilização de ensaios in vitro por serem métodos alternativos que evitam a 

utilização de animais, e em caso de estudos toxicológicos reduz a produção de resíduos dos 

contaminantes (Rogero et al. 2003). Os testes de citotoxicidade permitem que o 

pesquisador avalie os efeitos dos contaminantes a nível celular auxiliando a identificação 

do mecanismo de ação. Além disso, os estudos in vitro podem identificar variações de 

parâmetros da célula diante da exposição a poluentes que podem servir como 

biomarcadores celulares da contaminação (Van der Oost et al. 2003). Através dos 
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biomarcadores pode ser identificado se o contaminante está sendo citotóxico antes que haja 

outros sinais de estresse. 

Existem na literatura ensaios para análise de diferentes parâmetros como, por 

exemplo, a membrana plasmática com o ensaio de exclusão do azul de trypan (Freshney 

2005). Alguns têm como alvo a atividade de alguma enzima relacionada à viabilidade 

como o LDH que avalia a produção da enzima Lactato Desidrogenase, que é um indicador 

de dano na membrana celular (Fotakis e Timbrell 2006). Outros testes visam verificar a 

viabilidade de algumas organelas como a estabilidade do lisossomo (através do ensaio do 

vermelho neutro) (verifica) e a funcionalidade mitocondrial (através do MTT - (3-(4,5)-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide). 

�� ���������������
Perante essa grande quantidade de agentes tóxicos que são despejados em ambientes 

aquáticos, os animais que vivem nesse meio podem ativar um potencial sistema de defesa 

celular chamado de MXR (multixenobiotic resistance) que faz o efluxo de substâncias 

prejudiciais à célula. Esse mecanismo foi descrito incialmente em células tumorais de 

mamíferos, como sistema MDR (multidrug resistance). Este foi descoberto devido a 

tratamentos quimioterápicos que não obtiveram sucesso, uma vez que as células tumorais 

se tornavam resistentes às drogas, transportando-as para fora (Bard, 2000). 

O sistema MXR atua utilizando energia (ATP) para transportar substratos contra o 

gradiente de concentração. Nesse sistema de defesa há duas proteínas, da super-família 

ABC (ATP binding cassete) que se destacam na importância desse mecanismo de defesa à 

contaminantes, uma é a proteína transmembrana a P-gp (P-glicoproteína) ou proteína 

ABCB, que faz a extrusão de substâncias estranhas sem modificá-las. E a outra é a MRP, 

ou ABCC, que necessita da biotransformação da substância para facilitar a extrusão 

(Gottesman e Pastan 1993, Bard, 2000). 

Quando a P-gp não consegue eliminar todos compostos uma segunda linha de defesa 

é ativada, e enzimas do sistema de biotransformação iniciam a metabolização, que ocorre 

através da conjugação do xenobiótico com a glutationa. Essa conjugação ocorre em duas 

fases, a fase I onde ocorre a hidroxilação via a enzima citocromo P450 e o composto ainda 

é eliminado através da P-gp, e a fase II onde há a conjugação do xenobiótico com a 

glutationa. Quando ocorre a fase II o composto biotransformado é eliminado pela proteína 

abcc (Bard, 2000). (Figura 5) 
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Figura 5 Esquema do funcionamento dos mecanismos de defesa das proteínas, quando um xenobiótico 
entra na célula. (Bard 2000). 

 
 
 

O sistema MXR não é apenas encontrado em animais, diversos estudos conseguiram 

verificar a expressão dessas proteínas em células vegetais. Esse conjunto de proteínas 

começou a ficar em evidência após o sequenciamento genético da Arabidopsis (que tornou-

se organismo modelo para pesquisas com plantas) onde foram observados genes ABC 

(AGI 2000). Sabe-se que há outras funções além da detoxificação vacuolar (Wanke e Üner 

Kolukisaoglu 2010) com envolvimento das ABCs, como função transporte de íons, no 

crescimento e desenvolvimento da planta (Martinoia et al. 2002). 

Existem poucos trabalhos sobre essas proteínas em células vegetais, logo é 

interessante haver mais estudos sobre seus mecanismos, ainda mais os relacionando a 

contaminantes que podem estar presente no ambiente. Na literatura, sabe-se que os 

compostos que não são metabolizados pela célula geralmente são transportados para fora 

via proteína ABCB e os que sofrem biotransformação seriam expulsos das células via 

ABCC. Estudar os métodos de defesa das células auxilia no entendimento do mecanismo 

de ação dos contaminantes e como essa defesa é eficiente contra as pressões impostas pelas 

atividades antrópicas. 

 

�� ��������


O presente estudo foi dividido em dois capítulos, sendo o primeiro referente à 

citotoxicidade dos contaminantes atrazina e cobre (isolados e mistura) em hepatócitos de 
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zebrafish (ZF-L). No segundo capítulo também foi estudada a citotoxicidade dos dois 

contaminantes, porém o organismo utilizado foi a microalga Desmodesmus communis, e sua 

relação com a  atividade das proteínas ABC. 
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Atividades econômicas no entorno de corpos d’água podem gerar alto nível de 

contaminação na água. No Brasil, as principais atividades são agricultura e indústria, isso 

faz com que contaminantes diferentes possam estar presente no mesmo ambiente. Um 

herbicida mundialmente utilizado na agricultura é a atrazina. Quanto a resíduos industriais, 

estudos apontam a consequente presença de cobre no ambiente aquático. O objetivo desse 

estudo foi verificar a toxicidade da atrazina e do cobre (isolados e associados) em 

hepatócitos de zebrafish, através de dois parâmetros celulares a integridade lisossomal e 

funcionalidade mitocondrial, utilizando o modelo in vitro como ferramenta para análise da 

qualidade ambiental. Resultados indicam que os contaminantes nas concentrações 

estabelecidas pela legislação brasileira não causaram dano no lisossomo, apenas as 

maiores concentrações foram citotóxica para esse parâmetro (atrazina: 20 �g.L-1  e cobre 

90 �g.L-1). O ensaio da integridade lisossomal foi mais sensível do que a funcionalidade 

mitocondrial para a mistura dos contaminantes, evidenciando que a mistura da atrazina 20 �g.L-1 com o cobre 90 �g.L-1 foi citotóxica.  As maiores concentrações testadas para 

atrazina (20 �g.L-1), cobre (90 �g.L-1 ) isolados, foram citotóxicas. Em relação à mistura o 

teste mais sensível em identificar citotoxicidade foi a integridade lisossomal. 

���������������
Ambientes aquáticos costumam ser influenciados pela atividade humana, com a 

utilização de agrotóxicos para proteção da colheita contra possíveis pragas. A agricultura é 

uma atividade que contribui para a contaminação das águas. A atrazina é um herbicida 

mundialmente utilizado, sendo usado em plantações de milho e cana-de-açúcar, é 

considerado mediamente tóxico (ANVISA, 2003). O alvo do herbicida em relação as ervas-

daninhas é a inibição da cadeia de elétrons no fotossistema II, resultando no impedimento 

da fotossíntese (Trebst et al., 1993). No entanto, a atrazina não atinge apenas as ervas-

daninhas, classicamente, em organismos não alvos estudos correlacionam o herbicida com 

danos no sistema endócrino relacionado à reprodução de vertebrados, produção e eclosão 

de ovos (Kmeti� et al., 2008; Tillitt et al., 2010; Foradori et al., 2011; Shenoy, 2012; 

Pogrmic-Majkic et al., 2014). No entanto outros efeitos tem sido descritos, como estresse 

oxidativo ( Jin et al. 2010; Blahová et al. 2013) e ativação das enzimas do citocromo P450 ( 

Dong et al. 2010; Fu et al. 2013). 

Além da agricultura, a indústria é uma atividade que causa um impacto no ambiente, 
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através de seus resíduos, efluentes e vazamentos de substâncias tóxicas. Alguns trabalhos 

correlacionam a contaminação de metais nos ambientes com a atividade industrial. O cobre 

que é um metal essencial para os organismos, no entanto, em excesso pode ter um efeito 

tóxico para os animais (Olivares e Uauy, 1996). Em peixes (in vivo e in vitro) foram vistos 

efeitos relacionados a estresse oxidativo (Craig et al. 2007; Sandrini et al. 2009), entre 

outros. Esses efeitos podem levar à consequente diminuição de sobrevivência de embriões 

de peixes, como zebrafish (Johnson et al., 2007). 

Com o fato de que diversas fontes de contaminação poder liberar resíduos no 

ambiente e de que fatores ambientais podem facilitar o “transporte” dos contaminantes 

através de processos como a lixiviação, pluviosidade, ventos ou até sendo retido no solo, os 

contaminantes podem alcançar o ambiente aquático (Spongberg e Martin-Hayden, 1997; 

Chelinho et al., 2012). Contaminantes de diferentes características químicas podem 

interagir no ambiente, sendo assim importante a realização de estudos sobre a associação 

destes compostos, pois sua mistura pode ter efeitos variados. O efeito de misturas já foi 

observado em alguns estudos toxicológicos comparando metais com herbicidas (Wen et al., 

2011; Wang et al., 2015). Outro fator relevante é a formação de complexos entre 

contaminantes, a atrazina possui a capacidade de formar complexos junto com metais 

(Decock et al., 1985; Martin et al., 1998). Diante de diferentes interações que os 

contaminantes podem ter, é pertinente que haja estudos relacionados com o efeito da 

mistura nos organismos. 

Estudos in vitro apresentam vantagens como: geração de pouco resíduo, a facilidade 

de reproduzir os experimentos (variáveis controladas em ambiente de laboratório), relativo 

baixo custo e resultado rápido (Bols et al., 2005). A legislação brasileira sugere o uso de 

experimentação in vitro para estudos toxicológicos como um método alternativo 

relacionado aos experimentos in vivo. Neste estudo, foi utilizada a linhagem estabelecida 

de hepatócitos de zebrafish (ZF-L) para estudar a citotoxidade dos contaminantes. 

Presumindo que contaminantes podem interagir no ambiente e podem afetar 

diferentes alvos no organismo, o objetivo do presente estudo foi verificar a citotoxicidade 

da atrazina e do cobre separados, e em mistura sobre hepatócitos de zebrafish, em cultura. 

Para verificar a citotoxicidade dos contaminantes isolados foi utilizado como parâmetro a 

integridade lisossomal, enquanto que no estudo da mistura foi investigado a viabilidade de 

dois alvos celulares através da integridade lisossomal e funcionalidade da mitocôndria. 

Espera-se que as concentrações ditas como seguras pela legislação brasileira não 
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apresentem citotoxicidade, enquanto que concentrações maiores sejam citotóxicas. Em 

relação à mistura, espera-se que haja uma interação entre os contaminantes alterando o 

observado nos ensaios de exposição aos contaminantes isolados. 

����������� �!"#�
�������
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������������
�������������

Foram utilizadas culturas estabelecidas de hepatócitos de zebrafish (ZF-L), obtidas 

da Coleção Americana – American Type culture collection (ATCC) e depositadas no Banco 

de Células do Rio de Janeiro - UFRJ, as células foram mantidas em meio RPMI 1640, 

suplementado com soro fetal bovino (10%), antibiótico (penicilina e estreptomicina) e 

antimicótico (1%), a temperatura de 28°C. 

As células foram repicadas 2 vezes por semana, sendo que antes da preparação da 

placa para experimento, era retirada uma alíquota de células da garrafa e  verificada a 

viabilidade de acordo com a membrana celular, através da metodologia do azul de trypan 

(0,08%). Atingindo 95% de viabilidade, as células eram colocadas em uma placa de 96 

poços, onde cada tratamento possuía 5 réplicas,  e a  concentração  de células  por  poço  

era  de  2,5x105 céls/ml.  Após um período de  24-48h  para  os hepatócitos aderirem na 

placa, a exposição ao contaminante era realizada. Pelo menos 3 experimentos por 

ensaio/condição experimental foram realizados. 

������������� ������������
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O tempo de exposição aos contaminantes utilizados, foi de 6h, tendo em vista que em 

experimentos realizados anteriormente em nosso laboratório foi observado que, em salina, 

as células hepáticas de zebrafish mantêm sua viabilidade inalterada nesse período. Com 

este pressuposto, a solução salina para vertebrados (Composição em mM: NaCl: 112,6; 

CaCl2: 1,81; KCl: 1,85; NaHCO3: 2,38; HEPES: 5) foi utilizada na exposição dos 

contaminantes em todos os experimentos realizados, para evitar a interação e formação de 

complexos entre os contaminantes e os compostos presentes no meio de cultura (como 

aminoácidos e proteínas), que pudessem alterar os resultados obtidos devido a alteração da 

biodisponibilidade do contaminante. �����������	
��

�
O composto orgânico utilizado foi a atrazina (Sigma-Aldrich), as concentrações 

foram selecionadas com base na concentração máxima estabelecida segura em ambientes 

aquáticos de água doce, pela legislação brasileira (resolução nº 357 de 2005), que é de 2 �g.L-1. Sendo então, as concentrações nominais testadas 1; 2; 4 e 20 �g.L-1. 
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Sabendo que a atrazina é insolúvel em água, o solvente utilizado aqui foi o metanol 

(Bringolf et al., 2004). Para analisar seu possível efeito tóxico sobre as células, foi 

realizada uma curva de viabilidade, com diferentes concentrações de metanol (0,1; 0,5; 1; 5 

e 10% em salina). A concentração de metanol definida para ser o solvente foi considerada o 

segundo grupo controle (sendo o primeiro controle a salina pura) nos experimentos 

relacionados à atrazina. ������������	��
O composto inorgânico utilizado foi o cobre (Cu

2+
, na forma de CuCl2),   sendo as 

condições experimentais baseadas no limite estabelecido pela legislação brasileira (na 

resolução nº 357 de 2005) que é de 9 �g.L
-1
. As concentrações nominais utilizadas foram 

4,5; 9; 18; 90 �g.L
-1
. ��������������	
���������������

As misturas dos contaminantes foram baseadas nas concentrações permitidas pela 

legislação brasileira (A2CU9, sendo A2= atrazina 2 �g.L-1  e CU9= cobre 9 �g.L-1), o valor 

considerado seguro para atrazina associado com o dobro do valor do cobre (A2CU18, 2 �g.L-1+ 18 �g.L-1), dobro para ambos contaminantes (A4CU18, 4 �g.L-1+18 �g.L-1). Além 

dessas misturas, também foi analisado o dobro da concentração segura para atrazina 

associado com a única concentração de cobre que foi citotóxica para os hepatócitos na 

exposição do metal isolado (A4CU90, 4 �g.L-1+ 90 �g.L-1).  
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O ensaio foi realizado através do corante vermelho neutro (2-amino-3-metil-

7dimetil-amino-cloreto de fenazina). Esse ensaio tem como objetivo avaliar a 

permeabilidade da integridade lisossomal. Após a exposição às condições experimentais, a 

placa de 96 poços com as amostras foi centrifugada (5 min, 680g) e os tratamentos foram 

retirados dos poços, os quais foram lavados com PBS (phosphate buffer solution, 

composição em g.L-1: NaCl 8; NaH2PO4 0,2; KCl:0,2; Na2HPO4.7H20: 1,15). Foi 

adicionado 200 �L de vermelho neutro (na concentração de 40 �g.L-1  em salina de 

vertebrado), e as células incubadas por 3h, a 28°C (temperatura de manutenção da 

linhagem ZF-L). Em seguida a placa foi centrifugada e foi retirado o corante, as células 

foram fixadas com formaldeído (0,5% de formaldeído – 1% CaCl2). 
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A placa foi centrifugada por 5 min (680g), retirou-se a solução de formaldeído e foi 

adicionado 100 �L da solução de álcool-ácido (50% de álcool etílico – 1% de ácido 

acético) que tem como função extrair o corante da célula (Babich e Borenfreund, 1991). A 

maior intensidade de cor na amostra indica a maior retenção de corante pelo lisossomo. A 

leitura é realizada em espectrofotometria à 550nm, a célula com lisossomo sadio retém 

mais corante. Este ensaio foi utilizado apara a análise de citotoxicidade do herbicida e do 

metal, isoladamente e quando associados. �����������
���
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Para o estudo da funcionalidade mitocondrial foi utilizado o ensaio do MTT (3-[4,5-

dimetiltiazol-2yl]-2,5-difenil brometo de tetrazolina).   A funcionalidade da mitocôndria é 

avaliada através da atividade de enzimas relacionadas à respiração celular, células com 

mitocôndrias ativas convertem o MTT, de coloração amarela, em cristais de formazan 

(roxo).  

Depois da exposição às condições experimentais, por 6h, a placa com as células foi 

centrifugada (5 min – 680g), e lavada com 200 �L de PBS duas vezes, para remoção dos 

tratamentos. Após foi adicionado o MTT (0,5 mg/mL, concentração final) e a placa foi 

incubada por 3h a 28°C. 

Terminado o tempo de incubação, a placa foi centrifugada novamente, o 

sobrenadante removido, e foi adicionado 200 �L de DMSO (Dimetilsulfóxido), com a 

função de solubilizar os cristais de formazan formados. Os resultados foram obtidos a partir 

da análise por espectrofotometria (550 nm) (Riss et al., 2004). Este ensaio de citotoxicidade 

foi utilizado apenas nas células expostas às misturas. 

����	���!�"�������
�
#�
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Para todos os resultados foram calculadas as médias e o erro padrão (SE) da média. 

Os resultados foram submetidos à ANOVA (análise de variância de um fator). Quando o 

valor do resultado foi significativo, era realizado o teste de comparação múltipla de 

Tuckey. Foram utilizados como valores significativos os com p� 0,05. 
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Através do ensaio que verifica a integridade lisossomal dos hepatócitos, pode ser 

observado que as células expostas ao metanol, somente nas concentrações de 5 e 10%, 

apresentaram queda na viabilidade, sendo de aproximadamente 40% (P = 0,012, n= 3-5). A 

partir desses resultados, foi selecionada a concentração de 0,1%, pois foi a menor 

concentração testada em que não houve citotoxicidade, e que foi solúvel para a atrazina 

(Fig 6). 
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Figura 6 Integridade lisossomal em hepatócitos de zebrafish - o gráfico representa a 
relação entre a viabilidade (%) dos hepatócitos e os tratamentos com diferentes 
concentrações (%) de metanol (solvente). Sendo Ctr o grupo controle. Os valores 
médios (±SE) estão representados pelas barras. Letras diferentes significam médias 
que possuem diferença estatística 
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Em relação à atrazina, entre os tratamentos testados para a análise da integridade 

lisossomal, a concentração estabelecida como segura pela legislação brasileira (2 �g.L-1) 

não foi citotóxica. Enquanto a concentração de 20 �g.L-1 teve uma queda na viabilidade de 

cerca de 20%, sendo citotóxica (P = 0,003, n= 3-9)(Fig 7). 

 

 

 

 ������������	��
Na análise da integridade lisossomal dos hepatócitos expostos ao cobre, a maior 

concentração testada (90 �g.L
-1
) mostrou-se citotóxica em relação ao tratamentos 4,5 �g.L

-1 

e 9 �g.L
-1 (concentração permitida pela legislação). (P = 0,013, n= 4-12)(Fig 8). �
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Figura 7 Integridade lisossomal em hepatócitos de zebrafish - o gráfico 
representa a relação entre a viabilidade (%) dos hepatócitos e os tratamentos 
com diferentes concentrações de atrazina (�g.L-1), sendo Ctr o controle e M o 
segundo controle (metanol). Os valores médios (±SE) estão representados 
pelas barras. Letras diferentes significam médias que possuem diferença 
estatística. 
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Nos resultados referentes à integridade lisossomal (Fig 9), a mistura que tinha 

concentrações referentes ao dobro do valor permitido para a atrazina e dez vezes o limite 

aceito pela legislação para o cobre mostrou-se citotóxica em relação às demais condições, 

(P = 0.029, n= 5-6). 
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Figura 8 Integridade lisossomal em hepatócitos de zebrafish, o gráfico representa a 
relação entre a viabilidade (%) dos hepatócitos e os tratamentos com diferentes 
concentrações de cobre (�g.L-1), sendo Ctr o controle. Os valores médios (±SE) estão 
representados pelas barras. Letras diferentes significam médias que possuem 
diferença estatística. 
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1.4.2- Atividade Mitocondrial 

1.4.2.1- Mistura (Atrazina + Cobre)  
No parâmetro da funcionalidade mitocondrial, as misturas da atrazina com o cobre 

expostas aos hepatócitos não causaram citotoxicidade em nenhum dos tratamentos (P > 

0,05), n= 4-5 (Fig 10). 
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Figura 9 Integridade lisossomal em hepatócitos de zebrafish - o gráfico 
representa a relação entre a viabilidade (%) dos hepatócitos e os 
tratamentos com diferentes concentrações de atrazina e cobre (�g.L-1), 
sendo Ctr o controle e A2CU9 = A (atrazina) 2 �g.L-1, associado com CU 
(cobre) 9 �g.L-1. Os valores médios (±SE) estão representados pelas 
barras. Letras diferentes significam médias que possuem diferença 
estatística. 
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Os hepatócitos de zebrafish quando expostos a concentrações consideradas seguras 

pela legislação brasileira, para a atrazina e cobre isolados, não mostraram efeitos 

citotóxicos. As maiores concentrações de ambos contaminantes isolados causaram 

citotoxicidade, segundo a integridade lisossomal dos hepatócitos. No entanto, quanto à 

exposição dos contaminantes associados (atrazina + cobre) foram realizados dois ensaios, 

sendo o lisossomo um alvo sensível em evidenciar a citotoxicidade dos contaminantes do 

que a mitocôndria.  

As células de zebrafish parecem apresentar maior sensibilidade quando comparadas 

com outros tipos celulares (células de rato, fibroblastos) que sofreram exposição crônica e 

em concentrações maiores de atrazina. No caso da cultura primária de células do sistema 

reprodutivo de ratos (células de Leydig), os autores evidenciaram citotoxicidade nas 

concentrações de 25 e 50 �g.mL-1em 48h de exposição (Abarikwu et al., 2011), nos 
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Figura 10 Funcionalidade mitocondrial em hepatócitos de zebrafish,-  o 
gráfico representa a relação entre a viabilidade (%) dos hepatócitos e os 
tratamentos com diferentes concentrações de atrazina e cobre (�g.L-1), 
sendo Ctr o controle e A2CU9 = A (atrazina) 2 �.L-1, associado com CU 
(cobre) 9 �g.L-1. Os valores médios (±SE) estão representados pelas 
barras. Letras diferentes significam médias que possuem diferença 
estatística. 
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hepatócitos (ZF-L)  em exposição aguda a uma concentração mil vezes menor (20 �g.L-1) 

foi demonstrado citotoxicidade. Em fibroblastos, que são conhecidos por serem um tipo 

celular resistente, também em exposição crônica à atrazina, foi observado uma redução da 

viabilidade na concentração de 10  �g.L-1 (Manske et al., 2004), concentração próxima à 

que mostrou citotoxicidade para os hepatócitos (ZF-L, 20  �g.L-1).  

Apesar da concentração de atrazina considerada segura pela legislação brasileira (2 �g.L-1) não ter sido citotóxica para os hepatócitos quanto à de integridade lisossomal, isso 

não significa que outros parâmetros celulares estejam ilesos dos efeitos do herbicida. Em um 

estudo realizado com o peixe Rhamdia quelen, os autores observaram que a concentração de 

2  �g.L-1   causava  alterações histológicas no tecido hepático e ativação de enzimas 

antioxidantes (catalase, glutationa redutase, glutationa S- transferase e glutationa 

peroxidase) (Mela et al., 2013). A ativação de proteínas antioxidantes pode estar relacionada 

com a defesa do organismo contra a exposição à atrazina (Jin et al., 2009; Blahová et al., 

2013). O que  pode ter sido efetivo nas ZF-L para a falta de citotoxicidade em exposições a 

concentrações baixas de atrazina. Outros estudos apontam que frente à exposição à atrazina 

há a ativação das enzimas do citocromo P450, que são responsáveis pela biotransformação 

de xenobióticos realizando a defesa celular (Dong et al., 2009; Fu et al., 2013), que também 

poderia minimizar/evitar os efeitos da atrazina sobre outros parâmetros. 

Neste estudo a única concentração de cobre citotóxica foi 90 �g.L-1, em exposição 

aguda (6h) ao contaminante, outros estudos sugerem que concentrações próximas a essa, 

em exposição crônica, causam efeitos danosos para outros organismos. Em larvas de 

zebrafish, a exposição crônica de cobre, nas concentrações de 50 �g.L-1 a 100 �g.L-1, 

aumentaram a mortalidade dos indivíduos. No entanto,  em uma faixa de concentração 

superior (de 93 �g.L-1  a 1000 �g.L-1) foi observado redução do crescimento e aumento dos 

batimentos cardíacos em larvas de zebrafish (Johnson et al., 2007). Svendsen e Weeks 

(1995), estudando outro modelo celular, hemócitos de um molusco (Viviparus contectus),  

durante exposição crônica ao cobre, evidenciaram citotoxicidade  através da integridade 

lisossomal em todas as concentrações testadas (31,6 ; 56,2; 100; 316; 1000 �g.L-1). Quando 

comparamos o efeito citotóxico em outros estudos utilizado, a mesma faixa de 

concentração de cobre em ZF-L (90 �g.L-1) em exposição aguda apresentou citotoxicidade, 

enquanto outros trabalhos essa toxicidade era vista através de exposição crônica, logo, 

podemos sugerir uma maior sensibilidade das células      ZF-L. 

Por outro lado, hepatócitos expostos aqui às concentrações mais baixas de cobre não 
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apresentaram citotoxicidade. Este fato pode estar relacionado com a defesa celular através 

de proteínas antioxidantes, estudos apontam a relação da exposição ao cobre com o estresse 

oxidativo e o aumento da expressão das proteínas de extrusão de xenobióticos (Hansen et 

al., 2006; Craig et al., 2007; Zaja et al 2007 ). 

Para a mistura da atrazina com o cobre foram realizados dois ensaios de 

citotoxicidade, um avaliando a integridade lisossomal (vermelho neutro) e outro a 

funcionalidade mitocondrial (MTT). Sendo a integridade lisossomal o ensaio que se mostrou 

mais sensível em demonstrar citotoxicidade, a maior concentração de mistura testada 

(A4CU90: A= 4 �g.L-1 e CU: 90 �g.L-1) foi a única citotóxica. Ressaltando que nos ensaios 

realizados com os contaminantes isolados, a concentração de 4 �g.L-1 não havia sido 

citotóxica,  a mistura com 90 �g.L-1 de cobre, a princípio parece ter tornado-a citotóxica. De 

acordo com as diferenças químicas dos contaminantes, composto orgânico - inorgânico, 

pode haver alteração da citotoxicidade da mistura. Nessa interação pode haver complexação 

da atrazina e do cobre causando uma inibição/redução no efeito tóxico do contaminante 

isolado (Decock et al., 1985; Martin et al., 1998). Entretanto, não foi o resultado observado 

para as células de zebrafish, assim como a presença do cobre na maior concentração testada 

alterou a citotoxicidade da atrazina 4 �g.L-1 , no caso a concentração de 90 �g.L-1 já era 

uma concentração citotóxica isolada a mistura com a atrazina não alterou a citotoxicidade. 

Concluindo, os contaminantes testados isoladamente (atrazina e cobre) nas 

concentrações consideradas seguras pela legislação brasileira não causam dano para o 

lisossomo, apenas a maior combinação dos contaminantes foi citotóxicas para esse 

parâmetro (atrazina: 4 �g.L-1 e cobre 90 �g.L-1). Quanto à mistura dos contaminantes o 

vermelho neutro foi um ensaio mais sensível do que o MTT, a maior concentração da 

mistura causou citotoxicidade sobre a integridade lisossomal, enquanto que no MTT não 

foi identificado esse efeito, confirmando a importânciade se analisar  mais de um possível 

alvo de ação.  
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2.1- Resumo 
Contaminantes podem entrar no ambiente aquático facilmente devido às atividades 

antrópicas. A agricultura com o uso de agrotóxicos e a indústria liberando resíduos 

contribui para que as águas fiquem contaminadas. Um herbicida mundialmente 

utilizado é a atrazina, que possui com alvo inibição da fotossíntese Quanto aos metais 

decorrentes da atividade industrial, estudos indicam a presença de metais pesados na 

água sendo o cobre um destes. O objetivo deste estudo foi verificar a citotoxicidade da 

atrazina e do cobre (isolados e associados) na microalga Desmodesmus communis 

através de dois parâmetros celulares: integridade da membrana e funcionalidade 

mitocondrial. Outro objetivo foi analisar a atividade das proteínas ABC que fazem 

efluxo de xenobióticos, verificando as vias utilizadas na extrusão dos contaminantes (se 

P-gp e/ou MRP). Os resultados apontam que a sensibilidade dos testes de 

citotoxicidade podem estar  relacionada  com o alvo de ação do contaminante. 

Microalgas expostas à atrazina, apresentaram citotoxicidade na concentração de 20 �g.L
-1
. A concentração de cobre permitida pela legislação brasileira 9 �g.L

-1  já foi 

considerada citotóxica. Em relação à mistura dos contaminantes, a funcionalidade 

mitocondrial foi sensível, mas apenas à mistura das maiores concentrações dos 

contaminantes (10 vezes o permitido pela legislação). O bloqueador de P-gp, 

verapamil, causou a inibição das proteínas de extrusão em todas as concentrações 

testadas de atrazina e cobre. Entretanto o bloqueador MK-571 não inibiu as vias de 

extrusão. Houve uma relação inversa na atividade das proteínas ABC e a 

citotoxicidade, as condições não citotóxicas promoveram aumento da atividade das 

proteínas de defesa da microalga. 

 
Palavras-chave: microalga, metal, herbicida, integridade membrana, funcionalidade 
mitocondrial, proteínas de defesa 
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2.2- Introdução 
Ambientes de água doce podem ser afetados com atividades antrópicas, dentre elas 

uma atividade econômica que gera contaminação é a agricultura, onde a utilização de 

agrotóxicos tem como função proteger a plantação de possíveis pragas. Um herbicida que é 

utilizado mundialmente é a atrazina, que em relação às ervas-daninhas, tem como alvo a 

cadeia de elétrons no fotossistema II, resultando na inibição da fotossíntese (Trebst et al. 

1993). Porém, o herbicida não atinge apenas os organismos alvos, causando danos em 

organismos que estão no ambiente.  

É importante ressaltar que o ambiente aquático não sofre apenas influência da 

agricultura (agrotóxicos), outras atividades econômicas como a indústria e o porto cujos 

efluentes geram contaminação por metais pesados. Um dos compostos relacionados com a 

indústria é o cobre, apesar de ser um metal essencial, em grandes concentrações pode 

tornar-se tóxico para os organismos presente no ambiente. Bhargava e colaboradores 

(2008) verificaram que concentrações altas de cobre reduz a capacidade de realizar 

fotossíntese em cianobactérias. Cabe ressaltar que diferentes tipos de contaminantes podem 

facilmente se encontrar no ambiente, processos naturais como pluviosidade e ventos 

(Chelinho et al., 2012), são fatores que influenciam na contaminação da água (Spongberg 

& Martin-Hayden, 1997).  

Microalgas, como Desmodesmus communis, podem ser afetadas por contaminantes 

nos ambientes aquáticos . A utilização de microalgas em estudos toxicológicos possuem 

vantagens, como o crescimento rápido e a fácil manutenção (An et al. 1999), e por serem 

microscópicas as análises toxicológicas geram muito pouco resíduos .. Recentemente, 

Desmodesmus communis foi utilizada em um estudo de citotoxicidade, onde a integridade 

da membrana celular se mostrou mais sensível do que a funcionalidade da mitocôndria, 

frente ao glifosato, (da Luz et al., 2016). 

Ambientes contaminados podem ter sua toxicidade sobre organismos amenizada 

devido ao sistema de defesa celular chamado de MXR (multixenobiotic resistance), este 

fenótipo dado pelo funcionamento de proteínas ABC (ATP binding cassette) que fazem 

extrusão de substâncias estranhas à célula (Gottesman and Pastan 1993; Bard 2000). 

Membros da superfamília de proteínas ABC, inicialmente descritos como defesa de células 

tumorais e outros modelos de células, não são exclusivos de células animais, existem 

estudos sobre a presença desse sistema em células vegetais. Em plantas, algumas proteínas 
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ABC podem ter outras funções, como a detoxificação vacuolar (Wanke e Üner 

Kolukisaoglu, 2010), também participam de transporte de íons, estão envolvidas com o 

crescimento e desenvolvimento da planta (Martinoia et al. 2002). Grande parte dos 

trabalhos realizados sobre esse sistema em células vegetais abordam a expressão dessas 

proteínas (Hanikenne et al., 2005; Schulz e Kolukisaoglu, 2006), contudo a literatura não 

mostra relatos sobre a atividade das proteínas ABC em plantas. Neste estudo, além da 

atividade, com o intuito de investigar as vias de defesa da célula foram utilizados dois 

bloqueadores de proteínas de defesa, o verapamil e o MK-571, para P-gp (ABCB) e MRP 

(ABCC) respectivamente. As MRP (ABCCs) fazem extrusão de substratos que em grande 

parte, passaram pelo processo de biotransformação (Zaja et al. 2007). Estudos atribuem a 

esta proteína a detoxificação de metais tanto em modelo animal quanto em células vegetais 

(Broeks et al., 1996; Klein et al., 2006; Long et al. 2011). A expressão de genes ligados a 

proteína MRP foi identificada na alga verde Chlamydomonas reinhardtii (Hanikenne et al., 

2005). 

Visando um maior entendimento sobre o comportamento da microalga frente à 

contaminação, os objetivos do estudo foram estudar a citotoxicidade dos contaminantes 

atrazina e cobre (separados e combinados). Avaliando ainda, a atividade das proteínas 

responsáveis pela defesa celular, e relacionando-a com a citotoxicidade causada pelos 

contaminantes.  
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O organismo selecionado para o estudo foi a microalga Desmodesmus communis 

(Classe: Chlorophyceae; Ordem: Chlorococcales). A microalga foi coletada para estudos 

anteriores em lagos presentes na Universidade Federal do Rio Grande – FURG, sendo a 

cepa isolada e mantida em laboratório (Instituto de Ciências Biológicas - ICB FURG). 

O cultivo da cepa foi realizado em erlenmeyers de 250 ml com meio WC/2 

(composição em g.L-1: CaCl2: 36,8; MgSO4: 37; NaHCO3: 12,6; K2HPO4:  8,7; Na2N03:  

85;  Na2SiO3:  28,4;  Na2EDTA:  4,36;  FeCl3:  3,15;  CuSO4:0,010; ZnSO4: 0,022; CoCl2: 

0,010; MnCl2: 0,018; Na2MoO4: 0,0006; H3BO3: 0,1; Tiamina: 0,1; Biotina: 0,0005; B12: 

0,0005; Guillard and Lorenzen 1972). As condições das culturas no laboratório eram 

controladas: Irradiância: ± 100 �mol m
-2
s

-1
, Temperatura: ± 24ºC, Fotoperíodo: 12:12h 
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claro/escuro. Os experimentos foram realizados na fase exponencial da microalga, a qual 

foi observada através da análise da densidade celular em espectrofotômetro (680nm), de 

acordo com o que foi estabelecido em estudos realizados anteriormente no laboratório (da 

Luz et al 2016). Para cada experimento foi retirado do inoculo 30 ml, que foi centrifugado 

por 20 min, 3000g. O pellet retirado foi ressuspenso em 1 ml de meio WC/2, o qual foi 

dividido em 5 poços, de uma placa de 96 poços, com 200 �L (de acordo com o número de 

tratamentos), a placa é centrifugada novamente e é retirada uma alíquota para os ensaios de 

citotoxicidade, descritos abaixo (vermelho neutro: 100 �L MTT:100 �L) (da Luz et al., 

2016), sendo as amostras expostas por 6h aos contaminantes. O meio WC/2 foi utilizado 

para exposição das algas nos experimentos e no preparo dos contaminantes (Guillard & 

Lorenzen 1972). 
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O herbicida utilizado foi a atrazina, 2 �g.L-1, concentração máxima estabelecida 

como segura pela legislação brasileira para ambientes de água doce (CONAMA, resolução 

nº 357 de 2005), foi utilizada como referência para definição das demais situações. As 

outras concentrações testadas foram o dobro e 10 vezes o considerado seguro pela 

legislação (4  e 20 �g.L-1). 

Outro contaminante utilizado foi o cobre, segundo a legislação brasileira a 

concentração considerada segura é a de 9 �g.L-1, e foi estabelecido o mesmo padrão 

utilizado para atrazina, logo as demais concentrações testadas foram de 18 e 90 �g.L-1. 

Para análise dos dois contaminantes associados, foram escolhidas as concentrações 

consideradas seguras pela legislação brasileira, e as concentrações que se mostraram 

citotóxicas nos parâmetros analisados (integridade da membrana e funcionalidade 

mitocondrial). As legendas das misturas foram: A2CU9(sendo A: atrazina 2 �g.L-1, CU: 

cobre 9 �g.L-1); A2CU90 (sendo A: atrazina 2 �g.L-1, CU: cobre 90 �g.L-1).; A20CU9 

(sendo A: atrazina 20 �g.L-1, CU: cobre 9 �g.L-1).; A20CU90 (sendo A: atrazina 20 �g.L-1, 

CU: cobre 90 �g.L-1). 
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Para verificar a integridade da membrana plasmática foi utilizado o ensaio do 

vermelho neutro (2-amino-3-metil- 7dimetil-amino-cloreto de fenazina). Esse ensaio tem 

como objetivo avaliar a permeabilidade da membrana da microalga, evidenciada pela 
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capacidade de retenção do corante pelos organismos. 

Após a exposição de 6h aos contaminantes, a placa com as amostras foi centrifugada 

e os tratamentos retirados dos poços, sendo substituídos por 200 �L de vermelho neutro a 

40 �g.mL
-1 (diluído em meio WC/2). As células foram incubadas por 3h (~20oC), a placa 

foi centrifugada (20 min, 3000g) e o corante foi substituído por formaldeído (0,5% v/v, em 

CaCl2 1%). Em seguida, a placa foi centrifugada (por 20 min, 3000g) retirou-se a solução 

de formaldeído e foi adicionado 100 �L da solução de álcool-ácido (50% de álcool etílico – 

1% de ácido acético) que tem como função extrair o corante da célula (Babich e 

Borenfreund, 1991). A leitura da placa é realizada em espectrofotometria a 550nm, a maior 

intensidade de cor na amostra indica a maior retenção de corante pela microalga, a 

microalga com a membrana sadia retém mais corante. 

No modelo animal, o vermelho neutro é uma ferramenta para verificar a integridade 

lisossomal, neste estudo o modelo utilizado é uma célula vegetal, trabalhos apontam que 

em células vegetais o vermelho neutro é acumulado no citoplasma, logo tem a função de 

avaliar a integridade da membrana celular (Crippen e Perrier 1974, da Luz et al 2016). 
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Para o estudo da funcionalidade mitocondrial foi utilizado o ensaio do MTT (3-[4,5-

dimetiltiazol-2yl]-2,5-difenil brometo de tetrazolina). A funcionalidade da mitocôndria é 

avaliada através da atividade de enzimas relacionadas à respiração celular, células com 

mitocôndrias ativas convertem o MTT, de coloração amarela, em cristais de formazan 

(roxo).  

Depois que houve a exposição às condições experimentais, por 6h, a placa com as 

microalgas foi centrifugada (20 min, 3000g), e as amostras lavadas com 200 �L de meio 

WC/2 duas vezes, para remoção dos tratamentos. Após foi adicionado o MTT (0,5 mg/mL, 

concentração final) e a placa foi incubada por 3h em temperatura ambiente (Da Luz et al., 

2016). Terminado o tempo de incubação, a placa foi centrifugada novamente, o 

sobrenadante removido, e foi adicionado 200 �L de DMSO (dimetilsulfóxido), com a 

função de solubilizar os cristais de formazan formados (Riss et al., 2004). Para obter os 

resultados, a placa foi lida através da espectrofotometria (550 nm).  
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A atividade das proteínas responsáveis pelo mecanismo MXR foi avaliada a partir do 

ensaio acúmulo do fluorescente “Rodamina B” (substrato de proteínas de extrusão de 

xenobióticos). As condições testadas para esse ensaio foram primeiramente, a atrazina e o 

cobre separadamente, nas concentrações consideradas seguras pela legislação brasileira e 

10 vezes essas concentrações para ambos contaminantes. Quanto à mistura foram baseadas 

nestas concentrações sendo elas A2CU9 (A: atrazina 2 �g.L-1; CU: cobre 9 �g.L-1); 

A2CU90; A20CU9; A20CU90. 

Após as 6h de exposição ao contaminante, a placa com as microalgas foi 

centrifugada (20 min, 3000g), o tratamento retirado e a rodamina B (10�M) foi adicionada. 

As células foram incubadas por 1h, após foram realizadas de 2-3 centrifugações (20 min, 

3000g) até ser visível que o corante havia sido completamente removido do meio. 

Através de microscópio de fluorescência (Olympus IX81), com filtro (WG), as 

microalgas foram fotografadas em campo claro e a fluorescência, as quais eram analisadas 

com auxílio do programa ImageJ. A fluorescência foi transformada para preto e branco, e 

através do programa se obtinha um valor do número de pixels cinza, os quais eram 

divididos pelos valores obtidos da contagem de microalgas nas fotos de campo claro. A 

análise foi realizada através da relativização dos grupos tratamentos em função do grupo 

controle (100%). Quanto à interpretação dos resultados, o nível de fluorescência indica o 

quão ativado está o sistema de extrusão, quanto maior a fluorescência (mais substrato da 

proteína nas algas) menor a atividade das proteínas (menos substrato foi expulso das algas). 

Na tentativa de se identificar as proteínas de extrusão utilizadas pelos 

contaminantes, foi avaliada a atividade das proteínas em cada condição experimental na 

presença e ausência dos bloqueadores das proteínas P-gp (ABCB) e MRP (ABCC), 

verapamil (V4629, Sigma) e MK-571 sodium hydrate (M7571, Sigma), 

respectivamente. A análise das vias de extrusão foi realizada nos tratamentos: atrazina 

20 �g.L-1, cobre 90 �g.L-1  e a mistura das duas concentrações, a escolha foi feita 

baseada nos resultados de acúmulo de rodamina. A concentração de verapamil utilizada 

foi 30 �M e para MK-571 foram testadas duas concentrações 25 e 50 �M (Scherer et 

al., 2008). A exposição aos bloqueadores foi realizada juntamente com a rodamina e 

após incubação houve a retirada somente do substrato, com o intuito de manter as 

proteínas inibidas.  
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Para todos os resultados foram calculadas as médias e o erro padrão (SE) da média. 

Os resultados foram submetidos à ANOVA (análise de variância de um fator). Quando o 

valor do resultado foi significativo, era realizado o teste de comparação múltipla de 

Tuckey. Foram utilizados como valores significativos p� 0,05. Nos resultados referentes 

aos bloqueadores foi realizado teste T. 
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No ensaio do vermelho neutro nenhuma concentração foi citotóxica (P = 0.232; n= 

6, Fig 11 A). Quanto à atividade mitocondrial da microalga, a concentração de 20 �g.L-1 foi 

a única citotóxica para o organismo (P= 0,015; n= 6, Fig 11 B). 
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No ensaio com vermelho neutro, (Fig 12 A) foi observado que as concentrações de 

9 e 90 �g.L-1 são citotóxicas (P < 0,001; n = 6- 13), enquanto que em relação a atividade 

mitocondrial, nenhuma concentração foi citotóxica (P > 0,05; n = 6-7, Fig 12 B). 
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Figura 11 Integridade da membrana (A) e atividade mitocondrial (B) 
na microalga Desmodesmus communis em relação à exposição de 
diferentes concentrações de atrazina em �g.L-1. As barras 
representam o valor médio e erro padrão da viabilidade (%). Sendo 
Ctr = controle, M = metanol. Letras diferentes significam diferença 
estatística. 
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Nos resultados referentes à integridade da membrana, não foram observadas misturas 

citotóxicas (P > 0,05; n = 9-13, Fig 13 A). Quanto à funcionalidade mitocondrial, a mistura 

das concentrações que eram dez vezes maiores que o permitido pela legislação (tanto da 

atrazina quanto do cobre) mostrou-se citotóxica (P< 0,001; n = 7) (Fig 13 B). 
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Figura 12 Integridade da membrana (A) e atividade 
mitocondrial (B) na microalga Desmodesmus communis em 
relação à exposição de diferentes concentrações de cobre em �g.L-1. As barras representam o valor médio e erro padrão da 
viabilidade (%). Sendo Ctr = controle. Letras diferentes 
significam diferença estatística. 
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Quanto ao estudo da resistência a multixenobióticos, a atividade das proteínas ABC 

foi estudada em relação aos contaminantes separadamente e depois em mistura. As 

concentrações de atrazina e cobre testados separadamente, tiveram como resultado uma 

queda de 40% na retenção do substrato.  Nas algas expostas à concentração estabelecida 

como segura para a atrazina pela legislação (2 �g.L-1) houve maior ativação das proteínas 

ABC em relação ao controle. Com o aumento da concentração da atrazina em 20 �g.L
-1 a 

atividade das proteínas diminuiu, se igualando à das algas controle e à das algas submetidas  

a de 9 �g.L
-1 do cobre. Com o cobre 90 �g.L

-1 houve um aumentou na atividade da proteína 

diminuindo a retenção de rodamina em cerca de 60% em relação ao controle. (P < 0,001; 

n= 5-7, Fig 14 A e B). 
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Figura 13 Integridade da membrana (A) e atividade mitocondrial (B) na microalga Desmodesmus communis em 
relação à mistura da atrazina com o cobre. As barras representam o valor médio e erro padrão da viabilidade (%). 
Sendo Ctr = controle, A2CU9 = atrazina 2 �g.L-1cobre 9 �g.L-1. Letras diferentes significam diferença estatística. 
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Figura 14 A atividade das proteínas ABC na microalga Desmodesmus communis, sendo as barras 
representadas pelas médias (±SE) do acúmulo da rodamina (%) em relação as diferentes 
concentrações testadas Sendo Ctr = controle. Gráfico (A) referente a atividade nas microalgas 
expostas a atrazina, sendoA2 = atrazina 2 �g.L-1. . Gráfico (B) referente a atividade nas microalgas 
expostas ao cobre CU9= cobre 9 �g.L-1. Letras diferentes significam diferença estatística.  
 

 

Em todas as misturas de atrazina com cobre, observou-se maior atividade das 

proteínas do que as das proteínas das algas controle, expulsando da célula cerca de 40% da 

rodamina. Entretanto, na mistura A20CU9 a presença de cobre associado à atrazina gerou 

uma atividade maior do que quando o cobre isolado e passou a ter atividade na atrazina 20 �g.L-1 que não havia quando isolada. Na mistura de maior concentraçãotestada (atrazina 

20 �g.L-1 e cobre 90 �g.L-1)  teve  uma ativação ainda maior do que quando separados, 

expulsando cerca de 60% da rodamina exposta (P> 0,001;  n = 5-7) (Fig 15). 
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Figura 15 A atividade das proteínas ABC na microalga Desmodesmus communis, sendo as barras 
representadas pelas médias (±SE) do acúmulo da rodamina (%) em relação as diferentes 
concentrações testadas. Sendo Ctr = controle, A2 = atrazina 2 �g.L-1 CU9= cobre 9 �g.L-1. Letras 
diferentes significam diferença estatística.  
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Quando comparado o acúmulo de rodamina em algas submetidas à atrazina 20 �g.L-1 com e sem bloqueador para Pgp (verapamil), pode ser observado que na 

presença de verapamil o acúmulo de rodamina dobrou em relação ao tratamento sem 

bloqueador. Nas algas expostas ao cobre 90 �g.L-1 houve também um aumento do 

acúmulo de rodamina em relação ao cobre sem o bloqueador. A mistura testada 

(atrazina 20 �g.L-1 e cobre 90 �g.L-1) com o verapamil bloqueando a P-gp, obteve um 

aumento no acúmulo do corante (cerca de 50%) em relação ao tratamento que não 

possuía bloqueador (P < 0,001; n = 3 -17) (Fig 16 A). 

Quando o bloqueador de proteínas MRP, MK-571, foi avaliado que não houve 

variação significativa entre os tratamentos (P < 0,001; n= 3-17, Fig 16 B). 
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Figura 16 Atividade das proteínas do complexo MXR em relação aos bloqueadores específicos, as 
barras são representadas pelas médias (±SE) da retenção de rodamina em relação ás diferentes 
concentrações dos dois contaminantes, barras pretas são as concentrações em atividade normal 
enquanto que as cinzas possuem bloqueador. Sendo Ctr = controle, A20= atrazina 20 �g.L-1, CU90= 
cobre 90 �g.L-1 e A20CU90= atrazina 20 �g.L-1 misturado com cobre 90 �g.L-1.   (A) Bloqueador 
Verapamil, (B) Bloqueador MK-751). 
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Este estudo teve o objetivo de avaliar a citotoxicidade (através de dois alvos) 

dos contaminantes atrazina e cobre, isolados e associados, na microalga 

Desmodesmus communis, diante de sua capacidade de defesa. Em relação à 

exposição à atrazina, a concentração considerada segura pela legislação brasileira 

não foi citotóxica, sendo apenas a maior concentração danosa para a microalga. 

Todavia, para o cobre, a concentração considerada segura foi citotóxica para os 

organismos. Quanto à mistura dos contaminantes apenas a maior concentração 

causou efeito citotóxico. 

Neste estudo, microalgas expostas à atrazina, em todas as concentrações 

testadas, não apresentaram alteração na integridade de sua membrana, enquanto 

que a funcionalidade mitocondrial reduziu nas microalgas expostas à maior 

concentração testada (20 �g.L-1). Na microalga, Chlamydomonas reinhardtii, 

exposta por 24h à concentração subletal da atrazina (0,25 �M equivalente a 54 �g.L-1) foi observado que a integridade da membrana não se alterou (Esperanza et 

al. 2015). Os autores observaram maior expressão de genes relacionados a 

formação de energia, houve um aumento na atividade do metabolismo para 
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compensar o estresse causado pela atrazina, e concluíram que houve uma proteção 

da membrana por mais tempo do que outras funções celulares (Esperanza et al. 

2015). No entanto, para Desmodesmus communis a funcionalidade mitocondrial 

(envolvida com a atividade de produção de energia), foi alvo da citotoxicidade nas 

microalgas expostas à maior concentração testada de atrazina (20 �g.L-1). 

Enquanto a integridade da membrana não indicou citotoxicidade em nenhuma 

situação, corroborando o proposto por Esperanza e colaboradores (2015). 

A funcionalidade mitocondrial pode ter sido um alvo mais sensível em 

apontar a citotoxicidade nos organismos expostas à atrazina devido à natureza do 

contaminante. Como dito anteriormente, a ação da atrazina sobre as ervas-daninhas 

tem efeito inibidor da fotossíntese, as microalgas por serem organismos 

fotossintéticos são afetadas pelo herbicida (Mattoo et al. 1984; Berard e Pelte 

1999). 

Quando as microalgas foram expostas ao cobre, a integridade da membrana 

evidenciou citotoxicidade da concentração considerada segura pela legislação 

brasileira (9 �g.L-1) e assim como também de 90 �g.L-1, a funcionalidade 

mitocondrial não se mostrou sensível. Thomás e Colaboradores (1977) observaram 

em fitoplâncton, expostos, cronicamente, a concentrações de cobre (10, 23 e 50 �g.L-1), que nos primeiros dias havia inibição da fotossíntese nas maiores 

concentrações (23 e 50 �g.L-1), porém ao longo do tempo o fitoplâncton se 

recupera do estresse. Apesar das concentrações utilizadas serem próximas às 

testadas para Desmodesmus communis, não foi evidenciado alteração na 

funcionalidade mitocondrial. O fato da fotossíntese poder sofrer alteração não 

necessariamente reflete na alteração da funcionalidade mitocondrial. 

Na espécie de diatomácea, Phaeodactylum tricornutum, quando exposta (4– 

96h) em diferentes concentrações de cobre ( 0,05 – 1 mg.L-1) a viabilidade reduziu 

durante a exposição por 48h nas concentrações testadas, os autores acreditam que a 

integridade da membrana pode ter sido afetada pelo estresse oxidativo gerado pelo 

cobre (Cid et al. 1996). Apesar da metodologia e o tempo de exposição no estudo 

realizado por Cid e colaboradores (1996) serem diferentes do presente estudo, a 

exposição da Desmodesmus communis a concentração menor e aguda de cobre 

evidenciou citotoxicidade, logo, este resultado sustenta a sensibilidade do 

vermelho neutro em verificar a integridade da membrana.  
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A associação dos contaminantes (atrazina e cobre) não se mostrou citotóxica 

para as microalgas, segundo à integridade da membrana, entretanto quando foi 

avaliada a funcionalidade mitocondrial a maior combinação testada (A20CU90) 

apontou citotoxidade. Quando Chia e Colaboradores (2015) estudaram o efeito da 

exposição por 4 dias à mistura da atrazina  (0,005 – 0,50 mg.L-1) o cobre  (1- 2 

mg.L-1) foi estudado em Scenedesmus quadricauda, os resultados encontrados 

apontaram inibição do crescimento da microalga e estimulação da produção de 

proteínas antioxidantes. Logo, os autores indicaram que os contaminantes geraram 

um efeito aditivo aumentando a citotoxicidade (Chia et al. 2015). Em 

Desmodesmus communis, a maior concentração da mistura dos contaminantes 

resultou na diminuição da funcionalidade mitocondrial, no entanto, não foi 

observado um efeito aditivo. 

Como mencionado acima, apenas as maiores concentrações da atrazina e da 

mistura (20 �g.L-1 e A20CU90, respectivamente) foram citotóxicas, e quanto ao 

cobre foram as concentrações de 9 e 90 �g.L-1. Uma hipótese que explique porque 

as outras concentrações não gerararam citotoxicidade é o fato de que as linhas de 

defesa da célula se apresentam ativas, atuando na extrusão e/ou biotransformação 

dos contaminantes através das proteínas ABC, envolvidas no fenótipo MXR. 

Assim, complementando os ensaios de citotoxicidade, foi estudada a 

resistência a multixenobióticos. As microalgas expostas às concentrações de 

atrazina e cobre isolados, mostraram que as proteínas estavam ativas, sendo 20 �g.L-1 da atrazina e 90 �g.L-1 de cobre as concentrações com maior atividade que 

as demais condições. A expressão da P-gp em células de fígado de rato exposto à 

atrazina (10 – 300 mg.kg-1) por 5 dias, variou com o tempo de exposição.Ou seja, 

quanto maior o tempo em que as células foram expostas à atrazina maior era a 

expressão da P-gp, sendo 24h o primeiro tempo em que a proteína estava sendo 

expressa (Islam et al. 2002). Na microalga, estudada aqui, com 6h de exposição à 

atrazina, já foi possível evidenciar que a proteína estava ativa. Em uma espécie de 

alga marinha Scytosiphon gracilis foi verificada expressão de proteínas ABC na 

presença de 100 �g.L-1 de cobre (Contreras et al. 2010), concentração próxima à 

maior testada para Desmodesmus communis (90 �g.L-1) na qual a proteína também 

estava ativa. 

Comparando os resultados da citotoxicidade com a atividade das proteínas 
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ABC, observa-se que a concentração de atrazina permitida pela legislação 

brasileira (2 �g.L-1) não foi citotóxica, entretanto houve um aumento na atividade 

da proteína de defesa. Logo essa concentração não está sendo citotóxica em função 

da maior atividade das proteínas que realizam a extrusão do contaminante. Por 

outro lado, em 20 �g.L-1 de atrazina onde foi observada citotoxicidade a proteína 

apresentou atividade das proteínas próxima ao controle, neste caso, o sistema de 

defesa deixa de responder nessa faixa de concentração e o efeito tóxico é 

observado. Em relação ao cobre, Desmodesmus communis já respondeu com 

defesa celular (ativação da proteína) na concentração considerada segura pela 

legislação brasileira (9 �g.L-1), assim como na  concentração mais alta  (90 �g.L-1). 

Em ambas situações as proteínas apresentaram aumento da atividade, e mesmo 

assim as duas concentrações foram citotóxicas para célula. O que significa que 

mesmo com a proteína realizando a defesa da célula para essa concentração (90 �g.L-1) não foi o suficiente para manter a célula sadia, indicando alta 

citotoxicidade. 

A combinação dos contaminantes para análise da defesa celular foi baseada 

nas concentrações testadas separadamente, todas as concentrações apresentaram 

um aumento na atividade das proteínas ABC na microalga. Sendo a mistura de 20 �g.L-1 de atrazina com 90 �g.L-1 de cobre a condição que evidenciou a maior 

ativação das proteínas ABC.  Dentre as misturas, essa concentração (A20CU90) foi 

a única a ser tóxica para a célula nos ensaios de citotoxicidade. Cabe ressaltar que 

a literatura a respeito da resistência a multixenobióticos e algas é principalmente 

voltada à expressão gênica das diferentes proteínas da família ABC (Rea, 1999; 

Klein et al. 2006; Contreras, 2009). Sendo muito escassas as informações sobre a 

atividade das proteínas de defesa, tendo ainda alguns relatos sobre bloqueadores de 

vias de extrusão. Assim, diante desta situação é difícil a discussão sobre atividade 

das proteínas de defesa com dados prévios com outras espécies e contaminantes. 

Para estudar as vias que a microalga poderia estar utilizando para expulsar o 

contaminante, foi avaliado o efeito de dois bloqueadores de proteínas ABC, o 

verapamil (bloqueador de P-gp, ABCBs) e o MK-571 (bloqueador de MRP, 

ABCCs) juntos aos diferentes tratamentos em que foi avaliada a atividade das 

proteínas ABC. Nas análises com verapamil foi observado que na exposição à 

atrazina (20 �g.L-1) houve uma inibição (mais de 100%) da atividade da proteína, 

indicando que a P-gp é uma via de extrusão importante para o contaminante. 
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Quanto ao cobre 90 �g.L-1 houve também uma inibição (quase 100%) da proteína, 

nas microalgas, na presença de verapamil. As microalgas expostas à associação dos 

contaminantes (atrazina 20 �g.L-1 e cobre 90 �g.L-1), na presença do bloqueador 

verapamil,  também evidenciaram inibição da atividade da       P-gp. 

Para a microalga D. communis, os tratamentos que receberam o bloqueador 

MK-571(inibidor da proteína MRP/ABCC) não mostraram diferença em relação 

aos grupos que não tiveram a proteína bloqueada, não videnciando a inibição de 

atividade da MRP. Scherer e colaboradores (2007) estudaram a resistência a 

multixenobióticos, em uma espécie de diatomácea, e utilizaram inibidores das 

proteínas de extrusão celular, o verapamil e o MK-571. Os resultados obtidos pelos 

autores mostraram que o verapamil, testado em diferentes concentrações (50 -160 �M), não mostrou inibição dos mecanismos defesa na diatomácea. Enquanto que o 

MK- 571 inibiu as vias de defesa da célula quando expostas a concentrações 

maiores que 50 �M. O resultado do estudo realizado com a diatomácea é diferente 

dos dados encontrados neste estudo, onde o verapamil apresentou efeito ao inibir 

as vias de extrusão dos xenobióticos testados (atrazina, cobre e mistura), enquanto 

que o MK-571 não mostrou diferença.  ��)����
����%��
A sensibilidade dos testes de citotoxicidade pode estar relacionada com o 

tipo de contaminante e seu alvo de  ação.  A  atrazina mostrou-se  ter  como  alvo a 

mitocôndria, tendo a citotoxicidade evidenciada no ensaio da funcionalidade 

mitocondrial. Enquanto que para o cobre o teste mais sensível foi o relacionado à 

integridade da membrana plasmática, possivelmente como efeito do possível 

estresse oxidativo desencadeado pelo metal (Morcillo et al., 2015). Para a mistura 

dos contaminantes a funcionalidade mitocondrial foi mais sensível, mas apenas a 

mistura das maiores concentrações dos contaminantes foi citotóxica (A20Cu90), 

indicando maior efeito da atrazina. 

Os resultados da resistência a multixenobióticos mostraram uma relação 

inversa com a citotoxicidade, a concentração de atrazina permitida pela legislação 

brasileira (2 �g.L-1) não apresentou citotoxicidade, pelo fato das proteínas ABC 

estarem ativas. Quanto ao cobre, as concentrações testadas foram citotóxicas 

mesmo com a atividade das proteínas ABC. Por fim, todas as combinações de 

mistura mostravam proteínas ABC ativas, e ainda assim a maior delas  apresentou 
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citotoxicidade. No sistema de defesa MXR, as P-gp parecem ser uma via 

importante para a defesa celular. 
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No ambiente natural inúmeros fatores podem afetar a presença de 

contaminantes e a interação com os diferentes tipos celulares . O objetivo deste 

estudo foi verificar como dois contaminantes de diferentes características químicas, 

como a atrazina (composto orgânico) e o cobre (composto inorgânico), podem 

interagir com dois modelos celulares distintos, animal e vegetal.. Os modelos 

utilizados foram a microalga de água doce Desmodesmus communis, e os hepatócitos 

de zebrafish (ZF-L) que, ambos foram expostos a atrazina e cobre (isolados e 

associados). 

Os ensaios de citotoxicidade tiveram dois parâmetros celulares como alvo: 

integridade lisossomal/integridade da membrana celular e a funcionalidade 

mitocondrial. Para a microalga foi realizado também a análise da resistência a 

multixenobióticos (MXR), neste estudo foi identificada a atividade das proteínas 

ABC, sem registros na literatura (que aborda essencialmente a expressão). 

Comparando os resultados encontrados para a microalga com os das células de 

zebrafish, em relação à exposição à atrazina, apenas a maior concentração testada (20 �g.L-1)  foi  citotóxica  para  ambos  modelos, de acordo com alvos distintos, para a 

microalga a funcionalidade mitocondrial e opara o zebrafish a integridade 

lisossomal.. Os alvos celulares que identificaram citotoxicidade indicam relação com 

a natureza do contminante e com o tipo celular. 

A microalga foi mais sensível ao cobre do que os hepatócitos, pois já na 

concentração de 9 �g.L-1 (CONAMA), além da de 90 �g.L-1, foi evidenciado 

citotoxicidade em D.communis, enquanto que para as células de zebrafish apenas a 

maior concentração testada (90 �g.L-1) foi citotóxica. Quanto para a mistura dos 

contaminantes, a única concentração que foi testada em ambos modelos foi as 

concentrações consideradas seguras pela legislação brasileira (A2CU9), a qual não 

foi citotóxica para nenhum dos modelos celulares estudados. No entanto cabe 

ressaltas, que a analise de defesa celular, realizado apenas nas microalgas, mostra 

que nesta condição as células apresentavamatividade aumentyada das proteínas de 

extrusão de xenobióticos. 



60 

Estudos apontam microalgas como “detoxificadoras” dos ambientes, a 

presença desses organismos no ambiente pode diminuir a concentração de 

contaminantes através da biotransformação desses compostos, assim protegendo os 

consumidores do fitoplâncton. De acordo com este estudo a atividade das proteínas 

ABC defendem as células de sofrerem citotoxicidade. 

A análise com modelos celulares distintos permite o pesquisador a ter uma noção do 

quanto esses contaminantes podem afetar os organismos presentes no mesmo 

ambiente. A microalga apresentou uma sensibilidade aos contaminantes próxima à 

dos hepatócitos de zebrafish, o que torna interessante para futuros estudos sobre 

citotoxicidade, podendo-se inferir que modelos celulares distintos podem estar sendo 

afetados de forma semelhante. 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


