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RESUMO

Ambientes dulcicolas recebem influéncia de contantes provenientes das atividades
antropicas, como a agricultura e a industria. Bifegs contaminantes podem se encontrar no
ambiente aquatico através de processos naturaig) aedixiviagdo. O objetivo desse estudo
foi verificar a citotoxicidade da atrazina e do mlisolados e associados, em hepatdcitos de
zebrafish (ZF-L) e na microalg®esmodesmus communis. Para verificar a citotoxicidade dos
contaminantes em ZF-L foram avaliados a integridddessomal e a funcionalidade
mitocondrial (esta apenas na mistura). Na microdlgam avaliadas a integridade da
membrana e a funcionalidade mitocondrial, além tdadade das proteinas ABC (ABCB e
ABCC) na extrusdo dos contaminantes. Foi obsercédtoxicidade da atrazina e do cobre

em ZF-L de 4 e 2Qg.L™* e 90ug.L?, respectivamente. E para microalga, apenas aar&fin
-1
ng.L" e cobre 9Qug.L™ foram citotéxicas. Nos hepatécitos a mistura dezata 4pg.L e
-1
cobre 90pg.L foi citotdxica, sendo a integridade lisossomal negssivel em apontar a

-1 -1
citotoxicidade. Quanto a mistura para microalgaatdezina 2Qug.L. e 90ug.L cobre foram

citotoxicas. Nas microalgas, a integridade da mamdfoi mais sensivel em cobre, enquanto
a funcionalidade mitocondrial em atrazina e nauméstAssim, relacionando a sensibilidade

do alvo, natureza do contaminante e o tipo cel@amproteinas ABC nas microalgas expostas

aos contaminantes, separados e em mistura, mostsarativas (exceto atrazina QQ.L_l).

Os resultados indicam uma relacdo negativa enfesaeelular e citotoxicidade, e a P-gp é
uma via de extrusédo importante. Concluindo, pard. Zmicroalgas, ambos contaminantes
foram citotoxicos. Para as microalgas, a citotakide dos contaminantes esta relacionada
com a falta de capacidade de defesa das micro&lgasentracdes dos contaminantes que nao
apresentem citotoxicidade, ja evidenciam atividdake proteinas de extrusdo de xenobibticos,

apontando o mecanismo como biomarcador de defadarce

Palavras-chave Desmodesmus communis, citotoxicidade, proteina ABC, herbicida, metal,
defesa celular.



ABSTRACT

Freshwater environments are influenced by contamigsntom human activities, such
as agriculture and industry. Different contaminacds be found in the aquatic environment
through natural processes, like lixiviation. Theof this study was to verify the cytotoxicity
of atrazine and copper, both isolated and assakiateebrafish (ZF-L) hepatocytes and in the
Desmodesmus communis microalgae. Lysosomal integrity and mitochondriahdtion(the
latter only in the mixture) were assessed to vetify cytotoxicity of the ZF-L contaminants.
In the microalgae, both membrane integrity and afitmdrial function were assessed; besides
the ABC proteins activity(ABCB and ABCC) in the axgion of contaminants. Cytotoxicity
of atrazine and copper was observed in ZF-L of d 20iug.L™* and 90ug.L™, respectively.

With the microalgae, on the other hand, only atr@Z20pug.L™ and copper 9¢ig.L™* were

-1 -1
shown to be cytotoxic. In the hepatocytes, theg4 atrazine and 9Qg.L copper mixture

was cytotoxic; with the lysosomal integrity bein@ma sensitive in pointing cytotoxicity. The

microalgae mixture of atrazine 2|(@1.L_1 and QOug.L_1 copper was shown to be cytotoxic. In
the microalgae, the membrane integrity was moreitea in copper, whilst mitochondrial
activity was sensitive in atrazine and in the migiuthus relating the sensibility of the target
with, both the nature of the contaminant, and tled type. The ABC proteins in the

microalgae exposed to the contaminants, separatédmathe mixture, were shown to be

active (except 2(1Lg.L_1 atrazine). The results indicated a negative wmiatbetween cell
defense and cytotoxicity, with the P-gp being apontant extrusion means. In a nutshell, to
the ZF-L and microalgae, both contaminants weravshim be cytotoxic. To the microalgae,
the cytotoxicity of contaminants is related to thek of defense capacity of microalgae.
Contaminant concentrations that do not show cytoityx already show activity in the

proteins of xenobiotics extrusion, indicating thealanism as a biomarker of cell defense.

Key-words: Desmodesmus communis, cytotoxicity, ABC protein, herbicide, metal, cditfense.
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INTRODUCAO GERAL
1-Origem de contaminag¢do em ambientes aqudticos

A economia do estado do Rio Grande do Sul (RS)idaseem grande parte na
agropecuaria, indastria e servicos (FEE 2012). &8latéo a produgdo agricola, os cultivos
gue geram mais riqueza para o Estado, séo os @easnyz, fumo e milho (FEE 2015). A
pratica do cultivo de milho é importante para anecoia do Estado, o qual ocupa o
segundo lugar, em relacdo aos estados brasilaerslo progressivo o crescimento na
producdo no Estado. Em 2000, a area ocupada atingisi de 1,4 milhdes de hectares,
com producdo de 3,9 milhdes de toneladas, jA nodan®013 cerca de 1,05 milhdes de
hectares de area cultivada, com uma producdo denbhdes de toneladas (Embrapa
2014).

A falta de fiscalizagdo pela legislagdo e o excedmsssas atividades podem ter
interacdes negativas nos ambientes naturais. Althses de producéo agricola demandam
um maior uso de agrotoxicos para controlar possimeigas que possam afetar as culturas,
sendo que o Brasil possui o maior mercado consundigl@agrotéxicos dentre os paises em
desenvolvimento (Peres et al. 2007). Um dossiézezld pela ABRASCO (Associacao
Brasileira de Saude Coletiva) no ano de 2012 (Qare¢ al. 2015) constatou que o Estado
do Rio Grande do Sul esta entre os maiores consuesidle agrotdxicos.

Existem diversos tipos de agrotoxicos que sao reodados para plantacdo de
milho, como por exemplo, fungicidas, inseticidakegbicidas. Dentre 0os compostos, 0s
principios ativos mais utilizados sdo glifosatorbofurano e atrazina. A funcdo dos
compostos é impedir o crescimento de ervas daniah@gsenca de insetos e outras pragas
que possam causar dano a plantagéo (Rodrigues.2009)

Fatores climaticos, como pluviosidade e ventossteuwira do terreno, como por
exemplos solos argilosos que possuem maior caghcita reter agrotoxicos (Chelinho et
al. 2012), séo fatores que influenciam na contagdioada agua (Spongberg e Martin-
Hayden 1997).



No estado do Rio Grande do Sul, a Lagoa dos Patedaa sofrendo
contaminagdo pelos agrotoxicos utilizados nas pidies que ficam no entorno do
estuario (Schwochow e Zamboni 2007). Além de agrotd, outro problema é a
contaminagdo por compostos inorganicos pela indysto estado do Rio Grande do
Sul, houve exploracdo mineral nas Minas do Camadisia foi uma atividade
econdmica que ocorreu por mais de um século, geranth alta contaminagéo por
cobre na area. Esse metal acabou sendo lancadant#rge no Arroio Jodo Dias,
desaguando na Lagoa Dos Patos (Laybauer e Bid®@#3.19

Na cidade de Rio Grande ha uma forte presencavddaale industrial. Além de
possuir o segundo maior porto do pais, ha uma otmag@o de industrias de
fertilizantes, refinaria, entre outras pequenasisirias proximas ao estuério da Lagoa
dos Patos. Niencheski e colaboradores (1994) estuda distribuicdo de metais trago
particulados na Lagoa dos Patos e observaram que hana concentracao
significativa de cobre e chumbo na 4gua, o queutsres concluiram que devia ser
proveniente da atividade industrial na cidade dw ®iande. Mirlean e colaboradores
(2003a,b) pesquisaram fontes de poluicdo de metasedimento da Lagoa dos Patos e
constataram uma alta contaminagdo por compostagénicos e que tem origem
industrial e doméstica. Tendo em vista que ha sepiga de diversos contaminantes no
mesmo ambiente, estes podem se encontrar facilnreatagindo e tendo diferentes
respostas.

2-Atrazina
A atrazina é um composto organico com a funcacedeitida comumente utilizado

no mundo inteiro (Silvestre et al. 2002), € usanl&io Grande do Sul principalmente na

cultura de milho e de cana-de-acucar (Kleinschenigl. 2006) (Figura 1).
Cl
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Figura 1 Biomolécula da atrazina
(http://lupload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/6/6e/Atrazin.svg/200px- Atrazin.svg.png)
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Segundo IBGE (2013), dentre os agrotoxicos maispcados no Brasil, a atrazina
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estd em terceiro lugar, sendo o glifosato em pronkigar e o 2,4-D em segundo. A
atrazina age inibindo a cadeia de elétrons nodattsna I, resultando no impedimento da
fotossintese, controlando o crescimento de ervainluas (Trebst et al. 1993). E um
agrotéxico de classe 11l (ANVISA 2003), sendo cdesado mediamente téxico.

A presenca da atrazina no ambiente pode gerar acwimlagdo nos tecidos
gordurosos, devido & natureza lipofilica do conteamie (Eisler 1989). A acdo da atrazina
em exposicao cronica foi estudado em um crustaeefigda docePseudosida ramosa, e
foi visto uma diminuicdo na fecundidade e produgéoovos (Freitas e Rocha 2012). O
efeito téxico da atrazina foi estudado em varioglehas animais, e parece ter como alvo
principal o controle enddcrino da reproducdo. Etosr@xpostos a atrazina, no trabalho de
Stoker e colaboradores (2000), foi observado atdaspuberdade com a diminuicdo do
horménio luteinizante (LH). Entretanto, outros &\tém sido reportados além do sistema
reprodutor. Em caranguejos eurialinos foi observgde a exposicdo ao contaminante
ocasionou um efeito danoso no epitélio das brasgins animais, causando um disturbio
na regulacé@o ibnica, baixando a concentracdo de (Bifvestre et al. 2002). Além da
atuacdo da atrazina quanto a danos fisiolégicasolbgicos e bioguimicos, também héa
trabalhos que apontam dano de DNA (Santos e Mart@®d?2). Zhu e colaboradores
(2011) observaram genotoxicidade em machos e fédezsbrafish com o aumento da
concentracao de atrazina.

Efeitos citotoxicos da atrazina foram analisadoscétulas da epiderme da carpa do
limo, que é um peixe de agua doce, o agrotéxicazras células da linhagem ZC7901 a
entrarem em apoptose, além de ter sido observadonento de espécies reativas de
oxigénio (Liu et al. 2006). Em outro estudo foi ehsdo estresse oxidativo eabrafish,
(peixe de agua doce), Dong e colaboradores (20@8)saram a ag¢do do herbicida em
relacdo as enzimas do complexo citocromo p450, w@sqtiveram sua atividade
significantemente estimulada. Blahova e colaboeslo(2013) também observaram
aumento de enzimas antioxidantes apds uma expositfnonica de juvenis debrafish

a atrazina.

3- Cobre
Cobre é um composto quimico inorganico, este néei@portante para diversas vias

metabdlicas dos organismos, porém em altas coagdeis a presenca do cobre pode ser
toxica. Diversos estudos apontam os efeitos queertragces altas de cobre podem ter
sobre uma variedade de organismos. Gomes e cotiiresa(2011) observaram estresse

oxidativo nas branquias de moluscos devido a queédrsistema de defesa antioxidante e
8



inibicdo da acetilcolinesterase. Em anfipoda o e&dbve o efeito de diminuir a taxa de

sobrevivéncia, crescimento e reproducdo (Pratd.t043). No estudo de linhagens de

hepatdcitos da truta arco-iris, foi observado efdid metal causando dano na integridade
das membranas, 0 que resultou na apoptose daasc@fubmschnabel et al. 2010).

Em zebrafish foi feito um estudo sobre a agcdo de cobre no debemento
embrionario, no entanto o cobre teve o efeito tkra a linha lateral, comprometendo a
sobrevivéncia do peixe (Johnson et al. 2007). Nemoemodelo utilizado neste estudo,
Sandrini e colaboradores (2009) analisaram ososfdib cobre em hepatdcitos zdbrafish
(ZF-L) através da geracao de espécies reativagigéro (ROS) e a expressdo de genes
de reparo de DNA. O resultado obtido no trabalho de que o cobre em altas
concentracdes aumenta a presenga de ROS intracatutstrando que houve stress
oxidativo, porém no teste de expressédo de genasadgres de DNA ndo houve a inducéo
através do cobre.

Apesar do cobre ser um micronutriente importanta pacrescimento e metabolismo
de algas, em concentragOes altas pode inibir ccionesto dos organismos (Erickson
1972). Cid e colaboradores (1995) expuseram cobre ¢ 1 mgt) em microalgas
marinhas e observaram que houve uma diminuicaaxaade fotossintese e de crescimento
dos organismos. Vendo que diferentes organismosrsdfeitos frente a presenca de altas
concentracdes de cobre, é interessante que hadoeda exposicdo do contaminante a
modelos experimentais diferentes.

4- Mistura
A associacdo de contaminantes podem ter difereaggostas, como por exemplo,

por estarem no mesmo ambiente um herbicida poddd#os variados na presencga de um
metal. Em um estudo que teve o objetivo de verificafeito toxico do cobre, glifosato e
dos dois compostos associados em minhocas, oseautdaiservaram que quanto aos
contaminantes isolados, no caso da exposi¢cdo ae aamortalidade era alta enquanto que
o glifosato ndo causava mortalidade. No entantando o herbicida era combinado com o
cobre a mortalidade diminuia em relacdo & exposgg@ada de cobre, o que os autores
atribuiram & formacgdo de complexos glifosato-c@s®m diminuindo os niveis de cobre
livre, que se mostrou ser a forma téxica as minhiocaestudo (Zhou et al., 2012).

Wen e colaboradores (2011) verificaram os efeitosid agrotoxico organoclorado,
de cobre e de ambos combinados em uma microalgdiz&@am testes para avaliar se
havia diferenca na geragéo de espécies reativasgiEnio (ROS), na taxa de concentragéo

de clorofila e de crescimento da alga. O resulfaid@ue quando os complexos metais-
9



herbicidas eram formados havia um aumento sighiWcade ROS, o que causava
diminuicdo da concentragdo de clorofila e da tagactescimento. Os contaminantes
isolados também causavam o mesmo dano, porémaaggsndo complexo favorecia uma
forma mais danosa do herbicida.

A atrazina possui a capacidade de formar complgxa® com metais. Decock e
colaboradores (1985) analisaram a formacdo de exoplestaveis entre s-triazinas e
cobre, e mostraram a unido do composto orgéanico comorganico, onde o anel de
nitrogénio da triazina (Figura 3) é o principalicsite ligacdo com cobre. Martin e
colaboradores (1998) investigaram a interacdo emta¢razina e metais. O resultado do
trabalho mostra que a atrazina tem uma formacamuaiplexos estaveis com cobre, zinco
e cadmio, essa relagédo ocorre devido a substiteiedama molécula de dgua da esfera de
solvatacdo. Em comunidades de microalga expostascantaminantes isolados e a
mistura, 0s autores observaram que a atrazina ltéfolaa composi¢do dos organismos
enquanto o cobre reduziu o nimero de microalgagritEnto, a mistura néo teve efeito na
comunidade de microalgas (Gustavsod e Wéangberg).1995

Alsop e Wood (2013) procuraram estabelecer reltipéoa entre farmacos e metais,
analisando a mortalidade de larvas abbrafish. No que concerne a toxicidade dos
farmacos, apenas a fluoxetina em uma concentraltdo(lB0pM) mostrou 100% de
mortalidade, em contraponto com as concentracoemnmee (0,65uM; 0,5 uM; 0,1 puM;
0,05 pM) que nao levaram a mortalidade das la®asobre e os outros metais testados
separadamente tiveram apenas a diminuicdo de ianarma (N e K'). Entretanto,
qguando foi realizada a mistura com o cobre houvewumento na mortalidade em todas as
concentracdes de fluoxetina, exceto na concentrded®,05 pM. No tratamento em que
misturaram diversos farmacos ndo houve efeito,rparé grupo que houve a mistura dos
compostos com o cobre, e havia 0,1 uM de cada &rrfreo estudo foi observado outros

farmacos além da fluoxetina), houve um aumentdfgigtivo na mortalidade.

5- Modelos experimentais
Sabendo que os contaminantes afetam todos os smygasipresentes no ambiente

aquatico, é interessante que haja uma explorac&oodelos experimentais para que se
tenha uma ideia mais ampla dos efeitos que os roamates podem ter sobre diferentes
grupos. No caso desse estudo, foi escolhido unfadem de células (ZF-L) e um
organismo (microalga). Para esse estudo foranzaditis dois modelos celulares distintos,
um foi a cultura estabelecida de hepatdcitogedeafish (ZF-L). (Figura 2).

10



ATCC Number: CRL-2643
Designation:  ZFL

Scale Bar = 100pm Scale Bar = 100pm

Low Density High Density

Figura 2 Cultura estabelecida de hepatdécitos de zebrafifoto retirada do site da ATCC)

A linhagem foi estabelecida a partir do peixe deaédpcezebrafish (Danio rerio) da
familia Cyprinidae, possui um tamanho pequeno ¢&b (Figura 3). O peixeebrafish,
teve seu genoma codificado e é visto como um mopata estudos fisiol6gicos pois 0

animal possui um desenvolvimento rapido (Bopp.2@06).

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

A cultura estabelecida de hepatécitogaleafish € amplamente utilizada em estudos
toxicolégicos. Em um estudo que procurou compareuliara primaria de hepatécitos em
relacdo a cultura estabelecida, (Eide et al. 20kd)n diferencas na expressao de varias
proteinas entre os dois modelos, entretanto adehamostrou-se valida para estudos
toxicoldgicos. Outro modelo utilizado neste estufitd a microalga Desmodesmus
communis (Classe: Chlorophyceae; Ordem: Chlorococcales)agaeenta ser um agrupado

de 2- 4 células (Figura 4).
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Figura 4 Microalga Desmodesmus communis, foto préopria retida através do microscépio, aumento de
40x

Microalgas podem servir como um bioindicador da liJade de ambientes
aquaticos. Yang e colaboradores (2014) verificague Chlorella vulgaris pode ser
utilizada para monitoracdo de zinco em ambientegtamps, devido aos resultados que
mostraram a habilidade da alga em se associamao ei pela ativacdo de proteinas que
detoxificam os metais.

Estudos demonstram a capacidade de biorremediagialgumas espécies podem
realizar frente a um tipo de contaminante, comog@mplo, (Gonzalez- Barreiro et al.
2006) verificou que uma microalga e cianobactésiaseguiram reduzir a contaminacéo de
herbicidas triazinicos em &gua doce. Além dissgessorganismos possuem um
crescimento rapido e facil manutengéo (An et é9)3acilitando a realizagé@o de trabalhos

sobre toxicologia, e por serem microscopicas genemos residuos do girevivo.

6- Ensaios de citotoxicidade
A utilizacdo de testem vitro possuem vantagens em relagdo aos realizados com

animais, tanto pelo custo, a velocidade em queessltados sdo obtidos. A legislacédo
recomenda a utilizagdo de ensains/itro por serem meétodos alternativos que evitam a
utilizacéo de animais, e em caso de estudos taxjams reduz a produgéo de residuos dos
contaminantes (Rogero et al. 2003). Os testes toxicidade permitem que o
pesquisador avalie os efeitos dos contaminantdseh celular auxiliando a identificagédo
do mecanismo de acdo. Além disso, os estudastro podem identificar variacdes de
parametros da célula diante da exposicdo a pokleqte podem servir como
biomarcadores celulares da contaminacdo (Van dest @b al. 2003) Através dos

12



biomarcadores pode ser identificado se o contartérestd sendo citotoxico antes que haja
outros sinais de estresse.

Existem na literatura ensaios para andlise de etfifes pardmetros como, por
exemplo, a membrana plasmatica com o ensaio desgxcido azul de trypan (Freshney
2005). Alguns tém como alvo a atividade de algumazinea relacionada a viabilidade
como o LDH que avalia a producgéo da enzima Laddasidrogenase, que é um indicador
de dano na membrana celular (Fotakis e Timbrel6200utros testes visam verificar a
viabilidade de algumas organelas como a estabdididlisossomo (através do ensaio do
vermelho neutro) (verifica) e a funcionalidade modndrial (através do MTT ¢3-(4,5)-

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

7- Defesa celular
Perante essa grande quantidade de agentes toxieasiq despejados em ambientes

aquaticos, 0s animais que vivem nesse meio podear am potencial sistema de defesa
celular chamado de MXRmiltixenobiotic resistance) que faz o efluxo de substancias
prejudiciais a célula. Esse mecanismo foi desdrittalmente em células tumorais de
mamiferos, como sistema MDRn({ltidrug resistance). Este foi descoberto devido a
tratamentos quimioterapicos que ndo obtiveram socesna vez que as ceélulas tumorais
se tornavam resistentes as drogas, transportanuirasgora (Bard, 2000).

O sistema MXR atua utilizando energia (ATP) paemgportar substratos contra o
gradiente de concentracdo. Nesse sistema de defedaas proteinas, da super-familia
ABC (ATP binding cassete) que se destacam na importancia desse mecanisoefasa a
contaminantes, uma é a proteina transmembrana @ (P-glicoproteina) ou proteina
ABCB, que faz a extrusao de substancias estrammsreodifica-las. E a outra é a MRP,
ou ABCC, que necessita da biotransformacdo da &ubiat para facilitar a extrusao
(Gottesman e Pastan 1993, Bard, 2000).

Quando a P-gp ndo consegue eliminar todos compostassegunda linha de defesa
€ ativada, e enzimas do sistema de biotransformagdam a metabolizacdo, que ocorre
através da conjugacdo do xenobiotico com a glutati@ssa conjugacao ocorre em duas
fases, a fase | onde ocorre a hidroxilagéo viazarencitocromo P450 e o composto ainda
€ eliminado através da P-gp, e a fase Il onde lks@dnfugacdo do xenobibtico com a
glutationa. Quando ocorre a fase Il o compostodisformado é eliminado pela proteina
abcc (Bard, 2000). (Figura 5)
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Figura 5 Esquema do funcionamento dos mecanismos de defess proteinas, quando um xenobidtico
entra na célula. (Bard 2000).

O sistema MXR ndo € apenas encontrado em animagssds estudos conseguiram
verificar a expressdo dessas proteinas em célaligstais. Esse conjunto de proteinas
comecou a ficar em evidéncia ap0s o sequenciangemtgtico daArabidopsis (que tornou-
se organismo modelo para pesquisas com planta® fmmdm observados genes ABC
(AGI 2000). Sabe-se que ha outras funcdes alénetixiticacdo vacuolar (Wanke e Uner
Kolukisaoglu 2010) com envolvimento das ABCs, cofancéo transporte de ions, no

crescimento e desenvolvimento da planta (Martiedi. 2002).

Existem poucos trabalhos sobre essas proteinas éuofasc vegetais, logo é
interessante haver mais estudos sobre seus meocaniainda mais os relacionando a
contaminantes que podem estar presente no ambiNatditeratura, sabe-se que os
compostos que ndo sdo metabolizados pela céludngarte sdo transportados para fora
via proteina ABCB e os que sofrem biotransformag@oam expulsos das células via
ABCC. Estudar os métodos de defesa das célulaizangi entendimento do mecanismo
de acéo dos contaminantes e como essa defes@@teficontra as pressdes impostas pelas

atividades antrépicas.

8- Objetivos
O presente estudo foi dividido em dois capitulende o primeiro referente a

citotoxicidade dos contaminantes atrazina e cois@agdos e mistura) em hepatdécitos de
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zebrafish (ZF-L). No segundo capitulo também foi estudadaitatoxicidade dos dois
contaminantes, porém o organismo utilizado foi ara@lgaDesmodesmus communis, e sua

relagdo com a atividade das proteinas ABC.
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1.1-Resumo

Atividades econbmicas no entorno de corpos d'agodem gerar alto nivel de

contaminagdo na agua. No Brasil, as principaisdatiles sdo agricultura e inddstria, isso
faz com que contaminantes diferentes possam estgernge no mesmo ambiente. Um
herbicida mundialmente utilizado na agriculturaatrazina. Quanto a residuos industriais,
estudos apontam a consequente presenca de cobrebmente aquatico. O objetivo desse
estudo foi verificar a toxicidade da atrazina e abre (isolados e associados) em
hepatocitos deebrafish, através de dois parametros celulares a integritiadssomal e

funcionalidade mitocondrial, utilizando o modéfovitro como ferramenta para andlise da
qualidade ambiental. Resultados indicam que os aounantes nas concentragdes
estabelecidas pela legislagdo brasileira ndo cawsatano no lisossomo, apenas as

maiores concentraces foram citotoxica para essenedro (atrazina: 20g.L™”" e cobre

90 ng.L™Y). O ensaio da integridade lisossomal foi mais isehslo que a funcionalidade

mitocondrial para a mistura dos contaminantes,eemithndo que a mistura da atrazina 20
ng.L™t com o cobre 9Qug.L™ foi citotéxica. As maiores concentracfes testaoms

atrazina (2Qug.L™), cobre (90ug.L™") isolados, foram citotoxicas. Em relacdo a mistura

teste mais sensivel em identificar citotoxicidanieafintegridade lisossomal.

1.2-Introducao
Ambientes aquéticos costumam ser influenciados p8lédade humana, com a

utilizac@o de agrotoxicos para protecdo da collgeitdra possiveis pragas. A agricultura €
uma atividade que contribui para a contaminacdoadass. A atrazina € um herbicida
mundialmente utilizado, sendo usado em plantac@smiho e cana-de-acucar, €
considerado mediamente toxico (ANVISA, 2003). Goade herbicida em relacéo as ervas-
daninhas é a inibicdo da cadeia de elétrons nedistema Il, resultando no impedimento
da fotossintese (Trebst et al., 1993). No entaatatrazina ndo atinge apenas as ervas-
daninhas, classicamente, em organismos ndo altadosscorrelacionam o herbicida com
danos no sistema enddcrino relacionado a reprodiga@rtebrados, producédo e eclosédo
de ovos (Kmeti et al., 2008; Tillitt et al., 2010; Foradori et,a2011; Shenoy, 2012;
Pogrmic-Majkic et al., 2014). No entanto outrositefetem sido descritos, como estresse
oxidativo ( Jin et al. 2010; Blahova et al. 2013tieacao das enzimas do citocromo P450 (
Dong et al. 2010; Fu et al. 2013).

Além da agricultura, a industria é uma atividade gausa um impacto no ambiente,
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através de seus residuos, efluentes e vazamenggdincias toxicas. Alguns trabalhos
correlacionam a contaminagdo de metais nos ambienta a atividade industrial. O cobre
que € um metal essencial para os organismos, aotenem excesso pode ter um efeito
toxico para os animais (Olivares e Uauy, 1996).d&mes {n vivo ein vitro) foram vistos
efeitos relacionados a estresse oxidativo (Craigl.eR007; Sandrini et al. 2009), entre
outros. Esses efeitos podem levar a consequenteuig@o de sobrevivéncia de embrides
de peixes, comeebrafish (Johnson et al., 2007).

Com o fato de que diversas fontes de contaminag@terpliberar residuos no
ambiente e de que fatores ambientais podem facditdransporte” dos contaminantes
através de processos como a lixiviagéo, pluviogidaentos ou até sendo retido no solo, 0s
contaminantes podem alcancar o ambiente aquéatpon{®erg e Martin-Hayden, 1997;
Chelinho et al.,, 2012). Contaminantes de difererdasacteristicas quimicas podem
interagir no ambiente, sendo assim importante kzagdo de estudos sobre a associacao
destes compostos, pois sua mistura pode ter efetesdos. O efeito de misturas ja foi
observado em alguns estudos toxicol6gicos companaradais com herbicidas (Wen et al.,
2011; Wang et al., 2015). Outro fator relevante dowmmacdo de complexos entre
contaminantes, a atrazina possui a capacidade rderfocomplexos junto com metais
(Decock et al., 1985; Martin et al., 1998). Diarde diferentes interacbes que o0s
contaminantes podem ter, € pertinente que hajal@sttelacionados com o efeito da

mistura nos organismos.

Estudosn vitro apresentam vantagens como: geragdo de pouco reaitamlidade
de reproduzir os experimentos (variaveis contradaga ambiente de laboratoério), relativo
baixo custo e resultado rapido (Bols et al., 2086)egislacéo brasileira sugere o uso de
experimentacdoin vitro para estudos toxicolégicos como um método altmmat
relacionado aos experimentsvivo. Neste estudo, foi utilizada a linhagem estabéteci
de hepatocitos debrafish (ZF-L) para estudar a citotoxidade dos contamesnt

Presumindo que contaminantes podem interagir noiesmeb e podem afetar
diferentes alvos no organismo, o objetivo do priesestudo foi verificar a citotoxicidade
da atrazina e do cobre separados, e em mistura Bepatécitos deebrafish, em cultura.
Para verificar a citotoxicidade dos contaminansedados foi utilizado como parametro a
integridade lisossomal, enquanto que no estudoisiana foi investigado a viabilidade de
dois alvos celulares através da integridade lisnak@ funcionalidade da mitocdndria.

Espera-se que as concentragcdes ditas como segalaslggislagdo brasileira néo
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apresentem citotoxicidade, enquanto que concemsaginiores sejam citotoxicas. Em
relacdo a mistura, espera-se que haja uma integi#i® os contaminantes alterando o

observado nos ensaios de exposi¢éo aos contangnsoiEdos.

1.3- Metodologia
1.3.1- Manutencdo da Cultura Celular

Foram utilizadas culturas estabelecidas de hepasddezebrafish (ZF-L), obtidas
da Colecao AmericanaAmerican Type culture collection (ATCC) e depositadas no Banco
de Células do Rio de Janeiro - UFRJ, as célulaafamantidas em meio RPMI 1640,
suplementado com soro fetal bovino (10%), antib@t{penicilina e estreptomicina) e
antimicético (1%), a temperatura de 28°C.

As células foram repicadas 2 vezes por semanap Sgunel antes da preparagdo da
placa para experimento, era retirada uma aliquetaélulas da garrafa e verificada a
viabilidade de acordo com a membrana celular, &saa metodologia do azul tgpan
(0,08%). Atingindo 95% de viabilidade, as célulasne colocadas em uma placa de 96

pocos, onde cada tratamento possuia 5 réplicas, cencentracdo de células por pocgo

era de 2,5x1%céls/m|. Apés um periodo de 24-48h para ostdepas aderirem na
placa, a exposicdo ao contaminante era realizadln Penos 3 experimentos por

ensaio/condicao experimental foram realizados.

1.3.2- Condic¢des experimentais
O tempo de exposi¢cao aos contaminantes utilizddiode 6h, tendo em vista que em

experimentos realizados anteriormente em nossodtbim foi observado que, em salina,
as células hepéticas debrafish mantém sua viabilidade inalterada nesse periodm Co
este pressuposto, a solucdo salina para verteb(@awsposicdo em mM: NaCl: 112,6;
CaCh: 1,81; KCI: 1,85; NaHCe@ 2,38; HEPES: 5) foi utilizada na exposicdo dos
contaminantes em todos os experimentos realizpdos,evitar a interacdo e formagéo de
complexos entre 0os contaminantes e 0s compostaeenies no meio de cultura (como
aminoacidos e proteinas), que pudessem alterasaftados obtidos devido a alteracdo da
biodisponibilidade do contaminante.

1.3.2.1- Atrazina
O composto organico utilizado foi a atrazina (Sigidrich), as concentracdes

foram selecionadas com base na concentracdo mé&stabelecida segura em ambientes
aquaticos de agua doce, pela legislacdo bras{l@salucao n° 357 de 2005), que é de 2

ng.L™t. Sendo entéo, as concentragées nominais testadad & 20ug.L™.
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Sabendo que a atrazina é insolivel em agua, ordgelwtilizado aqui foi 0 metanol
(Bringolf et al., 2004). Para analisar seu possifelito téxico sobre as células, foi
realizada uma curva de viabilidade, com difereatexentracdes de metanol (0,1; 0,5; 1; 5
e 10% em salina). A concentracédo de metanol defipéda ser o solvente foi considerada o
segundo grupo controle (sendo o primeiro controlsalina pura) nos experimentos

relacionados a atrazina.

1.3.2.2- Cobre ,
N
O composto inorganico utilizado foi o cobre (Cwa forma de Cug), sendo as

condi¢cbes experimentais baseadas no limite estatdelgela legislacdo brasileira (na
-1
resolucao n° 357 de 2005) que é degd . As concentracdes nominais utilizadas foram

1
4,5;9; 18; 9Qug.L .

1.3.2.3- Mistura dos compostos
As misturas dos contaminantes foram baseadas mzerdcacdes permitidas pela

legislacao brasileira (A2CU9, sendo A2= atrazinay2.* e CU9= cobre @g.L™), o valor
considerado seguro para atrazina associado conbro do valor do cobre (A2CU18, 2
ng.L+ 18 ug.L™Y), dobro para ambos contaminantes (A4CU18gA4 *+18 ug.L™Y). Além
dessas misturas, também foi analisado o dobro daeotragdo segura para atrazina
associado com a uUnica concentragdo de cobre quatdtdxica para os hepatdcitos na
exposicdo do metal isolado (A4CU90ug:L ™"+ 90pug.L™).

1.3.3- Analise de Citotoxicidade

1.3.3.1- Integridade lisossomal
O ensaio foi realizado através do corante vermeibkatro (2-amino-3-metil-

7dimetil-amino-cloreto de fenazina). Esse ensaion teomo objetivo avaliar a
permeabilidade da integridade lisossomal. Ap6spm&gdo as condicdes experimentais, a
placa de 96 pocos com as amostras foi centrifu¢fadain, 680g) e os tratamentos foram
retirados dos pocgos, os quais foram lavados com RBSsphate buffer solution,
composicdo em g?’r_' NaCl 8; NaHPQs 0,2; KCI:0,2; NaHPQO.7H:0: 1,15). Foi
adicionado 200uL de vermelho neutro (na concentracdo depdgd ™’ em salina de
vertebrado), e as células incubadas por 3h, a 48@peratura de manutencdo da
linhagem ZF-L). Em seguida a placa foi centrifugadfoi retirado o corante, as células

foram fixadas com formaldeido (0,5% de formaldeid®o Cadl).
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A placa foi centrifugada por 5 min (680g), retirsel-a solucdo de formaldeido e foi
adicionado 100uL da solugcdo de alcool-acido (50% de alcool etiied% de acido
acético) que tem como funcéo extrair o coranteédila (Babich e Borenfreund, 1991). A
maior intensidade de cor na amostra indica a miatencéo de corante pelo lisossomo. A
leitura é realizada em espectrofotometria a 550mroélula com lisossomo sadio retém
mais corante. Este ensaio foi utilizado apara disenée citotoxicidade do herbicida e do

metal, isoladamente e quando associados.

1.3.3.2- Funcionalidade Mitocondrial
Para o estudo da funcionalidade mitocondrial fidizatlo o ensaio do MTT (3-[4,5-

dimetiltiazol-2yl]-2,5-difenil brometo de tetrazo8). A funcionalidade da mitocéndria é
avaliada através da atividade de enzimas relaca&snadrespiracao celular, células com
mitocondrias ativas convertem o MTT, de colorac&mr@la, em cristais de formazan
(roxo).

Depois da exposicdo as condigbes experimentaihipas placa com as células foi
centrifugada (5 min — 680g), e lavada com p0Q0de PBS duas vezes, para remocao dos
tratamentos. Apds foi adicionado o MTT (0,5 mg/nebncentragdo final) e a placa foi
incubada por 3h a 28°C.

Terminado o tempo de incubagédo, a placa foi cewgafla novamente, o
sobrenadante removido, e foi adicionado 200de DMSO (Dimetilsulféxido), com a
funcéo de solubilizar os cristais de formazan falosa Os resultados foram obtidos a partir
da analise por espectrofotometria (550 nm) (Riss.e2004). Este ensaio de citotoxicidade

foi utilizado apenas nas células expostas as rastur

1.3.4- Andlise estatistica
Para todos os resultados foram calculadas as m&diasro padrao (SE) da média.

Os resultados foram submetidos a ANOVA (analiseatéincia de um fator). Quando o
valor do resultado foi significativo, era realizadoteste de comparacdo mdltipla de

Tuckey. Foram utilizados como valores significasiws com g 0,05.

1.4- Resultados

1.4.1- Integridade lisossomal

1.4.1.1- Metanol - Atrazina
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Através do ensaio que verifica a integridade lisosd dos hepatdcitos, pode ser
observado que as células expostas ao metanol, somas concentragbes de 5 e 10%,
apresentaram queda na viabilidade, sendo de apadaimente 40% (P = 0,012, n= 3-5). A
partir desses resultados, foi selecionada a coregmat de 0,1%, pois foi a menor
concentracao testada em que ndo houve citotoxejdadiue foi soluvel para a atrazina

(Fig 6).

Integridade lisossomal

120 A

100 - AB AB -[

80 - B

o | T

Viabilidade (%)

40

20 A

O T T T T T T
0 (Ctr) 0.1% 0.5% 1% 5% 10%

Concentragéo
Figura 6 Integridade lisossomal em hepatdcitos deshkrafish - o grafico representa a
relacdo entre a viabilidade (%) dos hepatdcitos esdratamentos com diferentes
concentragdes (%) de metanol (solvente). Sendo Gtrgrupo controle. Os valores
médios (+SE) estdo representados pelas barras. Latr diferentes significam médias
gue possuem diferenca estatistica
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Em relacdo a atrazina, entre os tratamentos testaa@l@ a analise da integridade
lisossomal, a concentracéo estabelecida como seglmalegislacdo brasileira (&).L ™Y

nao foi citotoxica. Enquanto a concentracéo da@0™ teve uma queda na viabilidade de
cerca de 20%, sendo citotoxica (P = 0,003, n= Bi§)).

Integridade lisossomal
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Tratamentos

Figura 7 Integridade lisossomal em hepatdcitos debrafish - o grafico
representa a relagao entre a viabilidade (%) dos Ipatocitos e os tratamentos
com diferentes concentragdes de atrazinag.L-1), sendo Ctr o controle e M o
segundo controle (metanol). Os valores médios (+SE3tao representados

pelas barras. Letras diferentes significam médiaswg possuem diferenca
estatistica.

1.4.1.2- Cobre
Na analise da integridade lisossomal dos hepa®@ipostos ao cobre, a maior

-1 -1
concentracao testada (89.L ) mostrou-se citotéxica em relacao ao tratamenoagilL

-1
e 9ug.L (concentracdo permitida pela legislacdo). (P =3),8% 4-12)(Fig 8).
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Integridade lisossomal
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Figura 8 Integridade lisossomal em hepatdécitos deslrafish, o gréfico representa a
relagdo entre a viabilidade (%) dos hepatdcitos esdratamentos com diferentes
concentragdes de cobreng.L-1), sendo Ctr o controle. Os valores médios (E$ estdo

representados pelas barras. Letras diferentes sigitam médias que possuem
diferenca estatistica.

1.4.1.3- Mistura (Atrazina + Cobre)

By

Nos resultados referentes a integridade lisossdfigl 9), a mistura que tinha
concentracdes referentes ao dobro do valor peonitida a atrazina e dez vezes o limite

aceito pela legislagédo para o cobre mostrou-sédgita em relacdo as demais condicoes,
(P =0.029, n=5-6).
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Figura 9 Integridade lisossomal em hepatdcitos deelrafish - o grafico
representa a relacdo entre a viabilidade (%) dos Ipatdcitos e o
tratamentos com diferentes concentracdes de atrazne cobre fug.L-1),
sendo Ctr o controle e A2CU9 = A (atrazina) f1g.L-1, associado com Cl
(cobre) 9 pg.L-1. Os valores médios (+SE) estdo representados
barras. Letras diferentes significam médias que pssem diferenc:
estatistica.

1.4.2- Atividade Mitocondrial

1.4.2.1- Mistura (Atrazina + Cobre)
No parametro da funcionalidade mitocondrial, astunés da atrazina com o cobre

expostas aos hepatdcitos ndo causaram citotoxeidad nenhum dos tratamentos (P >
0,05), n=4-5 (Fig 10).
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Figura 10 Funcionalidade mitocondrial em hepatdcite de zebrafish,- o
grafico representa a relagdo entre a viabilidade (%odos hepatdcitos e os
tratamentos com diferentes concentra¢des de atraare cobre fug.L-1),
sendo Ctr o controle e A2CU9 = A (atrazina) a.L-1, associado com CU
(cobre) 9pg.L-1. Os valores médios (+SE) estdo representadosias

barras. Letras diferentes significam médias que paesiem diferenca
estatistica.

1.5- Discussao
Os hepatécitos decbrafish quando expostos a concentracdes consideradasasegur

pela legislagdo brasileira, para a atrazina e cobotados, ndo mostraram efeitos
citotoxicos. As maiores concentragbes de ambosanuonantes isolados causaram
citotoxicidade, segundo a integridade lisossoma kepatocitos. No entanto, quanto a
exposicdo dos contaminantes associados (atrazowdore) foram realizados dois ensaios,
sendo o lisossomo um alvo sensivel em evidenc@totoxicidade dos contaminantes do
gue a mitocondria.
As células deebrafish parecem apresentar maior sensibilidade quando araaas

com outros tipos celulares (células de rato, filastos) que sofreram exposicao crbnica e
em concentracdes maiores de atrazina. No casoldaacprimaria de células do sistema

reprodutivo de ratos (células de Leydig), os austoegidenciaram citotoxicidade nas

concentracbes de 25 e H@.mL'em 48h de exposicdo (Abarikwu et al., 2011), nos
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hepatdcitos (ZF-L) em exposi¢do aguda a uma coraggo mil vezes menor (2@.L™)
foi demonstrado citotoxicidade. Em fibroblastose g#fio conhecidos por serem um tipo

celular resistente, também em exposicao cronideaaiaa, foi observado uma reducéo da
viabilidade na concentracéo de 1@.L™" (Manske et al., 2004), concentracéo préxima a

que mostrou citotoxicidade para os hepatécitosL(ZE9 ug.L™).

Apesar da concentragcdo de atrazina consideradaaspgla legislacéo brasileira (2

ng.L™") ndo ter sido citotéxica para os hepatécitos quande integridade lisossomal, isso
nao significa que outros parametros celularesaratéesos dos efeitos do herbicida. Em um

estudo realizado com o peilkhamdia quelen, os autores observaram que a concentracao de

2 pg.L' causava alteragdes histolégicas no tecido hepétiativacdo de enzimas
antioxidantes (catalase, glutationa redutase, tighmz S- transferase e glutationa
peroxidase) (Mela et al., 2013). A ativacao degirats antioxidantes pode estar relacionada
com a defesa do organismo contra a exposi¢ao Zirar@lin et al., 2009; Blahova et al.,
2013). O que pode ter sido efetivo nas ZF-L pafata de citotoxicidade em exposicdes a
concentracdes baixas de atrazina. Outros estudwodaap que frente a exposicao a atrazina
h& a ativacdo das enzimas do citocromo P450, quees@onsaveis pela biotransformacao
de xenobidticos realizando a defesa celular (Ddrad. £2009; Fu et al., 2013), que também
poderia minimizar/evitar os efeitos da atrazinasautros parametros.

Neste estudo a Unica concentracdo de cobre citatdgi 90ug.L™”, em exposicdo
aguda (6h) ao contaminante, outros estudos sugguentoncentracdes proximas a essa,
em exposigdo cronica, causam efeitos danosos parasoorganismos. Em larvas de
zebrafish, a exposicdo croénica de cobre, nas concentragdesOgg.L™! a 100 pg.L™,
aumentaram a mortalidade dos individuos. No entamton uma faixa de concentragédo
superior (de 93ug.L™ a 1000ug.L™) foi observado reducéo do crescimento e aumento dos
batimentos cardiacos em larvas abrafish (Johnson et al., 2007). Svendsen e Weeks
(1995), estudando outro modelo celular, hemdcisim molusco\{iviparus contectus),
durante exposicdo cronica ao cobre, evidenciaraotogicidade através da integridade
lisossomal em todas as concentracées testadas; (3,5 100; 316; 1000g.L™). Quando
comparamos o efeito citotdxico em outros estudatizado, a mesma faixa de
concentracdo de cobre em ZF-L (@fL™) em exposicdo aguda apresentou citotoxicidade,
enquanto outros trabalhos essa toxicidade era sistavés de exposicdo cronica, logo,
podemos sugerir uma maior sensibilidade das célula&--L.

Por outro lado, hepatdcitos expostos aqui as coreggies mais baixas de cobre ndo
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apresentaram citotoxicidade. Este fato pode estacionado com a defesa celular através
de proteinas antioxidantes, estudos apontam &retia;exposicdo ao cobre com o estresse
oxidativo e 0 aumento da expressdo das proteinastdesdo de xenobidticos (Hansen et
al., 2006; Craig et al., 2007; Zaja et al 2007 ).

Para a mistura da atrazina com o cobre foram ezl dois ensaios de
citotoxicidade, um avaliando a integridade lisosabrfivermelho neutro) e outro a
funcionalidade mitocondrial (MTT). Sendo a integde lisossomal o ensaio que se mostrou

mais sensivel em demonstrar citotoxicidade, a ma@mrcentracdo de mistura testada
(A4CU90: A= 4ug.L'1 e CU: 90ug.L'1) foi a Unica citotoxica. Ressaltando que nos @ssai
realizados com os contaminantes isolados, a caagéiot de 4ug.L-l nao havia sido

citotoxica, a mistura com Q[g.L'l de cobre, a principio parece ter tornado-a cifo&dDe
acordo com as diferencas quimicas dos contaminacd@sposto organico - inorganico,
pode haver alteracéo da citotoxicidade da mistdessa interacdo pode haver complexacao
da atrazina e do cobre causando uma inibicdo/redngaefeito toxico do contaminante
isolado (Decock et al., 1985; Martin et al., 199)tretanto, ndo foi o resultado observado

para as células debrafish, assim como a presenc¢a do cobre na maior congéottastada

alterou a citotoxicidade da atrazinartg.L'l , N0 caso a concentracao de ;@)L'l ja era
uma concentragdo citotoxica isolada a mistura catnazina nao alterou a citotoxicidade.
Concluindo, os contaminantes testados isoladaméatezina e cobre) nas
concentracdes consideradas seguras pela legistagdideira ndo causam dano para o
lisossomo, apenas a maior combinacdo dos contatemdpi citotdxicas para esse
parametro (atrazina: gg.L™ e cobre 90ug.L™). Quanto & mistura dos contaminantes o
vermelho neutro foi um ensaio mais sensivel do @MdTT, a maior concentracdo da
mistura causou citotoxicidade sobre a integridastess$omal, enquanto que no MTT né&o
foi identificado esse efeito, confirmando a impodiade se analisar mais de um possivel

alvo de agéo.
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2.1- Resumo
Contaminantes podem entrar no ambiente aquatidbmfate devido as atividades

antropicas. A agricultura com o uso de agrotoxieos industria liberando residuos
contribui para que as aguas fiquem contaminadas. Hémbicida mundialmente
utilizado é a atrazina, que possui com alvo inibida fotossintese Quanto aos metais
decorrentes da atividade industrial, estudos imdieapresenca de metais pesados na
agua sendo o cobre um destes. O objetivo destdoekiuverificar a citotoxicidade da
atrazina e do cobre (isolados e associados) napahjer Desmodesmus communis
através de dois parametros celulares: integridamlemémbrana e funcionalidade
mitocondrial. Outro objetivo foi analisar a ativita das proteinas ABC que fazem
efluxo de xenobidticos, verificando as vias utitiza na extrusdo dos contaminantes (se
P-gp e/ou MRP). Os resultados apontam que a skdsd® dos testes de
citotoxicidade podem estar relacionada com o aleoacdo do contaminante.

Microalgas expostas a atrazina, apresentaram xitidade na concentracdo de 20

ug.L_l. A concentracdo de cobre permitida pela legisldn@sileira 9ug.L_1 ja foi
considerada citotoxica. Em relagdo a mistura dastacoinantes, a funcionalidade
mitocondrial foi sensivel, mas apenas a mistura masores concentracdes dos
contaminantes (10 vezes o permitido pela legislac& bloqueador de P-gp,
verapamil, causou a inibicdo das proteinas de &&driem todas as concentracdes
testadas de atrazina e cobre. Entretanto o bloquédK-571 n&o inibiu as vias de
extrusdo. Houve uma relacdo inversa na atividade peoteinas ABC e a
citotoxicidade, as condigbes ndo citotoxicas preenawm aumento da atividade das

proteinas de defesa da microalga.

Palavras-chave: microalga, metal, herbicida, integridade membrdoacionalidade
mitocondrial, proteinas de defesa
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2.2- Introducéao
Ambientes de agua doce podem ser afetados cordadas antropicas, dentre elas

uma atividade econdmica que gera contaminacdo @rieukiura, onde a utilizagdo de
agrotoxicos tem como funcao proteger a plantagdmdsiveis pragas. Um herbicida que é
utilizado mundialmente é a atrazina, que em relasdervas-daninhas, tem como alvo a
cadeia de elétrons no fotossistema I, resultarednibicdo da fotossintese (Trebst et al.
1993). Porém, o herbicida ndo atinge apenas osiiergas alvos, causando danos em
organismos que estdo no ambiente.

E importante ressaltar que o ambiente aquatico stie apenas influéncia da
agricultura (agrotéxicos), outras atividades ecaoésicomo a industria e 0 porto cujos
efluentes geram contaminagao por metais pesadosid$draompostos relacionados com a
industria € o cobre, apesar de ser um metal eséepon grandes concentragdes pode
tornar-se toxico para 0s organismos presente noeateb Bhargava e colaboradores
(2008) verificaram que concentragfes altas de cobdeiz a capacidade de realizar
fotossintese em cianobactérias. Cabe ressaltatifpuentes tipos de contaminantes podem
facilmente se encontrar no ambiente, processosramteomo pluviosidade e ventos
(Chelinho et al., 2012), sao fatores que influemciea contaminagédo da agua (Spongberg
& Martin-Hayden, 1997).

Microalgas, comdesmodesmus communis, podem ser afetadas por contaminantes
nos ambientes aquéticos . A utilizacdo de micr@akya estudos toxicoldgicos possuem
vantagens, como o crescimento rapido e a facil reagéo (An et al. 1999), e por serem
microscopicas as andlises toxicologicas geram mupitaco residuos .. Recentemente,
Desmodesmus communis foi utilizada em um estudo de citotoxicidade, oadiategridade
da membrana celular se mostrou mais sensivel daaduecionalidade da mitocdndria,
frente ao glifosato, (da Luz et al., 2016).

Ambientes contaminados podem ter sua toxicidadeesobgyanismos amenizada
devido ao sistema de defesa celular chamado de KmXRixenobiotic resistance), este
fenétipo dado pelo funcionamento de proteinas ABTP( binding cassette) que fazem
extrusdo de substancias estranhas a célula (Gettesimd Pastan 1993; Bard 2000).
Membros da superfamilia de proteinas ABC, inicialtealescritos como defesa de células
tumorais e outros modelos de células, ndo sdo sxohki de células animais, existem

estudos sobre a presenca desse sistema em cé@gktais. Em plantas, algumas proteinas
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ABC podem ter outras fungdes, como a detoxificag@auolar (Wanke e Uner
Kolukisaoglu, 2010), também participam de trangpalt ions, estdo envolvidas com o
crescimento e desenvolvimento da planta (Martinetiaal. 2002). Grande parte dos
trabalhos realizados sobre esse sistema em céledgtais abordam a expressao dessas
proteinas (Hanikenne et al., 2005; Schulz e Kohdgtu, 2006), contudo a literatura ndo
mostra relatos sobre a atividade das proteinas ABCplantas. Neste estudo, além da
atividade, com o intuito de investigar as vias ééesa da célula foram utilizados dois
bloqueadores de proteinas de defesa, o verapaili€-571, para P-gp (ABCB) e MRP
(ABCC) respectivamente. As MRP (ABCCs) fazem exaude substratos que em grande
parte, passaram pelo processo de biotransform@gga €t al. 2007). Estudos atribuem a
esta proteina a detoxificacdo de metais tanto edelo@nimal quanto em células vegetais
(Broeks et al., 1996; Klein et al., 2006; Long kt2011). A expressao de genes ligados a
proteina MRP foi identificada na alga vexda amydomonas reinhardtii (Hanikenne et al.,
2005).

Visando um maior entendimento sobre o comportameatamicroalga frente a
contaminagéo, os objetivos do estudo foram estadeitotoxicidade dos contaminantes
atrazina e cobre (separados e combinados). Avaliaimtda, a atividade das proteinas
responsaveis pela defesa celular, e relacionancloma a citotoxicidade causada pelos

contaminantes.

2.3- Metodologia
2.3.1- Cultivo de microalga

O organismo selecionado para o estudo foi a migaoR@kesmodesmus communis
(Classe: Chlorophyceae; Ordem: Chlorococcales).i¢gxaalga foi coletada para estudos
anteriores em lagos presentes na Universidade #edieRio Grande — FURG, sendo a
cepa isolada e mantida em laboratério (Institut€@dmcias Biologicas - ICB FURG).

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

(composicdo em g:t CaCl: 36,8; MgSQ: 37; NaHCQ: 12,6; KHPO,: 8,7; NaNO:
85; NgSiO;: 28,4; N2EDTA: 4,36; FeCGt 3,15; CuSQO0,010; ZnSQ 0,022; CoCl:
0,010; MnC}: 0,018; NaMoO,: 0,0006; HBO5: 0,1; Tiamina: 0,1; Biotina: 0,0005; B12:

0,0005; Guillard and Lorenzen 1972). As condi¢cdas dulturas no laboratério eram

21
controladas: Irradidncia: = 100mol m s , Temperatura: + 24°C, Fotoperiodo: 12:12h
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claro/escuro. Os experimentos foram realizadosaea éxponencial da microalga, a qual
foi observada através da andlise da densidadeacalal espectrofotémetro (680nm), de
acordo com o que foi estabelecido em estudos aelalizanteriormente no laboratoério (da
Luz et al 2016). Para cada experimento foi retidolénoculo 30 ml, que foi centrifugado
por 20 min, 3000g. (pellet retirado foi ressuspenso em 1 ml de meio WC/2, a tpi
dividido em 5 pocos, de uma placa de 96 pocos, 2@0nuL (de acordo com o numero de
tratamentos), a placa é centrifugada novamenteetréda uma aliquota para os ensaios de
citotoxicidade, descritos abaixo (vermelho neufr® pL MTT:100 pL) (da Luz et al.,
2016), sendo as amostras expostas por 6h aos é¢oataes. O meio WC/2 foi utilizado
para exposicdo das algas nos experimentos e narpreps contaminantes (Guillard &
Lorenzen 1972).

2.3.2.- Condicoes experimentais

O herbicida utilizado foi a atrazina, |&.L™, concentracdo maxima estabelecida
como segura pela legislacdo brasileira para andsiate agua doce (CONAMA, resolucdo
n® 357 de 2005), foi utilizada como referéncia pdeéinicdo das demais situagdes. As
outras concentracdes testadas foram o dobro e 28sve considerado seguro pela
legislacéo (4 e 20(g.L™).

Outro contaminante utilizado foi o cobre, segundolegislacdo brasileira a
concentracdo considerada segura é a qe.B*, e foi estabelecido o mesmo padréo
utilizado para atrazina, logo as demais concengsg@stadas foram de 18 e;@0L™.

Para analise dos dois contaminantes associadasn fescolhidas as concentracfes
consideradas seguras pela legislacdo brasileir@s eoncentracfes que se mostraram

citotoxicas nos parametros analisados (integriddde membrana e funcionalidade
mitocondrial). As legendas das misturas foram: A2@endo A: atrazina gg.L™*, CU:
cobre 9ug.L™); A2CU90 (sendo A: atrazina @g.L™, CU: cobre 90ug.L™").; A20CU9
(sendo A: atrazina 2(g.L™, CU: cobre Qug.L™).; A20CU90 (sendo A: atrazina 2@.L™,
CU: cobre 9Qug.L™).

2.3.3- Anadlise de Citotoxicidade

2.3.3.1- Integridade da membrana plasmatica
Para verificar a integridade da membrana plasmdtcautilizado o ensaio do

vermelho neutro (2-amino-3-metil- 7dimetil-amin@m@to de fenazina). Esse ensaio tem

como objetivo avaliar a permeabilidade da membrdaamicroalga, evidenciada pela
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capacidade de retengao do corante pelos organismos.
Apbs a exposicdo de 6h aos contaminantes, a ptewas amostras foi centrifugada

e os tratamentos retirados dos pogos, sendo sitistitpor 20Q.L de vermelho neutro a

40 ug.mL-1 (diluido em meio WC/2). As células foram incubagas 3h (~26C), a placa
foi centrifugada (20 min, 3000g) e o corante fditituido por formaldeido (0,5% v/v, em
CaCb 1%). Em seguida, a placa foi centrifugada (pon@, 3000g) retirou-se a solugéo
de formaldeido e foi adicionado 100 da solucdo de alcool-acido (50% de alcool etiico
1% de &cido acético) que tem como funcdo extraicomante da célula (Babich e
Borenfreund, 1991). A leitura da placa é realizawlaespectrofotometria a 550nm, a maior
intensidade de cor na amostra indica a maior réaterde corante pela microalga, a
microalga com a membrana sadia retém mais corante.

No modelo animal, o vermelho neutro é uma ferrameara verificar a integridade
lisossomal, neste estudo o modelo utilizado é uéhalac vegetal, trabalhos apontam que
em células vegetais o vermelho neutro é acumuladotaplasma, logo tem a fungéo de
avaliar a integridade da membrana celular (Crigp®errier 1974, da Luz et al 2016).

2.3.3.2- Funcionalidade Mitocondrial
Para o estudo da funcionalidade mitocondrial fiizado o ensaio do MTT (3-[4,5-

dimetiltiazol-2yl]-2,5-difenil brometo de tetrazo&). A funcionalidade da mitocondria €
avaliada através da atividade de enzimas relaca&snadrespiracdo celular, células com
mitocondrias ativas convertem o MTT, de colorac&mr@la, em cristais de formazan
(roxo).

Depois que houve a exposicdo as condi¢gbes expadimepor 6h, a placa com as
microalgas foi centrifugada (20 min, 3000g), e amstras lavadas com 2@ de meio
WC/2 duas vezes, para remog¢ao dos tratamentos.fApadicionado o MTT (0,5 mg/mL,
concentracao final) e a placa foi incubada porr8htemperatura ambiente (Da Luz et al.,
2016). Terminado o tempo de incubacdo, a placa ciitrifugada novamente, o
sobrenadante removido, e foi adicionado 200de DMSO (dimetilsulféxido), com a
funcdo de solubilizar os cristais de formazan fatosa(Riss et al., 2004). Para obter os

resultados, a placa foi lida através da espectwfetria (550 nm).
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2.3.4- Resisténcia a multixenobiodticos (MXR)- Atividade das
proteinas de defesa
A atividade das proteinas responsaveis pelo manaridXR foi avaliada a partir do

ensaio acumulo do fluorescente “Rodamina B” (salbstide proteinas de extrusdo de
xenobioticos). As condigdes testadas para esséediosam primeiramente, a atrazina e o
cobre separadamente, nas concentragfes consideeglass pela legislacdo brasileira e
10 vezes essas concentragfes para ambos contasin@oanto a mistura foram baseadas
nestas concentracdes sendo elas A2CU9 (A: atraipg.L™; CU: cobre 9pug.L™Y);
A2CU90; A20CU9; A20CU90.

Apbés as 6h de exposicdo ao contaminante, a placa & microalgas foi
centrifugada (20 min, 3000g), o tratamento retiradorodamina B (10M) foi adicionada.
As células foram incubadas por 1h, apds foramzaddis de 2-3 centrifuga¢des (20 min,
3000gq) até ser visivel que o corante havia sidgpbetaamente removido do meio.

Através de microscopio de fluorescéncia (Olympu81)X com filtro (WG), as
microalgas foram fotografadas em campo claro e@dkcéncia, as quais eram analisadas
com auxilio do programbmagel. A fluorescéncia foi transformada para preto entwa e
através do programa se obtinha um valor do numer@igels cinza, os quais eram
divididos pelos valores obtidos da contagem de aaigas nas fotos de campo claro. A
analise foi realizada através da relativizagdogtapos tratamentos em fungéo do grupo
controle (100%). Quanto a interpretacdo dos redostao nivel de fluorescéncia indica o
quéo ativado esté o sistema de extrusdo, quantr mdluorescéncia (mais substrato da
proteina nas algas) menor a atividade das protéimesos substrato foi expulso das algas).

Na tentativa de se identificar as proteinas de usatr utilizadas pelos
contaminantes, foi avaliada a atividade das pragseém cada condi¢éo experimental na
presenca e auséncia dos bloqueadores das prokiggABCB) e MRP (ABCC),
verapamil (V4629, Sigma) e MK-571sodium hydrate (M7571, Sigma),
respectivamente. A analise das vias de extrusaeddizada nos tratamentos: atrazina
20 pg.L?, cobre 90ug.L™* e a mistura das duas concentracbes, a escolhaifai f
baseada nos resultados de acumulo de rodaminancgrwacdo de verapamil utilizada
foi 30 uM e para MK-571 foram testadas duas concentra¢bes 30uM (Scherer et
al., 2008). A exposicdo aos blogueadores foi radézjuntamente com a rodamina e
apos incubacdo houve a retirada somente do sul)st@in o intuito de manter as

proteinas inibidas.
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2.3.4- Analise estatistica
Para todos os resultados foram calculadas as m&diasro padrao (SE) da média.

Os resultados foram submetidos a ANOVA (analiseatéincia de um fator). Quando o
valor do resultado foi significativo, era realizadoteste de comparacdo mdltipla de
Tuckey. Foram utilizados como valores significasiyic 0,05. Nos resultados referentes
aos blogueadores foi realizado teste T.

2.4- Resultados

2.4.1- Citotoxicidade
2.4.1.1- Atrazina

No ensaio do vermelho neutro nenhuma concentragamtdtoxica (P = 0.232; n=

6, Fig 11 A). Quanto a atividade mitocondrial damalga, a concentracéo de 2L ™ foi
a Unica citotoxica para o organismo (P= 0,015; nEi¢11 B).
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B Funcionalidade mitocondrial
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Figura 11 Integridade da membrana (A) e atividade ritocondrial (B)
na microalga Desmodesmus communis em relacdo a esféio de
diferentes concentra¢des de atrazina epg.L-1. As barras
representam o valor médio e erro padréo da viabilidde (%). Sendo

Ctr = controle, M = metanol. Letras diferentes sigificam diferenca
estatistica.

2.4.1.2- Cobre
No ensaio com vermelho neutro, (Fig 12 A) foi olbado que as concentragdes de

9 e 90ug.L " sdo citotdxicas (P < 0,001; n = 6- 13), enquant® em relacéo a atividade
mitocondrial, nenhuma concentracgéo foi citotoxiea>(0,05; n = 6-7, Fig 12 B).
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B Funcionalidade mitocondrial
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Figura 12 Integridade da membrana (A) e atividade
mitocondrial (B) na microalga Desmodesmus communism
relagcdo a exposicao de diferentes concentracdesabdre em
ng.L™. As barras representam o valor médio e erro padrada
viabilidade (%). Sendo Ctr = controle. Letras difeentes
significam diferenca estatistica.

2.4.1.3- Mistura (Atrazina + Cobre)
Nos resultados referentes a integridade da memhmanadoram observadas misturas

citotoxicas (P > 0,05; n = 9-13, Fig 13 A). Quaatéuncionalidade mitocondrial, a mistura
das concentracdes que eram dez vezes maiores peendido pela legislacdo (tanto da
atrazina quanto do cobre) mostrou-se citotoxicaQ@e1; n = 7) (Fig 13 B).
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Figura 13 Integridade da membrana (A) e atividade ntocondrial (B) na microalga Desmodesmus communiswe
relagdo a mistura da atrazina com o cobre. As bararepresentam o valor médio e erro padrao da viabhdade (%).
Sendo Ctr = controle, A2CU9 = atrazina Zig.L " cobre 9pg.L™. Letras diferentes significam diferenca estatist.

2.4.2- Atividade das proteinas ABC em microalga

Quanto ao estudo da resisténcia a multixenobigteasividade das proteinas ABC
foi estudada em relagdo aos contaminantes sepagatlane depois em mistura. As
concentracdes de atrazina e cobre testados sepemaigg tiveram como resultado uma
queda de 40% na retencdo do substrato. Nas atgastas aconcentracdo estabelecida

como segura para a atrazina pela legislacdm(2") houve maior ativacéo das proteinas

-1
ABC em relagéo ao controle. Com o aumento da carasggio da atrazina em 2Q.L a

atividade das proteinas diminuiu, se igualandaséatizas controle e a das algas submetidas

-1 -1
ade 9ug.L do cobre. Com o cobre 9@.L houve um aumentou na atividade da proteina
diminuindo a retengdo de rodamina em cerca de 6@%ekcédo ao controle. (P < 0,001;
n= 5-7, Fig 14 A e B).
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Figura 14 A atividade das proteinas ABC na microalg Desmodesmus communis, sendo as barras
representadas pelas médias (xSE) do acumulo da radma (%) em relacdo as diferentes
concentragdes testadas Sendo Ctr = controle. Grafic(A) referente a atividade nas microalgas
expostas a atrazina, sendoA2 = atrazina gg.L™. . Gréfico (B) referente a atividade nas microalgs
expostas ao cobre CU9= cobrefy.L ™. Letras diferentes significam diferenca estatisti

Em todas as misturas de atrazina com cobre, ohssevanaior atividade das
proteinas do que as das proteinas das algas eprexplulsando da célula cerca de 40% da
rodamina. Entretanto, na mistura A20CU9 a preseeceobre associado a atrazina gerou
uma atividade maior do que quando o cobre isolapg@ssou a ter atividade na atrazina 20
ug.L-1 que ndo havia quando isolada. Na mistura d®mtoncentracédotestada (atrazina
20 ng.L™ e cobre 90ug.L™) teve uma ativacdo ainda maior do que quandaraeps,
expulsando cerca de 60% da rodamina exposta (P%,;0/0= 5-7) (Fig 15).
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Figura 15 A atividade das proteinas ABC na microalg Desmodesmus communis, sendo as barras
representadas pelas médias (+SE) do acimulo da radana (%) em relagdo as diferentes
concentracdes testadas. Sendo Ctr = controle, A2atrazina 2 pg.L™* CU9= cobre 9ug.L™. Letras
diferentes significam diferenca estatistica.

2.4.2.2- Atividade das proteinas em relacdo aos bloqueadores

Quando comparado o acumulo de rodamina em algasedidas a atrazina 20
ng.L* com e sem bloqueador para Pgp (verapamil), podeolsservado que na
presenca de verapamil o acumulo de rodamina dadmowelacdo ao tratamento sem
bloqueador. Nas algas expostas ao cobrei@0™ houve também um aumento do
acumulo de rodamina em relagdo ao cobre sem o ddolgn. A mistura testada
(atrazina 2Qug.L™ e cobre 9Qug.L™) com o verapamil bloqueando a P-gp, obteve um
aumento no acumulo do corante (cerca de 50%) eagaelao tratamento que nao
possuia bloqueador (P <0,001; n=3-17) (Fig 16 A

Quando o bloqueador de proteinas MRP, MK-571, fa@iliado que ndo houve
variacao significativa entre os tratamentos (P00, n= 3-17, Fig 16 B).
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Figura 16 Atividade das proteinas do complexo MXR ra relacdo aos bloqueadores especificos, as
barras sdo representadas pelas médias (+SE) da rmetéio de rodamina em relacdo as diferentes
concentracdes dos dois contaminantes, barras pretasio as concentragfes em atividade normal
enquanto que as cinzas possuem bloqueador. Senda Etcontrole, A20= atrazina 20pg.L™, CU90=
cobre 90pg.L™ e A20CU90= atrazina 20pg.L™ misturado com cobre 90pug.L™".  (A) Bloqueador
Verapamil, (B) Bloqgueador MK-751).

2.5- Discussao

Este estudo teve o objetivo de avaliar a citoto&de (através de dois alvos)
dos contaminantes atrazina e cobre, isolados eciadss, na microalga
Desmodesmus communis, diante de sua capacidade de defesa. Em relagdo a
exposi¢cdo a atrazina, a concentracao considergu@aspela legislacéo brasileira
nao foi citotdxica, sendo apenas a maior concelraianosa para a microalga.
Todavia, para o cobre, a concentragdo considerglarss foi citotoxica para 0s
organismos. Quanto a mistura dos contaminantesaapg@mmaior concentracao
causou efeito citotoxico.

Neste estudo, microalgas expostas a atrazina, das tas concentracfes
testadas, ndo apresentaram alteracdo na integradtadea membrana, enquanto

by

gue a funcionalidade mitocondrial reduziu nas nalgas expostas a maior
concentracdo testada (2@.L™"). Na microalga, Chlamydomonas reinhardtii,

exposta por 24h & concentragdo subletal da atr@i2& uM equivalente a 54
ng.L™) foi observado que a integridade da membrana @&dtsrou (Esperanza et
al. 2015). Os autores observaram maior expressa@edes relacionados a

formagdo de energia, houve um aumento na atividdmwlenetabolismo para
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compensar o estresse causado pela atrazina, @icantique houve uma protegéo
da membrana por mais tempo do que outras funcdesres (Esperanza et al.
2015). No entanto, par@esmodesmus communis a funcionalidade mitocondrial
(envolvida com a atividade de producéo de enerfgiaglvo da citotoxicidade nas

microalgas expostas a maior concentracdo testadatrdeina (20ug.L'1).
Enquanto a integridade da membrana nado indicouogitidade em nenhuma
situacao, corroborando o proposto por Esperanntabaradores (2015).

A funcionalidade mitocondrial pode ter sido um alwmis sensivel em
apontar a citotoxicidade nos organismos expostasazina devido a natureza do
contaminante. Como dito anteriormente, a agdordaiaa sobre as ervas-daninhas
tem efeito inibidor da fotossintese, as microalga® serem organismos
fotossintéticos sao afetadas pelo herbicida (Ma#b@l. 1984; Berard e Pelte
1999).

Quando as microalgas foram expostas ao cobreegriddde da membrana
evidenciou citotoxicidade da concentragcdo consdieraegura pela legislacéo
brasileira (9 pg.LY) e assim como também de 9@.L", a funcionalidade
mitocondrial ndo se mostrou sensivel. Thoméas ebOdcdaores (1977) observaram
em fitoplancton, expostos, cronicamente, a conaedés de cobre (10, 23 e 50
ng.L'Y), que nos primeiros dias havia inibicdo da fomtese nas maiores
concentragdes (23 e 5(3.L™"), porém ao longo do tempo o fitoplancton se
recupera do estresse. Apesar das concentracOemdaft serem proximas as
testadas paraDesmodesmus communis, ndo foi evidenciado alteragdo na
funcionalidade mitocondrial. O fato da fotossintgmeler sofrer alteracdo néo
necessariamente reflete na alteracao da funciautgichitocondrial.

Na espécie de diatomacdfaeodactylum tricornutum, quando exposta (4—

96h) em diferentes concentracdes de cobre ( OJDBIg.L'l) a viabilidade reduziu
durante a exposicao por 48h nas concentracfeddsstas autores acreditam que a
integridade da membrana pode ter sido afetadagstlesse oxidativo gerado pelo
cobre (Cid et al. 1996). Apesar da metodologiatengpo de exposi¢do no estudo
realizado por Cid e colaboradores (1996) serenratifes do presente estudo, a
exposicdo dabesmodesmus communis a concentragdo menor e aguda de cobre
evidenciou citotoxicidade, logo, este resultadotenta a sensibilidade do

vermelho neutro em verificar a integridade da memér
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A associagdo dos contaminantes (atrazina e cobre}& mostrou citotoxica
para as microalgas, segundo a integridade da membeatretanto quando foi
avaliada a funcionalidade mitocondrial a maior comabdo testada (A20CU90)
apontou citotoxidade. Quando Chia e Colaboradd@@$5) estudaram o efeito da
exposicdo por 4 dias & mistura da atrazina (00050 mg.[*) o cobre (1- 2
mg.L") foi estudado enfcenedesmus quadricauda, os resultados encontrados
apontaram inibicdo do crescimento da microalgatene®cdo da producdo de
proteinas antioxidantes. Logo, os autores indicajaenos contaminantes geraram
um efeito aditivo aumentando a citotoxicidade (Chea al. 2015). Em
Desmodesmus communis, a maior concentracdo da mistura dos contaminantes
resultou na diminuicdo da funcionalidade mitocoaldrino entanto, n&o foi
observado um efeito aditivo.

Como mencionado acima, apenas as maiores cond@drde atrazina e da
mistura (20pg.L™* e A20CU90, respectivamente) foram citotoxicas, antpl ao
cobre foram as concentracdes de 9 @®0™. Uma hipétese que explique porque
as outras concentracdes ndo gerararam citotoxiidaa fato de que as linhas de
defesa da célula se apresentam ativas, atuandetnig@® e/ou biotransformacéo
dos contaminantes atravées das proteinas ABC, edasino fendtipo MXR.

Assim, complementando os ensaios de citotoxiciddde, estudada a
resisténcia a multixenobioticos. As microalgas etp® as concentragbes de
atrazina e cobre isolados, mostraram que as pasteistavam ativas, sendo 20
ng.L™' da atrazina e 90g.L™ de cobre as concentracdes com maior atividade que
as demais condicdes. A expressdo da P-gp em céleltigado de rato exposto a
atrazina (10 — 300 mg.Ky por 5 dias, variou com o tempo de exposicdo.Qa se
quanto maior o tempo em que as células foram expastatrazina maior era a
expressao da P-gp, sendo 24h o primeiro tempo eamaquoteina estava sendo
expressa (Islam et al. 2002). Na microalga, estdagi, com 6h de exposicdo a
atrazina, ja foi possivel evidenciar que a proteistava ativa. Em uma espécie de
alga marinhaScytosiphon gracilis foi verificada expressédo de proteinas ABC na
presenca de 100g.L™" de cobre (Contreras et al. 2010), concentracaoireda
maior testada pafaesmodesmus communis (90 ug.L™) na qual a proteina também
estava ativa.

Comparando os resultados da citotoxicidade comvalate das proteinas
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ABC, observa-se que a concentragdo de atrazina itigrnpela legislagédo
brasileira (2ug.L™) néo foi citotéxica, entretanto houve um aumergatividade
da proteina de defesa. Logo essa concentracacst@ isendo citotoxica em funcao
da maior atividade das proteinas que realizam as&ad do contaminante. Por
outro lado, em 2Qig.L™" de atrazina onde foi observada citotoxicidade aefma
apresentou atividade das proteinas préxima aoatentneste caso, o sistema de
defesa deixa de responder nessa faixa de concgmtraco efeito toxico €
observado. Em relacdo ao cobiesmodesmus communis ja respondeu com
defesa celular (ativacdo da proteina) na conceéiurapnsiderada segura pela
legislac&o brasileira (@g.L ™), assim como na concentracdo mais altap@D™).
Em ambas situacdes as proteinas apresentaram audeertividade, e mesmo
assim as duas concentragfes foram citotoxicas q@uda. O que significa que
mesmo com a proteina realizando a defesa da gedméaessa concentragdo (90
ng.L) ndo foi o suficiente para manter a célula sadiajicando alta
citotoxicidade.

A combinacdo dos contaminantes para analise daalefdular foi baseada
nas concentragdes testadas separadamente, todascamntracbes apresentaram
um aumento na atividade das proteinas ABC na nigao&endo a mistura de 20
ng.L! de atrazina com 9Qg.L™" de cobre a condicdo que evidenciou a maior
ativacdo das proteinas ABC. Dentre as misturas, @mcentracdo (A20CU90) foi
a Unica a ser toxica para a célula nos ensaiogatexicidade. Cabe ressaltar que
a literatura a respeito da resisténcia a multixeiimos e algas é principalmente
voltada a expressdo génica das diferentes protedandamilia ABC (Rea, 1999;
Klein et al. 2006; Contreras, 2009). Sendo muittassas as informagdes sobre a
atividade das proteinas de defesa, tendo aindasatglatos sobre bloqueadores de
vias de extrusdo. Assim, diante desta situacadi@l @ discussdo sobre atividade
das proteinas de defesa com dados prévios cons@sgpécies e contaminantes.

Para estudar as vias que a microalga poderiawwfiaando para expulsar o
contaminante, foi avaliado o efeito de dois blogleees de proteinas ABC, o
verapamil (blogueador de P-gp, ABCBs) e o MK-571odbeador de MRP,
ABCCs) juntos aos diferentes tratamentos em queavaiiada a atividade das
proteinas ABC. Nas analises com verapamil foi olzgly que na exposicado a
atrazina (2Qug.L™) houve uma inibicdo (mais de 100%) da atividad@mdeina,

indicando que a P-gp € uma via de extrusdo impwrtpara o contaminante.
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Quanto ao cobre 90y.L™* houve também uma inibicdo (quase 100%) da proteina,
nas microalgas, na presenca de verapamil. As nij@e&xpostas a associagado dos
contaminantes (atrazina 2@.L™" e cobre 90ug.L™), na presenca do bloqueador
verapamil, também evidenciaram inibicdo da atdéedda  P-gp.

Para a microalg®. communis, os tratamentos que receberam o bloqueador
MK-571(inibidor da proteina MRP/ABCC) ndo mostraraiferenca em relagéo
aos grupos que nao tiveram a proteina bloqueadayidénciando a inibicdo de
atividade da MRP. Scherer e colaboradores (200i)dasam a resisténcia a
multixenobidticos, em uma espécie de diatomaceatiligaram inibidores das
proteinas de extrusdo celular, o verapamil e o MK-®s resultados obtidos pelos
autores mostraram que o verapamil, testado emediies concentragdes (50 -160
puM), ndo mostrou inibicdo dos mecanismos defesaatardacea. Enquanto que o
MK- 571 inibiu as vias de defesa da célula quangpostas a concentracdes
maiores que 5@M. O resultado do estudo realizado com a diatomaaddiferente
dos dados encontrados neste estudo, onde o vetagamesentou efeito ao inibir
as vias de extrusao dos xenobidticos testadozif@racobre e mistura), enquanto

que o MK-571 ndo mostrou diferenca.

2.6- Conclusao

A sensibilidade dos testes de citotoxicidade pcstareaelacionada com o
tipo de contaminante e seu alvo de acg&o. A iaamostrou-se ter como alvo a
mitocdndria, tendo a citotoxicidade evidenciada emsaio da funcionalidade
mitocondrial. Enquanto que para o cobre o teste sensivel foi o relacionado a
integridade da membrana plasmatica, possivelmeateocefeito do possivel
estresse oxidativo desencadeado pelo metal (Momeilal., 2015). Para a mistura
dos contaminantes a funcionalidade mitocondrialnfais sensivel, mas apenas a
mistura das maiores concentragdes dos contaminémitegotdxica (A20Cu90),
indicando maior efeito da atrazina.

Os resultados da resisténcia a multixenobioticostraam uma relagéo
inversa com a citotoxicidade, a concentragdo deziatt permitida pela legislacéo
brasileira (2ug.L™) ndo apresentou citotoxicidade, pelo fato dasefmas ABC
estarem ativas. Quanto ao cobre, as concentrag@tsdas foram citotdxicas
mesmo com a atividade das proteinas ABC. Por fodag as combinagbes de
mistura mostravam proteinas ABC ativas, e aindemaasmaior delas apresentou
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citotoxicidade. No sistema de defesa MXR, as P-gpegem ser uma via

importante para a defesa celular.
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Discussao geral
No ambiente natural indmeros fatores podem afetapresenca de

contaminantes e a interacdo com os diferentes tpbdares . O objetivo deste
estudo foi verificar como dois contaminantes derdifites caracteristicas quimicas,
como a atrazina (composto organico) e o cobre (ostopinorganico), podem
interagir com dois modelos celulares distintos,mahi e vegetal.. Os modelos
utilizados foram a microalga de 4gua dé@smodesmus communis, e 0s hepatdcitos
de zebrafish (ZF-L) que, ambos foram expostos a atrazina e cdismados e
associados).

Os ensaios de citotoxicidade tiveram dois parareetsdulares como alvo:
integridade lisossomal/integridade da membrana lazele a funcionalidade
mitocondrial. Para a microalga foi realizado tambénandlise da resisténcia a
multixenobidticos (MXR), neste estudo foi identi#fia a atividade das proteinas
ABC, sem registros na literatura (qQue aborda esslemente a expressao).
Comparando os resultados encontrados para a ngaraam os das células de
zebrafish, em relagdo a exposicdo a atrazina, apenas a owaioentracao testada (20
ng.L-1) foi citotoxica para ambos modelos, derdo com alvos distintos, para a
microalga a funcionalidade mitocondrial e opara zebrafish a integridade
lisossomal.. Os alvos celulares que identificaréotaxicidade indicam relacdo com
a natureza do contminante e com o tipo celular.

A microalga foi mais sensivel ao cobre do que gzatieitos, pois ja na
concentracdo de fg.L-1 (CONAMA), além da de 9Qug.L-1, foi evidenciado
citotoxicidade enD.communis, enquanto que para as célulaszelarafish apenas a
maior concentracdo testada (@.L-1) foi citotoxica. Quanto para a mistura dos
contaminantes, a Unica concentracdo que foi testatlaambos modelos foi as
concentragcbes consideradas seguras pela legidegéiteira (A2CU9), a qual néo
foi citotoxica para nenhum dos modelos celularesidesios. No entanto cabe
ressaltas, que a analise de defesa celular, real@penas nas microalgas, mostra
gue nesta condicdo as células apresentavamativaladentyada das proteinas de
extrusdo de xenobidticos.
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Estudos apontam microalgas como “detoxificadorass @mbientes, a
presenca desses organismos no ambiente pode dimenutoncentracdo de
contaminantes atraves da biotransformacdo dessegostos, assim protegendo os
consumidores do fitoplancton. De acordo com edigdesa atividade das proteinas
ABC defendem as células de sofrerem citotoxicidade.

A andlise com modelos celulares distintos permipesquisador a ter uma nogéo do
gquanto esses contaminantes podem afetar os orgaigmesentes no mesmo
ambiente. A microalga apresentou uma sensibilidase contaminantes proxima a
dos hepatdcitos deebrafish, 0 que torna interessante para futuros estudose sob
citotoxicidade, podendo-se inferir que modelos leeds distintos podem estar sendo

afetados de forma semelhante.
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