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APRESENTAGAO

O foco desta dissertacao ¢é a tolerancia de uma espécie de bivalve nativo Anodontites
trapesialis e outra invasora Limnoperna fortunei perante a contaminagdo ambiental
através de testes de citotoxicidade e defesa celular e foi estruturada em um capitulo. A
introducao geral e o capitulo 1: “Tolerancia de bivalve nativo e invasor perante a
contaminagao ambiental” foram formatados de acordo com as normas do periédico
“Archives of Environmental Contamination and Toxicology” periodico Qualis B1 na area

de biodiversidade.



RESUMO

A introdugdo de espécies exodticas constitui uma das principais ameacas a biodiversidade. Tais
espécies, quando nao encontram predadores naturais se proliferam sem controle e ameagam
espécies nativas através da competicao por espago e alimento, podendo levar estas a extingdo. A
literatura indica que espécies exoticas possuem uma maior tolerancia a estressores ambientais
quando comparadas a espécies nativas, aumentando assim, a possibilidade dessas espécies se
estabelecerem em novos habitats. Nas ultimas décadas, as atividades antropogénicas aumentaram
em decorréncia da urbanizagdo e da industrializagdo e isso tem gerado um aumento na
quantidade de contaminantes no meio ambiente. Propde-se, com este trabalho, verificar a
resisténcia de moluscos bivalves de agua doce de espécie nativa (Anodontites trapesialis) €
exotica (Limnoperna fortunei) a contaminagao quimica. Para isso, utilizamos o método ex
vivo/in vitro, onde branquia e musculo foram expostos a dois tipos diferentes de estressores
ambientais, cobre (metal) ¢ Roundup Transorb® (herbicida). Os tecidos foram submetidos ao
teste de citotoxicidade vermelho neutro, no qual avalia a Integridade lisossomal e ao teste MXR
(Resisténcia a Multixenobiodticos) no qual avalia a defesa celular. Na espécie exdtica, apenas
cobre 9000 pg/L e Roundup Transorb® 5000 pg/L foram citotoxicas. Na espécie nativa, foi
observada citotoxicidade do cobre de 900 e 9000 pg/L e do Roundup Transorb® de 50 e 5000
pug/L. Os resultados foram iguais em ambos os tecidos. As proteinas ABC, responsaveis pela
extrusao dos contaminantes (defesa celular), mostraram-se inibidas quando expostas aos
contaminantes em ambas as espécies, logo, a citotoxicidade pode estar relacionada com a falta de
capacidade da defesa celular. Os resultados indicam que branquia e musculo portaram-se da
mesma maneira, ndo havendo diferenga de sensibilidade entre os tecidos. Em rela¢ao a
integridade lisossomal, a espécie nativa foi mais sensivel em apontar maior niimero de situagdes

com citotoxicidade, onde houve maior nimero de condigdes em que a defesa celular foi inibida.

Palavras-chave: Limnoperna fortunei, Anodontites trapesialis, ex-vivo, citotoxicidade, MXR.



ABSTRACT

The introduction of alien species is one of the major threats to biodiversity. These species, when they
do not encounter natural predators, proliferate uncontrollably and threaten native species through
competition for space and food, which can lead to extinction. The literature indicates that exotic
species have a greater tolerance to environmental stressors when compared to native species, thus
increasing the possibilities of these species to settle in new habitats. In recent decades, anthropogenic
activities have increased as a result of urbanization and industrialization and this has generated an
increase in the amount of contaminants released and introduced into the environment. It is proposed,
with this work, to verify the resistance of freshwater bivalve molluscs of native species (Anodontites
trapesialis) and exotic (Limnoperna fortunei) to chemical contamination. For this, we used the ex
vivo / in vitro method, where gill and muscle were exposed to two different types of environmental
stressors, copper (metal) and Roundup Transorb® (herbicide). The tissues were submitted to the
neutral red cytotoxicity test, in which the lysosomal Integrity and the MXR (Multixenobiotic
Resistance) test evaluated the cellular defense. In the exotic species, only 9000 pg / L and Roundup
Transorb® 5000 pg / L were cytotoxic. In the native species, copper cytotoxicity of 900 and 9000 pg
/ L and Roundup Transorb ® of 50 and 5000 pg / L were observed. The results were the same in both
tissues. The ABC proteins, responsible for the extrusion of the contaminants (cell defense), were
inhibited when exposed to the contaminants in both species, therefore, cytotoxicity may be related to
the lack of capacity of the cellular defense. The results indicate that the gill and muscle acted in the
same way, with no difference in sensitivity between the tissues. In relation to the lysosomal integrity,
the native species was more sensitive in pointing out more situations with cytotoxicity, where there

were more conditions in which the cellular defense was inhibited.

Key-words: Limnoperna fortunei, Anodontites trapesialis, ex-vivo, cytotoxicity, MXR.



INTRODUCAO GERAL

Introducio de espécies exéticas

Espécies exdticas sdo aquelas que se instalam em locais onde nao sdo naturalmente
encontradas. Essas espécies podem chegar acidentalmente, como no lastro dos navios, ou serem
deliberadamente introduzidas para uso em plantagdes, plantas ornamentais, espécies de caca ou
agentes de controle bioldgico (Ricklefs 2010). Atualmente, existem centenas de espécies exoticas
distribuidas pelo mundo em decorréncia da intensa e artificial introducdo provocada pelo
homem.

Os navios s3o considerados como uma das principais fontes de introdu¢dao de espécies
exodticas, através da agua de lastro. Segundo a ANTAQ (Agéncia Nacional de Transportes
Aquaviarios 2018), a utilizacdo da 4dgua de lastro ¢ fundamental aos navios, pois compensa a
perda de peso gerada no desembarque de cargas. O transporte marinho ¢ muito utilizado para fins
lucrativos, resultando na reducdo ou eliminagdo de barreiras naturais que antigamente separavam
os ecossistemas, favorecendo a introdu¢do de espécies em habitats onde elas ndo sdo
naturalmente encontradas (Barbieri 1998).

Darrigran (2002) relatou que, para uma espécie exdtica ser bem-sucedida na invasao de
novos habitats, ela depende principalmente de certas caracteristicas, como alta taxa de
reproducdo, falta de predadores e vasta tolerdncia ambiental. Essas e outras caracteristicas
designam a espécie exdtica como invasora, ameacando desse modo, as espécies nativas € 0
equilibrio do ecossistema. No ambiente aquatico, a introducdo de espécies pode gerar varias
consequéncias para a biota nativa, podendo levar a remogao, predacdao e exclusdo competitiva
(Williamson 1996).

A literatura indica que espécies nativas sdo mais sensiveis a ambientes contaminados
perante as invasoras, que mostram-se mais resistentes. Essa sensibilidade ja foi observada por
Karatayev e colaboradores (2009), onde constataram que mais de 35% das espécies nativas de
invertebrados aquaticos na América do Norte s6 conseguem viver em areas com excelente
qualidade da 4gua e sdo intolerantes a poluicdo organica. Em contraste, todos os invasores sdao
tolerantes a pelo menos quantidades moderadas de polui¢do orgénica. Piola e Johnston (2006),
realizaram estudos com espécies marinhas invasoras de Bugula neritina, comumente conhecido
como briozoario marrom (invertebrados marinhos sé€sseis), € demonstraram que as espécies que
eram provenientes de um porto poluido aumentaram a resisténcia ao cobre em relacao as

populacdes de uma area nao poluida. Este aumento na resisténcia pode oferecer vantagens para
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as espécies invasoras aumentando as suas possibilidades de se estabelecerem em um novo

habitat.

Contamina¢iao no meio ambiente

No mundo, existem milhares de substincias téxicas que tém a capacidade de
comprometer a saude dos organismos e do ecossistema em geral. Apds a industrializacdo, elas
comegaram a ser mais utilizadas pelo homem. E, devido ao desenvolvimento e crescimento
populacional, ocorreu um aumento do seu langamento nos diversos compartimentos ambientais,
resultando em iniumeros prejuizos aos seres vivos € ao ecossistema.

Para a realizacdo desse estudo, foram escolhidos dois contaminantes de natureza distinta,
0 cobre que ¢ um metal essencial presente nos organismos mas que possui potencial toxico em
concentracdes elevadas (Nzengue et al. 2011) e o Roundup Transorb®, um agrotdxico que €
muito utilizado atualmente. H4 trabalhos que comprovam a alta toxicidade que esses
contaminantes possuem e os maleficios que causam no meio ambiente. Gomes e colaboradores
(2011) observaram que o cobre induziu estresse oxidativo nas branquias de mexilhdes devido a
interferéncia do sistema de defesa antioxidante e inibicdo da acetilcolinesterase. Clements e
colaboradores (1997) evidenciaram genotoxicidade em células de anfibios quando expostos a

formulacdes de glifosato.

Cobre

O cobre ¢ um metal considerado composto quimico inorganico e um micronutriente
essencial para os organismos, pois participa de uma variedade de processos bioquimicos e
fisiologicos. Esse metal essencial desempenha um papel importante na manutengao das fungdes
celulares, agindo como componente fundamental para muitas enzimas (Di Donato e Sarkar,
1997; Minghetti et al. 2008), porém, quantidades superiores as necessidades podem afetar a
homeostase dos organismos e causar toxicidade (Nzengue et al. 2011). Muitos estudos ressaltam
os efeitos que altas concentragcdes de cobre geram nos organismos € no meio ambiente. Prato e
colaboradores (2013), observaram que o cobre diminuiu a taxa de sobrevivéncia, crescimento e
reproducao de amphipoda Gammarus aequicauda. Viarengo e colaboradores (1996) verificaram
estresse oxidativo e peroxidagao lipidica induzida pelo cobre em células de mexilhdes. Respostas
genotoxicas em mexilhdes de agua doce, expostos ao cobre, foram observadas por Conners e
Black (2004).

No que diz respeito ao aporte de metais em corpos aquaticos, sabe-se que eles sdo

naturalmente incorporados aos sistemas por meio de processos geoquimicos. Fontes naturais de
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cobre incluem as atividades vulcanicas e o desgaste de rochas e de solos devido ao intemperismo
(Drever 1988). Nas ultimas décadas, as atividades antropogénicas aumentaram em decorréncia da
urbanizagdo e da industrializagdo. Em paralelo, houve um aumento nas atividades de mineragao e
incineracdo, gerando assim, um aumento nas quantidades de metais introduzidas em ambientes
aquaticos (Brunner e Brown 1988).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), através da Resolucao n°® 357/2005
“dispoOe sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento,
bem como estabelece as condigdes e padroes de langamento de efluentes, e da outras providéncias.”
Esta resolucdo estabelece o limite maximo permitido para o langamento de cobre em ambientes
dulcicolas no Brasil. E determina que para aguas de classe I (destinadas ao abastecimento para
consumo humano, com desinfec¢ao; a preservacao do equilibrio natural das comunidades aquaticas e
a preservagao dos ambientes aquaticos em unidades de conservagdo de prote¢do integral) o limite de

cobre dissolvido na dgua é 9 pg/L.

Roundup Transorb® (Glifosato)

A producdo agricola mundial baseada na utilizacdo de agrotoxicos, que tem como
finalidade o aumento da produtividade agricola e eliminacdo de pragas, traz como resultado uma
série de consequéncias adversas a saide humana e ao ambiente. Seu uso ultrapassa as vantagens
associadas a seu ganho de produtividade (Veiga et al. 2006). Os agrotoxicos sao aplicados para
atingir ervas invasoras (organismos alvos), mas possuem um grande potencial para atingir
organismos ndo alvo, pois se movem para outros compartimentos ambientais, como aguas
superficiais e subterraneas (Sabik et al. 2000). Eles podem alcancar o ambiente aquatico de
varias formas, tendo como exemplo a lixiviacao, escoamentos superficiais, uso intensivo desses

produtos de forma inadequada, dentre outras (Tomita e Beyruth 2002) (Fig. 1).

Detiva

Esccamento suparficial
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Fig. 1 Esquema mostrando as principais rotas dos agrotoxicos em ecossistemas aquaticos.

(Imagem: Tomita, R. Y., Toxicologia de agrotéxicos em ambiente aquatico, 2002).
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Dentre os agrotdxicos existentes, encontra-se o glifosato, considerado um potente
herbicida nado seletivo (Quinn 1993; Gruys e Sikorski 1999) muito utilizado nas plantagdes de
arroz, que € um dos principais alimentos para a nutricdo humana. Por ser um alimento muito
utilizado e com uma grande importancia socioecondmica, os rizicultores investem largamente no
uso de herbicidas visando o controle de pragas nas plantagdes.

A principal formula¢do do glifosato ¢ o Roundup® — herbicida produzido pela Monsanto,
empresa multinacional de agricultura. H4 ainda uma outra formulacdo comercial denominada
Roundup Transorb®, que também é um herbicida a base de glifosato, utilizado para combater e
eliminar plantas invasoras (Rodriguez e Almeida, 1995). Enquanto que o Roundup apresenta apenas
um surfactante na sua formulag¢do, conhecido como polioxietileno-amina (POEA), a formulagao
Transorb®, além do POEA, possui também um outro surfactante ndo especificado pelo fabricante
(Howe et al. 2004). De acordo com Cox (1998) a combinagao desses dois surfactantes potencializa a
acdo toxica, representando perigo ao meio ambiente e aos organismos. Moreno e colaboradores
(2014), observaram genotoxicidade em peixes (Prochilodus lineatus) quando expostos a formulacao
comercial Roundup Transorb®. De acordo com Santos e Martinez (2014) a exposicao ao Roundup
em bivalves interferiu nas defesas oxidantes, levando a peroxidagao lipidica.

A utilizagdo dos agrotoxicos € cada vez mais preocupante pois traz efeitos adversos ao
ambiente, afetando também os organismos que, dependendo da concentragdo, podem acabar
expostos aos herbicidas utilizados na cultura do arroz, uma vez que para o plantio parte do corpo
d’agua ¢ desviado para a irrigacao da plantacdo, e posteriormente a dgua utilizada nesta lavoura ¢é
devolvida ao corpo d’agua de origem. Por essa razdo a rizicultura pode ser considerada

responsavel por grande parte dos agrotoxicos langados em corpos d’agua (Pinheiro et al. 2010).

Espécie invasora (Limnoperna fortunei) Dunker, 1857 (Mytilidae)

O mexilhdo dourado (Fig. 2) ¢ nativo de rios e riachos do continente asiatico. A introdugao
desta espécie na América do Sul ocorreu em 1991 (Pastorino et al. 1993) de um modo nao
intencional, através de dguas de lastros de navios (Darrigran e Pastorino 1995). A espécie possui
desenvolvimento larval, auxiliando a dispersdo nos ambientes aquaticos (Darrigran 2002). Podem
atingir até 4 cm e vivem em ambientes dulcicolas ou com aguas salobras (Darrigran e Ezcurra-De-
Drago 2000). Morton (1973) descreveu que Limnoperna fortunei ¢ denominado mexilhdo dourado
devido as suas conchas apresentarem uma colora¢cdo dourada em ambientes com aguas claras.

Esta espécie possui trés caracteristicas que as denotam como invasoras: alta fecundidade,

maturidade sexual precoce e vasta tolerancia ambiental (Darrigran 2002). O mexilhdo dourado, ao
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contrario de outras espécies invasoras, foi incorporado na dieta de peixes na regido Neotropical
(Montalto et al. 1999; Lopes e Vieira 2012). Vieira e Lopes (2013), relataram que o mexilhdo
dourado foi considerado o alimento mais importante para a espécie de bagre Pimelodus pintado. Os
mesmos autores observaram que o bagre s6 consumiu mexilhdes dourados menores que 1,4 cm por

estarem mais disponiveis no ambiente.

Fig. 2 Limnoperna fortunei (Mexilhdo dourado). (Foto: Darrigran G., Professor of National

University of La Plata, Argentina).

Os ambientes aquaticos foram fortemente impactados com a presenca do mexilhdo dourado.
Entre os danos gerados, destacam-se a obstru¢do de tubulagdo e aumento na corrosdo de superficies
em que os mexilhdes ficam aglomerados, gerando danos nas redes de abastecimento e tratamento de
aguas e aumento de gastos para o reparo (Darrigran 2002) e danos ao meio ambiente. Além de
competir com as espécies nativas por espago e alimento, acabam agindo de uma forma ainda mais
danosa causando sufocamento, utilizando como substrato de fixa¢do os bivalves nativos (e.g.

Anodontites trapesialis) (Fig. 3), impedindo assim as trocas gasosas e a obten¢do de alimentos
(Amaral et al. 2008).

Fig. 3 Limnoperna fortunei utilizando como substrato de fixa¢do o bivalve nativo Anodontites

trapesialis (Foto: Tomaz Aguzzoli).
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Espécie nativa (4Anodontites trapesialis) Lamarck, 1819 (Mycetopodidae)

Anodontites trapesialis ¢ um bivalve nativo da América do Sul que habita ambientes
dulcicolas. Estes bivalves pertencem a familia Mycetopodidae e tem como caracteristicas a concha
em forma de trapézio e a capacidade de atingir grandes tamanhos (13 cm de comprimento e 6,5 cm
de altura) (fig. 4). De acordo com Amaral e colaboradores (2008), este molusco faz parte da cadeia
alimentar de peixes, aves, mamiferos e seres humanos, por possuir alto teor de proteinas. Oliveira e
colaboradores (2015) relataram que esta espécie ¢ um modelo bioldgico eficiente na identificacdo de
ambientes contaminados, 0 que a torna uma boa op¢do para o monitoramento de dguas doces. Esta
espécie foi introduzida ndo intencionalmente em tanques de cultivo de peixes, como ocorreu em
Arroio Grande, no Estado do Rio Grande do Sul, onde foi coletada espécimes de Anodontites

trapesialis para a realizacao do presente estudo.

Fig. 4 Espécie nativa da América do Sul Anodontites trapesialis (Foto: Yasmin El Haj).

Ensaios de citotoxicidade

O teste de retengdo do corante vermelho neutro permite avaliar a viabilidade celular,
baseando-se na capacidade das células vidveis em incorporarem o corante nos lisossomas
(Borenfreund e Puerner 1985). E um dos testes de citotoxicidade mais utilizados devido a sua
simplicidade e precisdo em gerar resultados reprodutiveis em laboratorio além da eficiéncia em
detectar substancias toxicas (Borenfreund e Puerner 1985; Repetto et al. 2008). E um método
originalmente aplicado em células naturalmente isoladas, ou onde as amostras passam por
dissociacdo celular, o que torna o procedimento muito trabalhoso, limitando o numero de amostras

processadas, de uma exposi¢ao in vivo ou ex-vivo.
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Defesa celular

O mecanismo de resisténcia a multixenobioticos (MXR), atua na célula como forma de
protecao contra possiveis ameagas. Perante a grande quantidade de contaminantes despejados no
meio ambiente, essa via de defesa ¢ de extrema importancia para a extrusao de compostos
toxicos nas células. O MXR pode ser quantificado através do acimulo do fluorescente Rodamina
B, que ¢ o substrato das proteinas de efluxo de xenobioticos (Kurelec et al. 2000). Esta
resisténcia ¢ dada pela presenca de principalmente duas proteinas transmembranas da super-
familia ABC (ATP Binding Cassete), denominadas glicoproteinas P (Pgp) ou proteina ABCB,
que faz o efluxo de xenobiodticos e a MRP, ou ABCC, que utiliza a biotransformacdo do
xenobiodtico para facilitar o efluxo (Gottesman e Pastan 1993; Bard 2000). Essas proteinas sdo
dependentes de ATP e evitam o acumulo de xenobidticos, transportando-os para fora da célula
(Kurelec 1995).

Uma segunda linha de defesa ¢ ativada quando a Pgp ndo consegue eliminar todos os
xenobiodticos. Enzimas do sistema de biotransformagdo iniciam a metabolizacdo ou
biotransformacao, que ocorre em duas fases, a fase I onde ocorre a hidroxilagdo via enzima
citocromo P450 e o composto ainda ¢ eliminado através da Pgp, e a fase II onde hé a conjugacao
do xenobidtico pela glutationaSTransferase. Quando ocorre a fase II, o composto
biotransformado ¢ eliminado pela proteina ABCC (Bard 2000) (Fig. 5).

Estudos comprovam que ao invés da ativagdo dessas proteinas, onde elas conseguem fazer o
efluxo das substancias estranhas a célula, na presenca de certos compostos quimicos como 0s
agrotoxicos, pode ocorrer inibi¢do da atividade desses transportadores ABC (Kurelec 1995; Koehler

et al. 1998), o que acaba representando a falha na capacidade de defesa celular.
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Fig. 5 Modelo do funcionamento do mecanismo de defesa das proteinas da super-familia ABC

na presen¢a de um xenobidtico (Esquema: Fernanda Moreira Lopes).
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Teste Ex vivo

Testes in vitro sao Otimas alternativas para diminuir o uso de animais em laboratorios,
substituindo-os ou servindo como estudo precedente ao teste in vivo (Rogero et al. 2003) Esse
método permite limitar o nimero das varidveis experimentais, sua execugdo ¢ mais simples, mais
rapida e gera menos residuos quando comparadas ao teste in vivo. Dentre os testes in vitro, um
modelo alternativo ¢ chamado de ex vivo. Neste, os estudos sdo realizados com um 6rgao, tecido

ou fragmento de tecido isolado, preservando em parte a integracdo entre as células.

HIPOTESE
A hipotese deste trabalho ¢ que espécie invasora possui uma maior tolerancia a ambientes

contaminados perante a nativa.

OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi comparar a resisténcia de um bivalve nativo da espécie
Anodontites trapesialis perante outro de espécie exoOtica Limnoperna fortunei (mexilhdo
dourado), frente a contaminagdo ambiental, por meio de testes de citotoxicidade que possam
indicar a espécie mais resistente a presenca de dois contaminantes. Para isso, foi utilizado o
modelo ex vivo, no qual branquia e musculo foram expostos a dois estressores ambientais de
naturezas distintas, no caso, os contaminantes cobre (metal) e Roundup Transorb®

(herbicida/agrotdxico).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Investigar a citotoxicidade do cobre e do Roundup Transorb® sobre as duas espécies, utilizando
para tal dois tipos de tecidos distintos, um de interface com o ambiente (branquia) e outro interno

(musculo);

. Verificar a capacidade de defesa celular destas espécies as substancias toxicas (cobre e

Roundup Transorb®),

. Avaliar se a defesa celular previne a citotoxicidade.
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. Adaptacdo metodologica do ensaio de citotoxicidade da integridade lisossomal para o modelo

ex vivo.
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CAPITULO 1

Tolerancia de bivalve nativo e invasor perante a contamina¢ao ambiental

Manuscrito a ser submetido, para a revista Archives of Environmental Contamination and

Toxicology.

El Haj, Y*:.; Souza, M.M?

aPrograma de P6s-Graduacao em Biologia de Ambientes Aquaticos Continentais,
Universidade Federal do Rio Grande — FURG, Rio Grande / RS, Brasil

b Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Rio Grande — FURG, Rio Grande /
RS, Brasil

Resumo

A literatura indica que espécies exoticas possuam uma maior tolerancia a estressores ambientais
quando comparadas a espécies nativas. Nas Ultimas décadas, o uso de contaminantes introduzidos no
meio ambiente aumentou em decorréncia da industrializagdo. Objetiva-se, com este trabalho,
verificar a resisténcia de moluscos bivalves de agua doce de espécie nativa (Anodontites trapesialis)
e exotica (Limnoperna fortunei) a contaminacdo quimica, através do método ex vivo/in vitro.
Branquia e mtsculo foram expostos a dois tipos diferentes de estressores ambientais, cobre (metal) e
Roundup Transorb® (herbicida). Os tecidos foram submetidos ao teste de citotoxicidade vermelho
neutro, no qual avalia a Integridade lisossomal e ao teste MXR (Resisténcia a Multixenobioticos) o
qual avalia a defesa celular. Na espécie exoética, apenas cobre 9000 pg/L e Roundup Transorb® 5000
pg/L foram citotdxicas. Na espécie nativa, foi observada citotoxicidade do cobre de 900 e 9000 pg/L
e do Roundup Transorb® de 50 e 5000 ug/L. Os resultados foram iguais em ambos os tecidos. As
proteinas ABC, responsaveis pela extrusao dos contaminantes (defesa celular), mostraram-se inibidas
quando expostas aos contaminantes em ambas as espécies, logo, a citotoxicidade pode estar
relacionada com a falta de capacidade da defesa celular. Nosso resultado indica que branquia e
musculo portaram-se da mesma maneira, ndo havendo diferenca de sensibilidade entre os tecidos.
Em relacdo a integridade lisossomal, a espécie nativa foi mais sensivel em apontar maior nimero de
situagdes com citotoxicidade, onde houve maior nimero de condigdes em que a defesa celular foi
inibida.

Palavras-chave: Limnoperna fortunei, Anodontites trapesialis, ex-vivo, citotoxicidade, MXR.
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Introducio

Espécies exdticas sdo aquelas que se instalam em locais onde ndo sdo naturalmente
encontradas. De acordo com Darrigran (2002), espécies exoticas apresentam quatro
caracteristicas que as classificam como invasoras: Maturidade sexual precoce, alta fecundidade,
vasta tolerancia ambiental e falta de predadores. Essas espécies podem chegar acidentalmente,
como no lastro dos navios, ou serem deliberadamente introduzidas para uso em plantacdes,
plantas ornamentais, espécies de caga ou agentes de controle bioldgico (Ricklefs 2010). Estudos
indicam que espécies nativas nao possuem tolerancia para ambientes contaminados, sendo assim,
mais sensiveis em relagdo as espécies exoticas. Karatayev e colaboradores (2009), observaram
que mais de 35% das espécies nativas de invertebrados aquaticos na América do Norte sO
conseguem viver em areas com excelente qualidade da agua e s3o intolerantes a poluicdo
organica. Em contraste, os invasores parecem ser mais tolerantes a pelo menos quantidades
moderadas de poluentes organicos. De acordo com Piola e Johnston (2006), estudos realizados
com espécies marinhas invasoras de Bugula neritina, comumente conhecido como briozoario
marrom (invertebrados marinhos sésseis), demonstraram que os exemplares que eram
provenientes de um porto poluido aumentaram a resisténcia ao cobre em relagdo as populagdes
de um local ndo poluido.

Ambientes dulcicolas podem ser facilmente afetados pelas atividades antropicas, a
agricultura ¢ uma atividade que contribui para a contaminagdo das aguas e consequentemente
dos organismos. O Roundup Transob® ¢ uma formulagdo comercial do glifosato — um potente
herbicida nao seletivo (Quinn 1993; Gruys e Sikorski 1999), utilizado na rizicultura, que tem
como objetivo atingir organismos alvos, como as ervas daninhas, porém, possuem um grande
potencial para atingir organismos nao-alvos, pois se movem para outros compartimentos
ambientais, como aguas superficiais e subterrdneas (Sabik et al. 2000). Modesto e Martinez
(2010) verificaram que uma das formulagdes comerciais do glifosato, o Roundup, induziu a
inibicdo da acetilcolinesterase em peixes, organismos nao-alvos. Santos e colaboradores (2005)
verificaram que o Roundup Transob® apresentou maiores efeitos toxicos no crescimento da
bactéria simbiotica Bradyrhizobium em comparacdo com o glifosato puro que exerceu efeitos
minimos. Pressupde-se que este aumento na toxicidade seja referente aos surfactantes presentes
nas formulagdes comerciais, especialmente o Roundup Transob® que apresenta uma mistura de
surfactantes — POEA e outro surfactante nao especificado pelo fabricante (Howe et al. 2004).

Outras atividades econdmicas, como a industria, geram contaminacdo por metais tracos
nos ambientes aquaticos. O cobre ¢ um micronutriente essencial para os organismos, pois

participa de uma variedade de processos bioquimicos e fisiologicos (Di Donato e Sarkar 1997).
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Esse metal essencial desempenha um papel importante na manutengdo das funcdes celulares,
agindo como componente fundamental para muitas enzimas (Di Donato e Sarkar 1997,
Minghetti et al. 2008), porém, quantidades superiores as necessidades podem afetar a
homeostase dos organismos e causar toxicidade (Nzengue et al. 2011). Gomes e colaboradores
(2011) observaram que o cobre induziu estresse oxidativo nas branquias de mexilhdes devido a
interferéncia do sistema de defesa antioxidante ¢ inibigao da acetilcolinesterase.

Estudos in vitro/ex vivo sao métodos alternativos que vem sendo utilizados com maior
frequéncia, pois diminuem o uso de animais em laboratérios (Rogero et al. 2003). A
peculiaridade do ex vivo ¢ a utilizacdo do orgdo, tecido ou fragmento de tecido isolado em
detrimento de células isoladas, preservando interagdes celulares. Sua utilizacdo oferece muitas
vantagens, como geracao de poucos residuos, resultados rapidos, baixo custo e facilidade de
reproduzir os experimentos, pois as variaveis sdo controladas nos laboratorios (Bols et al. 2005).

Um dos testes de citotoxicidade bastante utilizado é o teste de retencdo do corante
vermelho neutro, que permite avaliar a viabilidade celular, baseando-se na capacidade das
células viaveis reterem o corante nos lisossomas (Borenfreund e Puerner 1985). Este ¢ um teste
eficaz para selecionar substancias que possuem um potencial citotoxico (Repetto et al. 2008). Ao
longo das ultimas décadas a integridade lisossomal vem sendo avaliada em ensaios com células
isoladas, em microplaca avaliando-se o conteudo total de corante retido, ou com auxilio de
microscopio avaliando-se o tempo de retengdo do corante pelos lisossomos (Borenfreund e
Puerner 1985; Lowe et al. 1995). Em ecotoxicologia utilizou-se bastante, na década de 90 e
inicio deste século, a analise do tempo de retencdo do corante em hemocitos de invertebrados
aquaticos, no entanto este método ¢ bastante trabalhoso, por envolver o acompanhamento das
amostras por pelo menos 1 h no microscopio, além de ser uma andlise qualitativa. Diante disso,
foi adaptado o método que analisa quantitativamente (por espectrofotometria) o conteudo do
corante em células isoladas, na microplaca, para a realizagdo em amostras de tecido (sem realizar
dissociacao celular).

Embora a exposicdo a diferentes contaminantes possa causar efeitos nocivos nos
organismos, as células possuem um mecanismo de resisténcia a multixenobioticos (MXR), que
atua como forma de prote¢cdo contra possiveis ameacas, fazendo o transporte dos contaminantes
para fora da célula (Kurelec et al. 1995). O MXR pode ser quantificado através do acimulo do
fluorescente Rodamina B, que ¢ o substrato das proteinas ABC (ATP Binding Cassete), que

fazem transporte a custa de gasto de ATP (Kurelec et al. 2000).
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A hipotese do presente trabalho é que a espécie invasora do estudo apresenta uma maior
tolerancia a ambientes aquaticos contaminados perante a nativa, que apresenta uma sensibilidade
maior.

Considerando estes fatores, o objetivo do presente estudo foi comparar a resisténcia de um
bivalve nativo da espécie Anodontites trapesialis, perante outro da espécie exodtica/invasora
Limnoperna fortunei (mexilhdo dourado), frente a contaminag¢do ambiental, utilizando o método
ex vivo onde branquia e musculo foram expostos a dois estressores ambientais de naturezas
distintas, no caso, os contaminantes cobre (metal) e Roundup Transorb® (herbicida/agrotdxico).

Para isso, foi adaptado o método de integridade lisossomal em células isoladas para a
utilizacdo em tecido, permitindo investigar a citotoxicidade. A capacidade de defesa celular foi

verificada e também foi investigado se a defesa celular previne a citotoxicidade.

Materiais e Métodos

Obtencao dos Animais e Manutencao
Os bivalves de adgua doce da espécie nativa Anodontites trapesialis foram obtidos na
Barragem do Arroio Chasqueiro (Arroio Grande — RS). A espécie exdtica Limnoperna fortunei,
mais conhecida como mexilhdo dourado, foi coletada no primeiro levante do canal da Corsan
(localizado na regido da Palma, 32°3'14.39"S e 52°22'18.28"0) na cidade de Rio Grande — RS.
Apoés a obtengdo, os animais foram levados ao Biotério Aquatico do ICB (FURG) e
mantidos em aquarios com temperatura ambiente em torno de 20 °C, aeracado, fotoperiodo 12/12

h claro-escuro e alimentados com ragao para peixes de agua doce.

Tratamento Ex vivo

Tecidos dos bivalves de ambas as espécies foram submetidos as condi¢des experimentais
adotando o modelo de exposi¢do ex vivo. Esse método se enquadra como modelo in vitro, pois os
tecidos em estudo foram isolados e submetidos aos diferentes tratamentos, sendo assim, ¢ um
modelo com preservacao das interagdes celulares do tecido. Na espécie exotica foi utilizado
tecido (branquia e musculo) de 10 animais para exposi¢do a cada contaminante. J4 na espécie
nativa, por se tratar de uma espécie relativamente grande (podendo atingir até 13 cm de
comprimento e 6,5 de largura), foram utilizados fragmentos dos tecidos (branquia e musculo),
sendo assim, os tecidos eram oriundos de sete animais por tratamento. Todos os tecidos foram
pesados e o tamanho foi padronizado para cada espécie. O peso tecidual da espécie invasora

ficou em torno de 0,015 a 0,030 gramas e da espécie nativa 0,075 a 0,090 gramas. A escolha dos

27



contaminantes, de duas naturezas quimicas distintas (metal e organofosforado), além da
relevancia regional, deve-se também ao conhecimento prévio de sua toxicidade, onde, estudos in
vitro, ja evidenciaram a toxicidade de cobre e de Roundup em hepatocitos de zebrafish e
microalgas (Goulart et al. 2015; Guidony 2016), e ainda pela melhor caracterizacdo do modelo
diante de naturezas quimicas distintas.

Os tecidos (branquia e musculo) foram expostos aos contaminantes, cobre ¢ Roundup
Transorb® por 15 h. O tempo de exposicao foi estabelecido apds um teste piloto de viabilidade
dos tecidos em solugdo salina. A escolha da branquia se deu em fun¢ao do seu contato direto com
a agua, sendo assim, mais passivel a contaminac¢do. No caso do muisculo adutor, este ¢ um tecido
de ndo interface com o meio e de maior massa. Assim, testou-se dois contaminantes de naturezas

quimicas diferentes e dois tecidos de caracteristicas também distintas.

Integridade Lisossomal

O ensaio vermelho neutro (EVN) consiste no uso de um corante que avalia a integridade
dos lisossomos. O corante ¢ um composto lipofilico que se difunde passivamente através das
membranas celulares (Lowe et al. 1995). O corante vermelho neutro tem sido utilizado como
indicador de citotoxicidade. Este corante vital ¢ adicionado as amostras e sua captacao e retengao
pelas células viaveis é quantificada por espectrofotometria, através de um leitor automatico de
microplacas (Babich e Borenfreund 1991). Ainda ndo h4 dados na literatura sobre este ensaio
utilizando o modelo ex vivo. Logo, foi adaptado o método de andlise da integridade lisossomal
para o uso em fragmento de tecido em detrimento das células isoladas, para isso, foram feitos
testes para determinar a melhor concentragdo do corante e o melhor tempo de incubagao.

Durante o processo de adaptacdo do método, foram testadas diferentes concentracdes do
corante vermelho neutro para averiguar a melhor concentragdo a ser utilizada no tecido. As
concentragoes testadas de 40 (utilizada no método com células isoladas), 100 e 200 pg/mL
demonstraram um baixo teor do corante, indicando que para tecido, essas concentragdes nao sao
ideais. Nas duas concentra¢des maiores testadas, 400 e 600 pg/mL foi registrado o teor maximo
do corante. Determinando assim, que essas concentragdes sao indicadas para o desenvolvimento

da metodologia com tecido isolado.

Para analise do tempo de incubacdo do corante vermelho neutro no tecido, trés diferentes

tempos foram testados (1 h, 2 h e 3 h). Em 2 h e 3 h houve aumento significativo de corante nas

amostras de tecido, mostrando que, o tempo de incubagdo em ambos torna-se eficaz. Porém, a maior

reten¢do do corante, dentre os tempos testados, ocorreu em 3 h de incubagdo. Desta forma, no tempo
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de 2 h, utilizado na metodologia, houve retengdo significativa e assim foi adotado para todas as
condi¢des, favorecendo a realiza¢dao do protocolo, sem prolongar o ensaio.

Na tentativa de otimizar o processamento de varias amostras foi avaliada ainda a inser¢ao de
uma etapa de congelamento, para isso foi feito um outro teste para avaliar a eficicia do
congelamento dos tecidos. A etapa do congelamento foi fundamental e mostrou-se eficaz na
realizacdo dos testes de citotoxicidade e defesa celular, pois permitiu que os ensaios fossem feitos
em duas etapas, possibilitando processar um niimero maior de amostras em um menor periodo de
tempo.

Apos essas etapas, que definiram as condi¢des adequadas (concentragdo, tempo de incubagao
do corante vermelho neutro e congelamento eficaz), conseguimos adaptar o método e prosseguir com
os ensaios de citotoxicidade e defesa celular onde branquia e musculo de ambos bivalves foram
expostos aos contaminantes.

Apds exposicdo aos contaminantes por 15 h, os tecidos foram incubados com vermelho
neutro durante 2 h. Em seguida, foram lavados com solucdo salina e fixados em formaldeido
(0,5% em 1% CaCl,) durante 1 h. Depois da fixagdo, removeu-se o fragmento do tecido do
formaldeido, e, entdo foi introduzida uma etapa: o congelamento (até por uma semana, sem
comprometer o ensaio). Por conseguinte, o método seguiu e finalizou-se igualmente ao original,
com uma extragdo do corante em alcool acido (1% acido acético em 50% de alcool etilico),
agora com a produ¢do de um homogeneizado (em alcool 4cido), cujo sobrenadante foi analisado
em espectrofotdmetro de microplaca de 550nm.

O método original do ensaio, aplicado em células isoladas, utiliza a concentragdao de 40
pg/mL do corante vermelho neutro. Como adaptamos o método para tecido, testamos cinco
concentracdes diferentes, incluindo a utilizada no método original (40, 100, 200, 400 e 600
pg/mL), tendo como objetivo, identificar a concentracdo que melhor penetra no tecido. Os
tecidos ficaram incubados no vermelho neutro durante 2 h. Também testamos trés diferentes
tempos de fixacdo do vermelho neutro (1, 2 e 3 h), no método original o corante permanece na
célula por 3 h. No método adaptado, o tempo de incubacao do corante no tecido foi escolhida
como 2 h. Outro teste realizado, foi o do congelamento, onde, tecido branquial fresco da espécie
nativa (preparado no dia) e tecidos previamente incubados e que estavam congelados, ambos
incubados com o vermelho neutro por 2 h, foram comparados. A etapa do congelamento

mostrou-se eficaz, sem interferir na retencao do corante.
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Cobre e Roundup Transorb®

A faixa de concentragdo do cobre foi de 0 a 9000 pg/L (0; 9; 90; 900; 9000 nug/L) e do
glifosato, no produto formulado Roundup Transorb®, foi de 0 a 50000 ug/L (0; 50; 500; 5000;
50000 pg/L) foi utilizada inicialmente nos testes de citotoxicidade na espécie exotica. J& para a
espécie nativa, as concentracdes utilizadas foram (0; 9; 900; 9000 pg/L) para o cobre e (0; 50;
5000; 50000 pg/L) para o glifosato. Nos optamos ndo utilizar a concentragdo de 90 pug/L (cobre)
e 500 pg/L (glifosato) utilizadas na espécie exdtica, em fungdo dos resultados de citotoxicidade
ndo apresentarem efeitos e para utilizar um niimero menor de animais da espécie nativa. Essas
concentracdes foram escolhidas a partir das concentragdes da Resolucdo n° 357/2005 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), que estabelece os padrdoes de qualidade
ambiental para as diferentes classes de agua, visando a preservacao dos ambientes aquaticos.
Para ambientes dulcicolas o valor mdximo permitido para aguas de classe I para o cobre ¢ 9 pug/L
e glifosato 65 pg/L, que foram entdo usadas como referéncia para definicdo das demais
concentracoes.

Com base nos resultados de citotoxicidade, foram definidas as concentracdes a serem
utilizadas no ensaio de resisténcia a xenobioticos para cada tecido de cada espécie. As
concentracdes escolhidas para a espécie exotica foram 0; 9 e 900 ug/L para o cobre e 0; 50 e
5000 pg/L para o glifosato. Para a espécie nativa as concentragdes definidas para o cobre foram
0; 9; 900 e 9000 pg/L e para o glifosato 0; 50; 5000 e 50000 pg/L. A escolha dessas
concentragdes para o teste de defesa celular foi baseada no CONAMA e nos resultados de

citotoxicidade, onde escolhemos concentragdes que foram citotdxicas e ndo citotoxicas.

Resisténcia a Multixenobioticos (MXR)

A Resisténcia a Multixenobidticos (MXR) atua nas células como forma de protecao
contra possiveis ameagas, evitando o acumulo de substancias estranhas a célula, transportando-as
para fora (Kurelec 1992). Para isso se realiza um ensaio que utiliza um fluorescente (Rodamina
B, 10 uM) como substrato das proteinas ABC. O actimulo de fluorescente informa indiretamente
a atividade da proteina (menos fluorescente acumulado nas células, proteinas mais ativas).

Os tecidos submetidos a condi¢des experimentais foram incubados por 2 h em solucdo
salina com rodamina B, em seguida os tecidos foram lavados com solugao salina sem rodamina.
O excesso de salina foi removido com papel-filtro e imediatamente congelados (mesma etapa
utilizada na realizagdo do teste de citotoxicidade, adaptada aqui no método original).
Posteriormente, os tecidos foram homogeneizados com 4gua destilada, apos centrifugagao (7500

g, por 5 min), o sobrenadante foi analisado em fluorimetria (485nm de excitacdo e 590nm de
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emissdo). O ensaio de acumulo de rodamina em tecidos de animais submetidos a tratamentos ou
de tecidos expostos a condigdes experimentais, ja é conhecido na literatura (Kurelec et al. 2000),

servindo de referéncia para a adaptacao do ensaio de toxicidade.

Analise Estatistica

Foram calculados a média e o erro padrdo da média (X = SE) dos resultados para
apresentacdo em graficos e para andlise estatistica. As analises de citotoxicidade e da atividade
das proteinas de defesa foram comparadas nos dois tipos de tecidos, das duas espécies expostas
aos dois contaminantes. De acordo com a analise de interesse foi utilizado ANOVA de 1 fator,
seguido do teste de comparac¢ao multipla Tuckey. Foram considerados resultados estatisticamente

diferentes aqueles com p < 0,05.

Resultados

Concentracoes do vermelho neutro

Por meio do método adaptado para tecido, que verifica a integridade lisosssomal,
podemos observar que a concentragdo de 40 pg/mL (que ¢ utilizada em células isoladas no
método original), demonstra uma baixa retencdo do vermelho neutro nos tecidos. O mesmo
ocorre nas concentragdes de 100 e 200 pg/mL. Houve uma maxima retengao do corante nas
concentracdes de 400 e 600 pg/mL (p<0,001). A partir desse resultado, foi selecionada a

concentracao de 400 pg/mL, pois o corante conseguiu penetrar bem em ambos os tecidos (Fig.

).
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Teste do tempo e congelamento (vermelho neutro)
No teste do tempo houve diferenga estatistica (p=0,002), mostrando que quanto maior o
tempo, maior a retencdo do corante. Na etapa do congelamento, as médias das amostras testadas

com o vermelho neutro, antes e apds congelamento, foram semelhantes (2,883 e 2,8325,

respectivamente).

Citotoxicidade do Cobre: Limnoperna fortunei e Anodontites trapesialis

Na analise da integridade lisossomal dos tecidos da espécie invasora, branquia e musculo,
expostos ao cobre, a maior concentragao testada (9000 pg/L) mostrou-se citotoxica em relagdo
aos outros tratamentos (p<0,001, n= 9-10) (F=7,888 e 10,002, respectivamente). Nos resultados
referentes a integridade lisossomal da espécie nativa Anodontites trapesialis, os tecidos (branquia
e musculo) expostos ao cobre, apontaram citotoxicidade nas concentracdes de 900 e 9000 ng/L
em relagdo as demais condigdes (p=0,006 branquia e p=0,022 musculo, n= 5-7) (F= 6,016 ¢
4,076, respectivamente) (Fig. 2).
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Fig. 2 Citotoxicidade em brinquia e musculo de Limnoperna fortunei (A) e Anodontites
trapesialis (B) — o gréafico representa a relagdo entre a retengdo do vermelho neutro (VN) (%) e os
tratamentos com diferentes concentragdes de cobre (ug/L), sendo zero o grupo controle. Letras
diferentes significam médias que possuem diferenga estatistica (p<0,05).
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MXR do Cobre: Limnoperna fortunei e Anodontites trapesialis

Quanto ao estudo da resisténcia a multixenobidticos, a atividade das proteinas ABC mostrou-
se inibida na branquia da espécie invasora Limnoperna fortunei na concentragdo de 900 pg/L
(p=0,028, n= 7-8) (F= 4,281). Houve inibicdo de MXR no tecido branquial da espécie nativa
Anodontites trapesialis exposta ao cobre em todos os tratamentos (9, 900 e 9000 pg/L) (p=0,011, n=
7) (F=4,611). No musculo houve inibi¢do na menor concentracao (9 pg/L) (p=0,035, n= 4-7) (F=
3,593) (Fig. 3).
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Fig. 3 Atividade das proteinas ABC em branquia e muisculo de Limnoperna fortunei (A) e Anodontites
trapesialis (B) — as barras estdo representadas pelas médias (£SE) do actimulo de Rodamina B (%) em
relagdo as diferentes concentragdes de cobre (ug/L), sendo zero o grupo controle. Letras diferentes
significam médias que possuem diferenca estatistica (p<0,05).
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Citotoxicidade do Roundup Transorb®: Limnoperna fortunei e Anodontites trapesialis

Na andlise da integridade lisossomal dos tecidos da espécie invasora Limnoperna
fortunei, (branquia e musculo), expostos ao Roundup Transorb®, mostraram-se citotoxicos na
concentracdo de 5000 pg/L. em relagdo aos outros tratamentos (p<0,001 branquia e p=0,002
musculo, n= 9-10) (F= 12,040 e 5,53, respectivamente). Nos resultados referentes a integridade
lisossomal da espécie nativa Anodontites trapesialis, os tecidos (branquia e musculo), expostos
ao Roundup Transorb®, apresentaram citotoxicidade nas concentragcdes de 50 pg/L e 5000 pg/L
em relagdo as demais condigdes (p=0,014 branquia e p=0,007 musculo, n= 3-6) (F= 4,722 ¢
6,583, respectivamente) (Fig. 4).
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Fig. 4  Citotoxicidade em branquia ¢ misculo de Limnoperna fortunei (A) e Anodontites trapesialis
(B) — o grafico representa a relagdo entre a reteng¢do do vermelho neutro (VN) (%) e os tratamentos
com diferentes concentragdes de Roundup Transorb® (ug/L), sendo zero o grupo controle. Letras
diferentes significam médias que possuem diferenca estatistica (p<0,05).
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MXR do Roundup Transorb®: Limnoperna fortunei e Anodontites trapesialis

A espécie invasora Limnoperna fortunei, exposta ao pesticida Roundup Transorb®, mostrou
inibi¢do da atividade das proteinas extrusoras no musculo, na concentracao de 5000 pg/L (p=0,002,
n= 7-9) (F= 8,925). Houve inibicdo da defesa celular na branquia, da espécie nativa Anodontites

trapesialis, na concentracdo de 5000 pg/L (p=0,012, n= 3-4) (F= 6,157) (Fig. 5).
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Fig. 5 Atividade das proteinas ABC em branquia e musculo de Limnoperna foriunei (A) e Anodontites
trapesialis (B) — as barras estio representadas pelas médias (+SE) do acimulo de Rodamina B (%) em
relagcdo as diferentes concentra¢des de Roundup Transorb® (ug/L), sendo zero o grupo controle.
Letras diferentes significam médias que possuem diferenca estatistica (p<0,05).
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Discussao

A vasta tolerancia ambiental que as espécies invasoras parecem apresentar, ja foi evidenciada
por Oliveira e colaboradores (2015), que avaliaram a sensibilidade de bivalves da espécie nativa
Anodonta anatina e da espécie invasora Corbicula fluminea expostos ao mercurio (31000 e 50000
pg/L) por 96 h. Através de andlises de mortalidade e biomarcadores de estresse oxidativo, os autores
observaram mortalidade induzida pelo metal na espécie nativa (72h-CL1o € 72h-CL5o de 14000 pg/L
e 49600 ng/L, respectivamente), enquanto que na espécie invasora, nenhuma mortalidade foi
verificada em 96 h de exposicao. Durante a exposi¢ao, os autores observaram que a espécie invasora
manteve a concha fechada e ativou mecanismos contra o estresse oxidativo, reduzindo assim, a
exposicao ao mercurio. Na espécie nativa, esse comportamento ndo foi observado, o que poderia
contribuir para uma maior sensibilidade ao metal perante a espécie invasora. Weir e Salice (2012),
avaliaram a tolerancia de caracois invasores da espécie Melanoides tuberculatus e da espécie nativa
Biomphalaria glabrata, a dois estressores antropogénicos de naturezas distintas (cadmio 500 e 2000
ng/L e o inseticida malation 10000 e 20000 pg/L). Os testes demonstraram que a espécie invasora
foi mais tolerante a todos os contaminantes, corroborando com o trabalho de Allah e colaboradores
(1997), que evidenciaram uma maior sensibilidade da espécie nativa Biomphalaria glabrata a metais
pesados.

Como ja mencionado, o cobre ¢ um metal essencial, porém, se torna toxico aos organismos
em concentracdes acima das necessarias para realizar suas fungdes celulares. A citotoxicidade do
cobre ja foi relatada em varios estudos. Falfushynska e colaboradores (2012) avaliaram respostas
moleculares em moluscos bivalves de agua doce (Anodonta anatina) coletados em um local poluido
e outro local sem indicios de polui¢cdo. Os animais de ambos os locais foram expostos a 10000 pg/L
de cobre por 14 dias. Esta exposi¢ao gerou genotoxicidade nos dois grupos. As respostas
moleculares que indicaram a toxicidade foram: elevacdo de caspases (enzimas apoptoéticas),
citotoxicidade (baixa estabilidade da membrana lisossomal), baixo nivel de glutationa e dano
oxidativo em lipidios e proteinas. Pytharopoulou e colaboradores (2013) descreveram que a
exposi¢ao ao cobre (100 pug/L) em mexilhdes marinhos por 15 dias, gerou estresse oxidativo na
brinquia e glandula digestiva, afetando varias etapas da sintese proteica. Dados da literatura
mostram que estresse oxidativo pode levar a dano lisossomal, quando Regoli (2000) analisou
populagdes de bivalves de adgua doce, em ambientes conhecidamente impactados, registrou uma
correlagdo negativa entre a capacidade antioxidante e integridade lisossomal.

De acordo com os resultados apresentados nesse trabalho, o cobre s6 comegou a causar
citotoxicidade a partir das maiores concentragdes (9000 pg/L espécie invasora) e (900 e 9000 pg/L

espécie nativa), portanto a espécie nativa mostrou-se mais sensivel. As menores concentragdes
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testadas, incluindo a permitida pelo Conama, ndo causaram citotoxicidade aos bivalves de 4gua doce,
indicando que as concentragdes ambientalmente relevantes ndo danificaram o lisossomo, porém, €
necessaria a realizagdo de outras analises em diferentes alvos para um resultado mais detalhado da
toxicocinética e toxicodindmica dos contaminantes nos organismos.

Referente a defesa celular, a atividade das proteinas ABC responsaveis pelo efluxo de
contaminantes, denominada como mecanismo de resisténcia a multixenobidticos (MXR) ja foi
evidenciada em diversos organismos aquaticos, incluindo mexilhdes (Bielen et al. 2014; Smital et al.
2004). Esse mecanismo atua como primeira linha de defesa contra substancias que possam causar
algum tipo de toxicidade e age fazendo a extrusdo do contaminante, através de, principalmente, duas
proteinas da super-familia ABC (Pgp/ABCB e MRP/ABCC) (Gottesman e Pastan 1993; Bard 2000).

De acordo com a legislagdo brasileira do meio ambiente (Conama resolu¢ao 357/2005), a
concentracdo maxima de cobre que pode ser liberado em ambientes dulcicolas sem causar danos a
biota ¢ de 9 pg/L. O resultado deste trabalho aponta que, na espécie invasora, houve inibi¢ao das
proteinas de defesa na branquia (900 pug/L). Na espécie nativa houve inibi¢ao das proteinas ABC no
musculo (9 pg/L)

Katsumiti e colaboradores (2018) determinaram a citotoxicidade e mecanismos de defesa
(MXR) em mexilhdes expostos a trés formas de cobre por 24 h: idnico (20, 200, 1000, 1500 e 2000
ug/L), nanoparticulas de 6xido de cobre (Nps CuO) (50, 500, 2750 e 5000 ug/L) e 6xido de cobre
(100, 1000, 5000, 7500 e 10000 pg/L). No tecido branquial, o cobre i0nico apresentou maior
citotoxicidade seguido por NPs CuO e 6xido de cobre. A atividade de MXR aumentou no tecido
branquial exposto as trés formas de cobre: i6nico (aumento de MXR em todas as concentragdes),
NPs CuO (2750 pg/L) e 6xido de cobre (10000 pg/L), indicando que todas as formas de cobre
induziram a atividade de MXR em células branquiais.

Outro contaminante, muito utilizado na cultura do arroz e que tem como finalidade combater
plantas invasoras é o Roundup transorb®, um pesticida formulado a base de glifosato. E um
herbicida que possui grande potencial de atingir organismos nao alvos, por conter na sua formulacao,
surfactantes que facilitam o transporte (através de lixiviagdes), até os ambientes aquaticos (Howe et
al. 2004; Tomita e Beyruth 2002). Os resultados de citotoxicidade da espécie invasora, expostas a
este contaminante, mostraram dano lisossomal durante a exposi¢ao a concentracdo de 5000 pg/L (em
ambos os tecidos). Na espécie nativa, a exposicdo ao pesticida gerou citotoxicidade (em ambos os
tecidos) nas concentragdes de 50 pg/L (concentracdo menor que a permitida pelo CONAMA, a
permitida € 65 pg/L) e 5000 pg/L.

Quando os tecidos foram expostos ao pesticida Roundup Transorb®, foi observado inibi¢ao

de MXR no musculo da espécie invasora e no tecido branquial da espécie nativa na concentracio de
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5000 pg/L. Ja foi observado por Santos e Martinez (2014), que o glifosato (2000 e 10000 pg/L
Roundup) ndo exerceu efeito sobre a acumula¢do de rodamina B (substrato das proteinas ABC) nas
branquias e glandulas digestivas do molusco invasor de dgua doce Corbicula fluminea. Goulart e
colaboradores (2015), evidenciaram inibicao das proteinas ABC em hepatocitos de zebrafish quando
expostos a0 Roundup Transorb® (67,7 pg/L, concentracdo ambientalmente segura de acordo com o
Conama), e onde ocorre inibi¢do de MXR verifica-se citotoxicidade em trés alvos diferentes
(lisossomo, mitocondria e membrana celular).

Neste trabalho, com base no acimulo de rodamina B (substrato das proteinas de defesa
ABC), em ambas as espécies estudadas, as proteinas mostraram-se inibidas na presenca do metal e
do agrotdxico. Smital e colaboradores (2004), observaram que alguns contaminantes produzidos pelo
homem (e.g pesticidas) conseguem inibir o mecanismo de resisténcia a multixenobidticos (MXR),
mesmo em concentragdes ambientalmente relevantes.

Nem todas as concentragdes testadas (de ambos contaminantes), foram citotoxicas aos
bivalves. De acordo com Fukuda (1991) e Schwake e colaboradores (2013), os lisossomos estao
ligados a processos de fagocitose, autofagia, e também eliminacdo de metabolitos e até xenobidticos.
Essa pode ser uma hipotese para explicar a ndo citotoxicidade de algumas concentracdes.

Quanto a sensibilidade dos diferentes tecidos, esperdavamos que a branquia apresentasse mais
situacdes de citotoxicidade em fun¢do do seu contato direto com a agua. E que o musculo, por
possuir uma maior massa € ser um tecido de ndo interface com o ambiente, seria menos passivel a
contaminacao. Ja foi evidenciado por Santos e Martinez (2014) que as branquias do molusco invasor
Corbicula fluminea, expostos a mistura dos herbicidas (2 pg/L atrazina + 2000 pg/L roundup e 10
png/L atrazina + 10000 pg/L roundup) por 96 h apresentaram diminui¢do de MXR e reducdo na
atividade da Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD), parametros envolvidos na biotransformacao
(responsavel pela eliminagdo de xenobioticos). Esse resultado mostra que, o tecido branquial foi
mais suscetivel a acdo dos herbicidas, apresentando um maior nimero de alteragdes nas enzimas de
biotransforma¢do quando comparada com a glandula digestiva, que ndo apresentou diferencas
significativas nas andlises de EROD e MXR. Entretanto, nos nossos resultados, percebemos que na
analise de citotoxicidade (integridade lisossomal), ambos os tecidos (branquia e musculo), de ambas
as espécies (invasora e nativa), responderam da mesma forma.

E visivel que na anélise de citotoxicidade através da integridade lisossomal, a espécie
invasora apresentou uma maior resisténcia perante a nativa, por suportar concentragcdes consideradas
seguras pela legislacdo brasileira e outras concentragdes elevadas de dois contaminantes de naturezas
distintas. Essa resisténcia a contaminacao ja foi observada por Bielen e colaboradores (2016), onde a

espécie invasora de bivalve de agua doce Sinanodonta woodiana e a espécie nativa Anodonta
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anatina foram expostas a condigdes de estresse térmico e concentragdo elevada do metal zinco (500
ng/L). A espécie invasora apresentou maior tolerancia devido a diminui¢do do acimulo de Rodamina
B (substrato das proteinas ABC) no mexilhdo exposto ao zinco, indicando eficiéncia na extrusdo do
contaminante, além de apresentar maior tolerancia a temperatura. A espécie invasora se mostra mais
resistente quando comparada a nativa e esta resisténcia na maioria dos casos ¢ reflexo da ndo

inibicdo das proteinas ABC.

Conclusao

A utilizagdo de substancias toxicas pelo homem assim como a introducdo de espécies
exoticas que possuem capacidade de tornarem-se invasoras ¢ crescente e preocupante. O resultado
do presente trabalho aponta que, além da competicdo por espago, alimento ou agindo ainda de uma
forma mais danosa, quando utilizam bivalves nativos como substrato de fixac¢dao, causando
sufocamento (e.g., mexilhdo dourado) (Amaral et al. 2008), as espécies invasoras sdo mais
resistentes a poluicdo perante a nativa, conseguindo assim, suportar ambientes contaminados sem
causar danos na sua fisiologia. Em sintese, a espécie nativa apresentou mais situagdes com inibi¢ao
das proteinas ABC, refletindo assim na maior citotoxicidade dos contaminantes testados, o que
reforca a ideia de maior sensibilidade de espécie nativa quando comparada com a invasora. De
acordo com Lajtner ¢ Crncan (2011), quando hd competicio em ambientes contaminados entre
espécies diferentes, a espécie que apresentar maior tolerdncia podera eventualmente eliminar a
espécie mais sensivel. Portanto, ¢ fundamental que haja uma fiscalizacdo intensa na utilizacdo de
substancias quimicas para que o seu descarte seja manuseado de forma correta, assim o meio
ambiente ndo sera tdo impactado, preservando os organismos que ali vivem e evitando a perda da

biodiversidade.

Consideracoes finais e perspectivas

Com base nos resultados de citotoxicidade e defesa celular confirmamos a hipotese
testada, de que a espécie invasora ¢ mais resistente a presenga de contaminantes ambientais do
que a espécie nativa. Desta forma, corroborando os indicativos encontrados na literatura sobre
resisténcia de espécies invasoras diante de varidveis ambientais. As fontes antropogénicas como
mineragdo e uso de agrotoxicos além de impactarem negativamente os ambientes dulcicolas,
também colaboram para o sucesso na invasdo de espécies. Por conseguinte, outras espécies e

analises precisam ser testadas para tornar a conclusao mais robusta.
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