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RESUMO

Os efeitos dos biocidas clorotalonil e DCOIT foram avaliados em juvenis de
Crassostrea rhizophorae através da exposicdo aguda (96 horas) a
concentragdes sub-letais (0,1 pg/L e 10 ug/L). A toxidade foi investigada por
meio da verificagdo de alteragdes bioquimicas como capacidade de
biotransformacgédo dos compostos (atividade da glutationa-S-transferase-GST),
danos oxidativos (lipoperoxidagao-LPO) e disturbios colinérgicos (atividade da
acetilcolinesterase-AChE) em tecidos de branquias, musculo adutor e glandula
digestiva das ostras expostas. Os resultados obtidos permitem inferir que os
compostos estudados sao toxicos e possuem efeitos nocivos para o organismo
em questdo, dados confirmados por meio das alteragcbes na capacidade de
biotransformacéao, pelo aumento da peroxidacao lipidica e inibicdo do sistema
colinérgico. Conclui-se, portanto, que os compostos testados promovem efeitos
prejudiciais a espécie estudada, que podem ser utilizados como biomarcadores
de contaminagdo ambiental. Além disso, os resultados confirmam o potencial
uso da espécie Crassostrea rhizophorae como organismo monitor para analise
destes biomarcadores frente a possiveis contaminagdes por clorotalonil e
DCOIT. Cabe salientar que os efeitos destes biocidas devem ser investigados
ainda, a fim de aprofundar o conhecimento a respeito dos mecanismos de

como estes biocidas agem, causando danos aos organismos.

Palavras-chave: biocidas anti-incrustantes; glutationa-S-transferase;

lipoperoxidacao; acetilcolinesterase; biomarcadores bioquimicos; ostra.



ABSTRACT

The effects of chlorothalonil and DCOIT biocides were evaluated in juveniles of
Crassostrea rhizophorae through acute exposure (96 horas) to sublethal
concentrations (0.1 pg/L and 10 pg/L). Toxicity was investigated by checking
biochemical changes such as biotransformation capacity (glutathione S-
transferase-GST activity), oxidative damage (lipoperoxidation-LPO) and
cholinergic disorders (acetylcholinesterase-AChE activity) in gills, adductor
muscle, and digestive gland tissue. The results showed that both compounds
are toxic to oysters, leading to alterations in biotransformation capacity, an
increase in lipid peroxidation and inhibition of the cholinergic system. Therefore,
it is concluded that both compounds promote harmful effects to the studied
species, which can be used as biomarkers of environmental contamination. In
addition, the results confirm the potential use of Crassostrea rhizophorae as a
monitoring organism for the analysis of these biomarkers in the environment.
Moreover, it should be emphasized, the need for further studies in order to

elucidate the biocides mode of actions.

Keywords: antifouling biocides; glutathione S-transferase; lipoperoxidation;
acetylcholinesterase; biochemical biomarkers; oyster.
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CAPITULO | - Apresentacao geral
1.1 INTRODUGAO

Os ecossistemas aquaticos sido considerados receptores finais de
diferentes fontes de contaminantes, que contribuem para que estes ambientes
sejam altamente impactados. Em regides estuarinas as principais fontes de
impacto ambiental s&do o esgoto proveniente de areas urbanas e industriais, a
drenagem da bacia hidrografica adjacente, atividades industriais, portuarias e
agriculturas, além o fluxo de embarcagdes (KENNISH, 1991).

Neste contexto, surge uma nova fonte potencial de contaminagao, os
biocidas, que s&o utilizados tanto na agricultura quanto na composi¢cdo de
tintas anti-incrustantes para combater a incrustagdo de organismos aquaticos.
A bioincrustacao, é compreendida pela instalacdo e crescimento sucessivo de
microrganismos, algas e animais marinhos em superficies externas de objetos
naturais ou artificiais submersos ou semi-submersos em ambientes aquaticos,
o que atualmente é considerado um grave problema a industria naval
(DAFFORN et al., 2011).

Desta forma, os biocidas tém se tornado uma categoria de
contaminantes cada vez mais presentes no ambiente, podendo ser toxicos e
causar diversos danos a biota aquatica (CASTRO; WESTPHAL,; FILLMANN,
2011). Alguns desses biocidas, tais como o clorotalonil e DCOIT, tem tido suas
concentragbes aumentadas no ambiente (VOULVOULIS; SCRIMSHAW;
LESTER, 2000; LEE et al., 2011; HARINO et al., 2009; LEE et al., 2015; KIM et
al., 2015) o que leva a uma maior preocupagado em relagcao a seus efeitos a

biota aquatica.
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Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo central investigar
os efeitos sub-letais do clorotalonil e DCOIT em ostras juvenis. As ostras séao
organismos com elevada capacidade de filtragdo, e com caracteristicas
importantes de espécie sentinela, uteis no monitoramento da poluicdo e em
estudos de impacto. Isto porque possuem ampla distribuicdo, habito séssil e
elevada capacidade de concentragdo de produtos quimicos presentes na agua
(SUNILA, 1987). Além disso, esses organismos representam importante fonte
de alimento nas areas costeiras de todo o Brasil (SILVA et al., 2006).

Atualmente, os estudos de monitoramento ambiental tém se valido do
uso de ferramentas, tais como biomarcadores, que expressam danos
biolégicos sub-letais ao organismo monitor. Essas ferramentas, além de
subsidiar outros estudos (AMORIM, 2003), podem indicar que o organismo
monitor foi exposto a um composto especifico (biomarcadores de exposi¢éo),
ou sofreu danos frente a alguma exposi¢ao (biomarcadores de efeito), ou ainda
a suscetibilidade dos mesmos (biomarcadores de suscetibilidade) (RUDIGER,
1999; WHO; IPCS, 1993).

Dentre os biomarcadores de exposicdo encontram-se as enzimas de
conjugacéao, com destaque para a glutationa S-transferase (GST), que atua na
detoxificacdo do organismo. Entre os indicadores biolégicos de efeito tém-se,
como exemplo, a peroxidacdo lipidica (LPO) e a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE). A LPO é um dos principais contribuintes para a
perda da funcdo de células em situagdes de estresse oxidativo. Ja a AChE, sua
inibicdo pode resultar em uma transmissdo continua e desordenada de

impulsos nervosos, levando o organismo a morte.
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Sendo assim, este trabalho tem como hipdétese que os biocidas
clorotalonil e DCOIT causam efeitos tdxicos sobre a ostra Crassostrea
rhizophorae, que podem ser detectados através de analise de GST, LPO e
AChE, que por sua vez podem ser empregadas como biomarcadores de
exposicao e efeito. Como resultado final, esta dissertacdo gerou um artigo
cientifico intitulado “Biomarcadores de exposicdo e efeito em juvenis de
Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828) expostos aos biocidas clorotalonil e
DCOIT” que sera apresentado no capitulo 2 da dissertacdao e submetido a

revista “Marine Pollution Bulletin”, qualis A1 na area de Biodiversidade.

1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Contaminagao aquatica

Os ecossistemas aquaticos sdo os principais corpos receptores das
descargas antropogénicas, que constituida de inumeros elementos quimicos,
podem gerar efeitos deletérios tanto para os seres humanos, quanto para toda
biota aquatica (MCGLASHAN; HUGHIES, 2001).

Derisio (1992) caracteriza cinco tipos de fontes de poluicdo de aguas
superficiais: (1) poluicdo natural ndo associada a atividade humana - causada
por chuvas e escoamento superficial, salinizagdo e decomposigcao de vegetais
e animais; (2) poluicéo industrial - causada pelos residuos liquidos, sélidos e
gasosos dos processos industriais; (3) poluigdo urbana - oriunda dos esgotos
domésticos; (4) poluicdo agropastoril - causada pelo uso de defensivos
agricolas, fertilizantes, excremento de animais e eroséo; (5) poluicéo acidental -
ocorre com o derramamento de substancias poluentes que podem chegar aos

corpos d’agua.
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A liberacao indiscriminada de agentes poluidores é o fator que leva os
ecossistemas aquaticos a serem considerados os mais suscetiveis a poluicao
(ARAUJO et al., 2001). Desta forma, nos ultimos anos, o nivel de elementos
quimicos aumentou nesses ecossistemas de forma alarmante. Tal fato tem
contribuindo para uma reducdo drastica da qualidade ambiental, bem como
para o comprometimento da saude dos seres vivos que habitam esses
ecossistemas (CAJARAVILLE et al., 2000).

Em areas costeiras, a problematica ambiental € ainda mais grave, pois
além do intenso crescimento populacional e aumento das atividades industriais,
essas regides sao ainda o destino final de toda contaminagcédo gerada em areas
adjacentes, o0 que resulta em danos inestimaveis a biota aquatica. Um
importante ecossistema destas regides sédo os estuarios, reconhecidos por sua
relevancia socioecondmica e ecoldgica, principalmente por gerar condigdes
favoraveis de alimentacdo, reproducdo e protecdo para muitas espécies
marinhas (SOUZA et al., 2018). Devido sua importancia ecolégica e
econdmica, nos ultimos anos, os estuarios tém sido alvo crescente de estudos,
especialmente aqueles que empregam multiplas ferramentas de avaliagdo de
impacto. Neste contexto, iniUmeras espécies de diferentes grupos animais, tém
sido usadas como monitoras de contaminacdo por diferentes fontes e
constituintes. Como exemplo, podemos citar: (1) a macrofauna bentbnica
(FARRAPEIRA et al., 2009), zooplancton (MARTINS; LOPES; MELO, 2006) e
anelideos poliquetas (FERES; SANTOS; MARTINS, 2008) indicando poluicéo
organica por esgoto; (2) decapodas (CARVALHO-NETA et al., 2019; OLIVEIRA

et al., 2019) e peixes (CASTRO et al., 2019) associados a contaminagao por

16



atividades portuarias; e (3) ostras (CORREA, 2019) e mexilhdes (SAENZ et al.,

2010) apontando contaminagao por metais.

1.2.2 Organismo teste

A ostra do mangue Crassostrea rhizophorae (Ostreidae) pertence a
classe Bivalvia do filo Mollusca, caracterizando-se pela presenca de uma
concha composta de duas valvas que envolvem todo o corpo do animal
(RUPPERT; BARNES, 1996). E uma espécie eurialina que esta distribuida
desde o sul do Brasil até o Caribe, podendo ser encontrada em substratos
consolidados, como rochas e raizes de arvores que ocorrem em areas de
mangue (SILVA et al., 2001).

E um animal filtrador, capaz de ingerir particulas em suspensdo na
coluna d’agua, como materiais organicos, inorganicos e, principalmente,
fitoplancton. Sao didicos e oviparos, sem dimorfismo sexual e capazes de filtrar
em torno de 90 a 100 litros de agua por dia, podendo assim, acumular em seus
tecidos uma grande variedade de compostos quimicos presentes no mar
(SILVA, 2004).

Esta espécie representa uma importante fonte alimentar nas areas
costeiras do Brasil (SILVA; SMITH; RAINBOW, 2006). Destaca-se também por
ser uma fonte de renda para comunidades pesqueiras brasileiras,
especialmente no Maranhdo e sado consumidas frequentemente cruas,
representando assim, um risco para a saude humana quando contaminadas
(RIBEIRO et al., 2016). Diversas pesquisas tém utilizado moluscos bivalves

para monitoramento de contaminagao aquatica e como modelo biolégico para
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estudos toxicolégicos ambientais no Brasil (ZANETTE; MONSERRAT;

BIANCHINI, 2006).

1.2.3 Clorotalonil

O clorotalonil (2,4,5,6-tetracloroisoftalonitrila) € um composto orgéanico
amplamente utilizado na agricultura como fungicida, podendo também ser
empregado como pesticida e acaricida. (CIMA; BRAGADIN; BALLARIN, 2008).
Apresenta valor de Kow de 2,64, baixa solubilidade em agua (0,6 mg/L), e
meia-vida de aproximadamente 1,9 dias em aguas salgadas (SAKKAS et al.,
2002). Em sedimentos, a meia vida deste composto € maior do que em agua,
apresentando persisténcia de até 3 meses (VOULVOULIS, 2006). E o seu
principal metabdlito, o 4-hidroxi-2,5,6-tricloroisoftalonitrilo, pode ser
aparentemente mais persistente e apresenta maior mobilidade em ambientes
aquaticos (US EPA, 1999).

Atualmente banido em varias partes do mundo, ja foi empregado em
menor proporgdo como protetor de superficies expostas a agua, servindo como
aditivo na formulagéo de tintas anti-incrustantes. O emprego deste composto
como biocida na agricultura contribuiu significativamente para o seu aumento
no ambiente aquatico (GALLO; TOSTI, 2015). A elevada toxicidade do
clorotalonil a organismos aquaticos (SANCHEZ-GARAYZAR et al., 2016) esta
diretamente relacionada a presenca de multiplos centros eletrofilicos reativos
na molécula (CASTRO; WESTPHAL; FILLMANN, 2011).

Konstantinou; Albanis (2004) apontam que ostras sdo os organismos
marinhos mais sensiveis ao clorotalonil. A espécie Crassostrea virginica, por

exemplo, apresentou valores de ECsy de 7,3ug L' apos 96h de exposicao.
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Além deste estudo, Baier-Anderson; Anderson (2000) relatam inibicdo de
oxidase em ostras expostas ao composto, revelando possiveis efeitos nas
funcdes hemociticas para este taxon. Em mexilhdes da espécie Perna perna, o
clorotalonil tem acédo sobre o sistema imune, o que afeta sua sobrevivéncia
(GUERREIRO et al., 2017).

Em peixes, também sao evidenciados efeitos do composto, como
genotoxicidade, mutagenicidade (CASTRO, 2018), danos neurotoxicos e
alteragbes nos processos de biotransformagdao (TORRES, 2019). Para a
ascidia Botryllus schlosseri, foram observados efeitos como a alteracao
morfolégica dos fagoécitos (CIMA; BRAGADIN; BALLARIN, 2008). Danos
bioquimicos no metabolismo oxidativo e neurotoxicidade também sao alguns
dos efeitos da exposicdo ao clorotalonil em poliquetas (Laeonereis acuta)

(BARRETO et al., 2018).

1.2.4 DCOIT

O DCOIT (4,5-diclo-2-n-octil-4-isotiazolin-3-ona) € um isotiazol,
apresenta baixa solubilidade em agua e rapida taxa de degradagdo, com meia-
vida de cerca de 24 h em agua e 1 h em sedimentos, caracteristicas atribuidas
ao processo de biodegradacao (JACOBSON; WILLINGHAM, 2000). Liga-se
fortemente ao sedimento (Kow de 2,8) reduzindo a sua biodisponibilidade em
agua (KONSTANTINOU; ALBANIS, 2004). Concentragdes ambientais deste
composto foram relatadas em niveis até 3,3 ug L-1 (CHEN; LAM, 2017).

Possui atividade antimicrobiana alta em relagdo a bactérias, fungos e
algas (YEBA et al., 2004), e é considerado um composto extremamente toxico

para diversos organismos aquaticos e com efeitos danosos relatados em
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diferentes grupos, tais como perturbacdo e/ou atraso do desenvolvimento
embrionario e larval em bivalves (Mytilus edulis), equinodermos (Paracentrotus
lividus) e ascidias (Ciona intestinalis) (BELLAS, 2006).

Em peixes (Oryzias melastigma) os efeitos sdo, por exemplo, inibicdo da
atividade da acetilcolinesterase, disturbios enddcrinos como diminuicdo de
niveis de testosterona, ou ainda, redugédo na producéo de ovos (CHEN et al.,
2014). Outros estudos (WENDT et al., 2016; MOCHIDA et al., 2015) revelam,
ainda, letalidade para alguns crustaceos, como a espécie Acartia tonsa e

poliquetas (Perinereis nuntia).

1.2.5 Biomarcadores

Os biomarcadores sédo analises empregadas para identificar exposi¢ao a
elementos quimicos e seu potencial impacto sobre os organismos vivos
(FREIRE et al., 2008). Podem ser definidos como qualquer mudanga de
resposta biolégica a uma substancia ou elemento no ambiente que seja
detectavel em alteragdes moleculares, fisiolégicas e comportamentais nos
organismos (PEAKALL, 1994).

Para Rudiger (1999), os biomarcadores podem ser classificados em: (1)
Biomarcadores de exposicao - usados para confirmar e avaliar a exposi¢cao
individual ou de um grupo para uma substancia, estabelecendo uma ligacéo
entre a exposicdo externa e a quantificacdo da exposicdo interna; (2)
Biomarcadores de efeito - usados para identificar as alteracbes ou efeitos
adversos a saude decorrentes da exposicao e absor¢cao da substancia quimica,
logo estd ligada a relagcdo dose-resposta; e (3) Biomarcadores de

susceptibilidade - mostram o grau de resposta da exposi¢gao provocada aos
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individuos indicando, por exemplo, o desenvolvimento de resisténcia ao agente
toxico.

Entre os biomarcadores bioquimicos de exposicao mais utilizados e
recomendados estdo as enzimas de defesa antioxidante e biotransformacao
(e.g. Glutationa S-transferase — GST), que atua na conjugacédo de produtos
lipofilicos com o tripeptideo enddégeno glutationa reduzida (GSH), formando
produtos mais soluveis e, portanto, mais faceis de serem excretados
(FITZPATRICK et al., 1997). Estas reacbes sdo mediadas por enzimas,
resultando em metabdlicos mais polares e faceis de serem excretados, do que
os compostos parentais. O processo de biotransformacao facilita, portanto, a
remocdo de compostos xenobioticos, que poderiam bioacumular até niveis
téxicos ao organismo (BLASCO et al., 2016).

Na fase Il do processo de biotransformagdo, ha a conjugagdo do
composto parental ou seu metabdlito a um ligante endégeno polar (BLASCO et
al., 2016). Tais reagdes de conjugagao sao principalmente catalisadas por
enzimas como glutationa-S-transferase (GST), sulfotransferase (SULT) e
glucoronosiltransferases, através das quais compostos lipofilicos tornam-se
hidrofilicos (LUCHMANN et al., 2015; WALKER, 1996); e, finalmente, fase IlI,
formada por proteinas de membrana, como as do sistema de resisténcia a
multiplas drogas (multidrug resistance-related protein — MRP), que transportam
os metabdlitos para fora da célula (Figura 1) (DORING; PETZINGER, 2014;

REGOLI; GIULIANI, 2014).
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Figura 1 Esquema simplificado do sistema de biotransformagdo de xenobidticos e efeitos
negativos do desbalango oxidativo. Fonte: FERREIRA, 2018.

Em relacédo aos biomarcadores bioquimicos de efeito, a determinacao de
lipoperoxidagao (LPO), € amplamente empregada, ja que € um dos os
principais contribuintes para a perda de funcao celular em situagcbes de
estresse oxidativo. Portanto, a LPO tem sido empregada para demonstrar
estresse oxidativo em invertebrados (MONSERRAT et al., 2003).

A LPO pode ser definida como uma cascata de eventos bioquimicos
resultante da ag¢do dos radicais livres sobre os lipidios insaturados das
membranas celulares, gerando principalmente Le, LO* e LOOe, levando a
destruicao de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca de metabdlitos

e, numa condigao extrema, a morte celular (Benzie, 1996) (Figura 2).
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Figura 2 Esquema representativo da peroxidacéo lipidica, enfocando as principais substancias
formadas e processos de avaliagdo. Fonte: Lima; Abdalla, 2001.

Uma das técnicas mais utilizadas para se avaliar a oxidagao de lipides é
o teste do malondialdeido (MDA). O MDA é um dialdeido formado como um
produto secundario durante a oxidagdo de acidos graxos poliinsaturados por
cisdo beta dos AGPI peroxidados, principalmente o acido araquidénico. E
volatil, possui baixo peso molecular (C3H402, P.M. = 72,07), tem uma cadeia
curta 1,3- dicarbonil e € um acido moderadamente fraco (pKa = 4,46). Em
condicbes apropriadas de incubacdo (meio acido e aquecimento), reage
eficientemente com uma variedade de agentes nucleofilicos para produzir
cromoégenos com alta absortividade molar no espectro visivel (JANERO,1990;

BENZIE, 1996). A sua condensagdo com o &cido tiobarbiturico (TBA) forma
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produtos, que podem ser determinados por absorgdo no visivel ou por
fluorescéncia.

Além deste, a atividade de acetilcolinesterase (AChE) também é um
eficiente biomarcador de efeito, indicando uma contaminacéao, isso porque é
responsavel por hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses
colinérgicas. Nestas sinapses a ACh atua transmitindo a mensagem de um
neurénio a outro. Sendo, portanto importante para a manutencao de inUmeras

fungoes fisiologicas (WESTFALL; WESTFALL, 2006) (Figura 3).

Acetilcolina sinalizando AChE interrompe sinalizagio AChE inibida
Neurdnio Newrdnio Neurbnio
| P& | P | pré-
| sinaptico | II sindptico \ | snaplico '\‘
/'j \ / \ \'\
/ )\ = \ / Py
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= . | ’ > b N
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H Receptor da ACh
J[,- Transmissio do siral
Acseticoingsterase (AChE)

Neurdnio pos-sindptco

B Acoficolina (ACh)
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.A,— Traremissido do sinal
Aceticolnesterase (ACHE)

B nkidores da ACHE

Figura 3 Esquema de agéo da enzima acetilcolinesterase. Fonte: Adaptado por FERREIRA,
2018.

A atividade da AChE vem sendo utilizada ha décadas como biomarcador
da contaminagao por pesticidas organofosforados e carbamatos, conhecidos
inibidores da enzima (LIONETTO et al.,, 2013). Quando a enzima ¢€ inibida,

ocorre o acumulo de ACh promovendo estimulos continuos dos receptores de
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ACh, resultando em toxicidade colinérgica e estado de tetanizacdo (BONACCI;
CORSI; FOCARDI, 2009). Adicionalmente, alguns estudos mostraram efeitos
inibitérios de metais, HPAs, detergentes e outras misturas complexas na
atividade desta enzima em diferentes organismos aquaticos (JEBALI et al.,

2006; RICHETTI et al., 2011).

1.2.5.1 Biomarcadores bioquimicos (GST, LPO e AChE) em ostras

Como mencionado anteriormente, as ostras sao amplamente
empregadas para O monitoramento ambiental. A espécie Crassostrea
rhizophorae, por exemplo, foi utilizada para avaliar a saude de areas estuarinas
nas regides Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil, revelando inibicdo da AChE nos
organismos ao longo de toda costa brasileira (VALDEZ DOMINGOS et al.,
2007).

Com a mesma espécie, Souza et al. (2018), sugerem que parametros
fisico-quimicos e cinéticos da AChE, a exemplo da inibicdo de sua atividade,
podem ser empregados como biomarcadores de contaminagdo por varios
pesticidas como carbamatos e benzoilureias. A atividade enzimatica da
glutationa-s-transferase (GST) também é relatada como um biomarcador
bioquimico para esta espécie. E o que aponta o trabalho conduzido por Zanette
et al. (2008), onde alteragcbes nesta enzima, revelaram contaminagcéo por
descarga de poluentes organicos em diferentes gradientes, no Estado de Santa
Catariana, Brasil.

Noleto (2018) também aponta alteragdes na atividade da GST em ostras
do género Crassostrea como indicativo de niveis variados de impacto

ambiental por poluentes na Baia de Sao José, litoral maranhense, associando
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tais efeitos aos contaminantes despejados nesta regido, onde Ribeiro (et al.,
2016) também atribui a este biomarcador (GST) os melhores resultados na
identificacdo de areas com maiores niveis de contaminacdo em ostras em
diferentes portos na llha de Sao Luis, Maranhao.

Shenal-Tirodkar et al. (2017), submeteram a espécie Crassostrea
madrasensis a condi¢cdes laboratoriais, € demonstraram os efeitos da
exposi¢ao a metais como o chumbo (Pb) por meio de alteragdes na glutationa
s-transferase (GST) e pela peroxidacao lipidica (LPO). Adicionados a estes
biomarcadores, Quinioua et al. (2007) utilizou atividade da acetilcolinesterase
(AChE) para demonstrar os danos da atividade portuaria (Porto de Arcachon) a
larvas de Crassostrea gigas no litoral francés.

Outros importantes trabalhos empregando diversos biomarcadores
foram realizados, nos quais foi possivel determinar os efeitos de diferentes
tipos de poluentes por respostas de biomarcadores bioquimicos como GST e
LPO em Crassostrea rhizophorae em trés regides estuarinas de trés estados
(Pernambuco, Espirito Santo e Parana) ao longo da costa brasileira
(ZANETTE; MONSERRAT; BIANCHINI, 2006) e niveis basais destes
biomarcadores para esta espécie foram determinados, a fim serem
empregados como ferramentas de monitoramento na Baia Paranagua-PR

(SARDI et al., 2016).
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1.

ostra

Objetivo geral

Determinar efeitos bioquimicos dos biocidas clorotalonil e DCOIT em

Crassostrea rhizophorae que possam ser empregados como

biomarcadores de contaminagdo ambiental.

1.3.2.

Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da exposicdo aos biocidas clorotalonil e DCOIT no
processo de biotransformacdo pelas alteracbes na atividade da
glutationa S-transferase (GST) em Crassostrea rhizophorae;

Identificar danos oxidativos pela lipoperoxidagao (LPO) em Crassostrea
rhizophorae expostas aos biocidas clorotalonil e DCOIT;

Investigar o comportamento colinérgico através das alteragcdes da acgao
da acetilcolinesterase (AChE) em Crassostrea rhizophorae expostas aos
biocidas clorotalonil e DCOIT,;

Avaliar o emprego da ostra Crassostrea rhizophorae como organismos
monitores e possiveis biomarcadores para o monitoramento de

ambientes expostos ao clorotalonil e DCOIT;
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INTRODUGAO

O processo de contaminacgéo dos ecossistemas aquaticos € crescente e
se intensifica como resultado das atividades antropicas (Prates et al., 2012).
Logo, a introdugédo de compostos toxicos persistentes e bioacumulativos no
ambiente marinho, a exemplo do uso de biocidas em tintas anti-incrustrantes e
insumos agricolas, apresenta-se como um grave problema a biota aquatica
(Castro et al., 2011).

As tintas anti-incrustrantes sdo empregadas para evitar a bioincrustacao
(Dominguez et al., 2014), sendo que atualmente existem cerca de 23
compostos tidos como biocidas anti-incrustantes, incluindo o clorotalonil
(2,4,5,6 Tetracloroisoftalonitrila) e o DCOIT (4,5-dicloro-2-n-octil-4-isotiazolin-3-
ona (Soroldoni et al., 2017).

O clorotalonil € um pesticida de amplo espectro usado ha mais de 50
anos na agricultura, e embora tenha sido proibido em pela Unido Europeia em
2019, é o mais usado no Reino Unido, e o fungicida mais popular nos EUA.
Além disso, pode ser empregado, em menor proporgao, como composto em
tintas anti-incrustantes, o que contribuiu para o seu aumento no ambiente
aquatico (Gallo and Tosti, 2015). Por atuar principalmente na inibicdo da
glicédlise ou da glutationa reduzida (Caux et al., 1996) e apresentar multiplos
centros eletrofilicos reativos, este composto torna-se extremamente toxico
(Castro et al.,, 2011) causando efeitos deletérios em varios organismos
aquaticos (Sanchez-Garayzar et al., 2016).

Destacam-se os efeitos no comportamento de crustaceos e mortalidade
de larvas, juvenis e adultos (Armostrong et al., 1976; Montforts, 1999; US EPA,

2000). Em moluscos observam-se efeitos no crescimento, inibicdo do
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desenvolvimento embrionario, inibicdo do assentamento e crescimento larval,
deposicao de concha, alteragbées nas respostas imunes e mortalidade (Mayer,
1987; Montforts, 1999; US EPA, 2000; Ernst et al., 1991; Bellas, 2006;
Guerreiro et al., 2017).

Outro grupo de organismos aquaticos cujos efeitos deste composto
foram estudados s&o os tunicados, onde foi encontrado embriotoxicidade e
inibicdo do assentamento larval (Bellas, 2006), além de alteragdo morfolégica
dos fagdcitos (Cima et al., 2008). Em peixes o clorotalonil causa mortalidade de
larvas, juvenis e adultos (Yokoyama et al., 1988; Montforts, 1999; US EPA,
2000), além de danos genotdxicos e mutagénicos (Castro, 2018; Lopes et. al.,
2020), neurotoxicos e alteragbes nos processos de biotransformacéao (Torres,
2019).

Outro composto também empregado em tintas anti-incrustantes é
DCOIT, considerado um biocida de amplo espectro utilizado como herbicidas
ou fungicidas (Fernandez-Alba et al., 2002). Classificado como altamente toxico
pela US EPA (Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos) desde
2002. O composto atua reagindo com proteinas de organismos incrustados,
resultando na interrupcdo dos processos metabodlicos e perturbacdo dos
processos fisioldgicos envolvidos na fixagao do organismo a superficies solidas
(Martins et al. 2017).

Estudos relatam alta toxicidade do DCOIT para organismos aquaticos, a
exemplo de mortalidade de crustaceos em estagio larval e adulta (Jacobson
and Willingham, 2000; Yamada, 2006); assim como inibigdo do crescimento
larval, imobilidade e mortalidade de larvas e embrides, danos na capacidade de

fitracdo e mortalidade em moluscos (US EPA, 2000; Bellas, 2006). A
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embriotoxicidade também foi relatada em equinodermos e tunicados expostos
a este composto (Kobayashi and Okamura, 2002). Ja para peixes a
mortalidade pelo DCOIT é o efeito mais descrito na literatura (US EPA, 2000;
Mochida et al., 2010; Cima et al., 2008; Okamura et al., 2002; Shade et al.,
1993).

Dada a toxicidade dos compostos apresentados, faz-se necessaria a
investigacado dos efeitos em outras espécies. Os moluscos bivalves, como a
Crassostrea rhizophorae, sao bem conhecidos por suas caracteristicas
sentinelas. E um animal filtrador, capaz de ingerir particulas em suspensdo na
coluna d’agua, como materiais organicos, inorganicos e, principalmente,
fitoplancton. Esta espécie representa uma importante fonte alimentar nas areas
costeiras do Brasil (Silva et al., 2006) e vem sendo utilizada como modelo
bioldégico para estudos toxicolégicos e ambientais no Brasil (Zanette et al.,
2006).

Sendo assim, este estudo apoiou-se em investigar a toxidade dos
biocidas através de alteracbes bioquimicas relacionadas a biotransformacéo,
estresse oxidativo e atividade colinérgica em Crassostrea rhizophorae, e
identificar possiveis biomarcadores de exposicdo e efeito (Depledge et
al.,1995) dos biocidas utilizados em tintas anti-incrustantes. Para tanto, foram
avaliados os efeitos dos biocidas clorotalonil e DCOIT nas atividades
enzimaticas da glutationa-S-transferase (GST) e acetilcolinesterase (AChE),
além da deteccao de danos de membrana através da na lipoperoxidacao (LPO)
em tecidos de branquias, musculo adutor e glandula digestiva de juvenis de
Crassotrea rhizophorae expostas agudamente a diferentes concentragbes de

biocidas.
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MATERIAL E METODOS

Coleta e aclimatacao

Juvenis de ostra Crassostrea rhizophorae foram obtidos em um cultivo
no municipio de Raposa, Maranhdo, Brasil (02° 25 22”S e 44° 05 21"W) e
imediatamente transportadas ao Laboratério de Aclimatagdo de Organismos
Aquaticos da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). A coleta dos
exemplares ocorreu em 03 lotes distintos na mesma estacdo do ano, com
intervalo de um més entre si, a fim de contemplar a suscetibilidade da espécie.
Cada lote era composto por 50 individuos, totalizando 150 organismos
coletados e aclimatados para experimentacdo em laboratorio.

Para aclimatagdo, os animais foram dispostos sobre uma estrutura
suspensa (cama) dentro de tanque de 300L para evitar o contato direto com as
fezes. A aclimatagdo ocorreu sem renovagao de agua, em sistema de
recirculacédo e fluxo continuo e aeragao constante. Os organismos foram
mantidos em agua do mar, obtida na regido do cultivo, por um periodo de 15
dias em salinidade 30, temperatura 25 °C, fotoperiodo de 12C:12E e a
alimentacdo ocorreu a cada 48 horas com mix de fitoplancton. Importante

salientar que durante o periodo de aclimatacdo ndo houve mortalidade.

Desenho experimental e ensaios ecotoxicologicos

Apods o periodo de aclimatagao, os organismos (30 individuos), foram
distribuidos aleatoriamente em seis grupos experimentais, contendo 5 aquarios

(1L) cada e um organismos por aquario para a realizagdo dos ensaios
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ecotoxicolégicos. Cada grupo experimental representa um tratamento
especifico e foi denominado de: (A) controle sem solvente com apenas agua
salina; (B) controle com 0.005% de solvente (DMSO); (C1) clorotalonil 0.1 ug/L
(0,37 nM); (C2) clorotalonil 10 ug/L (37 nM); (D1) DCOIT 0.1 ug/L (0,37 nM); e
(D2) DCOIT 10 ug/L (37 nM). A fim de comparagao, as concentragdes (0.1 pg/L
e 10 pg/L) utilizadas neste estudo sdo as mesmas empregadas em outros
trabalhos com diferentes organismos aquaticos expostos aos compostos
analisados (Cima et al., 2013; Guerreiro et al., 2017; Barreto et al., 2018; Eom
et al., 2019; Chaves et al., 2020).

A exposicdo aos biocidas durou 96h e durante todo o tempo
experimental, os animais nao foram alimentados. Considerando a meia-vida do
clorotalonil e do DCOI em agua marinha (Caux et al., 1996), a agua foi
totalmente renovada apds 48h e 24h de exposi¢cao aos respectivos biocidas. As
solucdes estoque de clorotalonil e DCOIT foram preparadas com o solvente
dimetil-sulféxido (DMSO), devido a sua moderada solubilidade em agua (0,9
mg/L) (Thomas et al., 2001). As propor¢des de solvente nos aquarios foram os

mesmos para todos os tratamentos (0.005%).

Obtencao dos tecidos e preparo das amostras

Ao final do periodo de exposicdo de 96h, os individuos foram
transportados para o Laboratério de Ecotoxicologia (LABECOTOX) da UFMA,
onde foram anestesiados em gelo, a fim de serem eutanasiados por meio da
ruptura do musculo adutor, e dissecacdo dos tecidos (branquias, musculo
adutor e glandula digestiva), os quais foram armazenados imediatamente em
tubos de polipropileno de 2 mL a -80°C para posterior processamento
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(Guerreiro et al., 2017). Para fins das analises laboratoriais, foram selecionados
por tratamento 02 organismos de cada lote, totalizando 06 amostras por
tratamento. Os tecidos foram entdo descongelados em gelo e o peso obtido
(branquias, musculo adutor e glandula digestiva) para posterior

homogeneizacao das amostras.

Quantificacdo dos biomarcadores

Glutationa S-transferase (GST)

A atividade de GST foi determinada a partir da fragao citosdlica do
musculo adutor, branquia e glandulas digestivas de acordo com Keen et al.
(1976), utilizando 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. Nesse
ensaio, a conjugacao de glutationa reduzida (GSH) com o CDNB, catalisada
pela enzima GST, produz um composto (GS-DNB) que pode ser detectado em
340 nm (€=9,6 mM-1.cm-1). O ensaio foi realizado em tampé&o fosfato de
potassio 0,1 M, pH 7,0, com EDTA 1mM e GSH 1mM. Para iniciar a reacao, foi
adicionado 1mM de CDNB e a cinética da reacao foi monitorada a 340 nm, por
5 min em intervalos de 15 seg, a 25°C em um BioTek Leitor Multidetecgao

Hibrido Synergy H1, usando o software BioTek Gen5.

Lipoperoxidagao (LPO)

A concentracao da LPO foi determinada nos extratos de musculo adutor,
branquia e glandulas digestivas, com base na metodologia descrita por Oakes
and Van Der Kraak (2003). Os danos de radicais livres em lipidios resultam na
producdo de MDA, que reage com o TBA, podendo ser medido pela técnica de

fluorescéncia em 532 nm. O preparo da reagcdo ocorreu em triplicatas, em
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microplaca preta (96 pocos, fundo chato), com a adicdo de 10 pL do
homogeneizado, 20 yL da solugdo estoque de BHT (1,40 mM), 150 uL da
solugéo de acido acético (20 %), 150 uL da solucao de TBA (0,8 %), 50 uL de
agua ultrapura, 20 pyL de solugdo SDS. A leitura foi realizada em um BioTek

Leitor Multidetecgao Hibrido Synergy H1 usando o software BioTek Genb.

Acetilcolinesterase (AChE)

O AChE apresenta duas formas, uma principal de membrana
representando 94-97% da atividade e uma forma soluvel menor, responsavel
pelos restantes 4,5 + 1,5% da atividade (Belzunces et al., 1988). Portanto, a
atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi determinada na fragdo soluvel (FS)
e de membrana (FM) do musculo adutor utilizando-se o método de Ellman et al.
(1961), adaptado para leitores de microplacas (Sandahl and Jenkins, 2002).
Nesse método, a atividade enzimatica foi medida via hidrolise do substrato
iodeto acetiltiocolina (1 mM) através da absorbancia em 412 nm, da reagao
com o acido nitrobenzéico (DTNB) em fosfato tampao (100 mM, pH 7,4, T = 25
°C) por 1 minuto em intervalos de 15 segundos a 25°C em um BioTek Leitor

Multidetecgao Hibrido Synergy H1, usando o software BioTek Gen5.

Proteinas totais

As atividades enzimaticas foram normalizadas pela quantidade de
proteinas totais determinadas em cada fragcdo analisada. A quantificacdo de
proteinas totais foi realizada pelo método do Biureto, utilizando o kit Bioclin
(proteinas totais monoreagente — K031), de acordo com as instrugbes do

fabricante. O soro albumina bovina (4g/dL) da marca Bioclin (fabricado pela
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Quibasa) foi utilizado como padrao nas concentragdes de: 0,6; 1,25; 2,5; 5; 10;

20 € 40 mg/mL.

Analises estatisticas

Os dados em cada tratamento dos grupos experimentais foram
analisados quanto a distribuigdo normal (por Shapiro-Wilks) e homogeneidade
(por Levene), logo os pressupostos foram testados para a aplicagéo dos testes.
Ap6s cumprir os requisitos para as analises estatisticas paramétricas, foi
realizado o teste ANOVA (post-hoc de Tukey) e para os dados néo
paramétricos foi empregado Kruskall-Wallis (post-hoc de Mann-Whitney).
Diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05. As analises foram

realizadas utilizando-se o software R (TEAM, 2012).
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RESULTADOS

Glutationa-S-Transferase (GST)

A atividade da GST nos tecidos dos organismos expostos ao clorotalonil
estd apresentada na Figura 1 e revelou diferenga significativa (p < 0,05)
somente nas branquias dos organismos expostos a maior concentracdo do
mesmo (10 pg/L). Ja para os demais tecidos, nao foram encontradas
diferencgas significativas entre os controles e os grupos expostos. Em relagéao
ao DCOIT, foi possivel identificar diferengas significativas dos organismos
expostos em relagdo ao controle no musculo adutor e na glandula digestiva
quando exposto a maior concentragdo de 10 ug de DCOIT/L e na branquia em

ambas concentracdes de DCOIT (Fig. 2)

Lipoperoxidacao (LPO)

Para a analise de concentracao da lipoperoxidacao frente a exposicao
ao clorotalonil nos diferentes tratamentos (Fig. 3), foi encontrado um aumento
de danos no musculo adutor de ostras expostas a menor concentragao de
clorotalonil (0,1 ug/L) e nas glandulas digestivas de ostras expostas a ambas
concentragdes do composto (0,1 e 10 pg/L). Ja em relagcado as branquias, houve
uma diminuicdo de dano nos organismos expostos a maior concentracdo do
composto (10 pg/L).

Para o DCOIT (Fig. 4) ocorreram diminuigdo de danos no musculo
adutor e branquia de organismos expostos a 0,1 ug/L assim como no musculo
adutor de organismos expostos a maior concentragao (10 ug/L). No entanto,

observou-se um aumento da concentracdo de LPO na glandula digestiva
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exposta a ambas concentragcdes de DCOIT e nas branquias expostas a maior

concentracgao (10 pg/L).

Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AChE determinada no musculo adutor dos organismos
expostos ao clorotalonil na maior concentragdo (10 ug/L), indicou diferengas
significativas, tanto na fracdo soluvel quanto na fragdo de membrana, quando
comparado aos grupos controles, sendo que nao foram percebidas diferengas
entre as duas concentragbes do composto (Fig. 5).

A atividade da AChE determinada no musculo adutor dos organismos
expostos ao DCOIT, indicou diferengas significativas, na fragao soluvel, entre o
grupo exposto a menor concentragdo quando comparado aos grupos controles,
sendo percebidas diferencas entre as duas concentragdes do composto. Na
fracdo de membrana as diferengas significativas foram observadas entre a

maior concentragao em relagao aos controles (p > 0,05) (Fig. 6).

DISCUSSAO

A nao existéncia de diferengas significativas na atividade da GST no
musculo adutor, entre os tratamentos quando expostos ao clorotalonil, pode ter
relacdo com o fato desse tecido ser pouco sensivel ao composto nestas
condi¢cbes, ou nao acumular o composto em concentracdes suficientes para
ativar suas defesas. Assim, alteracoes nao foram facilmente detectadas por
este Orgdo devido seu baixo aparato metabdlico em termos de defesa

antioxidante (Miranda dos Santos, 2018).
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A diferenca significativa nas branquias, percebida pela atividade
aumentada da Glutationa-S-transferase no grupo experimental de maior
concentragao (10 ug/L), em relagdo aos demais tratamentos, pode estar
associada ao fato de apenas esta dose causar algum desequilibrio no sistema
de defesa antioxidante e de biotransformagéo do organismo. Além disso, o
aumento na atividade da GST neste 6rgao pode estar relacionado com o fato
de as branquias serem o primeiro érgédo do corpo em contato com o biocida,
funcionando como uma rota de entrada, onde a resposta antioxidante comega
(Lopes et al., 2020). Fato este, demonstrado em outros estudos, com outros
organismos aquaticos expostos ao clorotalonil, onde a atividade GST é
induzida em branquias sob situagao de estresse oxidativo (Rosa et al., 2005).

Assim, o aumento da atividade da enzima GST em Crassostrea
rhizophorae, assemelha-se ao comportamento de Laeonereis acuta expostos
as mesmas concentragdes de clorotalonil do presente trabalho e pode estar
relacionado a desintoxicagao através de sua conjugacao com GSH (Barreto et
al., 2018). Reforcando esses resultados, Gallagher et al. (1992) e Lopes et al.
(2020) sugerem que a primeira linha de defesa em peixes expostos ao
clorotalonil ocorre nas branquias via metabolizagdo da GSH.

Em relacdo a glandula digestiva, principal 6rgao de detoxificagdo de
xenobidticos, nao foi possivel observar diferengas significativas entre os grupos
expostos e o controle, o que pode estar relacionado a um maior acumulo do
composto nesse tecido e consequente deplegao dos niveis de GSH (Gallagher
et al., 1992), ou ainda, o composto pode estar afetando o processo de
regeneragdo da GSH, via oxidagdo, comprometendo a manutencao de seus

niveis (Torres, 2019).
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Para o DCOIT, a concentracdo de 10 ug/L causou o aumento da
atividade da enzima GST no musculo adutor, branquia e glandula digestiva,
reforcando seu papel de detoxificacdo frente a exposicdo ao composto em
questdo (Morionnet et al., 2006). Niveis significativamente mais altos em
atividades de enzimas relacionadas a defesa antioxidante como GST também
foram observadas apds exposi¢cao a 10 ug/L a este composto em corais (Cima
et al., 2013) e em poliquetas (Eom et al., 2019). Estes autores afirmam que
pouco se sabe sobre a modulagao da biotransformacao DCOIT, com base no
sistema enzimatico especializado que compreende as fases | e Il da
biotransformacgéao, sugerindo que novos experimentos sejam conduzidos para
esclarecer o envolvimento do GST na desintoxicagao deste composto.

Em branquias, além de um aumento na atividade da enzima na maior
concentragao (10 ug/L), também houve um aumento na menor concentragéo
(0,1 pg/L), reforcando a toxicidade deste biocida em pequenas quantidades
para a branquia e evidenciando-a como importante sitio de acdo. Em geral, a
branquia constitui-se como um importante alvo dos poluentes presentes na
agua, devido a sua extensa area superficial (Viarengo, 1989; Garcia-Santos et
al., 2007) e tem ganhado destaque em estudos ecotoxicolégicos. No presente
estudo, podemos concluir que as branquias se demonstraram sensiveis aos
dois compostos, o que nos leva a propor estudos futuros que investiguem os
efeitos desses compostos também sobre as principais funcdes fisiologicas
desse 6rgao, tais como filtracao, respiragao e trocas ibnicas.

O aumento na lipoperoxidacdo em exposicao ao clorotalonil no musculo
adutor foi observado entre os grupos de menor concentragdo do composto 0,1

Mg/L, enquanto na glandula digestiva observou-se um aumento em ambas as
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concentragbes de exposicao (0,1 ug/L e 10 ug/L). Barreto et al. (2018)
demonstraram que a exposi¢cao ao clorotalonil também causou o mesmo efeito
nos tecidos do poliqueta quando expostos a 10 pg/L.

Em relagdo as branquias, os resultados encontrados foram contrarios
dos outros tecidos, com uma diminuicdo dos niveis de LPO na concentracao de
10 ug/L, reforgando a atuagdo da GST, que neste tecido foi mais elevada, o
que demonstra o desempenho da atividade de peroxidase, exercendo um papel
antioxidante suplementar significativo na célula (Barata et al., 2005). Esta
relacdo foi observada também por Torres (2019) em branquias de peixes
expostos ao mesmo composto. De acordo com Bebianno and Barreira (2009) e
Lima et al. (2007), variagbes no comportamento da oxidacéo lipidica estao
associadas as diferencas nos niveis e natureza dos compostos organicos,
assim como aos mecanismos de defesa relacionados a capacidade
antioxidante especifica que cada composto gera.

Ja para os organismos expostos ao DCOIT, no musculo adutor, foram
encontradas diferencas significativas entre a menor (0,1 pg/L) e a maior (10
Mg/L) concentragdo do composto em relagdo aos controles, no entanto, o
comportamento observado foi a diminuicdo da lipoperoxidagdo. Enquanto nas
branquias o DCOIT atuou aumentando a lipoperoxidagao 10 ug/L e diminuindo
em 0,1 pg/L. Ja para a glandula digestiva ocorreu um aumento da oxidacao
lipidica em ambas as concentragdes (0,1 e 10 ug/L). De acordo com Eom et al.
(2019), o DCOIT age no aumento significativo de produtos relacionados a
lipoperoxidacao de maneira dependente da dose e do tempo. Comportamento
este, também encontrado no presente trabalho, evidenciando que o aumento

nos niveis de MDA é considerado como prova crucial dos danos oxidativos,
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uma vez que este aumento de peroxido lipidico (LPO) é um dos principais
contribuintes para a perda de importantes fungdes celulares (Hermes-Lima et
al., 1995).

Considera-se, ainda, nestes processos, o proposto por Lichmann et al.
(2015), que indicam a eficacia na atividade da GST na prevencao de danos nas
membranas lipidicas das ostras, e sugerem um efeito de correlagdo negativa
entre GST e LPO, reforgando o papel protetor do GST em C. brasiliana apés a
exposicao a compostos organicos tais como o hidrocarboneto.

A atividade da AChE foi determinada nas fragcdes soluvel e de
membrana no musculo adutor dos organismos expostos ao clorotalonil e ao
DCOIT. Apenas a maior concentracdo (10 ug/L) de ambos os compostos
causou alteragdes em ambas as fragbes quando comparados aos demais
grupos experimentais. Em relagdo ao clorotalonil, Torres (2019) encontrou
comportamento igual ao descrito no presente trabalho, para a espécie de peixe
Micropogonias furnieri. Este aumento da atividade da AChE, também descrito
por Moraes et al. (2007), pode ser um mecanismo de compensagao ao
estresse causado pelo composto que o organismo estd sujeito ou como
resposta a uma hiperexcitagcdo causada pelo composto (Chen et al., 2014), no
entanto, maiores estudos seriam necessarios para confirmar essa hipoétese.

Ja em relacio ao DCOIT, a atividade da AChE foi inibida,
comportamento esperado para moluscos bivalves expostos a xenobidticos
organicos, como descrito por Ricciardi et al. (2006) e Lionetto et al. (2003).
Comportamento semelhante também foi descrito para peixes (Do et al., 2018),
crustaceos (Chen et al., 2014) e poliquetas (Eom et al., 2019) expostos,

especificamente, a concentragdo de DCOIT de 10 ug/L, sugerindo um dano
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neurotoxico, com o potencial para perturbar a neurotransmissdo no sistema
colinérgico.

Uma diminuigdo da atividade do AChE reduz a hidrélise do ACh em
colina e consequentemente induz sua acumulagdo nas sinapses e jungdes
neuromusculares. Assim, a inibicao da atividade da AChE pode exercer efeitos
deletérios sobre a fisiologia do organismo, interferindo a fisiologia normal da
comunicagdo nervosa, comprometendo inumeras fungdes fisiologicas
(Rotundo, 2003).

Desta forma, no presente trabalho foi possivel observar respostas
bioldgicas em tecido das ostras expostas ao clorotalonil e DCOIT que poderiam
ser utilizadas como biomarcadores de contaminacido ambiental por biocidas.
No entanto, como mencionado por Moncaleano-Nino et al. (2018) a atividade
da colinesterase nao é um biomarcador especifico de exposicdo, mas, sim, um
biomarcador de exposicdo a multiplos xenobidticos, o que vale aos demais

biomarcadores analisados no presente trabalho.
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CONCLUSOES

Nossos resultados indicam que as concentracdes sub-letais dos dois
compostos estudados (clorotalonil e DCOIT) sao bioquimicamente toxicas e
possuem efeitos nocivos para a espécie estudada, através da indugdo do
estresse oxidativo, da peroxidacao lipidica e modulagéo do sistema colinérgico.
Além disso, foi possivel empregar a espécie Crassostrea rhizophorae como
organismo monitor para analise destes biomarcadores expostos ao clorotalonil
e DCOIT através de ensaios toxicologicos. O estudo demonstrou também que
os endpoints analisados também atuam como biomarcadores de exposicao e
efeitos a biocidas. Desta forma, espera-se que este trabalho possa contribuir
para futuros estudos a respeito dos mecanismos de acao destes biocidas, de
forma a elucidar vias especificas de toxicidade que auxiliem no monitoramento
dos biocidas em questdo. Sugere-se, também, que o emprego destes biocidas
anti-incrustantes deva ser continuamente monitorado, uma vez que a
exposicao em longo prazo possivelmente tende a causar efeitos ainda mais

severos as espécies e ecossistemas aquaticos.
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Figura 1. Glutationa-S-transferase — GST (umol CDNB/min/mg proteina) em
musculo adutor, branquias e glandula digestiva de juvenis de Crassostrea
rhizophorae expostos ao clorotalonil. Grupos experimentais: (A) controle sem
solvente; (B) controle com solvente; (C1) 0,1 pg/L de clorotalonil; e (C2) 10
Mg/l de clorotalonil. Os dados estdo representados como a média + desvio

padrao. * indica média significativamente diferente entre grupos (p < 0,05).

Figura 2. Glutationa-S-transferase — GST (umol CDNB/min/mg proteina) em
musculo adutor de juvenis de Crassostrea rhizophorae exposto ao DCOIT.
Grupos experimentais: (A) controle sem solvente; (B) controle com solvente;
(D1) 0,1 ug/lL de DCOIT; e (D2) 10 ug/L de DCOIT. Os dados estao
representados como a média £ desvio padrdo. Os dados estao representados

*

como a média * desvio padrdo. * indica média significativamente diferente

entre grupos (p < 0,05).

Figura 3. Lipoperoxidagao — LPO (nmol MDA/mg proteina) em musculo adutor,
branquias e glandula digestiva de juvenis de Crassostrea rhizophorae expostos
ao clorotalonil. Grupos experimentais (A) controle sem solvente; (B) controle
com solvente; (C1) 0,1 pg/L de clorotalonil e (C2) 10 ug/L de clorotalonil. Os
dados estao representados como a média + desvio padrdo. Os dados estao
representados como a média + desvio padrdo. * indica média significativamente

diferente entre grupos (p < 0,05).

Figura 4. Lipoperoxidagdo — LPO (nmol MDA/mg proteina) em musculo adutor,
branquias e glandula digestiva de juvenis de Crassostrea rhizophorae expostos
ao DCOIT. Grupos experimentais (A) controle sem solvente; (B) controle com
solvente; (D1) 0,1 pg/L de DCOIT e 10 pg/L de DCOIT. Os dados estdo
representados como a média + desvio padrdo. Os dados estao representados
como a média + desvio padrdo. * indica média significativamente diferente

entre grupos (p < 0,05).
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Figura 5. Atividade da Acetilcolinesterase — AChE (umol tiocolina/min/mg
proteina) em musculo adutor de juvenis de Crassostrea rhizophorae exposto ao
clorotalonil. Grupos experimentais (A) controle sem solvente; (B) controle com
solvente; (C1) 0,1 pg/L de clorotalonil e (C2) 10 pg/L de clorotalonil. Os dados
estdo representados como a média * desvio padrdo. Os dados estao
representados como a média + desvio padrao. * indica média significativamente

diferente entre grupos (p < 0,05).

Figura 6. Atividade da Acetilcolinesterase — AChE (umol tiocolina/min/mg
proteina) em musculo adutor de juvenis de Crassostrea rhizophorae exposto ao
DCOIT. Grupos experimentais (A) controle sem solvente; (B) controle com
solvente; (D1) 0,1 ug/L de DCOIT e (D2) 10 pg/L de DCOIT. Os dados estéo
representados como a média + desvio padrao. Os dados estdo representados
como a meédia + desvio padrdo. * indica média significativamente diferente

entre grupos (p < 0,05).
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ANEXOS

NORMAS PARA SUBMISSAO DE ARTIGOS: REVISTA “Marine Pollution

Bulletin”

ISSN 0025-326X

Revista “Marine Pollution Bulletin” (Online)
Area de Avaliagdo: Biodiversidade

Qualis: A1

REGRAS PARA PREPARAGAO DE NOVA SUBMISSAO

A submissao a este periddico segue totalmente online. Pode ser um arquivo
PDF ou um documento do Word, em qualquer formato ou layout que possa ser
usado pelos avaliadores para avaliagdo. As figuras devem estar em alta
qualidade. Podem ser enviados todos ou alguns arquivos de origem para a
submissao inicial. Figuras individuais com mais de 10 MB devem ser enviadas

separadamente.

REFERENCIAS

As referéncias podem estar em qualquer estilo ou formato, desde que o estilo
seja consistente. Onde for aplicavel, o nome (s) do (s) autor (es), titulo da
revista / titulo do livro, titulo do capitulo / titulo do artigo, ano de publicagao,
numero do volume / capitulo do livro e 0 numero do artigo ou paginagao, deve
estar presente. O uso do DOI é altamente incentivado. O estilo de referéncia
usada pela revista sera aplicado ao artigo aceito pela Elsevier na etapa de
revisdo. Os dados faltantes serdo destacados na fase de revisao para o autor

corrigir.

REQUISITOS PARA FORMATAGAO

Nao ha requisitos rigorosos de formatagao, mas todos os manuscritos devem
conter os elementos essenciais necessario para transmitir o seu manuscrito,
por exemplo: Resumo, Palavras-chave, Introducdo, Materiais e Métodos,

Resultados, Conclusbes, Figuras e Tabelas com Legendas. Se o artigo incluir
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videos e/ou outro material suplementar, isso deve ser incluido na submissao
inicial para fins de revisao por pares. O artigo deve ser dividido claramente em

secoOes definidas.

RESUMO

O resumo nao deve exceder 150 palavras.

PALAVRAS-CHAVE

Imediatamente apds o resumo, devem ser fornecidas no maximo 6 palavras-
chave, usando ortografia americana e evitando termos gerais, plurais e
conceitos multiplos (evite, por exemplo, "e", "de"). Onde for relevante, estas
devem incluir as principais espécies em causa, a darea geografica e o
contaminante. Apenas abreviacbes estabelecidas firmemente na area podem
ser elegiveis. Estas palavras-chave serdo usadas para fins de indexagéo.
Observe que as instrugdes relacionadas ao resumo e ao resumo grafico ainda

se aplicam as novas submissdes.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Nossos resultados nos permitem concluir que:

1. As concentragdes sub-letais dos dois compostos estudados
(clorotalonil e DCOIT) sao bioquimicamente toxicas e possuem
efeitos nocivos para a espécie estudada;

2. Os compostos (clorotalonil e DCOIT) sdo capazes de causar
danos como a indugcdo do estresse oxidativo, a peroxidacao
lipidica e a modulacao do sistema colinérgico;

3. E possivel empregar a espécie Crassostrea rhizophorae como
organismo monitor para analise destes biomarcadores expostos
ao clorotalonil e DCOIT através de ensaios toxicolégicos;

4. As analises realizadas trazem informacdes importantes para
avaliacdo de risco ambiental pela presengca dos compostos

clorotalonil e DCOIT aos organismos aquaticos.
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