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RESUMO

As mudancas climaticas globais tém recebido destaque na area da toxicologia aquatica
em funcdo dos efeitos que as alteracfes na temperatura da agua podem exercer nas
respostas dos organismos aquaticos aos contaminantes ambientais. A temperatura
corporea dos organismos ectotérmicos, como 0s crustaceos, € totalmente dependente da
temperatura do ambiente, de modo que aumentos na temperatura afetam diretamente o
metabolismo desses animais, acelerando as rea¢des bioquimicas e a absor¢do de muitos
contaminantes aquaticos no organismo. Neste trabalho foi investigado a influéncia de trés
faixas de temperatura (18, 23 e 28 °C) na toxicidade dos biocidas diazinon
(organofosforado) e carbaril (carbamato) nas branquias e no hepatopancreas de machos e
fémeas do caranguejo de agua doce Dilocarcinus pagei, utilizando como parametros
analiticos as enzimas antioxidantes glutationa S-tranferase (GST), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa redutase (GR), glicose 6-fosfato-desidrogenase (G6PDH), niveis de
peroxidacdo lipidica por meio da formacdo do malondialdeido (MDA) e os efeitos
classicos de inibicdo das esterases acetilcolinesterase (AChE) e carboxilesterase (CbE).
As atividades enzimaticas foram analisadas por espectrofotometria e 0s niveis de
peroxidacao lipidica por cromatografia liquida de alta performance (HPLC). A exposi¢do
de fémeas de D. pagei ao diazinon por sete dias, levou & diminuicao na atividade da GPx
na concentracdo de 10 e 100 pg Lt a 23°C, enquanto que nas branquias foi observado
diminui¢do da GST apenas na concentracio de 10 pg L em 23 °C. Quanto aos machos,
os resultados apresentaram diminui¢io da GST na concentragdo de 100 pg L™ tanto em
18 °C quanto em 28 °C. Também foi observado diminuicdo na atividade da GR na maior
concentracio (100 pg L) em 18 °C no hepatopéncreas deste mesmo sexo. Nas branquias,
este grupo apresentou diminuicdo da GPx em 18 °C na concentragdo de 100ug L™ e
aumento da GR na concentracio de 10pug L™t em 28 °C. Ao analisar a resposta apresentada
pela G6PDH observou-se diminui¢do na atividade desta enzima na concentracdo de 100
ug Lt em 18 e 23 °C no hepatopancreas de machos expostos ao diazinon. Por outro lado,
as fémeas apresentaram aumento na maior concentracdo em 23 °C. No que diz respeito
as branquias de individuos expostos ao diazinon, pode-se observar diminuicdo na
atividade da G6PDH em fémeas na concentragio de 100 pug L™ a 28 °C. Por outro lado,
observa-se aumento em sua atividade na maior concentragio (100 pug L) a 23 °C. Machos
ndo apresentaram alteracdes significantes da G6PDH nas branquias. Quanto aos niveis de
peroxidacao lipidica, foi observado aumento apenas no hepatopancreas de individuos
expostos a este biocida a 23 °C, tanto nos machos quanto fémeas apresentaram aumento
nos niveis de MDA em 10 pg L e apenas machos apresentaram aumento em 100 pg L~
!, Em branquias ndo foram observadas alterag@es significantes. Apos exposicdo por sete
dias ao diazinon pdde-se observar inibicdo da atividade da AChE em branquias de machos
expostos a 10 e 100 pg Lt deste composto a 18 e 28 °C. No hepatopancreas ndo foram
observadas inibi¢des significantes quanto a acdo do composto. A CbE apresentou inibigdo
em sua atividade no hepatopancreas de machos nas concentracdo de 10ug L*em 18 °Ce
em ambas as concentracdes em 23 e 28 °C. No que diz respeito as branquias, houve
inibicdo da CbE apenas em fémeas expostas a 100ug L™ do diazinon a 18 °C. Quanto &s
respostas antioxidantes ao carbaril, em fémeas foi observado aumento na atividade da
GST na concentragio de 100 pug L' a 18 °C no hepatopancreas. Nessa mesma
temperatura, foi observado aumento na atividade da GR na concentragio de 10 ug Lt e
da GPx em 100 ug L. Por outro lado, nas branquias foi observado aumento apenas na
atividade da GR na concentragio de 10 ug L a 18 °C. Os machos expostos ao carbaril
apresentaram aumento apenas da GST na concentragdo de 100 ug L™ a 28 °C no



hepatopancreas. As branquias de organismos expostos ao carbaril ndo apresentaram
respostas significantes para as enzimas antioxidantes testadas. Quanto a G6PDH, houve
aumento significante dessa enzima apenas na concentragdo de 10 pg L™ a 18 °C em
branquias de fémeas. No hepatopancreas, houve diminuicdo nos niveis de MDA em
machos expostos ao carbaril na concentracio de 10 ug L em 18 °C e nas duas
concentracdes (10 e 100 ug L) a 23 °C, ao passo que em fémeas, neste 6rgdo, foi
observado aumento nos niveis de MDA apenas em 100 pg L™ a 23 °C. No que diz respeito
as branquias, apenas fémeas apresentaram aumento nos niveis de MDA na concentragédo
de 100 pg L™ em 18 e 28 °C. Apds exposicdo de machos e fémeas de D. pagei por sete
dias ao carbaril p6de-se observar inibicdo da atividade da AChE e da CbE no
hepatopancreas apenas de fémeas na maior concentragéo a 18 °C. De acordo com 0s
resultados obtidos, pdde-se concluir que: Entre os biocidas testados, o carbaril se mostrou
mais toxico para fémeas de D. pagei, uma vez que aumentos nos niveis de peroxidagao
lipidica foram observados com maior frequéncia nesse género. Além disso, as branquias
deste sexo demonstraram maior sensibilidade a acdo do carbaril em relacdo ao
hepatopancreas e a combinacdo deste biocida a extremos de temperatura (18 e 28 °C) sdo
mais prejudiciais a este sexo, pois aumentos nos niveis de peroxidacéo lipidica foram
observadas com maior frequéncia nas branquias nessas duas temperaturas. Nos machos a
combinacdo entre o diazinon e a temperatura intermediaria (23 °C) foi mais prejudicial
no hepatopancreas, uma vez que aumentos nos niveis de peroxidacao lipidica foram
observadas com maior frequéncia nesse 6rgdo. Além disso, 0 aumento da temperatura
aumentou a toxicidade do diazinon a CbE no hepatopancreas de machos. Além do mais,
a sensibilidade das branquias de machos ao diazinon é maior em extremos de temperatura
(18 e 28 °C). A temperatura influenciou tanto a atividade enzimatica quanto a toxicidade
dos biocidas diazinon e carbaril em D. pagei, uma vez que todas as enzimas testadas e 0s
niveis de peroxidacdo lipidica apresentaram alteracGes relacionadas ao aumento da
temperatura e a a¢do dos biocidas foi diferente nas trés temperaturas testadas. Por fim, a
espécie D. pagei demonstrou grande eficiéncia como organismo teste para a avaliacdo da
presenca de biocidas OP e CM em ambientes sob estresse térmico.

Palavras chave: Caranguejo dulcicola, organofosforado, carbamato, estresse oxidativo,
inibicdo esterasica, aquecimento global.



ABSTRACT

Global climate change has been highlighted in the field of aquatic toxicology due to the
effects that changes in water temperature can perform on the responses of aquatic
organisms to environmental contaminants. The body temperature of ectothermic
organisms, such as crustaceans, is totally dependent on the environment temperature, so
that increases in temperature directly affect the metabolism of these animals, accelerating
the biochemical reactions and the intake of many water contaminants. In this study, we
investigated the influence of three temperature ranges (18, 23 and 28°C) on toxicity of
biocides diazinon (organophosphate) and carbaryl (carbamate) in the gills and
hepatopancreas of males and females of the freshwater crab Dilocarcinus pagei. Through
the analytical parameters of the antioxidant enzymes glutathione S-transferase (GST),
glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR), glucose 6-phosphate
dehydrogenase (G6PDH), levels of lipid peroxidation through the formation of
malondialdehyde (MDA) and the classical inhibition of the esterases acetylcholinesterase
(AChE) and carboxylesterase (CbE). We measured the enzyme activities by
spectrophotometry and the levels of lipid peroxidation by high performance liquid
chromatography (HPLC). The exposure of D. pagei females to diazinon for seven days
resulted in decrease in GPx activity in 10 and 100 pg/L of concentration at 23°C. In the
gills, we observed reduction of GST only in the concentration of 10 pg/L at 23°C. In
males, the results showed decrease in GST activity in the concentration of 100 pg/L at
both temperatures (18 and 28°C). We also observed decrease in GR activity at the highest
concentration (100 pg/L) at 18°C in the hepatopancreas of this gender. In the gills, this
group showed decrease in GPx at 18°C in a concentration of 100 ug/L and GR increased
in 10 pg/L of concentration at 28°C. According to G6PDH response, we observed
decrease at a concentration of 100 pg/L on 18 and 23°C in the hepatopancreas of males
exposed to diazinon. On the other hand, females showed increase in the highest
concentration at 23°C. With regard to the gills of individuals exposed to diazinon, we
observed decrease of G6PDH activity in females at the concentration of 100 pg/L at
28°C. On the other hand, we observed increase in this enzyme activity at the highest
concentration (100 pg/L) at 23°C. Males showed no significant changes of GGPDH in
the gills. The levels of lipid peroxidation increased only in hepatopancreas of individuals
exposed to this biocide to 23°C, where both males and females showed increase in MDA
levels in 10 pg/L and only males showed increase in 100 pg/L. In the gills no significant
changes were observed. After exposure of seven days to diazinon we observed AChE
inhibition in gills of males exposed to 10 and 100 pg/L of this chemical at /8 and 28°C.
In hepatopancreas no significant inhibition were observed. CbE showed inhibition in the
hepatopancreas of males in the concentration of 10 pg/L at 18°C and in both
concentrations at 23 and 28 °C. With regard to the gills, there was inhibition of CbE only
in females exposed to 100 ug/L of diazinon at 18°C. Concerning to the antioxidant
response to carbaryl in females we observed increase in GST activity in a concentration
of 100 pg/L at 18°C in the hepatopancreas. In this same temperature, there was increase
in GR activity at a concentration of 10 pug/L and GPx in 100 pg/L. On the other hand, we
observed increase in GR activity only in the gills in the concentration of 10 pg/L at 18°C.
The males exposed to carbaryl showed increase of GST in 100 pg/L at 28°C in the
hepatopancreas. The gills of organisms exposed to carbaryl showed no significant
responses to the tested antioxidant enzymes. With regard to the GGPDH, we observed a
significant increase in the concentration of 10 pg/L at 18°C only in females gills. The
levels of MDA decreased in the hepatopancreas of males exposed to carbaryl in a



concentration of 10 pg/L at 18°C and in both concentrations (10 pg/L and 100 pg/L) at
23°C. In females, we observed increase in MDA levels only in 100 pg/L at 23°C. In the
gills, only females showed increase in MDA levels at the concentration of 100 pg/L at 18
and 28°C. After exposure of D. pagei males and females for seven days to carbaryl we
observed inhibition of AChE and CbE only in hepatopéncreas of females in the highest
concentration to 18°C. According to the results, we can conclude that: Among the tested
biocides, carbaryl was more toxic to females as increases in lipid peroxidation levels
were observed more frequently in this gender. Moreover, females gills showed greater
sensitivity to carbaryl compared to the hepatopancreas and the combination of this
biocide to extremes of temperature (18 and 28°C) are more detrimental to this gender as
increases in lipid peroxidation levels were observed more often in the gills at these two
temperatures. In males, the combination of diazinon and the intermediate temperature
(23°C) was more damaging in the hepatopancreas, as increases in lipid peroxidation
levels were observed more frequently in this organ. Furthermore, the increase in
temperature increased the toxicity of diazinon to CbE in the hepatopancreas of males.
Moreover, the sensitivity of the male gills to diazinon is higher in extreme temperatures
(18 and 28°C). The temperature influences both the enzymatic activity and the toxicity of
biocides diazinon and carbaryl in D. pagei, since all the tested enzymes and lipid
peroxidation levels showed changes related to increase in the temperature and the action
of biocides was different at the three temperatures tested. Finally, the species D. pagei
demonstrated great effectiveness as a test organism for evaluating the presence of OP
and CM biocides in environments under heat stress.

Keywords: Freshwater crab, organophosphate, carbamate, oxidative stress, esterase
inhibition, global warming.
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1. Introdugao

1.1. Contaminagdo aquatica e a utilizacao de organismos modelo

Nas ultimas décadas, a contaminacdo ambiental passou a ser um assunto de
grande importancia politica e social, pois grandes catdstrofes ambientais vém sendo
relatadas em todo o mundo, principalmente relacionadas a residuos industriais e agricolas.
O descarte inapropriado de compostos potencialmente toxicos, o escoamento superficial
a partir de areas onde ocorrem aplicacGes regulares de agroquimicos e a dificuldade de
neutralizacdo de tais substancias apds sua aplicacdo permite que estas alcancem
ambientes aquaticos, podendo causar grandes prejuizos aos organismos que habitam estes
ambientes (TOMITA; BEYRUTH, 2005).

O estudo das alteracdes biolégicas em espécies que habitam areas com suspeita
de contaminacdo tem demonstrado de forma eficiente os efeitos toxicos da exposicéo a
poluentes presentes no ambiente, dessa forma, séo excelentes metodologias para o
monitoramento de regides potencialmente poluidas, permitindo a¢bes prévias que visam
evitar grandes danos ambientais (WALKER et al., 1996; SCHLENK, 1999). Estes
estudos incluem qualquer medida que possa refletir a interacdo entre o sistema bioldgico
e um agente ambiental, seja ele quimico, fisico ou bioldgico (AZEVEDO; CHASIN,
2003). A resposta a mudancas causadas no ambiente, tanto de origem antrépica quanto
natural, pode ser evidenciada em qualquer nivel de organizacdo bioldgica, desde
ecossistemas até compartimentos subcelulares, como por exemplo organelas, ou ainda
alteracbes no DNA e reacBes bioquimicas intracelulares (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2006).

De acordo com Stegeman et al. (1994) e Darrigran (2002), além das respostas
biolbgicas, deve-se levar em conta alguns fatores abidticos que direta ou indiretamente
influenciam nas respostas apresentadas por tais organismos, como pH, salinidade e
temperatura. Esta Gltima é reconhecida pela capacidade de alterar o0 metabolismo dos
organismos ectotérmicos, sendo responsavel por alteragdes na atividade de algumas vias
metabdlicas (POWELL; WATTS, 2006; GONZALEZ, et al., 2010).

1.2. O aumento da temperatura e sua influéncia na fisiologia de organismos

aquaticos ectotérmicos.
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Vaérios fatores podem influenciar na temperatura da agua, como: variagdes durante
as estacOes do ano, incidéncia luminosa, periodos chuvosos e secos que alteram a
profundidade dos ambientes de 4gua doce e o0 aquecimento global. Vale a pena destacar
que as projecdes acerca do aumento da temperatura média para América do Sul causado
pelo aquecimento global e os prejuizos ambientais que tal evento pode trazer para esta
regido se concentram, em sua maioria, em ambientes terrestres e marinhos, uma vez que
informagdes sobre ambientes dulcicolas ainda sao escassas (MOLION, 2006; MAGRIN
etal., 2014).

Segundo as projecbes do Udltimo relatorio publicado pelo Painel
Inetergovernamental de Mudancgas Climaticas (IPCC), na América do Sul, a mediana
anual da temperatura atmosférica dentro dos continentes pode sofrer aumento de até 4 °C,
sendo que as aguas continentais podem aumentar 2,5 °C em sua média anual até o final
do nosso século (MAGRIN et al., 2014). Por outro lado, de acordo com o Relatorio
Especial sobre Gestdo dos Riscos de Extremos Climaticos e Desastres (SREX) publicado
pelo IPCC, as proje¢des podem extrapolar a intensidade do aumento médio de 2,5°C na
temperatura anual da agua previstos para a América Latina em eventos de aquecimento
catastrofico, devido a instabilidade e imprevisibilidade das variaveis climaticas
(SENEVIRATNE et al., 2012). Além disso, segundo este mesmo relatorio, hd uma grande
escassez de informac@es sobre as consequéncias desse aumento na América do Sul, o que
impossibilita projecGes mais bem definidas (SENEVIRATNE et al., 2012).

Além do mais, 0 aumento na temperatura da agua pode trazer prejuizos & fisiologia
e ao ciclo de vida de organismos aquéticos por conta de alteracdes nas propriedades
fisicoquimicas da agua, como a diminuicéo na solubilidade de O, por exemplo, alteracfes
em vias metabolicas e na expressdo génica, além de prejuizos reprodutivos pela disrupgéo
nos periodos de acasalamento e desova (FICKE et al., 2007; MAGRIN et al., 2014).

Uma vez que modificacOes abidticas e possiveis alteragdes na qualidade da agua
podem causar estresse bioldgico e trazer consequéncias fisiologicas para 0s organismos
que a habitam, o conhecimento da biologia desses animais e das possiveis adaptagdes dos
mesmos a essas alteracbes torna-se importante no cenario mundial atual, especialmente
considerando o aumento na temperatura da agua para espécies tropicais, onde a
sazonalidade térmica é pouco definida (KWOK et al., 2007; VIOQUE-FERNANDEZ et
al., 2007; TRIDICO et al., 2010).

A literatura cientifica reconhece que desvios na temperatura da dgua ambiental

podem afetar de forma estressante 0s organismos que a habitam e alterar diretamente a
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fisiologia e 0 metabolismo dos mesmos. Alteracdes na atividade de enzimas, como
aumento na atividade da acetilcolinesterase (AChE), por exemplo, assim como alteragoes
na concentracdo de macromoléculas de estoque energético (triglicerideos e glicogénio)
relacionadas a variacfes na temperatura, demonstram a sensibilidade de organismos
aquaticos a variacOes térmicas, porém ainda pouco se conhece a respeito das respostas a
tais variacBes abioticas no sistema enzimatico antioxidante de crustaceos de agua doce
(MAAZOUZI et al., 2011).

1.3. A espécie Dilocarcinus pagei

Os crustaceos compreendem um grupo taxondmico altamente distribuidos pelos
ambientes marinhos, dulcicolas e terrestres de todo 0 mundo. Dentro deste grande grupo,
a infra-ordem Brachyura, popularmente denominados caranguejos verdadeiros, Sdo 0s
decapodos que apresentam a mais alta especializacdo morfoldgica e, julgando pela
riqueza de espécies (+ 4.500), sao considerados os crustaceos de maior sucesso evolutivo
pela irradiacdo adaptativa que sofreram (BARNES; RUPER, 2005). A familia
Trichodactylidae H. Milne Edwards, 1853 é composta por caranguejos exclusivamente
neotropicais e se distribuem pela América do Sul e Central, tipicamente em rios de
planicie (MAGALHAES, 1991; MAGALHAES et al., 2005).

Dentro desta familia, a espécie Dilocarcinus pagei Stimpson, 1861 (Figura 1A),
destaca-se como um importante integrante de muitas cadeias troficas, possuem alta
tolerancia a variagfes ambientais como disponibilidade de oxigénio, longos periodos de
exposicao ao ar e variacdes na temperatura (MELO, 2003; TADDEI; HERRERA, 2010).
Apresentam dimorfismo sexual bem definido onde machos apresentam abdémen
triangular e pouco desenvolvido (Figura 1B), ao passo que as fémeas apresentam e
abdémen arredondado e bem desenvolvido (Figura 1C) (MELO, 2003).
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Figura 1. Dilocarcinus pagei em vista dorsal (A) (modificado de TADDEI et al., 1999).
Macho em vista ventral (B). Fémea em vista ventral (C).

Além disso, diferencas na expressdo de algumas enzimas, como esterases e CYPs,
entre machos e fémeas de camarfes sugerem algumas especializaces fisioldgicas
provavelmente ligados a processos reprodutivos (LIMA et al., 2013), contudo muito
pouco se conhece a respeito das diferencas fisiologicas e metabolicas entre os sexos em
crustaceos.

Por conta de sua importante atuacdo ecoldgica, alta tolerancia a variacfes
ambientais e sensibilidade a contaminantes, varias espécies de crustaceos vém sendo
utilizados como organismos modelo na identificagdo de respostas toxicoldgicas a
poluentes (VIOQUE-FERNANDEZ et al., 2007; DUTRA et al., 2009; NARRA, 2014).

1.3.1. O papel fisiologico do hepatopancreas e das branquias em crustaceos

Nos decdpodes, o hepatopancreas consiste em um Orgdo relativamente
desenvolvido, que ocupa a maior parte da cavidade cefalotoracica e esta conectado ao
estdmago pildérico por meio de dois ductos primarios (Figura 2) (BARNES; RUPER,
2005).

Segundo Franceschini-Vicentini et al. (2009), suas func¢des estdo relacionadas a
digestdo e absorcdo de nutrientes, ao estoque de reservas energéticas (glicogénio e
triglicerideos) necessarias para os periodos de jejum ecdise e processos reprodutivos
(producdo de ovos), a excrecao dos metabolitos resultantes do processo digestivo e, ainda,
a metabolizacdo de compostos endogenos (hormonios, por exemplo) e a desintoxicacdo
do organismo (JOHNSTON et al., 1998; SOUSA; PETRIELLA, 2000).
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Figura 2. Morfologia geral interna de Brachyura. (Modificado de Barnes; Ruper, 2005).

Por outro lado, as branquias dos decapodes se encontram dentro de uma camara
branquial localizada ventrolateralmente no corpo do animal (Figura 2) (TAYLOR,;
TAYLOR, 1992). O tecido branquial constitui uma interface seletiva entre o ambiente
externo e 0 meio interno, trata-se de um 6rgao multifuncional que atua nas trocas gasosas,
na osmorregulacdo, na excrecéo e regulacdo do equilibrio &cido-base (LUCU; TOWLE,
2003; FREIRE et al, 2008).

De fato, a funcdo e localizacdo das branquias expdem este 6rgao a alteragdes do
ambiente aquatico, como por exemplo, a presenca de contaminantes. Desse modo, estdo
expostas a uma grande variedade de compostos toxicos presentes no ambiente aquéatico
fruto da acdo antropica e representam uma das principais vias de entrada destes
compostos, incluindo os biocidas (AMADO et al., 2010).

1.4. Os biocidas diazinon e carbaril

Atualmente, os agroquimicos séo identificados como um dos principais
contaminantes aquaticos. Dentre eles podemos destacar os biocidas organofosforados
(OPs) e os carbamatos (CM), uma vez que estes séo compostos utilizados mundialmente,
inclusive no Brasil, e seus efeitos toxicos podem atingir organismos nédo alvo, alterando
ndo apenas a fisiologia de tais organismos, mas tambem niveis de organizagéo biologica
mais altos como populagdes e comunidades (MURRAY et al., 2010). Dessa forma, o

conhecimento da acdo toxica destes biocidas no ambiente apresenta grande importancia
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para 0 monitoramento e prevencao de prejuizos ambientais em regides com frequente
aplicacdo de tais compostos (VIOQUE-FERNANDEZ et al., 2009).

O diazinon é um biocida da familia quimica dos OPs, cuja formula geral é dietil-
2-isopropil-4-metil-6-pirimidil-tionofosfato  (C12H21N203PS). Este  composto  é
classificado pela CETESB (2010) como grupo de alto risco, ou seja, apresenta uma alta
toxidade em vertebrados e invertebrados, contudo, é largamente utilizado na agricultura
e possui agdo neurotdxica em animais, baseada na inibicdo de colinesterases (LARKIN;
TJEERDEMA, 2000).

O carbaril € um biocida CM, de nome quimico 1-naftil metilcarbamato ou
metilcarbamato de naftila (C12H11NOz). Apresenta amplo espectro de toxicidade e é
considerado um dos biocidas mais populares do mundo no controle de pragas. E
classificado pela ANVISA (2010) no patamar de risco entre alto e moderado, ou seja, sua
toxidade pode variar de acordo com sua concentracdo. Este composto pode levar a
diversas alteracdes no organismo em niveis bioquimicos, estruturais e comportamentais,
como inibicdo enzimatica, esterases por exemplo, formacgdo de tGbulos necréticos e
dificuldades de locomocao e alimentacdo (BHAVAN; GERALDINE, 2002; 2009).

1.5. A biotransformacao de xenobioticos e a formacao de espécies reativas de
oxigénio (ERO)

Quando compostos tdxicos, como os biocidas, sdo absorvidos pelo organismo, em
uma tentativa de neutralizar seus efeitos deletérios, inicia-se o processo de detoxificacdo
desses compostos, 0 qual ocorre geralmente em trés fases: na primeira ocorrem reagoes
de oxidacdo, reducéo ou hidrolise, na segunda acontecem as reacdes de conjugacdo e na
terceira ha a excrecdo dos produtos metabolizados (VAN DER OOST, 2003).

Na fase | grupos funcionais como -OH, -NH., -COOH, etc., sdo adicionados aos
compostos xenobidticos por meio da acdo de enzimas oxidases, redutases, hidrolases,
monooxigenases, paraoxonases, etc., 0s quais na fase 11, sdo conjugados com moléculas
enddgenas, como a glutationa (GSH), pela acdo das enzimas de conjugacdo. Estes
produtos conjugados sdo menos toxicos e mais hidrossoliveis, sendo dessa forma, mais
facilmente excretados durante a fase 111 (VAN DER OOST, 2003).

Apesar de o0 processo de biotransformacdo resultar na detoxificacdo de
xenobidticos a metabolitos mais facilmente excretaveis, tal processo pode resultar

também no aumento da ativacdo de espécies quimicas mais reativas como metabdlitos
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radicalares, eletrofilicos e nucleofilicos e aumento na geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (SOLE et al., 1995).

As ERO séo naturalmente formadas e degradadas por organismos em decorréncia
do metabolismo aerébico. Quando o oxigénio molecular (O2) consumido por tais

organismos é reduzido a agua (H20) por processos monoeletronicos, sdo formados
radicais intermediarios como o anion superoxido (O27), o radical hidroxil (OH) e o

peroxido de hidrogénio (H202) que sdo altamente reativos. Para que essa reagdo seja
finalizada o radical formado deve reagir com outro radical livre, eliminando assim o0s
elétrons desemparelhados, ou entdo reagir com compostos antioxidantes, como a GSH,
um tripeptidio que atua como doador de elétrons para a reducédo de varias moléculas, por
exemplo, peroxidos organicos (LIVINGSTONE et al, 1985; NORDBERG; ARNER,
2001).

Biocidas OPs e CMs, assim como outros xenobi6ticos, podem induzir a producdo
de ERO por varios mecanismos bioquimicos, como danos a membranas ligadas ao
transporte de elétrons, ciclo redox, inibicdo de enzimas antioxidantes, entre outros
SLANINOVA et al., 2009; TRIDICO et al., 2010).

Em resposta ao aumento das ERO, as células possuem sistemas de enzimas
antioxidantes e de conjugacdo, tais como a glutationa peroxidase (GPx), glutationa
redutase (GR) e glutationa S-transferase (GST) que sdo induzidas pelo aumento das ERO
e atuam neutralizando essas espécies reativas ou mantem a homeostase da GSH
(STEGEMAN et al., 1992).

A GST é uma enzima que atua na fase 1l do metabolismo de xenobioticos a qual
catalisa reacdes de conjugacdo entre o composto e a GSH, aumentando assim sua
hidrossolubilidade, o que facilita a excrecdo (TAN et al., 1987). Suas fungdes essenciais
sdo o transporte intracelular de grupos heme, bilirrubina e acidos biliares, além de atuar
na biossintese de leucotrienos e prostaglandinas. Contudo, um papel critico para esta
enzima é a defesa contra danos oxidativos e produtos de peroxidacdo de DNA e lipidios
(VAN DER OOST et al., 2003).

A GPx é uma enzima que degrada H.O> e outros perdxidos organicos. Esta enzima
utiliza a GSH como doadora de elétrons para a reducdo do H>0, a H.0 e O,, com
concomitante oxidagdo da GSH em GSSG (glutationa dissulfeto). A GPx desempenha

um importante papel na protecdo de membranas & peroxidacao lipidica, pela sua rapida
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reducdo de hidroperoxidos, o que leva a interrupcao da propagacéo destes radicais (VAN
DER OOST et al., 2003).

Apesar de nédo estar diretamente envolvida na defesa antioxidante, a GR merece
atencdo por conta de sua importancia na manutencdo da homeostase GSH/GSSG em
organismos sob condicdes de estresse oxidativo. Esta enzima catalisa a transformacéo da
forma oxidada, dissulfeto, da glutationa (GSSG) para sua forma reduzida (GSH), com
concomitante oxidacdo de NADPH a NADP* (VAN DER OOST et al., 2003).

Outra enzima importante para o sistema antioxidante é a glicose-6-fosfato-
desidrogenase (G6PDH), apesar de também ndo estar diretamente envolvida no processo
de detoxificacdo de ERO. Esta enzima atua como reguladora da via de desvio das
pentoses, importante para a regeneracdo do NADP* a NADPH, composto este que atua
na reciclagem da GSSG, formada durante a conjugacao com intermediarios eletrofilicos
e na neutralizacdo de ERO, para sua forma reduzida (GSH) por meio da reacao catalisada
pela GR, conforme citado anteriormente (VAN DER OOST et al., 2003).

Dessa forma, o aumento na formacgdo de ERO em resposta a xenobidticos, leva a
alteracdes na atividade de enzimas antioxidantes, as quais sdo amplamente empregadas

como indicadores da presenca de poluentes no ambiente (SILVA et al., 2005).

1.6. Estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica

A intoxicacao por xenobidticos pode levar a superproducdo de ERO ao ponto que
sua taxa de decomposicdo pelas enzimas antioxidantes ndo sdo suficientes para
neutralizar as ERO produzidas (ALMEIDA et al., 2003a). Dessa forma, o desequilibrio
entre a producdo de ERO e as defesas antioxidantes caracterizam o grau de estresse
oxidativo a qual o organismo se encontra (FINKEL; HOLBROOK, 2000). O excesso de
ERO aumentam o dano oxidativo a biomoléculas, como DNA e lipidios, podendo induzir
mutacdes e desestabilizar membranas bioldgicas através da oxidacdo ou peroxidacao de
lipidios (ALMEIDA et al., 2003b).

No DNA as ERO podem interagir com a desoxirribose, 0 que quase sempre leva
a ruptura da cadeia do DNA, pela abstracdo de um &tomo de hidrogénio. Ou ainda, podem
causar mutacOes pontuais, pela interacdo de forma aditiva com as bases nitrogenadas
(BARREIROS et al., 2006).

Além disso, as ERO podem atacar &cidos graxos poli-insaturados. A abstracéo de

um atomo de hidrogénio desses acidos graxos pode formar um radical lipidico que por
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sua vez pode interagir com o O, formando um radical peroxila. Este radical pode abstrair
um atomo de hidrogénio de um outro &cido graxo adjacente, o que estabelece uma cadeia
de reacBes autocataliticas, levando a oxidacdo das membranas em hidroperdxidos de
lipidios e a formacéo de aldeidos como o malondialdeido (MDA) (ALMEIDA, 2003b).
Além do mais, a peroxidacdo lipidica pode provocar o rompimento de membranas
celulares levando a uma liberacao de célcio para as células adjacentes, 0 que pode causar
o0 descontrole na ativacdo das lipases e proteases, enquanto que o ataque a membranas
mitocondriais pode alterar sua permeabilidade e induzir um desequilibrio energético
celular (STOREY, 1996; ALMEIDA, 2003a). Estes produtos da oxidacao lipidica tém
sido largamente mensurados em invertebrados como indicadores de lesdo causada por
estresse oxidativo (PELLERIN-MASSICOTTE, 1994; MIYAMOTO et al., 2011; EL
JOURMI et al., 2012).

Entre os aldeidos produzidos pela peroxidacéo lipidica, o MDA apresenta um
importante papel na analise da toxicidade associada a danos em biomembranas causada
por ERO. A derivatizacdo do MDA com o acido 2-tiobarbiturico (TBA) nos permite
quantifica-lo e, assim, avaliar os niveis de danos oxidativos sofridos por membranas
bioldgicas devido a acdo de diversos contaminantes e/ou fatores abidticos (Almeida et al.,
2003b).

1.7. Inibicdo da acetilcolinesterase e carboxilesterase por biocidas

organofosforados e carbamatos.

As esterases pertencem a um grupo de enzimas que hidrolisam, preferencialmente,
0s ésteres. Segundo Oakeshott et al. (2005), elas sdo capazes de hidrolisar uma ampla
gama de substratos, incluindo amidas e peptideos.

As colinesterases formam um grupo de enzimas envolvidas principalmente com a
degradacéo de neurotransmissores e a condugéo neural. A acetilcolinesterase (AChE) esta
localizada nas membranas de diversos tipos celulares e controlam as correntes i6nicas nas
membranas excitaveis, desempenhando um importante papel nos processos de controle
na conducdo do impulso nervoso e das jungGes neuromusculares. Esta enzima é
responsavel pela hidrdlise da acetilcolina a colina e acido acético nas sinapses
(WHITTAKER,1984; LIMA-CATELANI et al.,, 2004; OAKESHOTT et al., 2005;
GUNNING, 2006). E conhecido que biocidas OPs e CMs séo efetivos inibidores desta
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enzima através da ligacéo ao sitio ativo da AChE (CAJARAVILLE et al., 2000; LIMA et
al., 2013).

Outro grupo enzimatico importante nos estudos em toxicologia aquatica sdo as
carboxilesterases (CbE). As CbEs formam uma familia de enzimas que hidrolisam
ésteres carboxilicos. Estdo presentes em varios tecidos e orgaos, de invertebrados e
vertebrados (WHEELOCK et al., 2008a) e estdo envolvidas com a desintoxicacdo do
organismo e a degradacdo do horménio juvenil, o qual controla a metamorfose, a
00génese, a vitelogénese e a producdo de feromonios, em insetos (LIMA-CATELANI et
al., 2004; GUNNING, 2006; NASCIMENTO; BICUDO, 2006). Este grupo de enzimas é
amplamente utilizado no estudo dos efeitos de biocidas OPs e CMs, uma vez que alguns
destes compostos podem inibir sua atividade catalitica através da ligacdo quimica ao seu
sitio ativo (OMKAR, 1985; BHAVAN; GERALDINE, 2009). Além disso, a CbE esta
envolvida no processo de desintoxicacdo de alguns carbamatos, por exemplo o carbaril e
o0 sulfato de eserina, ao passo que séo inibidas pelo carbofuran, dependendo da espécie
analisada (JACKSON; OAKESHOTT et al., 2010).

Dessa forma, a caracterizacao dos efeitos toxicolégicos sobre as enzimas AChE e
CDbE, pode fornecer importantes subsidios utilizados em programas de monitoramento
ambiental e auxiliar na obtencdo de dados preditivos que sejam capazes de atestar a
qualidade da agua ambiental, indicando a presenca de CMs e OPs. Além de fornecer
informacBes a respeito das respostas destas enzimas a varidveis abioticas, como a
temperatura, por exemplo e sua influéncia na toxicidade de biocidas (FRASCO et al.,
2010; HOMSTRUP et al., 2010).

Portanto, é de grande importancia o conhecimento das respostas toxicoldgicas
induzidas por biocidas OPs e CMs e a influéncia do aumento da temperatura em
ambientes potencialmente poluidos por tais compostos, principalmente no cenario de

mudangas climaticas atual.
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2. Objetivos Gerais

Tendo em vista que as respostas de enzimas antioxidantes, marcadores de estresse
oxidativo e enzimas esterasicas a biocidas OP e CM, frente ao aumento da temperatura,
ainda sdo pouco conhecidos em invertebrados de agua doce e o potencial aumento da
temperatura em aguas continentais causado pelo aquecimento global, este trabalho tem
como objetivo estudar as respostas antioxidantes, o padrdo inibitério de enzimas
esterasicas e o0s niveis de peroxidacdo lipidica como modelo para entender a possivel
influéncia da temperatura nas respostas toxicologicas do hepatopancreas e branquias de
machos e fémeas de caranguejos dulcicolas da espécie Dilocarcinus pagei apds exposi¢do
aos biocidas diazinon (OP) e carbaril (CM).
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3. Materiais e métodos
3.1. Obtencéo das amostras
Os espécimes de D. pagei usados nesse trabalho foram adquiridos em lojas de

iscas da regido de Sao José do Rio Preto/SP, provindos da coleta manual na represa Barra
Mansa em Mendonga/SP (21°14°27”’S e 49°56°28”W) (Figura 3).

Sao Jose. do‘Rm Preto/SP.

Mendonca/SE Jiocalde coleta

Figura 3. Mapa indicando o local de coleta (A) e foto da regido nao urbanizada da represa
Barra Mansa (B).

Os espécimes foram entdo encaminhados para o Laboratorio de Biomarcadores de
Contaminacdo Aquética (LABCA) na UNESP, Campus de Séo José do Rio Preto/SP,
onde foram mantidos por 10 dias em tanques contendo 250 L de &gua potavel, livre de
cloro, obtidas no préprio Campus, para aclimatacdo ao ambiente de laboratério e
desintoxicacdo de possiveis exposi¢Oes prévias a contaminantes em seu ambiente de
origem. Machos e fémeas foram mantidos em tanques separados para evitar possiveis
competicdes reprodutivas entre 0s machos.

Durante o periodo de aclimatacdo, a &gua dos tanques foi oxigenada
constantemente por compressores de ar acoplados a um sistema de mangueiras. N&do
houve manutencdo da temperatura da agua durante este periodo, a fim de prevenir
mortalidade dos espécimes.

Com o intuito de evitar diminuicdo do tecido hepatopancreatico e o
desenvolvimento de fungos nos tanques de aclimatacdo, os caranguejos foram
alimentados com ragdo a base de algas da marca Alcon®, dia sim dia ndo, os restos

alimentares e fezes foram limpos nos dias seguintes a alimentacao.
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3.2. Manutencao dos espécimes nas diferentes temperaturas

Apds o periodo de 10 dias de aclimatacdo, os espécimes foram realocados para
aquarios contendo 16 L de agua potavel, livre de cloro, onde foram acondicionados um
macho e uma fémea por aquario (8 L de 4gua por animal) em um total de 15 aquérios por
temperatura, sendo que cinco desses aquarios foram destinados ao grupo controle, outros
cinco para a exposi¢ido a menor concentragdo (10ug L) e os cinco restantes para a maior
concentragdo (100ug L) do carbaril ou do diazinon, compondo assim, os trés grupos
utilizados em cada experimento. Esses aquarios foram alocados em um sistema de banho
circulante externo de 300 L com temperaturas constantes ajustadas para 18, 23 e 28 °C,
de modo a manter a mesma temperatura da agua no interior dos aquarios individuais,
conforme mostrado no diagrama da figura 4. Os espécimes permaneceram por mais cinco

dias nas novas temperaturas para aclimatacdo as mesmas.

/
\ 300 L

e A

~EEIEE.
AN N\ 0

Figura 4. Esquema mostrando o sistema de manutencdo da temperatura da agua
utilizado em 18 e 23 °C, com refrigeradores externos (A) e 28 °C, com
termostatos aquecedores e refrigeradores externos para evitar variagoes
maiores que 0,5°C (B).
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Para a manutencéo das temperaturas de 18 e 23 °C foram utilizados refrigeradores
especificos para aquarios da marca Chiller Gelaqua® acoplados a bombas de circulagdo
de &gua. Os refrigeradores foram entdo regulados na temperatura desejada, com tolerancia
de variacdo de 0,5 °C para mais ou para menos.

Para a manutencao da temperatura de 28 °C foram utilizados aquecedores para
aquérios acoplados a termostatos. Estes foram utilizados em conjunto aos refrigeradores
regulados a temperatura desejada com tolerancia de varia¢éo de 0,5 °C para mais ou para
menos, com o intuito de evitar maiores variacGes na temperatura da agua.

Nessa etapa foram seguidos 0os mesmos sistemas de alimentacdo dos caranguejos
e limpeza dos aquarios descritos no item anterior (item 3.1).

A selecdo das temperaturas foi baseada no Relatério Especial sobre Gestdo dos
Riscos de Extremos Climaticos e Desastres (SREX/IPCC), onde supde, em eventos de
aquecimento catastrofico, aumento médio superior a 2,5 °C na temperatura anual da dgua,
conforme previstos para a América Latina (SENEVIRATNE et al., 2012). Dessa forma,
no presente estudo, utilizamos aumentos de 5 °C com o intuito de extrapolar as projecoes
médias feitas pelo IPCC e avaliar os efeitos de possiveis aumentos na temperatura de

aguas continentais, acima dos previstos por esta organizacao.

3.3. Experimentos de exposicdo dos caranguejos aos biocidas sob

diferentes temperaturas

Os experimentos de exposi¢do aos biocidas diazinon (OP) e carbaril (CM) nas
diferentes temperaturas foram realizados separadamente.

Para cada experimento, os animais (n=5), foram submetidos a exposicdo ao
diazinon ou ao carbaril. Foi utilizado um total de 15 aquéarios por temperatura, sendo que
cinco desses aquarios foram destinados ao grupo controle, outros cinco para a exposicao
a menor concentracdo (10 pug L) e os cinco restantes para a maior concentragdo (100 pg
L) do carbaril ou do diazinon separadamente (Figura 5), conforme dados prévios de
toxicidade dos biocidas CMs e OPs em crustaceos Decapodes (LIMA, 2012).

Além disso, de acordo com a resolugdo 357/2005 do CONAMA, a qual dispde
sobre a classificacdo dos corpos de agua e estabelece as condicfes e padrdes de
langamento de efluentes, indica concentragdo maxima toleravel de 70 pg L™t do carbaril
em &guas ambientais. Esta resolugdo ndo indica valor méximo tolerdvel ao diazinon,

contudo, para 0 OP malation este valor € de 100 g L. Desta forma, os valores utilizados
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no presente estudo se aproximam dos indicados na resolucéo 357/2005 do CONAMA, o

que indica a possibilidade de ocorréncia de tais concentra¢cdes no ambiente.

Controle 10ug/L 100ug/L

;. ;.

-- § ss

Figura 5. Esquema mostrando a configuracdo dos experimentos de exposi¢do acoplados
ao sistema de manutencdo da temperatura da adgua utilizado em 18 e 23 °C (A) e 28 °C

(B).

Para a obtencao das concentrac6es desejadas do diazinon foram pesados 25 mg de
“Pikzion™” (produto comercial contendo 40% do diazinon), diluido em 10 mL de etanol
absoluto e, posteriormente, esse volume foi completado para 100 mL com agua destilada.
Dessa solucdo foram adicionados volumes de 1,6 mL nos tanques correspondentes a
concentracio de 10 pg Lt e 16 mL nos tanques correspondentes a 100 pg L. Os tanques
referentes ao controle ndo receberam adicionais.

Para a obtencdo das concentracOes desejadas do carbaril foram feitas duas
solugdes: para a solugéo 1 foras pesados 0,8 mg do carbaril (99,98% Fluka®), diluido em
10 mL de etanol absoluto e, posteriormente, esse volume foi completado para 100 mL
com agua destilada. Para a solugéo 2 foram pesados 8 mg do carbaril (99,98% Fluka®),
diluido em 10 mL de etanol absoluto e, posteriormente, esse volume foi completado para
100 mL com agua destilada. Da solucdo 1 foram adicionados 20 mL nos tanques
correspondentes a 10 pg L™ e da solugio 2 foram adicionados 20 mL nos tanques
correspondentes a 100 pg L. Os tanques referentes ao controle ndo receberam adicionais.

Os caranguejos foram mantidos nos tratamentos por sete dias. Passado esse
periodo todos os animais foram coletados e mortos por congelamento em nitrogénio
liquido. Seus hepatopéncreas e branquias foram coletados e imediatamente congelados,
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também em nitrogénio liquido, e armazenados em freezer -80 °C para posteriores analises

biogquimicas.

3.4. Processamento das amostras

Para as andlises das enzimas GST, GPx, GR e G6PDH, os tecidos
hepatopancreaticos e branquiais foram homogeneizados na proporcdo 1:4 m/v, em
tampao Tris HCI 0,2 mol L™ pH 7,5, contendo sacarose 0,5 mmol L, KCI 0,15 mmol L-
! e inibidores de protease (PMSF) 1 mmol L%, e centrifugados a 10.000 x g por 20 minutos
a 3 °C. A fragéo sobrenadante foi entdo coletada e re-centrifugada a 55.000 x g por 60
min a 3 °C. Apds a segunda centrifugacéo, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -
80 °C para posteriores analises enzimaticas.

Para a andlise de AChE e CbE foram obtidos tecidos do hepatopancreas e das
branquias, as quais foram homogeneizados na proporc¢ao 1:4 (m/v) de tampéo Tris-HCI
0,1 mol L, pH 8,0 e centrifugados por 30 minutos a 9168 x g, a 4 °C. A fracio

sobrenadante foi entdo coletada e congelada a -80 °C.

3.5. Atividade das enzimas antioxidantes

As analises da atividade das enzimas antioxidantes foram realizadas com o auxilio
de um leitor espectrofotométrico de microplacas modelo Victor® X3 Multilabel
(PerkinElmer).

A atividade da GPx foi feita seguindo a técnica descrita por Sies et al. (1979). Este
método baseia-se na medida do decréscimo de absorbancia a 340 nm (& 6,22), promovido
durante a reducdo da GSSG a GSH. A reducdo € catalisada pela GR na presenca de
NADPH. Para isto foi utilizado um meio de reagdo contendo: 5 pLL de amostra (extrato
protéico tecido-especifico); tampao fosfato de potassio 0,1 mol Lt pH 7,0; 1 mmol L™ de
GSH; 0,2 mmol L de NADPH; 1 mmol L de t-butil hidroperéxido (tBOOH); EDTA
0,005 mol Lt pH 7,0; GR 0,2 u mL.

A atividade da GR foi medida baseada na metodologia de Carlberg; Mannervik
(1985), a qual o consumo do NADPH é estimado por meio da variagdo de absorbancia
acompanhado por dois minutos a 340 nm (e 6,22), na presenca do substrato GSSG. A
metodologia consiste na reducdo da GSSG a GSH pela GR através da oxidacdo do

NADPH. Paraisto, 10 pL de amostra foram adicionados em um meio de reacéo contendo:
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tampao Fosfato de Potassio 0,1 mol L pH 7,0; EDTA 0,005 mol L™ pH 7,0; GSSG 0,002
mol LY, GSH 0,0046 g mL™ e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, forma
reduzida (NADPH) 0,046 mg mL™.

O ensaio enzimético da G6PDH foi baseado na metodologia de Glock; McLean
(1953), no qual a formacdo de NADPH é medida por meio da variacao da absorbancia a
340 nm (& 6,22), durante um minuto. O ensaio consiste na reducdo de NADP*™ a NADPH
pela G6PDH usando como substrato a glicose-6-fosfato (G6P) e como cofator os ions de
Mg?* a partir do MgClz. Para isto, 5 uL de amostra foram adicionaddos em um meio de
reagdo contendo: tampao Tris-HCI 0,1 mol L, pH 7,4; G6P 0,42 mg mL™*; MgCI? 0,2
mol Lt e NADP* 0,1 mg mL™.

A atividade da GST foi mensurada seguindo o método descrito por Keen et al.
(1976). Este metodo consiste na reacdo entre a GSH e o CDNB (1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno), formando um anion tiolato (TNB) de cor amarelada, causando um
aumento na absorbéncia acompanhado a 340 nm (¢ 9,6). Para tal andlise foram
adicionados 10 pL da amostra a um meio de reagdo contendo: tampdo fosfato de potéssio
0,2 mol Lt pH 6,5; 1 mmol L de CDNB; 1 mmol L™ de GSH.

Todas as analises enzimaticas citadas acima foram feitas nas respectivas

temperaturas a qual o experimento de exposic¢éo foi realizado (18; 23 e 28°C).

3.6. Analise dos niveis de peroxidacao lipidica

A andlise de peroxidac&o lipidica foi realizada por meio de cromatografia liquida
de alta performance (HPLC), com o auxilio de um aparelho cromatografico modelo
Nexera XR® (Shimadzu).

Para avaliar os niveis de peroxidacao lipidica nos tecidos, foi detectada a presenca
do produto formado entre 0 MDA (produto da lipoperoxidacao) e o &cido 2-tiobarbitirico
(TBA), via HPLC-UV em 532 nm (ALMEIDA et al., 2003b; ALMEIDA et al., 2004).
Aproximadamente 200 mg de tecido foram homogeneizados em 1,5 mL de solucdo de
sacarose 250 mmol L, contendo 0,05% de BHT (butilhidroxitolueno) como agente
antioxidante. Em seguida, 200 pL de solugdo SDS 10% e 500 uL de solucdo de TBA
0,4% diluido em HCI 0,2 mol L"* foram adicionados. As amostras foram ento incubadas
por 1h a 90 °C. Apds este periodo, as amostras de MDA-TBA foram extraidas com 1 mL

de n-butanol e entdo injetadas (10 uL) no HPLC por injetor automatico, sendo assim
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monitoradas a 532 nm. A fase mdvel utilizada foi uma solucdo fosfato de potéssio
monobasico 50 mmol L, pH 7,0 com 40% metanol, bombeada isocraticamente (1 mL
mint). Foi utilizada uma coluna LC-18 (150 x 4,6 mm, 5 pm de didmetro de poro). A
quantificacio do MDA foi feita com base em uma curva-padrdo, injetando-se
previamente no HPLC concentrages conhecidas de padrGes auténticos de MDA
derivatizado com o TBA. Os dados foram expressos em nmol de TBARS g tecido

(TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbitdrico — sigla em inglés).

3.7. Atividade das enzimas acetilcolinesterase e carboxilesterase

As anélises da atividade das esterases foram realizadas com o auxilio de um leitor
espectrofotométrico de microplacas modelo Victor® X3 Multilabel (PerkinElmer).

A atividade da AChE foi feita segundo o método descrito por Ellman et al. (1961),
modificado para leitor de microplacas. Este método se baseia na agdo da enzima sobre o
substrato acetiltiocolina, formando um produto tidlico (tiocolina), que por sua vez reage
com o ditionitrobenzeno (DTNB) formando um composto de cor amarelada, o que causa
aumento na absorbancia que pode ser acompanhado a 412 nm (e 13,6), durante um
minuto. Para isto foram adicionados 40uL de amostra (extrato proteico tecido-especifico)
ao meio de reagdo contendo: tampdo fosfato de potassio 0,1 mol L, pH 8; iodeto de
acetiltiocolina 0,5 mmol L* e DTNB 1 mol L. O mesmo volume de amostras foi
utilizado para o hepatopancreas e para as branquias.

A atividade da CbE também foi feita de acordo com Ellman et al. (1961),
modificado para leitor de microplacas. Contudo, para esta enzima foi utilizado como
substrato o feniltioacetato. O principio deste método é o0 mesmo descrito anteriormente,
onde a acdo da enzima sobre o substrato feniltioacetato, forma o produto tidlico
(tioacetato), que reage com o DTNB formando um composto de cor amarelada, que pode
ser monitorado a 412 nm (e 13,6), durante um minuto. Para isto, as amostras (extrato
proteico tecido-especifico) do hepatopancreas foram diluidas na proporgao 10:1 (v:v) em
tamp&o Tris-HCI 0,1 mol L pH 8, ao passo que, as amostras de branquias ndo
necessitaram dilui¢do. Foram aplicados 10 pL da amostra diluida do hepatopéancreas, ou
5 pL da amostra de branquias, ao meio de reacdo contendo: tampéo Tris-HCI 0,1 mol L
! pH 8; feniltioacetato iodado 0,15 mol L™ e DTNB 0,05 mol L.

As analises enzimaticas citadas acima foram feitas nas respectivas temperaturas a

qual o experimento de exposicéo foi realizado (18; 23 e 28 °C).
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3.8. Quantificacao de proteinas totais

A quantificacdo de proteinas foi feita por meio do método de Bradford (1976),
modificado para leitor de microplacas, com o auxilio de um leitor espectrofotométrico de
microplacas modelo Victor® X3 Multilabel (PerkinElmer). O reagente de Bradford
contém o corante Coomassie Brilliant Blue G-250 em solucéo acida. Este ao se ligar as
proteinas forma um complexo anidnico estavel, causando uma visivel mudanca na
coloracéo de castanho para tons de azul, de acordo com a concentracdo da proteina. O
valor de absorbéancia é determinado por espectrofotometria em 595 nm. A comparacao
dos resultados a curva-padrdo, com valores de concentracdo conhecidos (extrato de
albumina bovina), fornece a concentracdo total de proteinas da amostra. Para isso foi
adicionado 1 pL. de amostra em 249 pL do reagente de Bradford.

A andlise da quantidade de proteinas em cada amostra foi feita nas respectivas
temperaturas a qual o experimento de exposic¢éo foi realizado (18; 23 e 28°C).

3.9. Analise estatistica dos dados

As analises estatisticas dos dados foram realizadas com o auxilio do software
STATISTICA 8® (StatSoft, Inc.). Os resultados s&o expressos em média + desvio padrio.

Foram aplicados testes para avaliar a distribuicdo dos dados ao longo da curva de
normalidade (Shapiro-Wilk) e a homogeneidade das variancias (Levene), onde dados
com valores de p>0,05 para ambos os testes foram considerados paramétricos.

A avaliacdo dos grupos contaminados em relacdo ao controle foi feita através de
ANOVA One-Way seguido do teste de Tukey (dados paramétricos) e Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn (dados ndo paramétricos).

Para avaliar a relacdo entre a influéncia das temperaturas, em cada grupo
enzimatico testado, nos dois sexos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do
teste de Dunn, uma vez que todas as avaliagOes envolviam comparacdes de dados
paramétricos com dados ndo paramétricos.

Em todos os testes, valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.



Capitulo | 39

Capitulo 1

Resposta das enzimas antioxidantes e niveis de peroxidacéao lipidica apds exposi¢cao
aos biocidas organofosforado e carbamato em diferentes temperaturas

O diazinon (OP) e o carbaril (CM) séo biocidas utilizados mundialmente no
controle de organismos considerados pragas, tanto na agricultura quanto em ambientes
domésticos. Contudo, estes compostos podem atingir ambientes aquaticos,
principalmente, através do escoamento superficial.

Uma vez em contato com a fauna aquatica, estes compostos podem levar a
alteracdes metabolicas, como inibicdes enzimaticas e ao estresse oxidativo. Além disso,
0 aumento da temperatura pode diminuir a solubilidade de Oz na agua, alterar vias
metabolicas e a expressdo génica.

Dessa forma o aumento da temperatura pode influenciar tanto a fisiologia dos
organismos aquaticos quanto as respostas toxicologicas de tais organismos a biocidas

presentes na agua.

4. Objetivos

- Avaliar as respostas das enzimas GST, GPx, GR e G6PDH no hepatopancreas e
nas branquias de machos e fémeas de D. pagei apds exposicdo ao diazinon e ao carbaril
em concentragBes subletais (10 e 100 pg L) e em trés diferentes temperaturas (18, 23 e
28 °C).

- Avaliar os niveis de estresse oxidativo induzidos por estes mesmos biocidas
através da quantificacdo do MDA no hepatopéancreas e nas branquias de machos e
fémeas de D. pagei nas diferentes temperaturas (18, 23 e 28 °C).

- Comparar as respostas bioguimicas entre machos e fémeas de D. pagei a fim de

identificar possiveis diferencas nas respostas toxicoldgicas entre esses dois grupos.

5. Resultados
5.1. Atividade das enzimas antioxidantes e niveis de peroxidacéo lipidica

apos exposicdo aos biocidas diazinon e carbaril.
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5.1.1. Diazinon

A exposicdo de fémeas de Dilocarcinus pagei ao diazinon por sete dias, levou a
diminuicdo na atividade da GPx nas concentragdes de 10 e 100 pg L™ a 23 °C. Ao passo
que nas branquias foi observado diminuicio da GST na concentragio de 10 pug L™ em 23

°C (figura 6).
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Figura 6. Atividades das enzimas GST, GR e GPx em branquias e hepatopéancreas de machos e fémeas de D. pagei apds exposi¢cdo por sete dias ao
diazinon. * indica diferenca estatistica em relagdo aos grupos controle (P<0,05).
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Quanto aos machos, os resultados apresentaram diminuicdo da GST na
concentracdo de 100 pg L tanto em 18 °C quanto em 28 °C (figura 6). Também foi
observado diminuigio na atividade da GR na maior concentragio (100 pg L) em 18 °C
no hepatopancreas deste mesmo sexo. Nas branquias, este grupo apresentou diminuicao
da GPx em 18 °C na concentragdo de 100pug L™ e aumento da GR na concentragdo de
10pg L™t em 28 °C (figura 6).

O aumento da temperatura apresentou relagdo com o aumento na atividade
enzimatica da GST no hepatopancreas de fémeas em 23 °C, ao passo que nas branquias
deste mesmo género em 23 °C houve influéncia da temperatura tanto na atividade
enzimatica quanto na inibicdo da GST em 10 ug L™ do diazinon. Da mesma forma, este
fator abidtico apresentou relacdo com as respostas toxicoldgicas observadas na GST do
hepatopancreas de machos em 18 e 28 °C, ao passo que nas branquias desse sexo a
temperatura apresentou relacdo apenas com o aumento da atividade dessa enzima em 23
°C (p<0,0001).

Quanto a GR, a temperatura mostrou relacdo com as alteracdes na atividade dessa
enzima observadas na temperatura de 23 °C do hepatopancreas tanto de fémeas quanto
de machos. Nas branquias houve relacdo do aumento da temperatura com as alteracdes
na atividade da GR em 23 °C em machos, assim como a resposta toxicol6gica em 10 pg
L do diazinon a 28 °C (p=0,0003).

No que diz respeito a GPx, a temperatura apresentou relagdo tanto com o aumento
na atividade enzimatica quanto nas respostas toxicoldgicas no hepatopancreas das fémeas
em 23°C e com a diminuicdo na atividade dessa enzima em 28 °C (p<0,0001), porém, nas
demais anélises ndo foram observadas alteracdes dessa enzima relacionadas a
temperatura.

Ao analisar a resposta apresentada pela G6PDH observa-se diminuicdo na
atividade desta enzima na concentragio de 100 pg L em 18 e 23 °C no hepatopancreas
de machos expostos ao diazinon. Por outro lado, as fémeas apresentaram aumento da
G6PDH na maior concentragdo em 23 °C (figura 7).

No que diz respeito as branquias de individuos expostos ao diazinon, pode-se
observar diminuicdo na atividade da GGPDH em fémeas na concentragio de 100 pg L™
em relacéo ao controle a 28 °C. Por outro lado, observa-se aumento em sua atividade na
maior concentracio (100 pg L) a 23 °C (figura 7). Machos ndo apresentaram alteragtes

significantes da G6PDH nas branquias.
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O aumento da temperatura apresentou relacdo com o aumento na atividade da
G6PDH no hepatopancreas de machos na temperatura de 23 °C e na resposta toxicologica
observada neste mesmo 6rgdo em fémeas expostas a 100 pug L a 23 °C. Quanto &s
branquias, em fémeas, o aumento da temperatura apresentou relacdo tanto com a
diminuicdo na atividade da G6PDH em 23 °C quanto como o aumento em sua atividade
em 28 °C. Da mesma forma, este fator abidtico apresentou influéncia nas respostas
toxicoldgicas apresentadas por fémeas entre 23 e 28 °C expostas a 100 pg L (p<0,0001).
Machos nédo apresentaram alteracfes na atividade da G6PDH relacionada a temperatura

neste érgéo.
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Figura 7. Atividade da enzima G6PDH em branquias e hepatopancreas de machos e fémeas de D. pagei ap0s exposicdo por sete dias ao diazinon.

* indica diferenca estatistica em relacdo aos grupos controle (P<0,05).
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Apesar das alteracGes observadas nas enzimas antioxidantes em resposta ao
diazinon, foi observado aumento nos niveis de MDA apenas no hepatopancreas de
individuos expostos a este biocida a 23 °C, onde tanto machos quanto fémeas
apresentaram aumento nos niveis de MDA em 10 pg L™ e apenas machos apresentaram
aumento em 100 pg L (figura 8). Em branquias ndo foram observadas alteracdes
significantes em relacdo ao controle.

As alteracdes nos niveis de MDA observadas no hepatopéancreas de machos e
fémeas em 23°C apresentaram relacdo a influéncia do aumento da temperatura, assim
como a diminuicao nos niveis de MDA observados nas branquias de fémeas em 23 e 28

°C (p=0,0003).
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Figura 8. Niveis de MDA no hepatopancreas e branquias de machos e fémeas de D.pagei apds exposicdo por sete dias ao diazinon. * indica
diferenca estatistica em relacdo aos grupos controle (P<0,05).
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5.1.2. Carbaril

No que diz respeito as respostas antioxidantes ao carbaril, em fémeas foi
observado aumento na atividade da GST na concentragdo de 100 ug L™ a 18 °C no
hepatopancreas (figura 9). Nessa mesma temperatura, foi observado aumento na atividade
da GR na concentracio de 10 pg L™t e da GPx em 100 pg L. Por outro lado, nas branquias
foi observado aumento apenas na atividade da GR na concentragdo de 10 ug Lt a 18 °C
(Figura 9).

Os machos expostos ao carbaril apresentaram aumento apenas da GST na
concentracdo de 100 pg L a 28 °C no hepatopancreas (figura 9). As branquias de
organismos expostos ao carbaril ndo apresentaram respostas significantes para as enzimas
antioxidantes testadas (figura 9).

O aumento da temperatura apresentou relacdo com o aumento na atividade da GST
no hepatopancreas de fémeas em 23 e 28 °C, assim como com a resposta toxicologica
observada em 100 pg L do carbaril em 18 °C. Porém, a temperatura ndo apresentou
influéncia na atividade dessa enzima nas branquias de fémeas. Por outro lado, em machos
a temperatura apresentou influéncia significante apenas na resposta toxicoldgica
apresentada pela GST do hepatopéncreas em exposicdo a 100 pg L do carbaril em 28
°C (p<0,0001).

No que diz respeito a GR, as branquias de machos apresentaram influéncia da
temperatura no aumento de sua atividade em 23 °C. Da mesma forma, em fémeas, o
aumento na atividade desta enzima nas branquias expostas a 10 pg L do carbaril
apresentaram relacdo com a temperatura em 18 °C. No hepatopancreas de fémeas, a
temperatura apresentou relacéo tanto com o aumento na atividade da GR em 23 °C quanto
COMo sua resposta a exposicéo de 10 pg L™ ao carbaril em 18 °C (p=0,003)

Quanto a GPx, a temperatura apresentou influéncia na resposta toxicoldgica
observada no hepatopancreas de fémeas expostas a 100 pg L™ do carbaril em 18 °C, assim
como 0 aumento na atividade dessa enzima em 23 °C. No que diz respeito as branquias,
0 aumento da temperatura influenciou as variagdes observadas na atividade da GPx tanto

em machos quanto em fémeas (p=0,02).
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Figura 9. Atividades das enzimas GST, GR e GPx em branquias e hepatopancreas de machos e fémeas de D. pagei apds exposi¢cdo por sete dias ao
carbaril. * indica diferenca estatistica em relacdo aos grupos controle (P<0,05).
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Quanto a G6PDH, houve aumento significante dessa enzima apenas na
concentracdo de 10 pg L™t a 18 °C em branquias de fémeas (figura 10).

A temperatura apresentou influéncia nas alteracdes da atividade dessa enzima no
hepatopancreas de fémeas em 18 e 28 °C, assim como na resposta toxicoldgica ao carbaril
nas branquias de fémeas observadas em 18 °C e com a diminuig&o na atividade da G6PDH
a 23 °C (p=0,006).
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Figura 10. Atividade da enzima G6PDH em branquias e hepatopancreas de machos e fémeas de D. pagei apos exposicdo por sete dias ao carbaril.
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No hepatopéancreas, houve diminui¢do nos niveis de MDA em machos expostos
ao carbaril na concentracdo de 10 pg L™t em 18 °C e nas duas concentragdes (10 pg L™ e
100 pg L) a 23 °C, ja em fémeas, nesse 6rgdo, foi observado aumento nos niveis de
MDA apenas em 100 pg L a 23 °C (figura 11). Quanto as branquias, apenas fémeas
apresentaram aumento nos niveis de MDA na concentragdo de 100 pg Lt em 18 e 28 °C
(Figura 11).

O aumento da temperatura apresentou relacdo com as alteracdes nos niveis de
peroxidacdo lipidica observadas em machos, em 18 °C e em machos e fémeas a 23 °C no
hepatopancreas. Quanto as branquias, a temperatura apresentou influéncia nos niveis de

MDA nas trés temperaturas testadas, em ambos 0s sexos (p=0,002).



Capitulo | 52
Hepatopancreas Branquias

12 4 12

10 - 10 |
o o
-] 3
o o
3 2
o 87 2 8-
-] -}
oo oo
S~ S~
2 6 2 5 *
3 < .
<] = M Fémeas
Q @
T 4 T 4 M Machos
] ]
£ £
c c

2 * % . 2

*
0 A 0 -
Controle10 pg/L 100 pg/L Controle10 pg/L 100 pg/L Controle10 pg/L100 pg/L Controle10 pg/L100 pg/L Controle10 pg/L 100 pg/L Controle10 pg/L100 pg/L
18°C 23°C 28°C 18°C 23°C 28°C

Concentragdo do carbaril

Concentracdo do carbaril

Figura 11. Niveis de MDA no hepatopancreas e branquias de machos e fémeas de D.pagei

diferenca estatistica em relagdo aos grupos controle (P<0,05).

apos exposicdo por sete dias ao carbaril. * indica




Capitulo | 53

6. Discussao
6.1. Atividade das enzimas antioxidantes e niveis de peroxidacéo lipidica

pds exposicao aos biocidas organofosforado e carbamato.

6.1.1. Diazinon

No presente estudo foi observado diminuicdo da GST e da GPx no hepatopancreas
de machos e fémeas ap6s exposi¢do ao diazinon. Este resultado pode ser atribuido a
inibicdo dessas enzimas pelo diazinon. Tridico et al. (2010) e Silva et al. (2014) também
relataram diminuicdo da GST e da GPx em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)
expostas ao diazinon, assim como Hodge et al. (2000) no inseto Micromus tasmaniae
exposto a este mesmo biocida. Estes autores atribuiram tal diminuicdo a uma possivel
inibicdo pela acdo do diazinon, o que corrobora com os resultados observados em D.
pagei. Porém, este mecanismo inibitério ainda ndo é muito bem compreendido na
literatura cientifica.

Além disso, a GST foi inibida apenas no hepatopancreas de machos e nas
branquias de fémeas, ao passo que a GPx foi inibida no hepatopancreas de fémeas e nas
branquias de machos. De acordo com Van der Oost et al. (2003) e Slaninova et al. (2009),
em animais aquéticos, o sexo do individuo analisado pode apresentar diferencas tanto na
atividade enzimatica quanto nas respostas a acdo de biocidas, assim como, nas adaptacdes
a temperatura do ambiente a qual estes individuos se encontram. Além disso, é sugerido
na literatura que em invertebrados aquaticos, diferencas na regulagcdo enddcrina entre 0s
sexos pode alterar diversas vias metabolicas, dentre elas a biotransformacdo de
xenobidticos e consequentemente, levar a diferencas nas respostas toxicoldgicas
(McCLELLAN-GREEN et al., 2007).

Dessa forma, é razoavel supor que as alteracBes metabdlicas relacionadas a
regulacdo enddcrina entre os sexos pode ter influenciado as respostas apresentadas pela
GST e GPx frente ao diazinon nas diferentes temperaturas, em D. pagei. Porém, a relacdo
entre o sistema endocrino de crustaceos e as respostas antioxidantes a biocidas ainda é
pouco conhecida na literatura.

No que diz respeito a GR, embora talvez nédo esteja diretamente envolvida na
defesa antioxidante, a GR promove a manutencdo da homeostase entre GSH/GSSG sob
condigdes de estresse. A GR catalisa a transformagéo da forma dissulfeto da glutationa
(GSSG) para sua forma reduzida (GSH), com concomitante oxidagdo do NADPH a
NADP* (VAN DER OOST et al., 2003).
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No presente trabalho a GR apresentou diminui¢do no hepatopancreas de machos
em 18 °C quando expostos a concentracdo de 100 ug L™ e aumento nas branquias em 28
°C expostos a 10 pg L.

Conforme mencionado acima, esta enzima tem como principal funcdo a
manutencdo dos niveis de GSH (tripeptideo utilizado como doador de elétrons na
biotransformacdo de xenobidticos). Ao doar elétrons durante o processo de
biotransformacéo, a GSH se oxida gerando GS-, que por sua vez pode se ligar a uma outra
GS- formando GSSG (FERREIRA et al., 2007). A GR entéo retira elétrons do NADPH
e os transfere para GSSG, reciclando, assim duas GSH (VAN DER OOST et al., 2003).
A diminuicdo na atividade da GR no hepatopéancreas de machos apresentou forte
correlagéo (correlacdo de Spearman) com a inibicdo da GST nesse mesmo experimento
(p=0,03; r=0,90) (figura 6), dessa forma podemos supor que a GSH passou a ser menos
oxidada pela conjugacdo com o biocida, por conta da inibi¢do da GST, aumentando assim
seus niveis celulares, o que diminuiu a necessidade de sua reducao, levando a diminuicao
na atividade da GR (BANAEE et al., 2013). Além disso, a diminui¢do da conjugacgéo da
GSH ao diazinon diminui sua excre¢do, o que prejudica a neutralizacao de sua agdo toxica
no organismo (VAN DER OOST et al., 2003).

Por outro lado, nas branquias de machos a temperatura 18 °C (figura 6), apesar de
néo significante estatisticamente, podemos observar aumento a atividade da GST, o que
aumenta a demanda de GSH, requerendo assim maior atuacdo da GR. De acordo com
Elia et al. (2006), em um estudo de campo utilizando o lagostim europeu Procambarus
clarkii, o aumento na atividade da GR no hepatopancreas dessa espécie apresentou
relagcdo ao aumento do consumo de GSH por enzimas antioxidantes, o que corrobora com
as observac0es feitas em D. pagei.

Quanto a G6PDH, esta € uma enzima chave na regulacdo da via de desvio das
pentoses, esta enzima converte a glicose-6-fosfato em 6-fosfogluconato (composto este
que regula sua atividade) (JUGDALE; GORDON, 1997; BAINY et al., 2000) e reduz
NADP" a NADPH (URICH, 1994; JUGDALE; GORDON, 1997).

Tranulis et al. (1991) e Robert; Gray (1972), relataram influéncia da temperatura
na atividade da G6PDH em trutas (Salmo gairdneri) e no caranguejo Callinectes sapidus,
respectivamente. De acordo com esses autores, 0 aumento da temperatura pode alterar a
atividade de enzimas relacionadas a via de desvio das pentoses como um fendémeno
transitorio associado a manutencdo da demanda energética, pela reorganizagao

metabdlica frente ao estresse térmico e ao processo de aclimatacdo a temperatura.
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Segundo Kuo; Hsieh (2006), o aumento na atividade da G6PDH em animais aquaticos
(peixes e invertebrados) sob estresse térmico atua como uma importante via auxiliar de
suprimento energético até que o organismo se aclimate a nova temperatura, porém o
tempo necessario para aclimatacdo a temperatura é variavel, podendo levar vérios dias
para que seus niveis energéticos se estabilizem, dependendo da espécie.

Ainda, segundo Kuo; Hsieh (2006), a elevacdo da temperatura a niveis proximos
do limite toleravel estimula maior liberacdo de cortisol e catecolaminas, 0 que aumenta a
taxa de glicose e lactato na hemolinfa de invertebrados aquéticos, podendo assim diminuir
a atuacdo da G6PDH em tal condicéo de estresse. Em D. pagei, 0s machos apresentaram
maior atividade da G6PDH no hepatopancreas apenas na temperatura de 23 °C, esse dado
sugere que nessa temperatura intermedidria a via de desvio das pentoses trabalha de forma
mais intensa que em temperaturas maiores no processo de aclimatagdo. Por outro lado,
em fémeas, a atividade da G6PDH foi maior nas branquias a 28 °C, o que indica maior
dificuldade de aclimatacao de seu sistema respiratorio a temperaturas elevadas.

Além disso, ao comparar a atividade da G6PDH entre os controles da figura 7 e
10, podemos observar que na figura 10 o processo de aclimatacdo parece estar completo,
uma vez que ha pouca diferenca na atividade desta enzima nas temperaturas testadas. De
acordo com Sanchez-Paz et al. (2006), em periodos de intermuda os caranguejos
acumulam grande quantidade de energia em forma de glicogénio e triglicerideos. Ao
passo que o periodo da ecdise se aproxima, estes organismos diminuem a alimentacao e
seus niveis energéticos comecam a declinar. Dessa forma, podemos concluir que, nos
experimentos referentes a figura 7, estes individuos podem estar mais proximos da ecdise,
assim, seus niveis de estoque de energia seriam menores, 0 que levou ao aumento na
atividade da G6PDH como alternativa a demanda energética requerida para a manutencéo
da homeostase frente ao aumento da temperatura.

Alem do mais, no presente estudo, foi observado diminui¢do na atividade da
G6PDH no hepatopéncreas de machos de D. pagei expostos a 100ug L™ do diazinon em
18 e 23 °C e em brénquias de fémeas expostas a esta mesma concentracdo em 28 °C. A
atividade da G6PDH é regulada principalmente pela concentracdo de NADPH (NIETO
et al., 2010). Como ndo houve aumento na atividade das enzimas antioxidantes nas
condigdes onde observamos diminui¢cdo da G6PDH, podemos concluir que o consumo de
NADPH diminuiu, causando seu acimulo, o que levou a diminuicdo na atividade da
G6PDH (NIETO et al., 2010; BANAEE et al., 2013).
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Por outro lado, foi observado aumento nos niveis de G6PDH no hepatopancreas e
nas branquias de fémeas expostas ao diazinon a 23 °C. Observag0es feitas por Bhavan e
Geraldine (2000) mostram que a exposic¢do do camardo Macrobrachium malcomsonii ao
diazinon levou a alteracfes estruturais e diminuicdo nos niveis de glicogénio no
hepatopancreas dessa espécie. Nagato et al. (2016) relataram diminui¢do nos niveis de
aminoacidos e maior demanda no consumo de glicose e lactato no microcrustaceo
Daphnia magna exposto ao diazinon nas concentragdes de 0,04 e 0,09 pg L. Dessa
forma, podemos concluir que o estresse gerado pelo diazinon pode ter comprometido a
producdo de energia no hepatopancreas e nas branquias em fémeas de D. pagei,
aumentando, assim, a demanda energética para a manutencdo da homeostase nesses
orgdos. Além disso, a figura 6 mostra que a atividade das enzimas antioxidantes diminuiu
ou permaneceu inalterada no hepatopancreas e nas branquias de fémeas a 23 °C. Uma vez
que essas enzimas nao requerem aumento nos niveis de NADPH, a G6PDH pode ter
aumentado sua atividade para suprir parte da demanda energética requerida pelo
hepatopancreas e pelas branquias, por conta da exposi¢do ao diazinon.

A peroxidacao lipidica é um dos principais processos induzidos pelo estresse
oxidativo (NARRA, 2014). Este processo ocorre quando a geracdo de ERO excede a
capacidade antioxidante do organismo ou de determinado 6rgdo (BIANCHINI,
MONSERRAT, 2007; TONGBAI; DAMRONGPHOL, 2011).

A comparacdo da atividade da GPx entre 0s grupos controle no hepatopancreas de
fémeas de D. pagei, apresentou aumento de oito vezes em 23 °C comparados a 18 e 28
°C. Além disso, o diazinon inibiu mais acentuadamente a atividade da GPx de fémeas
expostas a 10 pug L™ em comparacio a 100 pg L, na temperatura de 23 °C. Este dado
indica uma superproducdo de H202 na temperatura intermediaria (23 °C), livre da agéo
do diazinon. Por outro lado, os niveis de MDA no grupo controle foi menor na
temperatura de 23 °C em comparacgédo as demais temperaturas. Estes dados indicam que
0 aumento na atividade da GPx no controle do hepatopancreas de fémeas foi suficiente
para neutralizar a superproducdo de H20. e proteger esse 6rgdo de danos oxidativos
causados por esse composto (KONG et al., 2008). Ao passo que a inibi¢do dessa enzima
causada pelo diazinon nos tratamentos levou ao aumento nos niveis de MDA, o que indica
aumento na peroxidacéo lipidica, em decorréncia do acimulo de H20>. A inibicdo da GPx
também foi relatada por Tu et al. (2012) no camardo Penaeus monodon exposto a

piretroides, de acordo com esses autores, tal resultado explica o aumento nos niveis de
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peroxidacdo lipidica nas concentracdes onde houve inibi¢do dessa enzima pelo acimulo
de H20..

Além disso, em D. pagei houve aumento da GPx em relagdo a temperatura apenas
em 23 °C, ao passo que em 28 °C a atividade dessa enzima diminuiu. Segundo Hansen et
al. (2007) e Cottin et al. (2010), em estudos avaliando a expressdo génica da GPx no
copépode Calanus finmarchicus e no camardo Rimicaris exoculata, respectivamente,
relataram que em temperaturas proximas a 30 °C, esses crustaceos diminuem a
capacidade de regular a expressdo de genes relacionados a defesa antioxidante, como a
GPx. Por outro lado, conforme a temperatura aumenta, ocorre aumento na expressao dos
genes que codificam a HSP (Heat shock protein) e a enzima tioredoxina redutase (TrxR),
ambas envolvidas na protecdo contra o estresse oxidativo. O descontrole na expressao
génica poderia explicar a baixa atividade da GPx em 28 °C em D. pagei e a inducdo de
outras vias metabdlicas, como da HSP e da TrxR, pode ter protegido esses organismos da
peroxidacgdo lipidica na auséncia da GPx nessa temperatura, uma vez que ndo houve
aumento nos niveis de MDA.

No que diz respeito aos machos de D. pagei, houve aumento nos niveis de MDA
no hepatopancreas, nas duas concentraces do diazinon testadas, na temperatura de 23
°C, porém néo houve alterages significantes nas enzimas antioxidantes avaliadas. E
conhecido que a elevacdo da temperatura combinado com a presenca de compostos OPs,
pode aumentar os danos oxidativos a biomembranas de crustaceos aquaticos, atraves da
superproducdo de ERO (DANDAPAT et al., 2003). Trabalhos realizados por Matozzo et
al. (2011) e Paital; Chainy (2013), relatam maior aumento nos niveis de peroxidagdo
lipidica em caranguejos machos da espécie Carcinus aestuari e Scylla serrata, quando
combinados os efeitos do aumento da temperatura e a presenca de compostos OPs.
Segundo esses autores, a capacidade antioxidante dos machos pode ser excedida pelo
aumento na absorcdo dos biocidas e pelos efeitos da temperatura em seu metabolismo
basal de forma diferente das fémeas, por conta de variagdes entre sua fisiologia.

Por outro lado, em machos expostos ao diazinon a 28 °C observamos inibic¢do da
GST em 100 pg L desse composto e diminuicdo na atividade da GPx relacionado a
influéncia da temperatura, porém ndo h& aumento nos niveis de MDA nessa condic&o.
Esse resultado pode ser explicado pela atuacéo protetora ao estresse oxidativo de outras
vias metabolicas termossensiveis de acdo antioxidante, como a HSP e a TrxR, (HANSEN
etal., 2007; COTTIN et al., 2010), conforme sugerido anteriormente.



Capitulo | 58

No que diz respeito as branquias, ao contrario do hepatopancreas, ndo houve
aumento nos niveis de MDA em D. pagei, frente a exposicdo ao diazinon, em nenhuma
das temperaturas testadas. Por outro lado, o0 aumento da temperatura diminuiu os niveis
de MDA em fémeas.

De acordo com resultados obtidos por Desouky et al. (2013) no lagostim P. clarkii,
0 hepatopancreas apresenta maior capacidade de acumulo de compostos OP que as
branquias, mesmo em pouco tempo de exposi¢do (oito dias) por conta da maior
concentracdo de lipidios no hepatopancreas e da alta lipofilicidade do composto. De
acordo com esses autores, 0 maior acumulo dessas substancias no hepatopancreas pode
aumentar a susceptibilidade desse o6rgao aos efeitos dos OP, incluindo lesdes de
membrana por lipoperoxidagdo em decorréncia da biotransformagéo desses compostos.
Além disso, uma vez que o acumulo de biocidas OPs é menor nas branquias, a atividade
das enzimas antioxidantes nesse 6rgdo pode ter sido suficiente para protecdo contra 0s
danos oxidativos a biomembranas (VAN DER OOST et al., 2003). Estes resultados
poderiam explicar os menores efeitos do diazinon nos niveis de MDA nas branquias em

relacdo ao hepatopancreas em D. pagei.

6.1.2. Carbaril

No presente estudo, pode-se observar aumento na atividade da GST, GPx e GR
no hepatopancreas de fémeas expostas ao carbaril a 18 °C e em GST de machos a expostos
a este mesmo composto a 28 °C. Da mesma forma, observou-se aumento da GR nas
branquias de fémeas expostas ao carbaril a 18 °C.

Varios trabalhos na literatura cientifica tém demonstrado aumento nas enzimas
antioxidantes de animais aquaticos frente a exposi¢do ao carbaril. Vioque-Fernandez et
al. (2009), relataram aumento da GST no hepatopancreas do lagostim P. clarkii apds
exposicdo ao carbaril nas concentragdes de 1 e 2 mg L. Matos et al. (2007), descreveram
aumento na atividade da GR hepatica em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) apos 14
dias de exposicdo a este mesmo biocida a 0,25 e 0,5 mg L. Ferrari et al. (2011), também
relataram aumento na atividade da GST em girinos de Rhinella arenarum apdés 2 dias de
exposicdo ao carbaril nas concentragdes de 10 e 20 mg L. Ferrari et al. (2007),
observaram aumento na atividade da GST hepatica em truta arco-iris (Oncorhynchus

mikiss) juvenis ap0s exposicdo a 3 mg L por dois dias ao carbaril.
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O carbaril induz o aumento de ERO em animais aquaticos principalmente pela sua
biotransformagdo, formando 1-naftol. Na tentativa de neutralizar as ERO formadas,
ocorre 0 aumento na atividade das enzimas antioxidantes, GST e GPx por exemplo, o que
leva a diminuicdo nos niveis de GSH, por conta do consumo dessa substancia atraves da
catalise realizada por tais enzimas. O maior consumo de GSH aumenta os niveis de
GSSG, o que por sua vez leva ao aumento na atividade da GR a fim de reciclar maiores
quantidades de GSH para neutralizar os radicais livres formados durante a
biotransformacdo do biocida (MANNERVIK; DANIELSON, 1988; VIOQUE-
FERNANDEZ et al., 2009). Dessa forma, o aumento nas enzimas antioxidantes
observado em D. pagei podem ter ocorrido para neutralizacdo das ERO geradas pela
biotransformacéo do carbaril.

Quanto a G6PDH, conforme apresentado nos resultados, apds exposi¢do ao
carbaril, apenas branquias de fémeas expostas a concentragdo de 10 pug L™ deste composto
a 18 °C apresentaram aumento dessa enzima. Este resultado também poderia explicar o
aumento da GR nessas mesmas condi¢des em fémeas (figura 9), uma vez que o0 aumento
da G6PDH pode ter suprido a demanda de NADPH para a manutencdo da homeostase da
GSH.

Por outro lado, em 100 pg L do carbaril, nessa mesma temperatura (18 °C) nio
houve aumento significante da G6PDH. Da mesma forma, nessa mesma concentragdo em
18 °C ndo houve aumento na atividade da GR. Dessa forma, podemos concluir que a GSH
passou a ser menos consumida, o que por sua vez diminuiu o consumo de NADPH,
diminuindo assim a atividade da G6PDH (VAN DER OOST et al., 2003; VIOQUE-
FERNANDEZ et al., 2009).

Quanto aos niveis de peroxidacdo lipidica em D. pagei apds exposi¢do ao carbaril,
em machos, os niveis de MDA diminuiram no hepatopancreas e nao foram alterados nas
branquias. Por outro lado, em fémeas, foi observado aumento nos niveis de MDA tanto
no hepatopancreas quanto nas branquias.

O aumento nos niveis de MDA no hepatopancreas de fémeas foi observado apenas
na temperatura de 23 °C, ao passo que em branquias tal aumento pode ser observado tanto
em 18 quanto em 28 °C. Por outro lado, a diminuigdo nos niveis de MDA no
hepatopancreas de machos ocorreu apenas em 18 e 23 °C.

Dutra et al. (2008) também relataram maior aumento nos niveis de peroxidagéo
lipidica em fémeas do microcrustaceo anfipode Hyalella curvispina em relacdo aos

machos. Segundo esses autores, tal diferenca poderia estar relacionada a uma
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variabilidade nos mecanismos bioquimicos entre os sexos em funcdo da composi¢édo do
fendtipo de machos e fémeas, relacionada a expressdo de hormonios, por exemplo
(HASEGAWA et al., 1993; MONTOYA, 2001; HOMOLA; CHANG, 1997; SAINATH
etal., 2013).

Em um trabalho realizado com o peixe dulcicola Tinca tinca expostos ao
carbamato carbofuran, Herndndez-Moreno et al. (2010) observaram aumento nos niveis
de MDA hepético apenas em exposicGes de longo periodo (70-80 dias). Alem disso,
Matos et al. (2007) relataram aumento na atividade de enzimas antioxidantes e GSH ap06s
14 dias de exposicdo em tilapias (O. niloticus) ao carbaril. Da mesma forma, Toumi et al.
(2016) demonstraram aumento na mortalidade e diminuicao na fecundidade em D. magna
apos 21 dias de exposicdo a este mesmo biocida. Estes trabalhos sugerem relacéo entre
longos periodos de exposicdo e as respostas fisiologicas apresentadas por organismos
aquaticos frente ao carbaril. A literatura cientifica indica que o aumento do estresse
oxidativo nesses organismos ocorre pela formacgéo do metabdlito 1-naftol (MATOS et al,
2007). Este metabolito é formado durante a fase | da biotransformacao pelas enzimas
monooxigenases do citocromo P450, com subsequente conjugacédo por enzimas de fase
I, como a GST, por exemplo, formando naftol-sulfato, metabdlito mais hidrofilico e
passivel de excrecdo (ASHAUER et al., 2012). Porém, a biotransformacédo do carbaril é
lenta em invertebrados aquaticos, o que exige grande acimulo desse biocida em tecidos
para induzir estresse oxidativo (KAYHAN et al., 2013). Dessa forma, podemos concluir
que a diminui¢do nos niveis de peroxidacdo lipidica através da analise do MDA em
machos de D. pagei pode ser explicada pelo curto periodo (sete dias) a qual esses
organismos foram expostos. Uma vez que a biotransformacdo do carbaril é lenta, a
formacdo de ERO foi menor, assim, a atividade das enzimas antioxidantes foram
suficientes para neutralizar a formacdo de ERO, o que protegeu esses organismos do
estresse oxidativo.

Por outro lado, as fémeas de D. pagei apresentaram aumento nos niveis de MDA
e este aumento foi mais pronunciado nas branquias. De acordo com Desouky et al. (2013),
0 hepatopancreas € o 6érgdo que que apresentam maior capacidade de acUmulo de
biocidas, seguido pelas branquias. Além disso, 0 hepatopancreas € o principal 6rgédo de
metabolismo e desintoxicacdo do organismo em crustaceos, apresentando alta atividade
de vias metabdlicas relacionadas a esta fungdo (ARUN et al., 2006), ao passo que as
branquias representam a primeira via de entrada de compostos toxicos e pode ser o

primeiro 6rgéo a apresentar efeitos a exposicdo subletal (DESOUKY et al., 2013). Dessa



Capitulo | 61

forma, podemos concluir que o maior aumento nos niveis de peroxidacdo lipidica
apresentada pelas branquias em fémeas de D. pagei pode ser devido ao seu contato
constante e direto com o carbaril e como primeira via de absor¢do desse composto, esse
Orgdo pode ter excedido sua capacidade protetora, enquanto que no hepatopancreas a
protecao foi maior pela sua alta capacidade de metabolizacéo e desintoxicacéo.

Além do mais, conforme mencionado anteriormente, a maior taxa de peroxidacdo
lipidica observada em fémeas de D. pagei em relagdo aos machos, pode ser explicado por
diferencas relacionadas a variabilidade nos mecanismos bioguimicos entre 0S Sexos,
como a regulacdo hormonal, por exemplo (DUTRA et al., 2008). De fato, a literatura
cientifica concorda que, em crustaceos, o processamento hormonal pode ter relagdo com
alteragcBes enzimaéticas e com diferentes respostas observadas entre os sexos frente a
exposicdo a contaminantes aquaticos. De acordo com James; Boyle (1998) e Hansen et
al. (2008), o citocromo P450 estd relacionado ao metabolismo de varios horménios
esteroides em crustaceos e a inducdo dessa via metabdlica coincide com periodos de
ecdise, reproducdo e privacdo nutricional. Segundo Rewitz et al. (2006), o citocromo
P450 apresenta inducdo acentuada nas branquias de fémeas do caranguejo Carcinus
maenas em periodos de intermuda. Esses autores relataram maior inducdo na regulacao
génica da CYP4C das branquias de fémeas em relacéo ao hepatopancreas. De acordo com
Koenig et al. (2012), a inducdo das quatro primeiras familias das CYPs (CYP1-CYP4)
estdo relacionadas ao processamento hormonal, da ecdisona, por exemplo, e no
metabolismo de xenobioticos, porém, ainda pouco se conhece a respeito da atuacédo dessas
vias no metabolismo de biocidas em crustceos.

Dessa forma, podemos inferir que a inducdo de algumas enzimas do citocromo
P450 em fémeas de D. pagei, estimulada pelo processamento hormonal, pode ter
acelerado a biotransformacdo do carbaril, o que aumentou a formacdo de ERO,
aumentando assim os niveis de peroxidacao lipidica nesse sexo, tanto no hepatopancreas
quanto nas branquias. Porém, ainda pouco se conhece a respeito da atuacdo dessa via

metabdlica de fase | na biotransformacao de compostos carbamatos em crustaceos.
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Capitulo 11

Inibicdo das enzimas acetilcolinesterase e carboxilesterase apds exposicdo aos
biocidas organofosforado e carbamato em diferentes temperaturas.

O padréo inibitério das enzimas AChE e CbE sdo largamente utilizadas nos
estudos dos efeitos toxicos dos biocidas diazinon (OP) e carbaril (CM). A
biotransformacéo do diazinon em diazoxon promove o0 aumento em sua toxicidade, sendo
este capaz de se ligar covalentemente ao sitio ativo dessas enzimas, inibindo-as. Por outro
lado, o carbaril inibe a atividade da AChE, ao passo que € metabolizado pela CbE em 1-
naftol.

Além disso, alguns fatores abidticos, tais como temperatura e salinidade, também
podem alterar a atividade dessas enzimas. Dessa forma, o estudo dos efeitos do aumento
da temperatura combinado com a presenca de biocidas OP e CM podem fornecer

informacdes a respeito da influéncia de tal fator abidtico na toxicidade destes biocidas.

7. Objetivos

- Avaliar a inibicdo da AChE e da CbE no hepatopancreas e nas branquias de
machos e fémeas de D. pagei ap6s exposicdo ao diazinon e ao carbaril nas concentragdes
(10 e 100 pg L1) nas trés temperaturas testadas (18, 23 e 28 °C).

- Comparar estas respostas bioguimicas entre machos e fémeas de D. pagei a fim

de identificar possiveis diferencas nas respostas toxicoldgicas entre esses dois grupos.

8. Resultados
8.1. Atividade das enzimas acetilcolinesterase e carboxilesterase apods
exposicao aos biocidas organofosforado e carbamato.

8.1.1. Diazinon

ApOs exposicdo por sete dias ao diazinon podemos observar inibi¢do da atividade
da AChE em branquias de machos expostos a 10 e 100 pg L™ deste composto a 18 e 28
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°C. No hepatopancreas ndo foram observadas inibi¢cdes significantes quanto a ac¢éo do
composto (figura 12).

Por outro lado, o0 aumento da temperatura apresentou influéncia no aumento da
atividade da AChE no hepatopéancreas de machos em 28 °C em relacdo as demais
temperaturas, assim como em fémeas nas temperaturas de 23 e 28 °C. Enquanto que, nas
branquias, apenas machos apresentaram diminuigao na atividade da AChE relacionada a
influéncia dessa temperatura (p=0,0008).

A CbE apresentou inibicdo em sua atividade no hepatopancreas de machos na
concentragéo de 10pg L™ em 18 °C e em ambas as concentragdes em 23 e 28 °C. No que
diz respeito as branquias, houve inibicdo da CbE apenas em fémeas expostas a 100ug L
! do diazinon a 18 °C (Figura 12).

Tambeém foi possivel observar diminuicédo na atividade da CbE do hepatopéancreas
relacionado ao aumento da temperatura tanto em 23 °C quanto em 28 °C em machos e
fémeas. Ao passo que nas branquias houve aumento na atividade dessa enzima em relagéo

ao aumento da temperatura em ambos os sexos (p<0,0001).
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Figura 12. Atividade da AChE e CbE no hepatopéancreas e branquias de machos e fémeas de D. pagei apds exposicao por sete dias ao diazinon. *
indica diferenca estatistica em relagdo aos grupos controle (P<0,05).
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8.1.2. Carbaril

Ap0s exposicao de machos e fémeas de D. pagei por sete dias ao carbaril podemos
observar inibicdo da atividade da AChE e da CbE no hepatopancreas apenas de fémeas
na maior concentracdo a 18 °C (figura 13).

Por outro lado, a diminuicéo na atividade da AChE no hepatopancreas de machos
a 23 °C, assim como seu aumento em 28 °C esta relacionada a influéncia da temperatura
sobre essa enzima. Da mesma forma, nas brénquias houve diminui¢do na atividade da
AChE de machos e fémeas nas temperaturas de 23 e 28 °C a qual também se relacionam
ao aumento da temperatura (p=0,001).

A CbE ndo apresentou alteragdes na atividade enzimatica entre os controles
relacionadas a temperatura, apenas a resposta inibitoria dessa enzima em fémeas a 18 °C

apresentou relacéo a este fator abiético (p=0,02).
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Figura 13. Atividades da AChE e CbE no hepatopancreas e branquias de machos e fémeas de D. pagei apds exposicao por sete dias ao carbaril. *
indica diferenca estatistica em relagcdo ao controle (P<0,05).
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9. Discusséo
9.1.Atividade das enzimas acetilcolinesterase e carboxilesterase apos
exposicao aos biocidas organofosforado e carbamato.

9.1.1. Diazinon

As enzimas AChE e CbE séo cléssicas no estudo dos efeitos de compostos OPs e
CMs em animais aquéticos (OMKAR, 1985; BHAVAN; GERALDINE, 2009). A
inibicdo da AChE por compostos OPs ocorre por meio de uma rea¢do quimica em que o
grupo hidroxil de um residuo de serina presente no sitio ativo da enzima é fosforilado
pelo OP. Essa reacdo é altamente estavel e impede a reativacéo de sua atividade catalitica
(FUKUTO, 1990; STRINGUETT!I et al., 2008).

Por outro lado, a maioria dos OPs, dentre eles o diazinon, sdo ésteres de
fosforotionatos, compostos estaveis e menos propensos a degradacao hidrolitica, mas que
apresentam baixo efeito anticolinesterase (FUKUTO, 1990). Porém, durante sua
biotransformacéo, o diazinon é convertido em diazoxon pelas enzimas monooxigenases
do citocromo P450, substituindo a liga¢do P=S por P=0O (KEIZER et al., 1995). A ligacédo
P=0 apresenta maior reatividade ao centro catalitico colinérgico por conta da maior
eletronegatividade do oxigénio. Isto facilita o ataque do grupo hidroxila da serina (agente
nucleofilico) ao grupo fosfato do diazoxon, promovendo assim a inibicdo da atividade
catalitica da AChE (FUKUTO, 1990).

As AChEs estdo presentes em praticamente todos os tecidos e em crustaceos,
particularmente, j& foram isoladas nos olhos, tecido nervoso, hepatopancreas, trato
digestivo, tecido muscular e branquias (FRASCO et al., 2006; SOLE et al., 2006;
VIOQUE-FERNANDEZ et al., 2009), porém sua atividade pode variar entre os tecidos e
consequentemente sua resposta a compostos toxicos.

No presente trabalho, foi observado inibicdo da AChE apenas nas branquias de
machos expostos ao diazinon. As branquias correspondem ao principal 6rgdo responsavel
pela manutencdo do equilibrio osmotico, excrecdo e trocas gasosas. Além disso, seu
contato direto com a agua também permite a absor¢do de compostos toxicos, o que faz
desse 6rgdo uma das principais vias de entrada de tais compostos (NEGRO et al., 2013).

A inibicdo da atividade da AChE em branquias causada por OPs vem
demonstrando grande relevancia em estudos de toxicologia aquatica. Sharbidre et al.
(2011) e Ghazala et al. (2014), relataram inibicdo dessa enzima em branquias de peixes

expostos ao diazinon e profenofos, respectivamente. Ghedira et al., (2009) também
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demonstraram inibicdo da AChE em branquias do caranguejo marinho Carcinus maenas
expostos ao clorpirifos-etil em concentragfes de 1,56 e 7,81 pg L.

Além disso, o presente trabalho apresentou maior sensibilidade de machos de D.
pagei nas respostas inibitorias. McClellan-Green et al. (2007) atribuem diferencas nas
respostas toxicologicas dentre 0s sexos a natureza divergente do sistema enddcrino nos
invertebrados. De acordo com esses autores, diferencas na regulacdo enddcrina pode
alterar a absorcgéo, a biotransformacéo, a eliminagdo e o armazenamento de compostos
toxicos. Dessa forma, podemos concluir que diferencas na regulacéo enddcrina entre 0s
sexos pode ter influenciado na maior sensibilidade da AChE observada em branquias de
machos em D. pagei.

A temperatura também apresentou influéncia na sensibilidade da AChE de
machos de D. pagei, onde foi observada inibi¢cdo nas branquias apenas nas temperaturas
de 18 e 28 °C. De fato, a literatura cientifica demonstra que na medida em que a
temperatura aumenta, muitas espécies aquaticas alteram a estrutura das branquias, pois
quanto maior a temperatura da &gua, menor a solubilidade do oxigénio. Logo, aumentam
a superficie branquial para aumentar a capacidade de captacdo do oxigénio que esta mais
escasso. Na mesma situacdo, as células do epitélio branquial tendem a diminuir de
espessura, também para facilitar a difusdo do oxigénio. Ao mesmo tempo em que a taxa
de ventilagdo aumenta. Tudo isso para compensar a menor concentracdo do oxigénio
dissolvido (PRUITT et al., 1990; PORTNER; KNUST, 2007). Além disso, de acordo com
Los; Murata (2004), em microrganismos, 0 aumento da temperatura aumenta a fluidez da
membrana plasmatica, ao passo que a diminuicdo da temperatura leva ao enrijecimento e
consequente diminuicdo na fluidez da mesma. Como consequéncia, observa-se aumentos
significativos na absor¢do de contaminantes pelas branquias em maiores temperaturas, o
que pode estar relacionado a sensibilidade da AChE das branquias na temperatura de 28
°C.

Por outro lado, na temperatura de 23 °C ndo ha inibicdo da AChE em branquias
em nenhum dos biocidas testados (diazinon e carbaril). Este resultado pode indicar maior
eficiéncia nos processos de eliminagdo e/ou armazenamento e eliminagdo de substancias
toxicas nessa temperatura para D. pagei. Trabalhos na literatura cientifica que avaliam
parametros de estabilidade fisiolégica como oxigenacdo, disponibilidade de energia e
excrecdo em crustaceos dulcicolas de regides tropicais e subtropicais, indicam maior
estabilidade homeostatica entre as temperaturas de 23 e 26 °C (BRAY et al., 1985;
GONZALEZ et al., 2010). Além do mais, uma vez que a temperatura de 23 °C apresenta
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melhor desempenho fisioldgico, a fluidez da membrana plasmatica pode favorecer a
excrecdo de compostos toxicos quando comparados a 18 °C, temperatura a qual a
membrana encontra-se mais rigida. Por outro lado, a maior rigidez da membrana
plasmatica a 23 °C, em comparacdo a 28 °C, pode ser mais seletiva, impedindo assim a
entrada de maiores concentracdes do diazinon (LOS; MURATA, 2004). Dessa forma,
podemos concluir que tanto fatores fisioldgicos quanto a seletividade e rigidez da
bicamada lipidica podem ter contribuido para a resisténcia das branquias em D. pagei
expostos ao diazinon.

No que diz respeito ao hepatopancreas, ndo foi observado inibicdo da AChE frente
ao efeito do diazinon, as alteragfes na atividade dessa enzima apresentaram relagéo
apenas com 0 aumento da temperatura.

Alguns autores sugerem a existéncia de um mecanismo protetor de a¢do das CbEs
em relacdo a atividade da AChE. A CbE tem a capacidade ligar-se a biocidas OPs antes
que este alcance seu alvo no sistema nervoso (SOGORB; VILANOVA, 2002;
WHEELOCK et al., 2008b). Esse mecanismo poderia explicar a manutencédo da atividade
da AChE no hepatopéancreas de D. pagei, uma vez que a CbE apresentou alta atividade
nesse Orgao. Por outro lado, nas branquias a atividade dessa enzima é menor em relacao
ao hepatopancreas, dessa forma, a capacidade protetora da CbE pode ser menor, 0 que
explicaria a inibicdo da AChE apena nesse 6rgéo.

Quanto a relacdo do aumento da temperatura com o0 aumento da atividade da
AChE, Menezes et al. (2006), avaliaram a resposta dessa enzima no camardo Crangon
crangon, submetidos a temperaturas de 9, 20 e 25 °C e demonstraram que a atividade da
AChE no cefalotérax dessa espécie aumenta proporcionalmente ao aumento da
temperatura, 0 que condiz com a resposta apresentada em D. pagei. Além disso, o
aumento na atividade da AChE em relacdo ao aumento da temperatura em fémeas foi
proporcionalmente maior que em machos. A literatura cientifica sugere que fémeas de
crustaceos sdo mais responsivas fisiologicamente ao estresse térmico, uma vez que este
fator abidtico esta relacionado ao aumento no seu metabolismo basal e a sinalizagdo de
inicio de processos reprodutivos (BRADLEY, 1978; HASSETT; CROCKET, 2009).

No que diz respeito aos resultados observados dos efeitos do diazinon na CbE, em
branquias de D. pagei, houve inibicdo dessa enzima apenas em fémeas expostas a 18 °C,
ao passo que no hepatopéncreas apenas machos apresentaram inibicdo dessa enzima nas

trés temperaturas testadas.
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Recentemente, vérios trabalhos na literatura cientifica tem demonstrando a
sensibilidade da CbE de invertebrados aquaticos (crustdceos e moluscos) a compostos
OPs (ANGUAIANO et al., 2012; BIANCO et al., 2013; RIVADENEIRA et al., 2013;
CACCIATORE et al., 2013).

Assim como na inibicdo de colinesterases, compostos OPs sdo metabolizados em
sua oxon-forma, como diazoxon, por exemplo, e assim, inibem a atividade da CbE pela
fosforilagcdo de um nucledfilo de oxigénio, presente no residuo de serina do centro
catalitico da enzima. Porém, diferentemente da AChE, a CbE fosforilada pode liberar o
substrato OP por hidrélise apos algumas horas (WHEELOCK et al., 2008b).

Alguns autores tem considerado a CbE como importantes enzimas no processo de
desintoxicacdo do organismo em invertebrados aquéaticos, uma vez que podem reduzir a
concentracdo de OPs livres pela sua capacidade de interacdo com tais compostos
(ANGUAIANO et al., 2012; BIANCO et al., 2013).

A CbE branquial de D. pagei apresentou aumento em sua atividade relacionada
ao aumento da temperatura. Da mesma forma, foi observado inibi¢cdo dessa enzima
apenas em fémeas expostas a 18 °C. A literatura cientifica reconhece que o aumento na
atividade de esterases pode estar relacionado a mecanismos de resisténcia a biocidas.
Aumentos quantitativos, ou seja, livre de mutacgdes estruturais em genes que codificam a
CbE, proporcionam maior resisténcia a biocidas (FOURNIER; MOUTERO, 1994;
ANGUIANO, 2008). Dessa forma, podemos supor que o aumento da CbE em resposta a
temperatura, em D. pagei, pode ter diminuido os efeitos da acdo inibitoria do diazinon
sobre essas enzimas, o que explicaria a inibicdo restrita a 100ug L™ em 18 °C.

Por outro lado, no hepatopéancreas houve diminui¢cdo na atividade da CbE
relacionada ao aumento da temperatura e, como consequéncia, observa-se aumento no
padrdo inibitdrio dessa enzima frente ao diazinon, uma vez que em 18 °C ocorreu inibicao
apenas na maior concentragao testada e em 23 e 28 °C em ambas as concentracgdes (10 e
100ug/L).

A relagéo entre 0 aumento da temperatura e a diminui¢do na atividade da ChE
hepética foi relatado por Laetz et al. (2014) no salmdo Oncorhinchus kinutch. Estes
autores observaram diminuigéo na atividade dessa esterase nas temperaturas de 15, 18 e
21 °C comparado a 12 °C. Alem disso, a CbE hepatica de O. kinutch apresentou maior
inibicdo apos exposicdo ao OP malation na concentracio de 0,4 e 0,75ug L™ nas
temperaturas de 15, 18 e 21 °C em relagéo a 12 °C. Estes autores relacionaram a

diminuicdo na atividade dessa enzima em temperaturas mais elevadas ao aumento do
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efeito inibitério do malation. Dessa forma, podemos concluir que 0 aumento na resposta
inibitoria da CbE hepatopancreatica em machos de D. pagei nas temperaturas de 23 e 28
°C ocorreu por conta da diminuigéo na atividade dessa enzima nessas duas temperaturas.
Porém, os efeitos da temperatura na atividade da CbE em animais aquéticos ainda sao
pouco conhecidos pela literatura cientifica, permanecendo ainda obscura a explicacdo

para a reducdo de sua atividade frente ao aumento térmico.

9.1.2. Carbaril

A inibi¢do da AChE por CMs ocorre por um mecanismo similar aos OPs, contudo,
esta inibicdo ndo depende da bioativacdo do biocida por outros complexos enzimaticos.
O processo inibitério da AChE por carbamatos envolve a formacéo do complexo enzima-
inibidor com subsequente carbamilacdo da serina no centro catalitico enzimatico,
resultando em sua inibicdo. No entanto, a enzima carbamilada pode reativar
espontaneamente sua atividade, formando metilamina e CO2. Além disso, a reativacdo da
AChE carbamilada é relativamente rapida, aproximadamente 30 minutos apds a reacao,
enguanto que a enzima fosforilada pode levar de horas a dias, dependendo do organismo
(FUKUTO, 1990; SOGORB; VILANOVA, 2002).

A inibicdo da CbE por carbamatos ocorre por um mecanismo semelhante a
hidrolise de seus substratos naturais. Primeiramente o residuo de serina presente em seu
centro catalitico é carbamilado pelo CM liberando uma molécula de etanol.
Posteriormente, uma molécula de agua nucleofilica ataca a ligacdo serina-carbamato,
liberando a enzima ativa, acido carbamico (a qual instantaneamente se decompde em CO>
+ amina), e o produto, no caso do carbaril, 1-naftol (SOGORB; VILANOVA, 2002;
SCHLENK et al., 2008).

No presente estudo, a inibicdo das enzimas AChE e CbE foram observadas apenas
em fémeas de D. pagei expostas a maior concentracdo do carbaril em 18 °C. Este
resultado indica menor sensibilidade desses organismos ao carbaril em relagdo ao
diazinon (OP). Em um trabalho utilizando o lagostim P. clarkii, Vioque-Fernandez et al.
(2009), relataram menores efeitos do carbaril em esterases quando comparado ao OP
clorpirifos. De acordo com Printes e Callaghan (2004), as diferencas na estrutura
molecular e a bioativacdo dos OPs pode explicar as diferencas nas respostas apresentadas

pelos organismos frente a estes biocidas. Segundo estes autores, a formagéo do diazoxon
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proporciona maior estabilidade quimica a fosforilagdo, 0 que pode apresentar efeitos
inibitorios mais acentuados, quando comparada a carbamilagdo promovida pelos CMs.

Além disso, de acordo com Sogorb; Vilanova (2002) e Wheelock et al. (2008), a
CDbE apresenta um mecanismo protetor a AChE, conforme discutido anteriormente. Dessa
forma, podemos supor que a resposta inibitéria acentuada da CbE ao carbaril nessa
temperatura foi suficiente para reduzir seu efeito protetor, levando a inibicdo da AChE
em D. pagei.

Vale a pena salientar que 18 °C foi a Unica temperatura que apresentou inibicdo
significante da CbE hepatopancreética em fémeas (100ug L) e que tal inibicio levou-a
a menor atividade observada, quando comparada as demais temperaturas (Figura 13).
Dessa forma, podemos supor que o efeito protetor proporcionado pela CbE nas
temperaturas de 23 e 28 °C foi suficiente para manter a integridade da atividade da AChE,
preservando assim o controle do impulso nervoso nos organismos expostos a essas
temperaturas.

Além disso, ndo houve inibicdo significante das esterases testadas, em nenhuma
das temperaturas testadas, no hepatopancreas de machos e nas branquias de ambos 0s
sexos. Estes dados corroboram a hipdtese do mecanismo de protecdo entre a CbE e a
AChE, pois, uma vez que a atividade da CbE foi mantida em niveis elevados, esta pode
ter impedido a acdo inibitéria do carbamato sobre a AChE.

Por outro lado, o local de coleta desses individuos corresponde a uma area
predominantemente agricola e parcialmente urbanizada (observacéao pessoal). De acordo
com Negro et al. (2013), € comum a utilizagdo de biocidas carbamatos em locais com tais
caracteristicas. Dessa forma, podemos sugerir que pode ter havido exposicao prolongada
da populacdo de D. pagei a compostos carbamatos na regido de coleta, com possivel
desenvolvimento de resisténcia a esses compostos (GUERRA et al., 2010; LIMA et al.,
2013).

Segundo Hyne; Maher (2001), o aumento na atividade de enzimas de metabolismo
de xenobioticos, e a diminuigdo da sensibilidade de sitios cataliticos alvo correspondem
aos mecanismos mais eficientes de desenvolvimento de resisténcia a biocidas. Segundo
Fournier; Mutero (1994), de fato, o contato prolongado de determinada populagéo a
biocidas pode selecionar mutagdes que resultam em enzimas com novas propriedades
cataliticas, tanto relacionadas a seus substratos especificos quanto a inibidores.

Vérias mutacGes pontuais como substitui¢cbes de nucleotideos e de aminoacidos

tem sido caracterizada em insetos drosofilideos, hemipteras, lepiddpteros e hymenopteras
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e atribuidos ao desenvolvimento de resisténcia a biocidas em enzimas esterasicas pela
diminuicdo da afinidade do centro catalitico dessas enzimas a tais compostos
(OAKESHOTT et al., 2005). Porém, em crustaceos aquéticos, a resisténcia esterasica a
biocidas parece estar relacionada a atuacdo conjunta de outras vias metabolicas que
acabam por proteger esse grupo enzimatico (BRAUSCH; SMITH, 2009).

De acordo com Brausch; Smith (2009) enzimas do citocromo P450 e hidrolases,
incluindo a CbE, estéo envolvidas no processo inicial de resisténcia a biocidas por conta
do aumento na detoxificacdo metabolica proporcionada por essas vias. Segundo esses
mesmos autores, a inibicdo de tais vias metabdlicas restaurou a sensibilidade do
microcustaceo Thamnocephalus platyurus, a compostos piretroides e carbamatos. Além
disso, o desenvolvimento de resisténcia a biocidas tem sido descrita em diversas
populacdes de crustaceos: Chasmagnathus granulata (MONSERRAT; BIANCHINI,
1998); Artemia salina (BARAHONA:; SANCHEZ-FORTUN, 1999); Hyalella curvispina
(ANGUIANO et al., 2008) e Hyasa araneus (MINER et al., 2008), o que mostra a alta
capacidade desses organismos em se adaptarem a condi¢Oes estressantes.

De acordo com Hyne; Maher (2001) e Brausch; Smith, (2009), além das esterases,
outras vias metabolicas, como das enzimas monooxigenases do complexo do citocromo
P450, podem estar relacionadas a resisténcia desses organismos ao carbaril. Contudo,
pesquisas que correlacionem a atividade das monooxigenases e as esterases na resisténcia

a carbamatos ainda sdo escassas em crustaceos.
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10. Conclusoes

Os resultados obtidos no presente estudo nos permitiram concluir que;

Entre os biocidas testados, o carbaril apresentou maior toxicidade em fémeas de
D. pagei, uma vez que aumentos nos niveis de peroxidacéo lipidica foram observados
com maior frequéncia. Além disso, as branquias deste sexo demonstraram maior
sensibilidade a acdo do carbaril em relacdo ao hepatopancreas e a combinagdo deste
biocida a extremos de temperatura (18 e 28 °C) sdo mais prejudiciais para fémeas, pois
aumentos nos niveis de peroxidacéo lipidica foram observadas com maior frequéncia nas
branquias nessas duas temperaturas.

Nos machos a combinacéo entre o diazinon e a temperatura intermediaria (23 °C)
foi mais deletéria no hepatopancreas, uma vez que aumentos nos niveis de peroxidacdo
lipidica foram observadas com maior frequéncia nesse 6rgao.

O aumento da temperatura aumentou a toxicidade do diazinon a CbE no
hepatopancreas de machos. Além disso, a sensibilidade das branquias de machos ao
diazinon é maior em extremos de temperatura (18 e 28 °C).

A temperatura influenciou tanto a atividade enzimatica quanto a toxicidade dos
biocidas diazinon e carbaril em D. pagei, uma vez que todas as enzimas testadas e 0s
niveis de peroxidacdo lipidica apresentaram alteracfes relacionadas ao aumento da
temperatura e a acdo dos biocidas foi diferente nas trés temperaturas testadas.

Por fim, a espécie D. pagei demonstrou grande eficiéncia como organismo teste

para a avaliacdo da presenca de biocidas OP e CM em ambientes sob estresse térmico.
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