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RESUMO 
 
Com o aumento nos níveis de contaminação ambiental em nível 

global, organismos aquáticos estão sujeitos à ação tóxica de diversos 
xenobióticos, necessitando de eficientes sistemas de defesas para 
garantir sua sobrevivência. Neste trabalho, os bivalves Crassostrea 

gigas (ostra do Pacífico) e Perna perna (mexilhão marrom) foram 
utilizados como organismos modelo para o estudo dos sistemas de 
defesas antioxidantes e de biotransfomação. Em um primeiro trabalho, 
as vias de biotransformação de fase II e do ácido mercaptúrico foram 
estudadas em ostras C. gigas expostas ao agente eletrofílico 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB). Os dados apontam que a brânquia possui um 
robusto sistema de biotransformação, atuando como importante ponto de 
entrada para o CDNB e conjugando-o rapidamente com glutationa. A 
hemolinfa atuou como um transportador de metabólitos pelo organismo, 
permitindo que outros tecidos auxiliassem no processo de 
biotransformação e excreção, enquanto que a glândula digestiva atuou 
como um tecido auxiliar na metabolização. O derivado final da via do 
ácido mercaptúrico foi detectado como principal metabólito na água do 
mar, comprovando sua excreção. Um segundo trabalho investigou o 
papel das enzimas antioxidantes glutationa redutase e tiorredoxina 
redutase em C. gigas e P. perna expostos a agentes oxidantes 
(hidroperóxido de cumeno e menadiona). Através de uma exposição 
aguda destes organismos a ZnCl2 ou CDNB, foi possível diminuir 
significativamente a atividade dessas enzimas, e consequentemente, 
afetando os sistemas de degradação de peróxidos dependentes das 
enzimas glutationa peroxidase e peroxirredoxina. Foi observada uma 
menor capacidade de degradação de peróxidos in vivo e maior 
mortalidade induzida por exposição ao peróxido de cumeno ou a 
menadiona. Estes resultados reforçam a ideia de uma maior 
susceptibilidade de organismos com um sistema antioxidante menos 
eficiente. O último estudo investigou a toxicidade de um contaminante 
emergente, nanopartículas de óxido de zinco (ZnONP), sobre ostras C. 

gigas. Neste trabalho foi observado que as ZnONP se agregam quando 
em água do mar, passando da escala nanométrica para micrométrica. 
Além disso, foi detectada uma alta taxa de liberação de zinco iônico na 
água do mar. A exposição de ostras a ZnONP por até 48 h causou 
acúmulo de zinco inicialmente na brânquia (24 e 48 h), seguido da 
glândula digestiva (48 h). Análises de microscopia eletrônica sugerem a 
presença de vesículas endocíticas contendo ZnONP em ambos os 
tecidos. Análises de marcadores antioxidantes e de estresse oxidativo 



apontam para um moderado efeito oxidativo das ZnONP no citosol, 
principalmente na brânquia após 48 h, causando peroxidação lipídica, 
oxidação de proteínas e inibição da glutationa redutase. Porém, tanto as 
análises ultraestruturais quanto as bioquímicas apontam para fortes 
distúrbios mitocondriais, com alterações estruturais e oxidação de 
proteínas na brânquia e glândula digestiva. De modo geral, os estudos 
apontam que em bivalves: (i) ataques eletrofílicos podem ocorrer de 
maneira indiscriminada pelo organismo na ausência de um sistema de 
biotransformação íntegro na brânquia, (ii) danos oxidativos podem ser 
acumulados na ausência de um eficiente sistema antioxidante, afetando a 
sobrevivência do organismo e (iii) a mitocôndria de bivalves é 
susceptível a eventos oxidativos induzidos por ZnONP. 

 
Palavras chaves: glutationa, peroxidases, tiorredoxina reductase, 

glutationa S-transferase, nanopartículas de óxido de zinco, bivalves, via 
do ácido mercaptúrico. 
  



ABSTRACT 
 

With the increasing level of global environmental contamination, 
aquatic species are subjected to the effects of different xenobiotics, 
relying on efficient cellular defenses systems to provide their survival. 
In this study, bivalves Crassostrea gigas (Pacific oyster) and Perna 

perna (brown mussel) were used as model organisms to study the 
antioxidant and biotransformation systems. In a first study, the phase II 
biotransformation and mercapturic acid pathways were investigated in 
oysters C. gigas exposed to the electrophilic agent 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB). Data suggest that gill hold a robust 
biotransformation system, acting as an important site for CDNB uptake 
and quickly conjugating it with glutathione. The hemolymph allowed 
the transport of metabolites across the organism, allowing other tissues 
to aid on biotransformation and excretion processes. The digestive gland 
participated as a metabolizing ancillary tissue. The final product, 
mercapturic acid, was found as main metabolite in water, confirming its 
excretion by the organism. A second study investigated the role of the 
antioxidant enzymes glutathione reductase and thioredoxin reductase in 
C. gigas and P. perna exposed to oxidative agents (cumene 
hydroperoxide and menadione). Using an acute exposure to ZnCl2 or 
CDNB, enzymatic activity was considerably decreased, thus affecting 
the peroxide detoxification system of glutathione peroxidase and 
peroxiredoxin. These inhibitions jeopardized in vivo peroxide 
detoxification ability, inducing higher mortality on a further exposure to 
cumene hydroperoxide or menadione. These data reinforce the idea of a 
higher susceptibility in organisms with a less effective antioxidant 
system. The last study partially characterized the toxicity of an emerging 
contaminant, zinc oxide nanoparticles (ZnONP), to C. gigas. It was 
observed that ZnONP aggregate in seawater, changing from a 
nanometric to micrometric scale. Besides, it was detected a strong 
release of ionic zinc to seawater. Oysters exposure to ZnONP for up to 
48 h caused zinc accumulation initially in gill (24 and 48 h), followed 
by digestive gland (48 h). Electron microscopy analysis suggests the 
presence of endocytic vesicles containing ZnONP in both tissues. 
Analysis of antioxidant and oxidative stress markers points to a 
moderate oxidant effect of ZnONP in the cytosol, especially in gills 
after 48 h, causing lipid peroxidation, protein oxidation and glutathione 
reductase inhibition. Nevertheless, both ultrastructural and biochemical 
analyses highlight a mitochondrial disturbance pattern, with structural 
alterations and protein oxidation in gill and digestive gland. In general, 



these studies allowed the conclusion that in bivalves, (i) electrophilic 
attacks can occur indiscriminately in the absence of a robust phase II 
biotransformation pathway in the gill, (ii) that oxidative damage can be 
accumulated in the absence of an effective antioxidant system, affecting 
animal survival, and (iii) bivalve mitochondria can be very susceptible 
to ZnONP. 

 
Key words: glutathione, peroxidases, thioredoxin reductase; 

glutathione S-transferase, zinc oxide nanoparticles, bivalves, 
mercapturic acid pathway. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. DEFESAS ANTIOXIDANTES 

Em organismos aeróbios, o metabolismo celular depende de 
processos altamente energéticos, sendo o oxigênio a molécula 
indispensável para a produção de energia em grandes quantidades. 
Através da cadeia transportadora de elétrons na mitocôndria, o oxigênio 
é reduzido à água enquanto adenosina trifosfato (ATP) é gerada como o 
principal combustível celular. Este processo aumenta em diversas vezes 
a quantidade de energia produzida quando comparado com organismos 
sob metabolismo anaeróbio, os quais não utilizam o oxigênio no 
processo de produção de ATP. Essa diferença é fundamental para 
compreender a toxicidade do oxigênio, uma vez que organismos sob 
metabolismo anaeróbio podem viver na presença do oxigênio sem 
contar com os efeitos tóxicos de sua utilização. Já no caso de 
organismos aeróbios, durante seu metabolismo a taxa de consumo de 
oxigênio pode ser elevada, principalmente em mamíferos, chegando a 
valores como 400g/dia no caso de humanos, aumentando a 
probabilidade de produção de derivados tóxicos do oxigênio durante 
este processo. Dessa forma, ao mesmo tempo em que o oxigênio é 
fundamental para a célula em organismos aeróbios, seu metabolismo 
pode ser um risco para a estrutura, funcionamento e homeostase celular 
(INOUE et al., 2003; MCCORD, 2000).  

Estas substâncias derivadas do metabolismo do oxigênio, como o 
oxigênio singlet, radical hidroxila (OH.-), ânion superóxido (O2

.-), 
peróxido de hidrogênio (H2O2) e ácido hipocloroso são chamadas de 
espécies reativas de oxigênio (ERO). Elas também são produzidas por 
reações de oxidação catalisadas, por exemplo, pela presença de metais 
de transição ou mesmo enzimaticamente. Na célula, a mitocôndria é 
considerada uma das principais fontes de produção de ERO, porém 
outros processos fisiológicos (e.g. biotransformação de compostos) 
também podem gerar essas moléculas reativas. ERO podem mediar 
danos reversíveis e irreversíveis a aminoácidos, carboidratos, lipídios e 
ácidos nucleicos, o que pode ter sido uma das principais fontes de 
pressão evolutiva para o aparecimento de defesas antioxidantes capazes 
de prevenir, eliminar ou reparar os danos causados pelas ERO (SIES, 
1997; TURRENS, 2003). Enquanto níveis elevados de ERO podem 
causar distúrbios celulares, moderados níveis dessas espécies também 
atuam em processos de sinalização, proliferação e sobrevivência celular 
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(TRACHOOTHAM et al., 2008), tornando os processos de regulação 
redox importantes mecanismos celulares (Fig. 1). 

A proteção contra ERO é realizada pelas defesas antioxidantes. 
Uma alteração entre a produção de ERO e a sua neutralização pode 
causar distúrbios na manutenção do estado redox celular, 
comprometendo o funcionamento de enzimas, organelas e via 
metabólicas, afetando a sobrevivência celular (Fig. 1). Desta forma, 
caracterizamos de estresse oxidativo um desbalanço entre os níveis de 
agentes oxidantes e antioxidantes, em favor dos primeiros, podendo 
comprometer a homeostase celular (SIES, 1997). 

  

 
Figura 1: Diagrama demonstrando efeitos das espécies reativas de oxigênio 
(ERO) sobre o funcionamento celular. As ERO participam normalmente de 
diversos processos fisiológicos. Porém, quando produzidas de maneira 
descontrolada podem causar danos oxidativos e regulação de vias de sinalização 
relacionadas com sobrevivência. Já uma produção contínua de altos níveis de 
ERO pode acarretar em efeitos adversos como distúrbios fisiológicos e necrose. 

 
É importante ressaltar que uma nova teoria do estresse oxidativo 

está sendo discutida recentemente, chamada de “hipótese redox”. Ela 
discute a possibilidade de que não seja necessário um acúmulo 
demasiado de danos oxidativos e de ERO para alterar o funcionamento 



31 

celular, mas sim através do distúrbio de centros específicos de controle 
redox celular (proteínas muito sensíveis a ERO que atuariam como 
primeiro alvo de oxidações). Nestes eventos, estas proteínas podem ser 
moduladas, ativando ou desativando processos celulares e fisiológicos, e 
consequentemente, afetando o funcionamento da célula (JONES, 2008). 
Porém, ambas as teorias do estresse oxidativo (de Sies e de Jones) 
apontam para o papel central das defesas antioxidantes no processo de 
manutenção do funcionamento celular durante situações fisiológicas e 
patológicas. 

Apesar de possuírem ações oxidantes deletérias, ERO também 
podem atuar como importantes moléculas de sinalização no controle do 
funcionamento celular. Por exemplo, o H2O2 está sendo considerado 
recentemente como um dos principais segundo mensageiros, junto com 
ATP e Ca2+. Isso ocorre devido a sua alta taxa de difusão celular e 
tecidual, porém com baixa promiscuidade: ele oxida preferencialmente 
resíduos de cisteínas expostas com baixo pKa (os quais não são 
amplamente distribuídos em proteínas), permitindo uma especificidade 
necessária para atuar em processos de sinalização (SIES, 2014). 
Podemos citar como exemplos da ação de ERO em processos de 
sinalização celular: o controle da ventilação respiratória, apoptose, 
diferenciação e desenvolvimento celular, aderência de leucócitos a 
células endoteliais e a ativação da resposta imunológica contra 
patógenos (DRÖGE, 2002). 

Existem duas categorias de antioxidantes celulares, os 
enzimáticos e os não enzimáticos. Ácido ascórbico, tocoferóis, 
carotenos, flavonóides, ácido úrico e glutationa (GSH) estão entre os 
antioxidantes não enzimáticos de maior importância para as células de 
organismos aeróbios. O tripeptídeo GSH, o qual contém um grupamento 
tiol (-SH) reativo, merece um destaque especial. Sua capacidade 
antioxidante e sua reatividade estão relacionadas com o grupo -SH do 
resíduo de cisteína, além de ser encontrado em altas concentrações 
dentro da célula (até 10 mM).  A GSH é cofator de diversas enzimas, 
atuando na eliminação de ERO e na conjugação de compostos 
eletrofílicos. Durante algumas dessas reações enzimáticas, a GSH é 
reversivelmente oxidada a dissulfeto de glutationa (GSSG). A 
manutenção de altos índices da relação GSH/GSSG permite a 
manutenção do ambiente redutor intracelular e a sobrevivência da 
célula, sendo a redução da GSSG essencial para sobrevivência celular 
(HAYES; MCLELLAN, 1999; KEHRER; LUND, 1994). Essa 
regulação do ambiente redutor é chamada de regulação redox, onde a 
produção de ERO e os níveis de defesas antioxidantes são 
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cuidadosamente controlados, evitando a oxidação generalizada de tióis e 
de outras moléculas celulares.  

Outra importante defesa antioxidante é o grupo -SH presente nas 
cisteínas de proteínas. Em humanos, é estimada que a quantidade de 
tióis totais (reativos e não reativos) presentes em proteínas seria na 
ordem de 20.000 µmol/kg enquanto que os níveis de glutationa (o tiol de 
baixo peso molecular mais abundante na célula) ficam em torno de 
1.000 a 10.000 µmol/kg, tornando os tióis proteicos (PSH) importantes 
estruturas para os processos de defesa celular e regulação metabólica 
(JONES, 2008). Além de participarem diretamente na neutralização de 
ERO, os PSH também podem participar de processos de regulação 
redox celular. Assim como a cisteína da GSH, as cisteínas 
reativas/acessíveis das proteínas podem sofrer processos de oxido-
redução reversíveis ou irreversíveis (Fig. 2). 

 

 
Figura 2: Estados de oxidação de tióis em proteínas. Tióis (-SH) são 
encontrados nas cisteínas da estrutura de diversas proteínas, muitas vezes em 
seu sítio ativo. O metabolismo celular pode causar alterações no estudo desses 
grupos, gerando diferentes derivados. (1) Ácido sulfênico; (2) ácido sulfínico; 
(3) ácido sulfônico; (4) conjugado proteína-glutationa (glutationilação); (5) 
ponte dissulfeto intramolecular; (6) ponte dissulfeto intermolecular; (7) S-
nitrosotiol (S-nitrosilação). Modificado de Wang et al., 2012. 

 
Estas cisteínas proteicas são muito sensíveis a alterações no 

estado redox celular, ou seja, no balanço entre os agentes oxidantes e 
redutores celulares. Dentro dessas modificações, podemos citar (Fig. 2): 
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glutationilação, ponte dissulfeto entre a glutationa e a proteína; 
formação de SOH, SO2 ou SO3; pontes dissulfeto inter ou intramolecular 
e S-nitrosilação (WANG et al., 2012a). Dentre essas formas de 
oxidação, as de menor toxicidade são a S-nitrosilação, formação de SOH 
e pontes dissulfetos inter ou intramoleculares, uma vez que são 
reversíveis e capazes de utilizar tampões redox intracelulares para sua 
redução, como a tiorredoxina e GSH (BENHAR et al., 2009; MEYER et 
al., 2009).   

Como exemplo de processos de oxidação de -SH relacionados 
com eventos de sinalização celular, -SH presentes na proteína Keap1 (do 
inglês Kelch-like ECH-associated protein 1) estão na forma reduzida 
durante o estado basal da célula. Porém alterações pró-oxidantes no 
estado redox celular são rapidamente detectadas por essa molécula, 
causando a oxidação desses -SH (Fig. 3). Nessa situação, o Keap1 é 
desligado do fator de transcrição Nrf2 (do inglês Nuclear factor 

(erythroid-derived 2)-like 2), o qual aumenta sua estabilidade e é 
direcionado ao núcleo. Esta translocação ativa a transcrição de genes 
relacionados a inúmeras defesas antioxidantes e enzimas relacionadas à 
fase II de metabolização de compostos eletrofílicos. Dessa forma, a 
ativação do fator de transcrição Nrf2 aumenta a capacidade de defesa da 
célula (BRIGELIUS-FLOHÉ; FLOHÉ, 2011; DINKOVA-KOSTOVA 
et al., 2002). 

É interessante observar que essas alterações no estado redox das 
cisteínas em proteínas podem ser originadas, não exclusivamente, 
durante a neutralização direta de ERO. Estas oxidações podem modular 
a atividade de várias proteínas, tanto através da inativação como da 
ativação das enzimas. Desta forma, a oxidação e redução de cisteínas 
pode contribuir para a regulação de diferentes vias metabólicas ou 
processos de sinalização celular (CHOUCHANI et al., 2011). 
Consequentemente, as proteínas podem ser consideradas importantes 
alvos biológicos de ERO tanto em situações fisiológicas como 
patológicas, participando ativamente do processo de regulação redox 
celular. A oxidação de tióis de proteínas não ocorre de uma maneira 
indiscriminada. Fatores como o pH, pKa, acessibilidade do grupamento 
-SH, localização celular, tipo de ERO e outros fatores influenciam na 
reatividade de -SH de proteínas (BRANDES et al., 2011). Podemos 
imaginar que existam alvos com diferentes níveis de sensibilidade à 
oxidação, caracterizando a presença de proteínas sensíveis e insensíveis 
a alterações redox na célula, ou seja, proteínas com cisteínas que podem 
sofrer oxidação em situações celulares específicas.  
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Figura 3: Esquema representando a atuação de tióis proteicos na ativação 
de vias de sinalização. Em situações fisiológicas, o fator de transcrição Nrf2 
(do inglês Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2) encontra-se associado à 
proteína Keap1 (do inglês Kelch-like ECH-associated protein 1) no citosol, 
tornando-se inativo. Em situações de alteração do estado redox, com geração de 
espécies reativas de oxigênio (ERO) ou na presença de agentes eletrofílicos, 
ocorre a oxidação (S-S) ou ligação covalente tiol-agente eletrofílico (SR) das 
cisteínas da Keap1, respectivamente. Essas alterações causam a dissociação do 
Nrf2, o qual pode ser translocado ao núcleo e se ligar em regiões gênicas 
promotoras específicas, causando a indução de genes relacionados a defesas 
antioxidantes e de biotransformação. 

 
Agentes oxidantes também podem causar a formação de grupos 

carbonilas (aldeídos e cetonas) nas cadeias laterais de proteínas. 
Resíduos de prolina, lisina, arginina e treonina são os aminoácidos mais 
sensíveis à carbonilação, gerando diferentes compostos finais (Fig. 4). 
Estas modificações também podem causar alterações estruturais nas 
proteínas, ocasionando perda de atividade e de função biológica 
(DALLE-DONNE et al., 2003). Apesar de ter sido proposto como um 
evento oxidativo irreversível (DALLE-DONNE, 2005; NYSTROM, 
2005)  estudos apontaram a diminuição dos níveis de carbonilação de 
proteínas sem ocorrer alterações na sua expressão protéica (WONG et 
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al., 2008), sugerindo eventos de reversão de carbonilação a nível 
enzimático utilizando NADPH e proteínas contendo –SH (WONG et al., 
2012). 

 
Figura 4: Estrutura de derivados de aminoácidos gerados pela oxidação 
direta de cadeias laterais para a forma carbonílica. Carbonilas derivados de 
resíduos de: (1) prolina; (2) arginina e prolina; (3) lisina; (4) treonina. O restante 
da cadeia carbônica das proteínas é representado por R1 e R2. Modificado de 
Dalle-Donne et al. (2003). 
 

Eventos de peroxidação lipídica também são comuns em células 
sob efeito de agentes oxidantes. O ataque a cadeias de ácidos graxos 
poliinsaturados pode ocorrer através uma reação em cadeia envolvendo 
três etapas distintas: iniciação, propagação e terminação. O começo 
desta reação geralmente ocorre através da abstração de átomo 
hidrogênio de um grupo metileno (-CH2-) através do ataque de uma 
molécula reativa, como ERO, formando um radical centrado em 
carbono. Este radical pode ser alvo de moléculas de oxigênio e formar 
um radical peroxil (ROO.). Este radical possui a capacidade de abstrair 
átomos de hidrogênio de outros grupos metilenos de cadeias adjacentes 
(transformando-se em um peróxido lipídico), e consequentemente, 
gerando novos ROO. e iniciando a etapa de propagação da oxidação dos 
ácidos graxos. Quando o ROO. ataca uma cadeia adjacente, ele é 
transformado em um peróxido lipídico, o qual é geralmente estável sob 
temperatura fisiológica e com baixa capacidade oxidativa, porém 
também capaz de realizar a propagação de eventos de peroxidação 
lipídica e geração de ERO na presença de íons metálicos de transição. 
Vários fatores contribuem para o término deste processo cíclico de 
lipoperoxidação, tais como a neutralização desses inúmeros radicais por 
antioxidantes, formação de produtos não radicalares, consumo dos 
reagentes, dentre outros. (HALLIWELL et al., 2007). 

A fim de evitar a ocorrência desses eventos oxidativos de maneira 
indiscriminada, diferentes enzimas participam da proteção celular contra 
ERO (Fig. 5), os quais atuam de maneira específica e coordenada a fim 
de auxiliar na manutenção dos níveis de ERO. 
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Figura 5: Esquema representando a atuação do sistema antioxidante na 
degradação de espécies reativas de oxigênio. O ânion superóxido (O2

.-) é 
inicialmente dismutado a H2O2 pela enzima superóxido dismutase (SOD). Em 
seguida, 3 sistemas atuam na degradação do H2O2: a catalase (Cat), gerando 
oxigênio e água; a glutationa peroxidase (GPx) e peroxirredoxina contendo 1 
cisteína (1Cys Prx), que em conjunto com a glutationa (GSH) geram água e o 
dissulfeto de glutationa (GSSG); e as peroxirredoxinas contendo 2 cisteínas 
(2Cys Prx) que em conjunto com a tiorredoxina (Trxred) geram água e a forma 
oxidada da tiorredoxina (Trxox). Tanto a GSSG como a Trxox são 
constantemente reduzidas a GSH e Trxred pelas enzimas glutationa redutase 
(GR) e tiorredoxina redutase (TrxR), respectivamente. 
 

A superóxido dismutase (SOD) é uma metaloenzima que age 
sobre o radical O2

.- dismutando-o a H2O2 (Fig. 6), protegendo os alvos 
do ataque do ânion superóxido. Em eucariotos são encontradas duas 
principais isoformas, no citosol a forma SOD-CuZn (com cobre e zinco 
em seu sítio ativo), e na mitocôndria a forma SOD-Mn (com manganês 
em seu sítio ativo). A SOD-CuZn é capaz de aumentar a taxa de 
dismutação do O2

.- em 3 ordens de grandeza, através de reações redox 
do cobre presente em sua estrutura: após a redução do Cu2+ a Cu+ pelo 
ânion superóxido, ocorre a formação de oxigênio molecular. Em 
seguida, a reação com outro O2

.-, na presença de prótons, causa a 
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oxidação do Cu+ a Cu2+ e formação de H2O2. No caso da SOD-Mn, a 
reação ocorre da mesma forma que com o cobre da SOD-Cu/Zn, através 
da redução do Mn3+ a Mn2+ e a formação de oxigênio molecular, 
seguido da oxidação do Mn2+ a Mn3+ na presença de prótons e outro O2

., 
gerando H2O2 (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Um recente 
trabalho demonstrou que a SOD-Cu/Zn também pode atuar como um 
fator de transcrição gênica, sendo translocada ao núcleo em situações de 
estresse oxidativo e ativando a transcrição de genes antioxidantes e de 
reparo celular (TSANG et al., 2014). Esse dado reforça o papel central 
das enzimas antioxidantes na defesa contra ERO, direta ou 
indiretamente. 
 

 
Figura 6: Ciclo catalítico da superóxido dismutase citosólica (SOD-Cu/Zn) 
e mitocondrial (SOD-Mn). (A) Contendo Cu e Zn no sítio catalítico, a SOD 
realiza a transformação do ânion superóxido (O2

.-) a O2 através da redução do 
Cu2+ (Cu (II)) a Cu+ (Cu(I)) em seu sítio ativo. Em seguida, outra molécula de 
O2

.- causa a oxidação do Cu(I) a Cu(II), gerando 1 molécula de H2O2 ao fim do 
processo. O zinco não atua no ciclo catalítico, apenas auxilia na estabilização da 
enzima. (B) O mecanismo da SOD (Mn) é semelhante, exceto pela utilização de 
Mn nas reações de oxidoredução, transitando entre os estados Mn3+ (Mn(III)) e 
Mn2+ (Mn(II)). Modificado de Halliwell e Gutteridge (2007). 

 
A decomposição do H2O2 é realizada por pelo menos 3 diferentes 

sistemas enzimáticos. Um deles é o da catalase (Cat), uma hemoproteína 
responsável pela dismutação do H2O2 para oxigênio molecular (Fig. 7). 
A Cat é encontrada principalmente nos peroxissomas, mas também pode 
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ser encontrada no citosol ou no ambiente extracelular como o plasma 
sanguíneo (ZÁMOCKÝ; KOLLER, 1999). 

 

 
Figura 7: Ciclo catalítico da catalase (Cat). Contendo um grupo heme ligado 
à proteína por um resíduo de tirosina (Tyr), a Cat realiza a dismutação de duas 
moléculas de H2O2 a uma molécula de O2 e duas de H2O. Inicialmente, uma 
molécula de H2O2 é reduzida a água oxidando o Fe3+ do grupo heme a Fe4+ (com 
uma oxidação adicional de um elétron no grupo heme (+.Fe4+)). Em seguida, 
outra molécula de H2O2 é oxidada a H2O e O2, retornando grupo heme ao estado 
inicial Fe3+. Modificado de Halliwell e Gutteridge (2007). 
 

O H2O2 também pode ser decomposto pela glutationa peroxidase 
(GPx). Esta selenoproteína é capaz de reduzir peróxidos orgânicos e de 
hidrogênio e é encontrada no citosol, mitocôndria, plasma sanguíneo e 
nos fluídos extracelulares, além de existir uma GPx que degrada 
peróxidos lipídicos localizada na membrana celular. O selênio se 
encontra presente na forma de selenocisteína no sítio ativo (Fig. 8), 
enquanto que a GSH fornece os equivalentes redutores para a remoção 
de peróxido (FLOHE; GÜNZLER; SCHOCK, 1973; GAMBLE; 
WISEMAN; GOLDFARB, 1997; MICHIELS et al., 1994). 

A peroxirredoxina (Prx) é outra família de proteínas capaz de 
decompor peróxidos que contém uma cisteína peroxidática em seu sítio 
ativo, a qual é responsável pela redução do peróxido (Fig. 9). Pode ser 
encontrada no citosol, núcleo, membranas, mitocôndria, complexo de 
Golgi, peroxisomo e fluídos extracelulares. As Prxs formam uma família 
de enzimas capazes de detoxificar peróxidos de hidrogênio, peróxidos 
orgânicos de longa cadeia, de fosfolipídios e de ácidos graxos, além de 
peroxinitrito, dependendo de sua isoforma ou da espécie em questão 
(POOLE; HALL; NELSON, 2011). Exceto para a isoforma Prx6, essas 
enzimas contém duas cisteínas no sítio ativo. Uma delas é um tiol 
peroxidático, que se oxida a ácido sulfênico (SOH) durante o ciclo 
catalítico. A outra é uma cisteína de resolução, que ataca o SOH gerando 
uma ponte dissulfeto (S-S) intermolecular (2Cys-Prx típica ou isoformas 
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Prx1 – Prx4) ou intramolecular (2Cys-Prx atípica ou isoforma Prx5). A 
ponte dissulfeto formada no ciclo catalítico é reduzida pela tiorredoxina. 
No caso da peroxirredoxina contendo uma cisteína (1Cys-Prx ou 
isoforma Prx6), o SOH formado na redução do peróxido não é atacado 
pela cisteína da enzima, mas sim pela GSH (RHEE; CHAE; KIM, 
2005). A redução do SOH (1Cys-Prx) ou da S-S (2-Cys-Prx típicas e 
atípicas) permitem a regeneração das formas ativas da Prx. 

 

 
Figura 8: Ciclo catalítico da glutationa peroxidase (GPx). A GPx possui uma 
selenocisteína no seu sítio ativo, que quando reduzida encontra-se na forma de 
selenol (CysSeH ). O selenol é oxidado por peróxidos (ROOH) a ácido selênico 
(CysSeOH). Em sequência, uma glutationa (GSH) reage com o ácido selênico, 
formado o selenil dissulfeto (CysSeSG). Uma segunda molécula de GSH ataca 
o enxofre desse grupamento, gerando dissulfeto de glutationa (GSSG) e 
regenerando o selenol, completando o ciclo catalítico. Modificado de Ren et al. 
(2001). 

 
Uma característica interessante da Prx é que uma elevação 

moderada nos níveis de ERO pode causar a superoxidação da cisteína, 
gerando ácido sulfínico (SO2) ou sulfônico (SO3) (Fig. 10). Estas formas 
de oxidação não podem ser reduzidas pela Trx, causando uma perda 
temporária na sua atividade enzimática. Desta forma, a Prx pode atuar 
como um “interruptor redox”: na presença de níveis ligeiramente 
elevados de H2O2, seu ciclo catalítico funciona corretamente, 
prevenindo o acúmulo intracelular de peróxido; em situações com níveis 
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moderados ou altos de H2O2, a Prx é inativada via superoxidação, 
facilitando um acúmulo inicial intracelular de H2O2 e consequentemente 
a ativação de vias de sinalização celular específicas (WINTERBOURN; 
HAMPTON, 2008; WINTERBOURN, 2013). Por exemplo, é estimado 
que menos de 0,01% da Prx1 encontra-se na forma superoxidada 
durante seu funcionamento em níveis basais de H2O2, demonstrando que 
a inativação da enzima via superoxidação deve ocorrer em momentos de 
ciclos catalíticos muito ativos, como no caso de concentrações de H2O2 

acima do normal, porém não tóxicos (YANG et al., 2002). A reativação 
das formas superoxidadas da Prx ocorre através da enzima 
sulforedoxina, descoberta recentemente (BITEAU; LABARRE; 
TOLEDANO, 2003). Até o presente momento, as Prx são as únicas 
proteínas conhecidas com cisteínas superoxidadas (nas formas SO2 e 
SO3) que podem ser reduzidas enzimaticamente ao seu estado basal 
(SOH, Fig. 10). 

Durante a ação peroxidática da Prx e da GPx, agentes redutores 
são usados como fonte de elétrons. Durante sua atividade catalítica a 
GPx utiliza GSH como doador de elétrons: duas moléculas de GSH são 
utilizadas para regenerar a selenocisteína e formando uma molécula de 
GSSG (Fig. 8). Dessa forma, a GPx é capaz de degradar peróxidos 
porém mantendo sua forma reduzida às custas de GSH (HAYES; 
MCLELLAN, 1999). Já no caso da Prx, a ponte dissulfeto gerada 
durante seu ciclo catalítico (conforme visto anteriormente) é reduzida às 
custas da forma reduzida da tiorredoxina (Trxred), uma proteína que 
também contém grupos -SH. Esta proteína então é oxidada (Trxox), 
gerando uma ponte dissulfeto intramolecular (STANLEY et al., 2011) 
(Fig. 9). A GSSG e a Trxox formadas durante a ação da GPx e da Prx, 
assim como através de outros processos metabólicos, devem ser 
constantemente recicladas dentro da célula para o funcionamento correto 
do sistema peroxidático. Isto é realizado por enzimas redutases 
auxiliares: a glutationa redutase (GR) é responsável pela redução de 
GSSG a GSH (Fig. 11), enquanto que a tiorredoxina redutase (TrxR) é 
responsável pela redução da Trxox a Trxred (Fig. 12) (NORDBERG; 
ARNÉR, 2001). Ambas as enzimas utilizam NADPH como fonte 
doadora de elétrons. 

 
 



41 

 
Figura 9: Ciclo catalítico das peroxirredoxinas (Prx). (A) Peroxirredoxinas 
contendo 1 cisteína catalítica (1Cys-Prx), (B) peroxirredoxinas típicas (2Cys-
Prx), as quais são dímeros contendo uma cisteína catalítica e uma cisteína de 
resolução em cada uma das duas subunidades e (C) peroxirredoxinas atípicas 
(2Cys-Prx atípicas), as quais são monômeros contendo 2 cisteínas que 
participam do ciclo catalítico em uma única subunidade. Em todos os casos, 
uma cisteína (SH) será oxidada a ácido sulfênico (SOH) ao reduzir peróxidos 
(ROOH). No caso da 1Cys-Prx, o SOH gerado será reduzido utilizando 
glutationa (GSH) como fonte de elétrons e gerando o dissulfeto de glutationa 
(GSSG), num mecanismo semelhante ao da glutationa peroxidase. Para 2Cys-
Prx, o SOH será reduzido por uma cisteína presente na outra subunidade, 
gerando uma fonte dissulfeto intermolecular. Esta ponte dissulfeto será reduzida 
utilizando tiorredoxina reduzida (Trxred) como fonte de elétrons e gerando 
tiorredoxina oxidada (Trxox). Já para as 2Cys-Prx atípicas o SOH é reduzido por 
uma cisteína presente na mesma subunidade, gerando uma fonte dissulfeto 
intramolecular, a qual também será reduzida por Trxred. 
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Figura 10: Superoxidação e redução das peroxirredoxinas com duas 
cisteínas (2Cys-Prx). Moderados níveis de peróxidos (ROOH) pode causar 
processos de superoxidação das 2Cys-Prx, gerando a formação de ácido 
sulfínico (SO2) ou sulfônico (SO3) nas cisteínas peroxidáticas. Essas formas de 
oxidação não podem ser reduzidas pelo sistema da tiorredoxina e tiorredoxina 
redutase, causando a inativação temporária das 2Cys-Prx. A redução das formas 
superoxidadas das cisteínas pode ser realizada lentamente através das 
sulforedoxinas (Srx), à custa de ATP e utilizando glutationa (GSH) ou 
tiorredoxina (Trx) como fonte de elétrons. Prx contendo uma cisteína também 
podem ser superoxidadas e regeneradas pelo mesmo sistema. Modificado de 
Chevallet et al. (2003). 
 

 
Figura 11: Ciclo catalítico da glutationa redutase (GR). A GR, por possuir 
dois grupos tiólicos (SH) na forma de cisteína no seu sítio ativo, é capaz de 
reduzir o dissulfeto de glutationa (GSSG). Inicialmente ocorre a inserção da 
GSSG no sítio ativo seguido do ataque covalente a um dos SH. Através de 
reações sequenciais, duas moléculas de GSH são liberadas com a formação de 
uma ponte dissulfeto (S-S) entre os SH do sítio ativo. Essa ponte dissulfeto é 
reduzida utilizando NADPH como fonte de elétrons. 
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Dados obtidos com modelos de mamíferos indicam que a GPx e 
Prx são as principais vias de degradação de H2O2 quando este está 
presente em níveis relativamente baixos. Apesar da cisteína catalítica da 
Prx e a SeCys da GPx possuírem valores semelhantes de pKa (5-6), a 
maior concentração celular da Prx em relação a GPx (20 µM x 2µM) 
permite uma taxa de reatividade aproximadamente 3 vezes maior para a 
Prx, sendo capaz de diminuir a capacidade de difusão do H2O2 em 3 
ordens de magnitude (WINTERBOURN; HAMPTON, 2008). No caso 
de níveis mais elevados de H2O2, como em situações patológicas, a GPx 
e a Cat aparentam possuir um papel mais fundamental (MUELLER; 
RIEDEL; STREMMEL, 1997). 

 

 
Figura 12: Ciclo catalítico da tiorredoxina redutase (TrxR). Ao ser utilizada 
como fonte de elétrons no ciclo catalítico das peroxirredoxinas (vide Fig. 9), a 
tiorredoxina (Trx) encontra-se com o grupo tiólico (SH) de suas duas cisteínas 
na forma de dissulfeto (S-S). A TrxR, possuindo uma selenocisteína na forma 
selenol (SeSH) e um SH em seu sítio catalítico, realiza a redução da S-S da Trx, 
gerando uma ponte sulfeto-selênio (S-Se) intermolecular. Em seguida, essa 
ponte é reduzida ao gerar uma ponte S-Se intramolecular na TrxR, liberando a 
Trx na forma reduzida. A TrxR será regenerada para sua forma reduzida 
utilizando NAPDH como fonte de elétrons. Modificado de Berndt, Lillig e 
Holmgren (2007). 

 
1.2. SISTEMAS DE BIOTRANSFORMAÇÃO 

Além do sistema antioxidante, a célula também conta com outro 
importante sistema de proteção celular: as vias de biotransformação, 
responsáveis pela metabolização de substâncias endógenas e exógenas. 
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Através desses processos os compostos são transformados em 
metabólitos de maior peso molecular e de maior hidrofilicidade, 
facilitando sua excreção do organismo e prevenindo sua reabsorção, 
consequentemente diminuindo sua toxicidade. As reações bioquímicas 
envolvidas nestes processos são de oxidação (incluindo hidroxilação, 
desaminação, desalquilação, sulfoxidação, epoxidação e 
desidrogenação), redução, hidrólise e conjugação. Classicamente, as 
vias de biotransformação são divididas em duas etapas: a fase I, 
contando com reações de oxidação, redução e hidrólise, e a fase II, 
contando com reações de conjugação (Fig. 13). 

 
Figura 13: Processos de biotransformação de compostos exógenos. A 
absorção de compostos através da membrana plasmática é facilitada quando 
estes possuem uma alta lipofilicidade, ocasionando o acúmulo nos tecidos. Ao 
ser absorvido, o composto pode ser excretado (1), ou então ser biotransformado. 
Através da biotransformação de fase I (2), a qual acontece por meio de reações 
de oxidação, redução e hidrólise, ocorre a exposição de grupos funcionais 
reativos no composto parental, gerando um metabólito primário. Este 
metabólito pode ser excretado (3), ou então continuar em um processo de 
biotransformação de fase II (4) a partir dos grupos funcionais recém adquiridos. 
Ocorre então a conjugação do metabólito com moléculas endógenas, gerando 
um metabólito secundário de maior peso molecular e hidrofilicidade. Este 
processo facilita a excreção dos metabólitos (5), evitando sua reabsorção pelo 
organismo. A biotransformação de fase II também pode ser realizada 
diretamente no composto parental (6) para posterior excreção (7), sem a 
necessidade de ocorrer previamente a biotransformação de fase I. 
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As reações de biotransformação de fase I são responsáveis por 
adicionar ou remover grupos funcionais nos compostos parentais, 
facilitando as reações de fase II. Por exemplo, grupos metila podem ser 
transformados em hidroximetilas ou carboxilas, podendo muitas vezes 
causar uma leve diminuição na sua capacidade de difusão por 
membranas biológicas devido a uma pequena alteração na polaridade do 
composto (IONESCU; CAIRA, 2005). É importante ressaltar que, 
apesar de participarem do processo de defesa celular, não é incomum 
que as reações de biotransformação de fase I gerem metabólitos reativos 
com maior atividade biológica e/ou toxicidade que o composto parental. 
Um exemplo de composto com maior atividade que o composto parental 
é a ampicilina, a qual é obtida a partir da metabolização da 
bacampicilina, pivampicilina ou talampicilina (IONESCU; CAIRA, 
2005). Já no caso do analgésico acetomifeno (paracetamol), ele pode ser 
metabolizado para um composto de maior toxicidade (imina N-acetil-p-
benzoquinona), o qual causa ligações covalentes a proteínas e depleção 
de GSH, podendo ser letal (JAMES; MAYEUX; HINSON, 2003). 

As enzimas de biotransformação de fase I estão localizadas 
principalmente no retículo endoplasmático e em membranas de tecidos 
com alta capacidade de metabolização e em contato com o meio externo, 
como fígado, rins, pulmões e intestino no caso de mamíferos e outros 
vertebrados. A alta lipofilicidade dos compostos a serem metabolizados 
leva ao seu direcionamento a membranas lipídicas, facilitando a atuação 
do sistema de biotransformação de fase I, uma vez que este também está 
concentrado nesta estrutura celular. Estas enzimas estão envolvidas na 
metabolização tanto de compostos endógenos (como hormônios, ácidos 
graxos, prostaglandinas e derivados) como exógenos. Dentre as 
principais enzimas de biotransformação de fase I, podemos citar 
(BOELSTERLI, 2007; LUCH, 2009): 

• Sistema do citocromo P450: um dos principais sistemas de 
biotransformação de fase I, sendo composto por várias 
isoformas da hemoproteína citocromo P450 e da citocromo 
P450 redutase. Atuam como monoxigenases, incorporando 
oxigênio molecular em compostos pouco hidrofílicos. 

• flavina monoxigenase: oxidação de grupos nucleofílicos 
contendo enxofre ou nitrogênio 

• prostaglandina sintase: atividade cicloxigenase e peroxidase 
na transformação de ácido aracdônico em prostaglandina H2. 
Também pode atuar oxidando compostos exógenos para 
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utilizá-los como doadores de elétrons no metabolismo do 
ácido aracdônico. 

• Monoamina oxidase: desaminação de aminas primárias por 
reações de oxidação. 

• Epóxido hidrolase: hidrólise de epóxidos e formação de 
dihidrodióis. 

As reações de biotransformação de fase II são responsáveis pela 
conjugação de compostos parentais ou metabólitos a compostos 
endógenos através de um ou mais grupos funcionais, aumentando seu 
tamanho e polaridade, e consequentemente facilitando sua excreção (no 
caso de mamíferos, principalmente pela urina). Como característica 
geral, essa conjugação realiza a troca de um átomo de hidrogênio 
presente em um grupo hidroxila, amina ou carboxila pelo composto 
endógeno. As principais reações de fase II são (BOELSTERLI, 2007; 
LUCH, 2009): 

• Glucuronidação: principal rota de conjugação de açúcares, na 
qual uma molécula de ácido glucurônico (obtida a partir de 
uridina-5’-difosfato-ácido glucorônico) é conjugada ao 
substrato pela ação da UDP-glucuroniltransferase. Estas 
enzimas estão presentes no retículo endoplasmático liso e 
atuam rapidamente na neutralização de metabólitos derivados 
da ação do citocromo P450. 

• Sulfatação: importante via de conjugação de fenóis, álcoois, 
aminas e tióis. Inicialmente ocorre a transformação de um 
sulfato inorgânico para sua forma ativa 3’-fosfoadenosina-
5’fosfosulfato. Em seguida, sulfotransferases são responsáveis 
pela transferência do grupo sulfuril desta molécula para uma 
molécula aceptora. 

• Acetilação: transferência do grupo acetil da acetil-coenzima A 
para grupos aromáticos, aminas alifáticas, aminoácidos, 
hidrazinas e sulfonamidas pelas enzimas N-acetiltransferases. 
A acetil-coenzima A é obtida principalmente da glicólise ou 
então do catabolismo de ácidos graxos e aminoácidos. 

• Metilação: adição de grupos metilas obtidos a partir de S-
adenosilmetionina. Esta é obtida através da ligação entre 
metionina e do ATP, a qual irá posteriormente transferir o 
grupo metila para diferentes tipos de substratos através de 
metiltransferases.  

• Conjugação com GSH: transferência de GSH a compostos 
eletrofílicos através de uma ligação tioéster. A família de 
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enzimas responsável pela conjugação de GSH a agentes 
eletrofílicos é a glutationa S-transferase (GST). Através desse 
processo é possível prevenir que estes compostos ataquem 
centros nucleofílicos de biomoléculas como proteínas e ácidos 
nucleicos. Os conjugados de glutationa são posteriormente 
metabolizados pela via do ácido mercaptúrico para então, no 
caso de mamíferos, serem excretados via urina ou bile (Fig. 
14).  
 

 
Figura 14: Esquema representando a via do ácido mercaptúrico. (1) 
Conjugados de glutationa (R-S-[Gly-Cys-Glu]), obtidos principalmente através 
da biotransformação de fase II mediada pela enzima glutationa S-transferase, 
são transportados para fora da célula a partir de transportadores específicos do 
tipo ABC (do inglês ATP-binding cassette). (2) Esses conjugados são 
metabolizados pela enzima gamma-glutamil transpeptidase (GGT), a qual se 
encontra no lado exterior da membrana plasmáticas das células e realiza a 
liberação ou transferência do grupo gamma-glutamil (Glu), gerando um 
conjugado de cisteína-glicina (R-S-[Gly-Cys-NH2]). (3) Este metabólito sofre 
ação de peptidases extracelulares, as quais quebram a ligação cisteína-glicina, 
liberando glicina (Gly) e formando um conjugado de cisteína (R-S-Cys-NH2]). 
(4) Este conjugado é transportado para o interior da célula (podendo ser uma 
célula de outro tecido), onde (5) sofrerá ação de N-acetiltransferases para a 
inserção de um grupo acetil a partir de uma acetil coenzima A. O novo 
conjugado, N-acetilcisteína (R-S-Cys-NH-CO-CH3), com maior peso molecular 
e hidrofilicidade, é então excretado pela bile ou principalmente pela urina, no 
caso de mamíferos.  
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Grande parte dessa informação a respeito dos sistemas 
antioxidante e de biotransformação é obtida a partir de estudos com 
organismos modelos clássicos, como mamíferos (principalmente com 
roedores e com cultura de células) ou mesmo microrganismos como 
levedura. Entretanto, estes sistemas estão presentes de forma ubíquota 
entre os seres vivos, possivelmente com diferentes modificações.  

O presente trabalho investiga o funcionamento destes sistemas de 
defesas celulares em bivalves marinhos. Entretanto, estes animais não 
são utilizados como clássicos modelos para estudos bioquímicos e 
toxicológicos, mas estão expostos a diversos compostos químicos no 
ambiente, muitas vezes originados a partir de ações humanas. Desta 
forma, o funcionamento de seus sistemas de defesas está intimamente 
relacionado à sobrevivência desses organismos no ambiente. Estudos 
desses sistemas à nível molecular, bioquímico e fisiológico em bivalves, 
assim como em outros invertebrados, pode ser um desafio. Isto porque 
estes organismos possuem características bem distintas com relação a 
mamíferos e outros vertebrados (GOSLING, 2003), como morfologia, 
metabolismo aeróbio facultativo, sistema circulatório aberto, ausência 
de pigmento respiratório (como a hemoglobina), termoconformação, 
hábito geralmente séssil, baixa taxa metabólica, alimentação por 
filtração, ausência de sistema imunológico adaptativo, além da baixa 
disponibilidade de informações e ferramentas a nível molecular (e. g. 

transcriptomas, genomas, sequências de genes de interesse, anticorpos 
comerciais, proteínas purificadas). Dessa forma, este trabalho visa 
auxiliar na caracterização do papel protetor de sistemas de defesas 
celulares em bivalves. Apesar de não serem usados como modelos para 
estudos toxicológicos, estes organismos podem ser utilizados como 
importantes modelos para estudos de contaminação ambiental, conforme 
discutido a seguir. 

   
1.3. O ESTUDO DOS SISTEMAS DE DEFESAS CELULARES 
EM BIVALVES NA ECOTOXICOLOGIA 

Nas últimas décadas o interesse científico nas áreas de 
toxicologia ambiental e ecotoxicologia têm aumentado em consequência 
dos problemas ecológicos que estamos enfrentando. Alterações 
climáticas, crescimento populacional, demanda por água potável e 
poluição são alguns dos problemas que afetam o meio ambiente, em 
particular os ecossistemas aquáticos. Dentre estes problemas merece 
destaque a contaminação ambiental, a qual pode causar problemas 
diretos na saúde humana, em atividades econômicas (como pesca e 
turismo) e na biota local. 
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Como uma resposta a esse cenário, a ecotoxicologia aparece 
como uma ciência interessada nos efeitos de contaminantes naturais e 
sintéticos nos seres vivos. O uso de abordagens integradas são 
características de estudos ecotoxicológicos (TRUHAUT, 1977). 
Biomarcadores são comumente utilizados para estudar as consequências 
e respostas biológicas induzidas por contaminantes. Na ecotoxicologia, 
o termo biomarcador pode ser classificado como “uma alteração na 

resposta biológica, desde o nível molecular, passando pelo celular, 

fisiológico e comportamental, que pode estar relacionado com a 

exposição ou efeitos tóxicos de compostos químicos ambientais” 
(PEAKALL, 1994). A detecção precoce de alterações nos organismos, 
através do uso de biomarcadores, é uma importante ferramenta 
avaliativa que tem como finalidade evitar perturbações mais severas, tais 
como as ecológicas, as quais afetam diretamente populações e 
ecossistemas. Em geral, os efeitos ecológicos são irreversíveis ou de 
difícil recuperação, daí a importância preventiva do uso de 
biomarcadores.  

Diferentes organismos podem ser utilizados em estudos 
ecotoxicológicos, como procariotos, algas, invertebrados e vertebrados. 
Dentre os modelos utilizados, destacam-se os bivalves, como mexilhões 
e ostras, os quais são amplamente utilizados em trabalhos de 
monitoramento ambiental por algumas características chaves: ampla 
distribuição geográfica, elevada importância econômica, além de serem 
organismos sésseis e filtradores, de fácil manutenção em laboratório e 
com grande capacidade de bioacumulação de compostos ao longo do 
tempo (APETI et al., 2010; DEPLEDGE; FOSSI, 1994). Além disso, a 
utilização de bivalves em estudos ecotoxicológicos pode fornecer 
respostas importantes, uma vez que invertebrados representam cerca de 
95% das espécies de animais do planeta, possuem importantes funções 
ecológicas e também representam uma importante via de transferência 
de xenobióticos ao longo da cadeia trófica (BAUN et al., 2008). O 
programa “Mussel Watch” é um exemplo do uso de mexilhões e ostras 
em um monitoramento nacional de ampla escala dos níveis de 
contaminantes ambientais em sistemas costeiros e estuários nos EUA 
(APETI et al., 2010).  

Efluentes aquáticos podem conter diferentes classes de 
contaminantes, sendo que muitos deles capazes de causar efeitos tóxicos 
nos organismos (WINSTON; DI GIULIO, 1991), como os 
hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPA), bifenilas policloradas, 
metais, fármacos e pesticidas. Dessa forma, a quantificação dos danos 
oxidativos e da resposta dos sistemas de defesa de organismos aquáticos 
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contra diferentes contaminantes pode ser utilizada como biomarcadores 
de contaminação aquática (COSSU et al., 2000; REGOLI; 
PRINCIPATO, 1995; REGOLI et al., 2002), fornecendo informações 
adicionais sobre as condições bioquímicas e fisiológicas dos 
organismos. Dentre os principais tipos de contaminantes ambientais 
estudados com bivalves, destacam-se os HPA, metais, pesticidas e 
compostos emergentes, os quais são brevemente discutidos a seguir. 

HPA é uma classe de substâncias orgânicas com estrutura planar 
contendo mais de um anel aromático. Eles são contaminantes derivados 
de combustíveis fósseis, demonstrando atividade carcinogênica, 
mutagênica e teratogênica tanto em humanos quanto em outros 
organismos expostos a estes compostos (BAIRD; HOOVEN; 
MAHADEVAN, 2005; HYLLAND, 2006). Por serem substâncias com 
alta persistência no meio ambiente, bivalves e outros organismos com 
hábito de filtração podem ser considerados como alvos primários de 
HPA, os quais podem posteriormente atingir níveis extremamente 
elevados em outros organismos através da cadeia trófica (MANZETTI, 
2012). É importante observar que a baixa atividade dos citocromos P450 
(responsável pelo metabolismo inicial de HPA) em bivalves (em 
comparação a vertebrados)pode acarretar numa menor taxa de 
metabolismo e excreção de HPA nestes organismos, ocasionando a sua 
bioacumulação (STEGEMAN; LECH, 1991). O principal órgão de 
acumulação de HPA em bivalves é a glândula digestiva, enquanto que 
os lisossomos são comumentemente os principais alvos celulares 
(NEFF, 2002). 

Com relação aos metais, alguns metais-traço são importantes 
elementos do metabolismo celular, como Fe, Cu, Zn, Mg, participando 
da estrutura e catálise de proteínas e possuindo papéis fisiológicos como 
regulação da osmolaridade celular, transmissão neuronal e sinalização. 
Enquanto isso, outros metais como Pb, Cd, Cr são considerados 
xenobióticos por não se conhecerem funções biológicas associadas a 
estes compostos. Tanto metais que são importantes para o metabolismo 
celular como aqueles considerados xenobióticos podem causar 
distúrbios celulares e fisiológicos, quando em níveis elevados. Parte 
desses efeitos deletérios está associada à geração de ERO. Assim como 
no caso de HPA, os bivalves apresentam uma alta capacidade de 
bioacumular metais, permitindo que sejam utilizados como organismos 
alvos para estudos ambientais. Entretanto, o processo de bioacumulação 
pode ser extremamente variável entre as espécies, sendo necessário 
realizar análises adicionais com outros biomarcadores a fim de 
determinar os níveis de contaminação desses ambientes (ZUYKOV; 
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PELLETIER; HARPER, 2013). A glândula digestiva é apontada como 
um órgão alvo para bioacumulação de metais em bivalves, 
principalmente a nível lisossomal, apesar da brânquia e até mesmo a 
concha terem demonstrado potencial bioacumulação (GUPTA; SINGH, 
2011; ZUYKOV; PELLETIER; HARPER, 2013). A nível celular, os 
metais podem se acumular em organelas (e.g. lisossomos), proteínas 
(e.g. metalotioneínas) e grânulos, gerando “pools” biologicamente 
ativos ou inativos (WANG, 2013). 

Os pesticidas se caracterizam como uma classe de substâncias 
orgânicas utilizadas em atividades de controle de pragas, a fim de 
controlar organismos que possam causar danos a plantações, animais ou 
seres humanos. Muitos pesticidas são substâncias persistentes no meio 
ambiente, algumas vezes por décadas sem sua completa degradação ou 
dispersão. Desta forma, pesticidas colocam em grande risco os 
ecossistemas aquáticos devido a sua toxicidade e a sua permanência 
prolongada no ambiente. Em geral, organismos não alvos expostos a 
pesticidas apresentam distúrbios imunológicos, reprodutivos, inibição de 
colinesterases e estresse oxidativo (ANGUIANO et al., 2010; 
BOUILLY et al., 2007; GAGNAIRE et al., 2007; GRIFFITT et al., 
2006). Muitos estudos ecotoxicológicos são relacionados aos efeitos 
tóxicos de pesticidas em vertebrados como peixes e anfíbios, enquanto 
para bivalves as informações disponíveis são mais limitadas. 

Uma nova classe de contaminantes ambientais tem sido estudada 
recentemente, chamada de compostos emergentes. Diversas substâncias 
vêmsido descobertas em ambientas aquáticos sem que sua toxicidade 
tenha sido previamente estudada, além de muitas vezes serem detectadas 
em concentrações acima das esperadas. Desta forma, apesar dos poucos 
estudos nesta área, é evidente o potencial tóxico desses compostos 
emergentes, mas seus riscos para o ser humano e ao meio ambiente 
ainda são desconhecidos. Entre eles podemos citar os éteres difenílicos 
polibrominados, produtos farmacêuticos e de cuidado pessoal, 
hormônios sintéticos, compostos perfluorinados e nanopartículas 
(HALDEN, 2010). Com o objetivo de diminuir esta lacuna no 
conhecimento, trabalhos em laboratório vêm sendo desenvolvidos a fim 
de investigar os efeitos desta nova classe de contaminantes em bivalves. 

Diverso trabalhos de campo ao redor do planeta já indentificaram 
alterações nos sistemas de defesas antioxidante e de biotransformação 
em bivalves sob influência dessas diferentes classes de contaminantes 
ambientais. Com relação aos HPA, é comum detectar um aumento 
nesses sistemas em animais de regiões contaminadas, como no caso de 
mexilhões Mytilus galloprovincialis na Coréia do Sul e em mexilhões 



52 

Dreissena polymorpha e Mytilus edulis (ROCHER et al., 2006; 
NAMIESNIK et al., 2008). Este mesmo padrão pode ser evidenciado em 
áreas sob efeito de derramamento de petróleo causados por acidentes 
ambientais: (i) maior atividade da Cat, SOD, GPx, TrxR, GST e 
citocromo P450, em conjunto com elevados níveis de peroxidação 
lipídica, oxidação de proteínas e HPA foram detectados em mexilhões 
M. galloprovincialis após o derramamento de petróleo causado pelo 
petroleiro Don Pedro em 2007, na Espanha (SUREDA et al., 2011); (ii) 
maior atividade da SOD, citocromo P450, GST, GPx e elevados índices 
de peroxidação lipídica foram detectados em berbigões Mya arenaria e 
mexilhões Mytilus trossulus em regiões sob influência do derramamento 
causado pelo petroleiro Exxon Valdez em 1989, no Alasca (DOWNS et 
al., 2002).  

No caso de regiões contaminandas por metais, também é comum 
detectar alterações em parâmetros relacionados ao sistema antioxidante 
e acúmulo de danos oxidativos. Por exemplo, mexilhões M. 

galloprovincialis apresentaram elevada atividade da SOD, Cat e maiores 
níveis de peroxidação lipídica em (VLAHOGIANNI et al., 2007) em 
regiões contaminadas com metais na Grécia. Na Espanha, um estudo 
com mexilhões M. galloprovincialis e ostras Crassostrea angulata de 
regiões impactadas por zinco e cobre apontou para maiores atividades da 
Cat, SOD, GPx e GST nas ostras. Este maior nível de defesas celulares 
esteve correlacionado aos menores níveis de dano ao DNA e 
peroxidação lipídica nas ostras, quando comparado com os mexilhões 
das mesmas áreas de estudo (FUNES et al., 2006). Na China, berbigões 
Ruditapes philippinarum transplantados para regiões impactadas por 
metais apresentaram alterações na atividade das enzimas Cat, SOD, GPx 
e GST (WANG et al., 2012b). 

Os efeitos de pesticidas já foram analisados em bivalves expostos 
in situ a estes compostos. Berbigões Corbicula fluminea transplantados 
para áreas sob influência de efluentes agrícolas (contaminados por 
herbicidas, triazinas, organofosforados, propanil e molinato) 
apresentaram elevada mortalidade e peroxidação lipídica. Menor 
atividade enzimática da GST, Cat e GPx também foi detectada nesses 
animais (DAMÁSIO et al., 2010). Inibição de esterases, um clássico 
biomarcador de contaminação por organofosforados, foi detectada em 
mexilhões M. galloprovincialis residentes em áreas próximas à atividade 
de agricultura. Menor taxa de filtração e de respiração, assim como 
menor atividade GPx também foram detectadas nestes organismos 
(TSANGARIS et al., 2010). 
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Os efeitos desses diferentes tipos de contaminantes ambientais 
sobre os sistemas de defesas celulares também foi bem caracterizado 
através de estudos em laboratório. Uma resposta de amplificação das 
defesas antioxidantes e de biotransformação já foi caracterizada, por 
exemplo, em bivalves expostos a HPA, metais ou compostos 
emergentes, com aumento nos níveis de GSH, maior atividade da GPx, 
GR, GST, SOD, gamma-glutamil-transpeptidase (GGT) ou glioxalase, 
assim como um  aumento nos trascritos de GST, metiltransferase e de 
citocromo P450 (CHEUNG et al., 2004; ANTOGNELLI et al., 2006; 
FRANCO et al., 2006; LÜCHMANN et al., 2011; SABATINI et al., 
2011b ; GONG et al., 2012; GONZALEZ-REY; BEBIANNO, 2012; 
GONZALEZ-REY; BEBIANNO, 2013; LÜCHMANN et al., 2014; 
TREVISAN et al., 2014). Inibições de enzimas antioxidantes também já 
foram reportadas em bivalves, principalmente durante exposição a 
metais, aumentando a susceptibilidade ao estresse oxidativo. Como 
exemplo, podemos citar a inibição da GR por zinco em mexilhões P. 

perna (FRANCO et al., 2006), da TrxR por cobre em mexilhões M. 

edulis (TREVISAN et al., 2011) e da GPx por mercúrio, também em M. 

edulis (CHATZIARGYRIOU; DAILIANIS, 2010). 
A quantificação de danos em macromoléculas é um dos 

parâmetros mais estudados em trabalhos de laboratório com 
contamimantes ambientais e bivalves. Essa quantificação também é bem 
caracterizada em bivalves expostos a HPA, metais, pesticidas e 
compostos emergentes, indicando consumo de GSH, peroxidação 
lipídica, ubiquitinação e carbonilação de proteínas; oxidação de SH 
proteicos, danos ao DNA, diminuição na relação GSH/GSSG e 
distúrbios celulares  (PEÑA-LLOPIS; FERRANDO; PEÑA, 2002; 
VERLECAR; JENA; CHAINY, 2007; TRAN et al., 2007; CHORA et 
al., 2009; HANNAM et al., 2010; TREVISAN et al., 2011; GUST et al., 
2012; GONZALEZ-REY; BEBIANNO, 2012; GONZALEZ-REY; 
BEBIANNO, 2013; PEDRIALI et al., 2013); 

Conforme observado, a ativação do sistema de biotransformação 
de fase I e II é uma resposta comum em animais expostos a HPA, 
pesticidas e compostos emergentes a fim de permitir a biotransformação 
e excreção desses compostos. Entretanto, o aumento na atividade da 
GST e do citocromo P450 pode ocasionar num aumento a produção de 
ERO e consumo de GSH, aumentando a susceptibilidade dos 
organismos ao estresse oxidativo. Metais, em geral, também possuem 
essa capacidade de agirem como compostos oxidantes, aumentando a 
produção intracelular de ERO, ocasionando danos em macromoléculas. 
A inibição de enzimas de proteção celular também pode ser considerada 



54 

como um importante fator de toxicidade de metais, afetando diretamente 
sua toxicidade. Estes danos podem causar distúrbios celulares, com 
perda da viabilidade celular e indução de eventos pro-apoptóticos.  

O aumento na produção de ERO, muitas vezes induzido pela 
exposição à contaminantes ambientais, pode ativar vias específicas de 
sinalização celular que podem facilitar a sobrevivência da célula, como 
amplificação do sistema antioxidante (e. g. via do Nrf2, vide Fig. 3), 
síntese de metalotioneínas, proteínas relacionadas ao transporte de 
metais e chaperonas. Em mamíferos, ERO podem ativar receptores de 
fatores de crescimento celular, proteínas tirosina cinase, proteína Ras, 
proteíno-cinases ativadas por mitógenos e fatores de transcrição nuclear 
(LEONARD; HARRIS; SHI, 2004). Conforme já comentado, a 
modulação dessas vias de sinalização pode ativar ou inibir respostas 
celulares específicas como amplificação do sistema antioxidante e 
indução de proteínas relacionadas a apoptose e a estresse celular. 
Entretanto, estes processos ainda são pouco conhecidos em bivalves. A 
maior atividade de enzimas antioxidantes em animais expostos à 
diferentes classes de contaminantes, detectada tanto em trabalho de 
campo como em laboratório, aponta para uma possível resposta 
adaptativa à situações de estresse a fim de evitar o acúmulo de dano e 
distúrbios celulares. 

 
1.3.1. Nanomateriais 

Uma vez que este trabalho estudou os efeitos de nanopartículas 
de óxido de zinco em ostras, esta subsessão abordará de maneira mais 
específica os nanomateriais. Estas substâncias são compostos 
emergentes de interesse produzidos pela indústria mundial com 
diferentes propósitos comerciais. De acordo com a Comissão Européia 
(2011), estes compostos são classificados como “um material natural, 
produzido acidentalmente ou fabricado que contém partículas soltas, 
agregadas ou aglomeradas, no qual 50% ou mais das partículas 
apresentam, na distribuição granulométrica, uma ou mais dimensões 
externas no intervalo 1 nm – 100 nm”. Em situações específicas, as 
quais estejam preocupadas com os efeitos na saúde e meio ambiente, 
esta frequência do tamanho de partículas pode diminuir de 50% para 
valores entre 1 e 50%. Apesar de aglobar diversos compostos nesta 
categoria, eles podem possuir características químicas e físicas bem 
distintas, desde tamanho, área de superfície, solubilidade, estrutura e 
forma (NEL et al., 2006).  

Segundo dados da Web of Science® (maio de 2014), até o 
presente mais de 23.000 trabalhos (incluindo patentes) já foram 
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publicados à respeito de nanomateriais (nanomaterials), porém apenas 
cerca de 2.700 trabalhos estudaram os efeitos tóxicos (toxicity) desses 
compostos em seres vivos. Destes, somente 17 foram estudos em 
bivalves (bivalve, oyster, mussel, ou clam). Estes dados demonstram a 
falta de conhecimento a respeito dos efeitos adversos das nanomateriais, 
tanto para o ser humano como para o meio ambiente. Até o presente 
momento, não existem legislações ambientais específicas para o uso e 
descarte de nanomateriais no meio ambiente, tanto no Brasil como nos 
demais países, reforçando a ideia da falta de conhecimento quanto aos 
efeitos dessas subtâncias nos ecossistemas. 

Os efeitos tóxicos de nanomateriais estão relacionados com seu 
pequeno tamanho e grande superfície, expondo os organismos à uma 
maior quantidade de átomos ou moléculas num mesmo ponto de 
exposição, aumentando sua reatividade. Frequentemente, a toxicidade de 
nanomateriais de metais está associada a 3 mecanismos principais: (I) 
liberação de compostos tóxicos no meio de exposição, como no caso de 
nanopartículas de zinco e prata liberam suas respectivas formas iônicas ( 
Zn2+ e Ag+) no meio aquoso; (II) interação da superfície da 
nanopartícula com o meio produzindo substâncias tóxicas, como 
radicais químicos e ERO; (III) interação da superfície das nanomateriais 
com biomoléculas, como membranas e DNA (BRUNNER et al., 2006).  

Até então, os estudos de nanomateriais envolvendo organismos 
aquáticos já foram realizados com bactérias, algas, invertebrados e 
peixes, apesar de ainda serem limitados em número. Porém, estudos 
com nanopartículas metálicas com bivalves estão ficando mais 
frequentes na área de ecotoxicologia. Nanopartículas de prata foram 
caracterizadas como tóxicas para o desenvolvimento de embriões da 
ostra Crassostrea virginica (RINGWOOD et al., 2010) e causam 
distúrbios nos processos de calcificação da concha de mexilhões M. 

edulis (ZUYKOV et al., 2011). Nanopartículas de cobre estão 
relacionadas a processos oxidativos em brânquias (GOMES et al., 2011) 
e glândula digestiva (GOMES et al., 2012) de mexilhões M. 

galloprovincialis, além de causarem distúrbios comportamentais no 
berbigão Scrobicularia plana (BUFFET et al., 2011). Nanopartículas de 
ouro também têm sido consideradas como agentes oxidantes. Em 
mexilhões M. edulis, elas causam distúrbios na integridade da 
membrana lisossomal, oxidação de tióis de proteínas, peroxidação 
lipídica e alterações redox na glândula digestiva (TEDESCO et al., 
2010a, 2010b), além de distúrbios comportamentais em berbigões S. 

plana (PAN et al., 2012). Os dados reforçam a ideia de que 
nanomateriais são substâncias tóxicas para bivalves, através da geração 
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de ERO que consequentemente levam a um aumento nos danos em 
macromoléculas.  

No presente trabalho, a fim de investigar os efeitos de um 
contaminante ambiental com capacidade oxidante na homeostase celular 
de bivalves, nanopartículas de óxido de zinco (ZnONP) foram utilizadas 
em experimentos com ostras Crassostrea gigas. Este nanomaterial é 
utilizado em produtos como plástico, cerâmica, vidro, cimento, 
borracha, lubrificantes, tintas, pigmentos, comida, baterias, cosméticos, 
e protetores solares. Durante a sua produção, utilização ou descarte, as 
ZnONP podem chegar a ambientes aquáticos. Até o presente momento, 
já foi detectada a presença dessas nanopartículas com valores na ordem 
de 0,01 µg/L em águas de superfície, 2 µg/Kg em sedimentos e 20 µg/L 
em efluentes não tratados, porém os estudos acerca dos efeitos nocivos 
desses materiais em organismos aquáticos ainda é bastante limitado 
(MA; WILLIAMS; DIAMOND, 2013).  

Inúmeras evidências apoiam a ideia de indução de estresse 
oxidativo por ZnONP em diferentes células e organismos modelos, 
especialmente em mamíferos. Em camundongos, sua administração oral 
causou aumento na peroxidação lipídica, danos oxidativos no DNA e 
lesões patológicas no fígado e rim (SHARMA et al., 2012). Em ratos, 
exposição a ZnONP causou distúrbios no metabolismo energético e no 
funcionamento mitocondrial nos rins, o que pode estar relacionado a sua 
nefrotoxidade (YAN et al., 2012). Já culturas de células de mamíferos 
expostas a ZnONP apresentaram distúrbios mitocondriais, aumento na 
produção de ERO, diminuição no conteúdo de ATP e necrose, aumento 
na expressão de enzimas de proteção celular, ativação de vias pró-
inflamatórias e liberação de Ca2+ (XIA et al., 2008; ZHANG et al., 
2012). Este mesmo padrão de indução de estresse oxidativo e 
citotoxicidade foi detectado em Escherichia coli expostas a ZnONP. A 
incorporação de nanopartículas causou um aumento na produção de 
ERO, levando a peroxidação lipídica, consumo de GSH e dano 
oxidativo ao DNA, processos relacionados com genotoxicidade e morte 
celular (KUMAR et al., 2011). 

Entretanto, com relação a bivalves, apesar do crescente aumento 
nas evidências dos efeitos tóxicos de nanomateriais nestes organismos 
(CANESI et al., 2012), as informações disponíveis à respeito de sua 
toxicidade ainda são limitadas. Os efeitos in vitro dessas nanopartículas 
foram estudados em hemócitos da ostra C. gigas (CIACCI et al., 2012). 
Elas causaram distúrbios na membrana lisossomal e diminuição na 
capacidade fagocítica dos hemócitos, aumento na produção de ERO, 
distúrbios mitocondriais e eventos apoptóticos. Recentemente foi 
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indicado que mexilhões podem ser extremamente eficientes em filtrar 
ZnONP em suspensão, com posterior excreção por pseudofezes mesmo 
acumulando uma grande parte nos tecidos (MONTES et al., 2012). 
Acumulação de zinco, aumento na taxa de respiração, menor taxa de 
crescimento e maior mortalidade foram observadas em mexilhões 
expostos a ZnONP, indicando uma alta demanda energética para lidar 
com o excesso de zinco (HANNA et al., 2013). Estes dados estão de 
acordo com o aumento na peroxidação lipídica e nos níveis de 
metalotioneínas também encontrado em mexilhões (GAGNÉ et al., 
2013) ou com distúrbios comportamentais e aumento na atividade da 
Cat em berbigões expostos a ZnONP (BUFFET et al., 2012). Maiores 
taxas de respiração, acúmulo de zinco, aumento nos níveis de 
metalotioneínas, peroxidação lipídica e na atividade SOD já foram 
detectados em outros bivalves expostos a este nanomaterial (BUFFET et 
al., 2012; GAGNÉ et al., 2013; HANNA et al., 2013), porém sem muito 
enfoque no sistema antioxidante. Dessa forma, a caracterização dos 
efeitos de ZnONP neste sistema de defesa e na capacidade de ZnONP 
induzirem danos oxidativos e disfunção celular é fundamental para 
melhor compreender sua interação nestes organismos. 

 
1.4. ESTRATÉGIAS DE PESQUISA UTILIZADAS 

A seguir estão descritos os princípios teóricos dos diferentes 
estudos realizados neste trabalho. 

 
1.4.1. Investigação do processo de biotransformação de fase II e 
da via do ácido mercaptúrico em bivalves 

Este trabalho também visou investigar o papel de diferentes 
tecidos (brânquia, glândula digestiva e hemolinfa) nos processos de 
biotransformação do CDNB. Este composto é utilizado rotineiramente 
como substrato universal para o ensaio de atividade enzimática da GST, 
sendo substrato para isoformas de várias famílias de GST (HAYES; 
FLANAGAN; JOWSEY, 2005). Conforme apresentado na seção 1.2 
(vide Fig. 14), após o processo de conjugação de compostos eletrofílicos 
com GSH via GST, ocorre a metabolização da via do ácido 
mercaptúrico. Em mamíferos (REBBEOR et al., 1998; STOELTING; 
TJEERDEMA, 2000; VAIDYA; VILLANUEVA et al., 2006; GERK, 
2007), estes conjugados de glutationa (DNP-SG ou 2,4-dinitrofenil-
glutationa, no caso do CDNB) são excretados para fora das células 
hepáticas, onde peptidases extracelulares, geralmente nos rins, são 
responsáveis pela remoção dos resíduos γ-glutamil e a glicina, gerando 
um conjugado de cisteína (DNP-CYS ou 2,4-dinitrofenil-cisteína, no 
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caso do CDNB). Em seguida, esses metabólitos são absorvidos pelas 
células hepáticas, onde serão acetilados, gerando conjugados de N-
acetilcisteína (DNP-NAC ou 2,4-dinotrofenil-N-acetilcisteína, no caso 
do CDNB). Estes produtos finais são conhecidos como ácidos 
mercaptúricos, os quais serão, então, a principal forma excretada pelo 
organismo através da urina e das fezes, uma vez que o fígado lança os 
ácidos mercaptúricos no ductos biliares ou os rins liberam estes 
compostos via urina. Entretanto, a rota do ácido mercaptúrico não é 
descrita para bivalves. 

 Sendo assim, através da exposição de organismos ou culturas 
celulares ao CDNB, é possível acompanhar os processos de 
biotransformação de fase II e da via do ácido mercaptúrico, conforme já 
documentado com porcos da índia, ratos, camundongos e células de 
humanos. Utilizando este composto pode-se seguir: (a) absorção de 
compostos eletrofílicos; (b) sua conjugação com GSH; (c) seu exporte 
para fora da célula seguido da retirada dos resíduos de gamma-
glutamato e glicina; (d) recaptação celular com síntese de um ácido 
mercaptúrico; e (e) sua excreção via urina ou bile (REBBEOR et al., 
1998; STOELTING; TJEERDEMA, 2000; VAIDYA; GERK, 2007). A 
caracterização dos processos de transporte de conjugados de glutationa 
também já foi realizada em rins e intestino de mamíferos utilizando o 
CDNB como composto modelo (VILLANUEVA et al., 2006). 

Inúmeros trabalhos de campo e de laboratório estão relacionados 
à exposição de bivalves a diversos contaminantes orgânicos (conforme 
abordado na seção 1.4), muitos dos quais podem sofrer processos de 
conjugação com GSH pela via de biotransformação de fase II. Porém, 
ainda não foi investigado o funcionamento desta via em bivalves 
marinhos. Desta forma, através de uma exposição ao CDNB em 
conjunto com técnicas de cromatografia líquida de alta performance, foi 
realizada a identificação e quantificação de CDNB e metabólitos da via 
do ácido mercaptúrico na água do mar e nos tecidos de ostras (brânquia, 
glândula digestiva e hemolinfa) ao longo da exposição. Sabendo que o 
CDNB é um substrato da GST, a quantificação dos níveis de GSH, da 
atividade da GST e da expressão gênica de três isoformas dessa enzima 
na brânquia e glândula digestiva permitiu analisar a modulação do 
sistema de biotransformação de fase II em ostras. O sistema antioxidante 
também foi analisado, uma vez que a GSH é utilizada na 
biotransformação do CDNB, além deste composto já ter sido 
caracterizado como inibidor das enzimas antioxidantes GR e TrxR em 
mamíferos (BILZER et al., 1984; HEISS; GERHÄUSER, 2005; 
SEYFRIED; WÜLLNER, 2007).  
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Dessa forma, o consumo de GSH, modulação da atividade e 
expressão gênica da GST, assim como a inibição da GR e TrxR podem 
ser usados como ferramentas para estimar o aporte e a influência do 
CDNB nos diferentes tecidos analisados. Além disso, o agente 
eletrofílico N-etilmaleimida (NEM) foi utilisado como depletor de GSH 
a fim de bloquear a capacidade de biotransformação do CDNB nos 
tecidos. Por último, o consumo de GSH e a modulação da atividade das 
enzimas GST, GR e TrxR foi analisado em animais expostos a CDNB 
ou NEM pela água do mar ou pela hemolinfa, a fim de compreender o 
papel da brânquia como ponto de entrada e da metabolização inicial de 
substâncias eletrofílicas nestes organismos. 

 
1.4.2. Inibição do sistema antioxidante e o uso de agentes 
oxidantes 

No presente trabalho o papel das defesas antioxidantes na 
proteção celular foi investigado em mexilhões Perna perna e ostras C. 

gigas expostos a agentes oxidantes. Em um trabalho anterior, realizado 
por nosso grupo de pesquisa, foi detectado que zinco é capaz de inibir a 
enzima GR após uma exposição aguda em mexilhões P. perna 
(FRANCO et al., 2006). Da mesma maneira, foi observado que o 
composto eletrofílico 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) é capaz de 
inibir a TrxR in vitro em cultura de células de mamíferos (HEISS; 
GERHÄUSER, 2005; SEYFRIED; WÜLLNER, 2007). Tendo em vista 
que os sistemas da GPx e da Prx dependem da ação complementar da 
GR e TrxR para o funcionamento de seus ciclos catalíticos (Fig. 8 e 9), 
no presente trabalho mexilhões, P. perna foram expostos a zinco e 
CDNB enquanto que ostras C. gigas foram expostas apenas a CDNB 
como uma ferramenta para avaliar a capacidade de detoxificação de 
peróxidos. Sendo assim, foi estimado o papel dos sistemas enzimáticos 
dessas duas peroxidases na sobrevivência animal, detoxificação e 
proteção celular utilizando o hidroperóxido de cumeno (CHP) ou a 
quinona menadiona (Men) como agentes oxidantes.  

Já foi demonstrada a toxicidade do CHP em diferentes modelos 
de mamíferos, através de processos de estresse oxidativo e dano celular. 
Por exemplo, no caso de células de mamíferos, o CHP induziu danos no 
DNA, perda de viabilidade ou morte celular, distúrbio mitocondrial e 
energético, diminuição de GSH e danos oxidativos em macromoléculas 
(BARZEGAR; MOOSAVI-MOVAHEDI, 2011; MITOZO et al., 2011; 
POURAHMAD et al., 2010; VIMARD et al., 2011). Entretanto, não 
foram encontrados estudos com CHP em bivalves, exceto por um 
trabalho de enzimologia caracterizando a atividade GPx na glândula 
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digestiva de mexilhões M. edulis (LIVINGSTONE et al., 1992). Outro 
peróxido orgânico (hidroperóxido de tert-butila) já foi utilizado como 
agente oxidante a fim de investigar a relação entre a eficiência do 
sistema antioxidante e a extrema longevidade de alguns bivalves (> 60 
anos), porém apenas através de ensaios de apoptose e mortalidade 
(RIDGWAY et al., 2014; UNGVARI et al., 2011, 2013a, 2013b). 
Aparentemente, nestas espécies de maior longevidade, uma maior 
eficiência do sistema de defesa antioxidante não era a única ou principal 
regra capaz de garantir essa maior sobrevivência aos longos dos anos. 

Além da selenoenzima GPx e da 1Cys-Prx, a GST também possui 
atividade do tipo GPx contra peróxidos orgânicos, utilizando GSH como 
fonte de elétrons. As isoformas da GST estão localizadas tanto no 
citosol como na mitocôndria e em microssomas (HAYES; 
FLANAGAN; JOWSEY, 2005; LAWRENCE; BURK, 1976). Além 
disso, as 2Cys Prx também atuam degradando CHP, porém utilizando 
Trx como fonte de elétrons. Dessa forma, ao utilizar CHP como 
substrato não é possível identificar qual dessas diferentes famílias de 
enzimas (GPx, GST e Prx) estaria atuando majoritariamente na 
detoxificação do mesmo, sendo então uma medida geral de atividade do 
tipo peroxidase de hidroperóxidos orgânicos. 

No caso da Men, ela foi utilizada como modelo de oxidante 
devido ao processo de biotransformação de quinonas. Ele pode ocorrer 
inicialmente por sua redução através de duas vias (Fig. 15): (i) uma de 
menor toxicidade, com redução por dois elétrons, mediada pela enzima 
de biotransformação de fase I DT-diaforase e gerando uma hidroquinona 
estável; (ii) uma de maior toxicidade, com redução por um elétron, 
mediada por diversas enzimas de biotransformação de fase I (e.g. 

NADPH-citocromo P450 redutase, NADH-citocromo b5 redutase) 
gerando uma semiquinona instável capaz de gerar ciclos redox com 
produção contínua de O2

.-. Além disso, as quinonas também podem ser 
conjugadas diretamente com GSH através das GST, ou ainda suas 
formas hidroquinonas podem ser sulfatadas ou glucuroniladas, para 
posterior excreção (BOLTON et al., 2000; MONKS et al., 1992). 

A Men e outras quinonas já foram utilizadas como compostos 
modelos para a geração de estresse oxidativo em mexilhões e outros 
bivalves, os quais demonstraram alterações no estado tiólico celular e na 
atividade de enzimas antioxidantes, assim como na indução de danos 
oxidativos (BARATA et al., 2005; DAFRE et al., 2004; MCDONAGH; 
SHEEHAN, 2006). Utilizando o composto CDNB, a fim de diminuir a 
capacidade antioxidante dos organismos, seguido de uma exposição a 
Men como modelo de geração de ERO, também foi investigada a inter-
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relação entre o sistema de defesa de biotransformação e antioxidante 
durante os processos de biotransformação em ostras C. gigas. 

 

 
Figura 15: Metabolismo de biotransformação de quinonas (Q). Sua redução 
pode ocorrer por 2 elétrons (através da enzima DT-diaforase), gerando um 
composto estável hidroquinona (HQ), o qual pode ser excretado após sofrer 
processos de sulfatação ou glucuronidação. As quinonas também podem ser 
reduzidas por 1 elétron, gerando um ciclo redox com formação de uma 
semiquinona instável (SQ), a qual pode ser oxidada na presença de oxigênio e 
gerar O2

.- e quinona, reiniciando o ciclo. Além disso, por serem agentes 
eletrofílicos, as quinonas também podem ser conjugadas com glutationa (GSH) 
através da glutationa S-transferase para posterior excreção.  
 
1.4.3. Alterações redox em proteínas 

A análise, quantificação e caracterização dos processos de 
oxidações de proteínas são fundamentais para compreender os processos 
oxidativos e as vias de regulação redox celulares (IZQUIERDO-
ÁLVAREZ; MARTÍNEZ-RUIZ, 2011). Através destas análises é 
possível identificar proteínas sensíveis a estresse oxidativo em 
organismos sob influência de diferentes agentes oxidantes. Neste 
contexto, um conjunto de técnicas capazes de identificar e/ou quantificar 
o proteoma redox (conjunto de proteínas sensíveis a processos de 
oxidação e redução irreversíveis ou reversíveis) são conhecidas 
genericamente como proteômica redox, as quais utilizam ensaios de 
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proteômica (in gel ou shotgun), imunodetecção ou ainda colorimétricos 
(GO; JONES, 2013).  

Estudos de proteômica redox iniciaram recentemente na área de 
ecotoxicologia aquática, sendo apontada como uma área de estudo 
promissora para o estudo com bivalves marinhos. Relatos científicos 
demonstraram que os processos de oxidação de proteínas estão 
relacionados à toxicidade de vários compostos em bivalves, entre eles: 
surfactantes (CHORA et al., 2009), quinonas (MCDONAGH; 
SHEEHAN, 2007, 2008), metais, peróxido (MCDONAGH; SHEEHAN, 
2006; MCDONAGH; TYTHER; SHEEHAN, 2006) ou mesmo em 
animais nativos de ambientes contaminados (MCDONAGH; TYTHER; 
SHEEHAN, 2005). É estimado que as proteínas são capazes de absorver 
até 70 % dos ERO durante situações de estresse oxidativo, podendo ser 
importantes alvos da toxicidade de contaminantes ambientais, e 
consequentemente susceptíveis à perda de função biológica (DAVIES, 
2005). 

No presente trabalho ensaios de proteômica redox foram 
realizados com o objetivo de investigar se processos de oxidação em 
proteínas fazem parte do mecanismo de toxicidade de nanopartículas de 
óxido de zinco (ZnONP) em ostras C. gigas. No Brasil, até o presente 
momento, não existem grupos de pesquisa realizando estudos de 
proteômica redox com bivalves marinhos, sendo este um trabalho 
inovador nesta área de estudo no país. Através da utilização da 
proteômica redox, espera-se ampliar a caracterização dos efeitos 
oxidantes de diferentes compostos nestes organismos. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. OBJETIVO GERAL 

Investigar o funcionamento dos mecanismos de defesa 
antioxidante e de biotransformação em bivalves expostos a compostos 
eletrofílicos e oxidantes. 

 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Estudo 1: Investigar os processos de biotransformação de fase II e 
da via do ácido mercaptúrico em ostras C. gigas  
• Identificar os metabólitos derivados da via do ácido 

mercaptúrico utilizando o CDNB como composto eletrofílico 
modelo. 

• Investigar a capacidade de metabolização e excreção do 
CDNB. 

• Investigar o papel da brânquia, glândula digestiva e hemolinfa 
na proteção contra o CDNB. 

• Analisar a modulação do sistema antioxidante na brânquia e 
glândula digestiva causada pela exposição ao CDNB. 
 

Estudo 2: Investigar os sistemas peroxidáticos da GPx e Prx em 
mexilhões P. perna e ostras C. gigas. 

• Analisar se o comprometimendo de componentes dos sistemas 
peroxidáticos da GPx e Prx interfere na proteção contra 
peróxidos orgânicos e quinonas em mexilhões P. perna e 
ostras C. gigas.  

• Investigar a detoxificação de peróxidos orgânicos exógenos 
em mexilhões P. perna e ostras C. gigas utilizando CHP como 
composto modelo. 

• Analisar a resposta do sistema antioxidante e a relação entre o 
sistema de biotransformação de fase I e a toxicidade da 
menadiona em ostras C. gigas. 

 
Estudo 3: Investigar a toxicidade e os alvos bioquímicos e 

celulares em ostras C. gigas expostas a nanopartículas de zinco 
(ZnONP). 

• Analisar o potencial oxidante de ZnONP e a modulação do 
sistema antioxidante em ostras C. gigas. 
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• Analisar os alvos celulares da toxicidade de ZnONP.Analisar 
o perfil geral de oxidação de cisteínas de proteínas citosólicas 
e mitocondriais após exposição a ZnONP. 

• Analisar o perfil geral de carbonilação de proteínas citosólicas 
e mitocondriais após exposição a ZnONP. 

• Identificar proteínas diferencialmente expressas, carboniladas 
ou com oxidação em resíduos de cisteína pela técnica de 
proteômica redox 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Diferentes ensaios e análises foram realizados para cada um dos 

estudos desenvolvidos, conforme podem ser visualizados na Tabela 1 e 
delineados a seguir. 
  
Tabela 1: Parâmetros analisados nos diferentes estudos realizados com 
mexilhões P. perna e ostras C. gigas expostas a agentes oxidantes e 
eletrofílicos. 

 
3.1. ANIMAIS E ACLIMATAÇÃO (ESTUDOS 1-3) 

Mexilhões P. perna adultos (machos e fêmeas, 8-11 cm de 
comprimento) e ostras C. gigas adultas (machos e fêmeas, 8-13 cm de 
comprimento) foram obtidos de uma fazenda de cultivo marinho na 
praia do Ribeirão da Ilha, em Florianópolis - SC. Os animais foram 

Parâmetros analisados Estudo 1 Estudo 2 Estudo 3 

Quantificação de CDNB e de 
metabólitos da via do ácido 

mercaptúrico na água do mar 
e em tecidos de ostras 

X 
  

Quantificação de glutationa 
total, dissulfeto de glutationa 

e tióis proteicos 
X X X 

Ensaios enzimáticos e de 
peroxidação lipídica 

X X X 

Análises de transcrição gênica X 
  

Avaliação da capacidade de 
detoxificação de peróxidos in 

vivo 
 

X 
 

Ensaios de mortalidade 
 

X X 
Ensaios celulares e de 
imunocompetência de 

hemócitos 
 

X X 

Quantificação dos níveis de 
zinco   

X 

Análises por meio de 
microscopia eletrônica de 

transmissão 
  

X 

Ensaios de proteômica redox 
  

X 
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mantidos em laboratório por pelo menos 5 dias para aclimatação em 
aquários de plástico com água do mar (salinidade 35‰) filtrada e 
esterilizada, na proporção de 1 litro de água do mar por animal, com 
aeração constante e temperatura entre 18 e 20°C. Os animais foram 
alimentados a cada dois dias com uma solução comercial de alimento 
para invertebrados marinhos filtrantes (Sera Marin Coraliquid®, 
Alemanha). 

 
3.2. ESTUDO 1 
3.2.1. Delineamento experimental 

Neste primeiro estudoas etapas de biotransformação de fase II e 
da via do ácido mercaptúrico, assim como a modulação do sistema 
antioxidante foram estudadas em ostras C. gigas expostas ao agente 
eletrofílico CDNB. Um segundo agente eletrofílico (NEM) foi utilizado 
para depletar os níveis de GSH intracelulares na brânquia e permitir uma 
melhor compreensão da proteção mediada por este tecido nos processos 
de biotransformação de fase II de agentes eletrofílicos. Também foram 
comparados os efeitos do CDNB e NEM no sistema antioxidante através 
de duas vias de exposição (água do mar e hemolinfa, a fim de 
compreender o papel da brânquia como um forte ponto de entrada de 
agentes eletrofílicos. 

Após a aclimatação, ostras foram expostas a CDNB (10 µM, 
previamente dissolvido em etanol e adicionado na água do mar, 
concentração final de etanol de 0,01%) em aquários de vidro por 15 min, 
1 h, 4 h, 10 h e 24 h e a brânquia, glândula digestiva e hemolinfa foram 
coletadas em cada tempo de exposição. Alíquotas da água do mar 
também foram coletadas ao longo do tempo. A quantificação dos níveis 
de CDNB, DNP-SG e metabólitos da via do ácido mercaptúrico foi 
realizada em todos os tecidos e tempos de exposição, enquanto que as 
análises moleculares e bioquímicas foram realizadas apenas após 4, 10 e 
24 h de exposição na brânquia e glândula digestiva. A concentração de 
CDNB (10 µM) foi baseada em estudos preliminares iniciais com 
mexilhões P. perna, enquanto que os tempos de exposição escolhidos 
permitem o acompanhamento da biotransformação do CDNB e excreção 
de seus metabólitos, assim como a modulação no sistema antioxidante e 
de biotransformação a nível bioquímico e molecular. 

Em uma segunda etapa, a exposição a CDNB também ocorreu 
diretamente através de injeções no músculo adutor a fim de atingir todos 
os tecidos. Para este objetivo, 0,3, 1 e 3 μmol de CDNB (previamente 
dissolvido em etanol e adicionado na água do mar, concentração final de 
etanol de 0,01%) foram preparados em 1 ml de xilose 1 M (1000 
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mOsm/L) e injetados no músculo adutor para atingir diretamente a 
hemolinfa, e consequentemente, o resto do organismo. Estes valores são 
equivalentes à quantidade de CDNB presente em uma exposição de 
CDNB pela água do mar nas concentrações de 0,3, 1 e 3 μM (ao utilizar 
1 L de água do mar por animal). Devido à baixa solubilidade do CDNB 
em água do mar, foi utilizada a xilose como agente osmótico, ainda 
assim não sendo possível utilizar doses de CDNB equivalentes à uma 
exposição de CDNB 10 μM via água do mar (10 μmol via hemolinfa).  
Animais controle receberam somente o veículo (xilose 1 M). Após 24 h 
os animais foram sacrificados e a brânquia e glândula digestiva foram 
coletadas para ensaios bioquímicos. 

Um terceiro experimento foi realizado a fim de observar a 
importância da GSH da brânquia no processo de biotransformação de 
fase II. Para este objetivo, a GSH foi depletada utilizando o agente 
eletrofílico NEM. Animais foram expostos a NEM (0, 1, 10, 100 e 1000 
µM) adicionada na água do mar por 1 hora em aquários de vidro e a 
brânquia e glândula digestiva foram coletadas. Devido à rapida ação da 
NEM na depleção de SH celulares, este tempo de exposição foi utilizado 
ao invés de 24 h, o qual era utilizado nas exposições ao CDNB. Um 
segundo grupo de animais foi exposto a NEM através da injeção de 
NEM no músculo adutor: NEM (10, 100 e 300 µmol) foi preparada em 
1 ml de água do mar e injetada no músculo adutor para atingir 
diretamente a hemolinfa e consequentemente o resto do organismo. 
Estes valores equivalem a uma exposição de NEM 10, 100 e 300 µM via 
água do mar (utilizando 1 L de água do mar por animal) Após 1 h os 
animais foram sacrificados e a brânquia e glândula digestiva foram 
coletadas para ensaios bioquímicos. 

Animais também foram expostos sequencialmente a NEM e 
CDNB, a fim de observar se a depleção de GSH causada por NEM 
aumentada a toxicidade do CDNB. Após uma exposição de uma hora a 
NEM 100 µM adicionada na água do mar, os animais foram expostos a 
CDNB 10 µM por 24 h também adicionado na água do mar. Ao final do 
experimento os animais foram sacrificados e a brânquia e glândula 
digestiva foram coletadas para ensaios bioquímicos. 

 
3.2.2. Síntese de padrões de metabólitos do CDNB da via do ácido 
mercaptúrico 

Para a síntese do conjugado de CDNB com GSH (DNP-SG, vide 
seção 1.4.1), GSH e CDNB (1 mM) foram incubados por 4 h em tampão 
fosfato de potássio (KPi) 0,1 M pH 7,0 contendo EDTA 0,25 mM e 1,5 
µg de GST purificada de fígado equino. 
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Para a síntese dos demais metabólitos, foi utilizado 1-flúor-2,4-
dinitrobenzeno como composto para derivatização (HINCHMAN et al., 
1991). Para o conjugado de CDNB com cisteína (DNP-CYS, vide seção 
1.4.1), 2,5 mmol de 1-flúor-2,4-dinitrobenzeno (diluído em 25 ml de 
metanol) foram adicionados a 12,5 ml de KHCO3 2 N contendo 2,5 
mmol de cisteína. A solução foi mantida sob agitação magnética 
constante por 15 min e acidificada a pH 2 com HCl diluído. O 
precipitado foi coletado por filtração à vácuo e recristalizado à partir de 
água fervente. Para o conjugado de CDNB com N-acetilcisteína (DNP-
NAC, vide seção 1.4.1) foi utilizada a mesma preparação, porém com 5 
mmol de 1-flúor-2,4-dinitrobenzeno em 5 ml de metanol e 5 mmol de 
N-acetilcisteína em 25 ml de KHCO3 1 N. Não foi possível sintetizar o 
padrão 2,4-initrofenil-cisteínil-glicina (DNP-CG) devido à sua alta 
instabilidade. 

 
3.2.3. Quantificação dos níveis de CDNB e de metabólitos da via 
do ácido mercaptúrico na água do mar e tecidos de ostras 

A determinação de DNP-SG, DNP-Cys e DNP-NAC foi realizada 
na água no mar, brânquia, glândula digestiva e hemolinfa de ostras 
expostas in vivo a CDNB 10 µM por 0 min, 15 min, 1 h, 4 h, 10 h e 24 
h. Os níveis de CDNB foram determinados apenas na água do mar. 

Brânquia e glândula digestiva (300 mg) foram homogeneizadas 
em tampão TRIS/HCl 0,1 M pH 8,0. A hemolinfa foi centrifugada a 
1.000 x g por 10 min a 4°C e o sobrenadante foi guardado para as 
análises. Todas as amostras foram acidificadas com ácido perclórico 
(PCA, concentração final 5%) e centrifugadas a 15.000 x g por 2 min a 
4°C, diluídas 5 – 35 vezes e filtradas com filtros descartáveis de 0,22 
µm. 

As amostras e os padrões foram analisados por cromatografia 
líquida de alta performance acoplada à leitura de UV/VIS. Foi utilizada 
uma coluna de cromatografia de C18 (25 X 250 mm) seguindo um 
protocolo de eluição isocrática (HINCHMAN et al., 1991). A 
temperatura da coluna foi ajustada para 30°C, com fluxo de 1 ml/min e 
100 µl de amostra foi adicionado por análise. Para a determinação dos 
níveis de CDNB, a fase móvel consistia de uma combinação de 
acetonitrila e ácido acético (40% e 60%, respectivamente) e o 
cromatograma foi analisado em 280 nm. Para a análise de DNP-SG e 
metabólitos, a fase móvel consistia de uma combinação de acetonitrila e 
ácido acético (25% e 75%, respectivamente) e o cromatograma foi 
analisado a 340 nm. 
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3.2.4. Quantificação dos níveis de glutationa total 
Para a quantificação dos níveis de glutationa total (GSH-t, a soma 

de GSH + GSSG), aproximadamente 50 mg de tecido fresco (brânquia e 
glândula digestiva) foram homogeneizados (1:10 peso:vol) em PCA 0,5 
M seguido de centrifugação de 15.000 x g por 2 min a 4°C. O 
sobrenadante (extrato ácido) foi separado e neutralizado com KPi 0,1 M 
pH 7,0 contendo EDTA 1 mM. As amostras foram ensaiadas para GSH-
t por um ensaio enzimático (AKERBOOM; SIES, 1981) utilizando um 
espectrofotômetro Cary 50 UV-VIS ou uma leitora de placa Tecan 
Infinite M200. O meio de reação continha tampão KPi 100 mM pH 7,0 
contendo EDTA 1 mM, NADPH 0,2 mM, DTNB 0,1 mM e GR 0,2 
U/ml. 

 
3.2.5. Ensaios enzimáticos e de peroxidação lipídica 

Para o ensaio enzimático de proteínas, aproximadamente 200-300 
mg de tecido foram homogeneizados (1:4 peso:vol) em tampão HEPES 
20 mM pH 7,4. As amostras foram centrifugadas a 20.000 x g por 30 
min a 4°C e os sobrenadantes foram utilizados para os ensaios cinéticos. 
Para o ensaio da enzima de membrana GGT e determinação de 
peroxidação lipídica, o homogenato foi centrifugado a 1.000 x g por 10 
min a 4°C e o sobrenadante foi utilizando para os ensaios. 

A enzima GR foi analisada em 340 nm acompanhando a oxidação 
do NADPH utilizando GSSG como substrato (CARLBERG; 
MANNERVIK, 1985). O ensaio foi realizado em KPi 100 mM pH 7,0 
contendo EDTA 1 mM e 0,2 mM de NADPH. Como substrato iniciador 
foi utilizado 1 mM GSSG. 

A enzima TrxR foi analisada em 412 nm acompanhando a 
redução do DTNB na presença de NADPH (ARNÉR; ZHONG; 
HOLMGREN, 1999). O ensaio foi realizado em tampão KPi 100 mM 
pH 7,0 contendo EDTA 10 mM, DTNB 5 mM e albumina de soro 
bovino 0,2 mg/ml. Após 20 min de incubação, foi adicionado 200 µM 
de NADPH como substrato iniciador. 

A enzima GST foi analisada em 340 nm acompanhando a 
conjugação do CDNB com GSH (HABIG; JAKOBY, 1981). O ensaio 
foi realizado em tampão KPi 100 mM pH 7,0 contendo EDTA 1 mM e 
GSH 1 mM. Como substrato iniciador foi utilizado 1 mM de CDNB. 

A atividade da GGT foi realizada com um kit comercial, 
seguindo as instruções do fabricante (Biotécnica®, Brasil). 

A peroxidação lipídica foi estimada através do ensaio de espécies 
reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). As amostras foram incubadas 
a 95°C por 1 h em meio contendo ácido acético 7,5% pH 3,5, butil 
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hidróxitolueno 70 µM, ácido tiobarbitúrico 0,3% e SDS 0,4%. Após 
adição de butanol, a fase aquosa foi retirada e analisada para 
absorbância em 532 nm. Adaptado de Oakes e Van der Kraak (2003). 

A concentração proteica foi determinada pelo método de 
Bradford utilizando albumina de soro bovino como padrão 
(BRADFORD, 1976). 

 
3.2.6. Análises de transcrição gênica 

Brânquia e glândula digestiva (50 mg) de ostras expostas a 
CDNB 10 µM (via água do mar) por 4, 10 e 24 h foram congeladas a -
80°C na presença de RNA later® (Invitrogen). O RNA total foi extraído 
utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen). Em seguida, as amostras 
foram tratadas com DNAse I (Fermentas) e a concentração e pureza de 
RNA foi estimada espectrofotometricamente (NanoVue, GE 
Healthcare). A síntese de cDNA foi realizada utilizando a enzima 
Transcriptase reversa RevertAid® Reverse Transcriptase (Fermentas), de 
acordo com as instruções do fabricante. 

A expressão relativa dos níveis de mRNA codificantes derivados 
de genes putativos para as isoformas da GST omega, pi e mi, além da 
Prx6 e GPx, foi realizada por análise de qPCR. Os iniciadores (Tabela 
2) foram escolhidos baseados na literatura ou foram desenhados a partir 
de sequências de C. gigas depositadas no GeneBank, seguindo os 
seguintes parâmetros: tamanho de 18 – 20 pb, temperatura de 
anelamento entre 59-61°C, conteúdo de GC entre 40-60% e tamanho do 
produto de amplificação entre 90-200 pb. A eficiência dos iniciadores 
foi testada utilizando o método da curva padrão, com diluição seriada 
(1:3 a 1:63) a partir de uma amostra de cDNA obtida de um pool de 
amostras. Iniciadores com eficiência entre 1,8 e 2,2 foram utilizados. 
Todas as análises de qPCR foram realizadas em microplacas de 96 
poços, em duplicata, com um volume final de reação de 10 μl em um 
termociclador ABI7900HT (Applied Biosystems), de acordo com um 
protocolo utilizado em trabalho anterior (MELLO et al., 2012). Os 
resultados estão demosntrados como expressão relativa de transcritos 
normalizados pelo gene referência gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 
(GAPDH), utilizando a equação de 2-(ΔΔct) (PFAFFL, 2001). Esse gene 
foi utilizado como referência por não sofrer alterações em sua expressão 
nos diferentes grupos analisados. 

 
Tabela 2. Genes selecionados com suas respectivas sequência de iniciadores 
utilizados para as análises de qPCR e números de acesso no GenBank. 
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Gene Sequência 5’– 3’ GenBank 

GSTo 
Fw - TGATGAGTTCACCACCGCAA 
Rv - TTCAAACCATGGCCACAGCA 

AJ557141.1 

GSTpi 
Fw - AGGCGATTTTCACCTCTGTC 
Rv – TTCCTTCTGCCACAAAGTCG 

AJ557140.1 

GSTmi 
Fw – ACAAACCTTGGTTCGCTGGA 
Rv - AGGCTTCATCAGTCTGTGCT 

AJ558252.1 

Prx6 
Fw - GAGCCAGAGTTCAAGAAGAG 
Rv – TGCATTGTCCTTTTCGGCTG 

AM265552.1 

GPx 
Fw - TCAAGATCCGAGATGTCGTC 
Rv – ACTCGGTTTCCAGACATGAG 

EF692639.1 

GAPDH 
Fw - GCTGTGACACCATTGGAGAA 
Rv – ACCAATGACGCAACAAGCGA 

AJ544886.1 

 
3.2.7. Análises estatísticas 

Os dados foram analisados para normalidade de acordo com teste 
de Shapiro-Wilk e analisados por ANOVA de uma ou duas vias seguido 
do post hoc de Duncan quando necessário. As diferenças foram 
consideradas estatisticamente significativas utilizando o nível de 
significância de p < 0,05. 

 
3.3. ESTUDO 2 
3.3.1. Delineamento experimental 

Neste segundo estudo, a importância da GR e TrxR para os 
sistemas de degradação de peróxidos em bivalves foi investigada 
utilizando CDNB e ZnCl2 como inibidores destas enzimas. Estudos 
anteriores de nosso grupo de pesquisa já apontaram para o efeito 
inibitório do ZnCl2 na GR em mexilhões P. perna (vide seção 1.4.2), 
enquanto que o CDNB já foi utilizado como inibidor da TrxR em 
mamíferos (vide seção 1.4.2). A importância dessas enzimas foi 
investigada utilizando CHP ou Men como agentes oxidantes em animais 
previamente expostos a ZnCl2 ou CDNB. 

Após aclimatação, mexilhões foram expostos a diferentes 
concentrações de zinco (ZnCl2, 0, 30, 40, 50 e 100 µM) ou CDNB (0, 3, 
6, 10 e 25 µM) por 18 h em aquários de vidro com 1 litro de água do 
mar por animal. Após a exposição, os animais foram sacrificados e as 
brânquias foram coletadas para os ensaios bioquímicos. No caso de 
ostras C. gigas, os animais foram expostos a CDNB (10 µM) por 18 h e 
a brânquia foi coletada para ensaios bioquímicos e celulares. Este tempo 
de exposição foi escolhido por permitir uma ação inibitória do CDNB e 
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ZnCl2 nas enzimas, além de ser curto o suficiente para evitar uma 
resposta adaptativa dos organismos (geralmente observada mais em 
longo prazo). As concentrações de CDNB e ZnCl2 utilizadas foram 
baseadas em trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa com 
mexilhões (FRANCO et al., 2006) e células de mamíferos (dados não 
publicados). 

Para mexilhões, os efeitos das inibições da GR e TrxR foram 
analisados utilizando uma pré-exposição a ZnCl2 ou CDNB seguido de 
uma exposição a um agente oxidante (CHP). Animais pré-tratados com 
ZnCl2 (40 µM) ou com CDNB (10 µM) por 18 h foram expostos a CHP 
(50 e 100 µM) por 2 h. Um terceiro grupo de animais foi exposto apenas 
a CHP por 2 h enquanto que outro grupo de animais foi mantido apenas 
em água do mar durante todo o experimento (grupo controle). Este 
período de exposição ao CHP foi utilizado por permitir o 
acompanhamento da taxa de degradação de peróxido ao longo do tempo, 
assim como a análise do estado tiólico, danos oxidativos e distúrbios 
celulares. Ao longo deste tempo de exposição, alíquotas de água do mar 
foram coletadas a fim de quantificar os níveis remanescentes de CHP 
(vide seção 3.3.3). Ao fim do experimento, a brânquia e hemolinfa 
foram coletadas para ensaios bioquímicos e celulares. Ensaios de 
mortalidade também foram realizados com mexilhões expostos a CHP 
(vide seção 3.3.4).  

Para ostras, após exposição a CDNB (10 µM) por 18 h, a taxa de 
degradação de peróxidos foi analisada através de uma exposição a CHP 
(50 µM) por 2 h. Um segundo grupo de animais foi exposto apenas a 
CHP por 2 h enquanto que outro grupo de animais foi mantido apenas 
em água do mar durante todo o experimento (grupo controle). Alíquotas 
de água do mar foram coletadas ao longo do tempo para análise dos 
níveis remanescentes de CHP (vide seção 3.3.3).  

Um conjunto adicional de experimentos foi realizado com ostras 
e a quinona Men, de acordo com o seguinte delineamento: animais 
controle foram mantidos por 18 h na água do mar, seguido de mais 24 h 
de exposição na água do mar (grupo AM/AM); animais expostos a 
CDNB 10 µM por 18 h foram mantidos posteriormente na água do mar 
por 24 h (grupo CDNB/AM); animais foram mantidos por 18 h na água 
do mar seguido de 24 h de exposição a Men (1 mM, grupo AM/Men); e 
animais expostos a CDNB 10 µM por 18 h foram expostos a Men 1 mM 
por 24 h (grupo CDNB/Men). Após o período de exposição (18 h + 24 
h), os animais foram sacrificados e a brânquia e hemolinfa foram 
coletadas para ensaios bioquímicos e celulares. A concentração de Men 
(1 mM) e o tempo de exposição (24 h) foram escolhidos baseados em 
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outros trabalhos com bivalves expostos a quinonas (MCDONAGH; 
SHEEHAN, 2007; MCDONAGH; SHEEHAN, 2008; TEDESCO et al., 
2010a). Ensaios de mortalidade também foram realizados com ostras 
expostas a Men (vide seção 3.3.4).  

 
3.3.2. Ensaios enzimáticos 

Após homogeneização (idem item 3.2.5.), as amostras foram 
ensaiadas espectrofotometricamente de acordo com métodos padrões. 

As enzimas GR e TrxR foram analisadas de acordo com a seção 
3.2.5. 

A enzima GPx foi analisada em 340 nm em um ensaio acoplado 
com GR acompanhando a oxidação de NAPDH (WENDEL, 1981). O 
ensaio foi realizado utilizando KPi 50 mM pH 7,0 contendo EDTA 0,5 
mM, NADPH 0,2 mM, GSH 1 mM e GR 0,2 U/ml. CHP 1 mM foi 
utilizado como substrato iniciador. 

A enzima menadiona redutase (Men redutase, também conhecida 
como DT-diaforase) foi analisada em 340 nm acompanhando a oxidação 
de NAPDH na presença de Men (MASTERS et al., 1965). O ensaio foi 
realizado em tampão TRIS-HCl 20 mM pH 7,6 contendo 0,2 mM de 
NADPH. Como substrato iniciador foi utilizado Men 100 µM. 
Dicumarol (50 µM) foi adicionado para inibir a DT diaforase e avaliar a 
redução da Men dependente de dois elétrons. 

A enzima NAD(P)H-citocromo c redutase foi analisada em 550 
nm acompanhando a redução do citocromo c na presença de NADPH e 
Men (LIVINGSTONE; GARCIA MARTINEZ; WINSTON, 1989). O 
ensaio foi realizado em tampão TRIS-HCl 20 mM pH 7,6 contendo 
NADPH 0,2 mM e citocromo c 20 µM. Como substrato iniciador foi 
utilizado Men 300 µM. A redução univalente da Men pela enzima gera 
uma quinona instável, a qual é oxidada a sua forma original na presença 
de oxigênio e gera O2

.-, o qual irá reduzir o citocromo c. A fim de 
confirmar de que a redução do citocromo c é dependende da geração de 
O2

.-, o ensaio também foi realzado na presença de SOD (30 µg) no 
ensaio a fim de bloquear esta via de redução. 

 
3.3.3. Avaliação da capacidade de detoxificação de peróxido in 

vivo 
Para os experimentos a fim de quantificar os níveis de CHP na 

água do mar ao longo do período de exposição, os animais (mexilhões e 
ostras) foram acondicionados individualmente em béqueres contendo 
300 ml de água do mar com aeração constante e aclimatados nessa 
condição por 1 hora a fim de garantir a abertura das valvas. Em seguida, 
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foram adicionados 200 ml de CHP preparado em água do mar 
(concentração final 50 ou 100 µM) e alíquotas do meio de exposição 
(35-50 µl) foram coletadas ao longo de 2 h. Dois grupos adicionais 
foram analisados: animais expostos apenas a água do mar (branco) e 
béquers contendo CHP na ausência de animais (para avaliar a 
autodegradação do CHP). As amostras foram imediatamente 
adicionadas em placas de 96 poços e o volume foi ajustado para 200 µl 
com água ultrapura. Em seguida, 50 µl do meio de reação (xilenol 
laranja 2,5 mM, sulfato de ferro amoniacal 2,5 mM e 1,1 mM de PCA ) 
foram adicionados e a placa foi incubada no escuro por 30 min sob 
temperatura ambiente (GAY; GEBICKI, 2002). A placa foi lida em uma 
leitora TP-Reader (Thermo Plate) e os níveis de CHP foram estimados 
baseados em uma curva padrão de CHP.  

No caso de mexilhões P. perna, a taxa de degradação de CHP foi 
estimada utilizando o cálculo do valor da área abaixo da curva (AAC) a 
partir de gráficos contendo os valores de CHP em relação ao tempo. A 
AAC do grupo controle foi considerada como 100% e as dos demais 
grupos foram normalizadas em relação ao grupo controle. Dessa forma, 
quanto maior a área, menor a capacidade de detoxificação de peróxido 
in vivo, devido ao acúmulo de CHP na água do mar ao longo do tempo. 
No caso de ostras C. gigas, a taxa de detoxificação foi mais lenta que 
em mexilhões, permitindo uma análise por regressão linear. 

 
3.3.4. Mortalidade de ostras e mexilhões a agentes oxidantes 

Curvas de mortalidade (CL50) a CHP foi realizada com 
mexilhões. Os animais foram expostos a diferentes concentrações de 
CHP (0, 100, 300, 1000 e 3000 µM) por 96 h, com troca diária de água 
do mar e reposição de CHP. Após a análise da CL50(96 h) do CHP, 
outro conjunto de experimentos foi realizado com animais expostos a 
CHP (100 e 300 µM) por 96 h, na presença ou ausência de uma pré-
exposição a ZnCl2 (40 µM) ou CDNB (10 µM) por 18 h. A mortalidade 
foi acompanhada ao longo do tempo. Um grupo de animais expostos 
apenas a ZnCl2 e outro apenas a CDNB por 18 h foram mantidos em 
água do mar por 96 h para quantificar a mortalidade causada pela 
exposição a esses contaminantes na ausência de CHP. 

Curvas de mortalidade também foram realizadas com ostras 
expostas a Men. Um grupo foi exposto a Men 300 μM por 96 h, com 
troca de água e reposição de Men diária. Um segundo grupo foi exposto 
a CDNB 10 µM por 18 h seguido de Men 300 µM por 96 h também com 
troca de água e reposição de Men diária. Um terceiro grupo foi exposto 
apenas a CDNB 10 µM por 18 h e mantido em água do mar por 96 h a 
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fim de investigar se o CDNB poderia induzir alguma mortalidade. O 
grupo controle foi mantido apenas em água do mar durante todo o 
experimento. Esta concetração de Men (300 µM) foi utilizada para este 
experimento tendo em vista que trabalhos de curto prazo (24 h) com 
concentrações mais elevadas (1 mM) já apresentavam alterações em 
parâmetros bioquímicos em bivalves (MCDONAGH; SHEEHAN, 2007; 
MCDONAGH; SHEEHAN, 2008; TEDESCO et al., 2010a), os quais 
poderiam ser demasiadamente amplificados por uma exposição mais 
prolongada (96 h) seguida de uma pré-exposição a CDNB. 

 
3.3.5. Quantificação dos níveis de glutationa total, dissulfeto de 
glutationa e tióis proteicos na brânquia 

Os níveis de GSSG foram quantificados em aproximadamente 
100 mg de tecido fresco homogeneizados (1:5 peso:vol) em NEM 6,25 
mM. As amostras foram acidificadas com PCA (concentração final 0,5 
M) e centrifugadas a 15.000 x g por 15 min a 4°C. O excesso de NEM 
foi removido utilizando um protocolo de hidrólise alcalina 
(SACCHETTA; DI COLA; FEDERICI, 1986) e as amostras analisadas 
utilizando o mesmo método para GSH-t. 

A quantificação dos níveis de GSH-t foi realizada de acordo com 
a seção 3.2.4.1, enquanto que os níveis de PSH foram analisados 
colorimetricamente na fração particulada obtida após centrifugação dos 
homogenatos para ensaio de GSH-t. A fração particulada foi lavada com 
1 ml de PCA 0,5 M, solubilizada com tampão TRIS-HCl 0,5 M pH 8,0 
contendo SDS 1% e quantificadas para PSH por método colorimétrico 
(JOCELYN, 1987). O ensaio foi realizado em tampão TRIS/HCl 0,5 M 
pH 8,0 contendo SDS 1% e DTNB 0,2 mM. 

 
3.3.6. Análises celulares e de imunocompetência em hemócitos 

Após as exposições, a hemolinfa foi coletada através do músculo 
adutor e acondicionada em gelo. Em seguida, a hemolinfa foi processada 
para os ensaios de densidade celular, viabilidade celular pela redução do 
MTT e acúmulo de vermelho neutro, e danos no DNA pelo ensaio do 
cometa. 

Para o ensaio de redução do MTT: 1 x 106 células (após 
determinação da densidade celular utilizando uma câmara de Newbauer) 
foram centrifugadas a 800 x g por 15 min a 4°C e a fração particulada 
foi ressuspensa em 300 µl de tampão fosfato salina (PBS) contendo 
NaCl 500 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM e MTT 
0,5 mg/L. As amostras foram incubadas por 1 hora a 25°C no escuro e 
centrifugadas a 800 x g por 15 min a 4°C. O formazam formado durante 
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a incubação foi extraído em 300 µl de DMSO e as amostras foram lidas 
em 550 nm utilizando um espectrofotômetro Cary 50 UV-VIS ou uma 
leitora de placa Tecan Infinite M200. 

Para o ensaio do vermelho neutro (VN), 4 x 105 células (após 
determinação da densidade celular utilizando uma câmara de Newbauer) 
foram centrifugadas a 800 x g por 15 min a 4°C e a fração particulada 
foi ressuspensa em 200 µl de PBS contendo VN 0,004%. As amostras 
foram incubadas por 3 h a 25°C no escuro e centrifugadas a 800 x g por 
15 min a 4°C. As amostras foram centrifugadas a 800 x g por 15 min a 
4°C e lavadas 3 x com PBS para remover excesso de vermelho neutro 
extracelular. Após lavagem, as células foram incubadas com etanol 50% 
contendo ácido acético 1% e lidas em 550 nm utilizando um 
espectrofotômetro Cary 50 UV-VIS ou uma leitora de placa Tecan 
Infinite M200. 

Para o ensaio do cometa, utilizou-se um protocolo realizado 
anteriormente com mexilhões M. edulis (TRAN et al., 2007). Uma 
alíquota de 200 µl de hemolinfa foi centrifugada a 400 x g por 3 min a 
4°C, as células foram ressuspensas em 160 µl de agarose de baixo ponto 
de fusão (0,75 %, preparada em PBS) e distribuídas em duas lâminas de 
vidro pré-tratadas com agarose. Após incubação a 4°C, as amostras 
foram incubadas em tampão de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, TRIS 
10 mM, Triton 1%, DMSO 10 % e pH 10) a 4°C por 1 h. Em seguida, as 
amostras foram lavadas com água ultrapura, acondicionadas em câmara 
de eletroforese horizontal e incubadas em solução contendo NaOH 0,3 
M e EDTA 200 mM (pH 13) por 20 min. A eletroforese foi realizada 
por 30 min a 300 mA, as amostras foram lavadas com água ultrapura e 
neutralizadas em tampão TRIS/HCl 0,4 M pH 7,5. As amostras foram 
coradas com nitrato de prata e analisadas em microscópio óptico. 50 
células foram contadas para cada réplica (100 por amostra), e 
caracterizadas de 0 a 4 de acordo o tamanho da cauda e, 
consequentemente, do dano ao DNA (classe 0 corresponde à ausência de 
dano classe 4 corresponde à dano máximo). O índice de dano 
corresponde à soma de das categorias de dano analisadas para cada 
amostra, variando entre 0 e 400 (SINGH et al., 1988). 

 
3.3.7. Análises estatísticas 

As análises de sobrevivência foram realizadas por análise de 
PROBIT pelo teste de Mantel-Cox.  

Os demais dados foram analisados para normalidade de acordo 
com o teste de Shapiro-Wilk e os pares de médias foram analisados 
pelos teste t de Student enquanto que comparações múltiplas foram 
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realizadas por ANOVA de uma ou duas vias seguido pelo teste post hoc 

de Duncan quando necessário. As diferenças foram consideradas 
estatisticamente significativas utilizando o nível de significância de p < 
0,05. 

 
3.4. ESTUDO 3 
3.4.1. Caracterização de ZnONP 

ZnONP (dispersão em acetato de butila, Sigma Aldrich #721093) 
foram caracterizadas através de microscopia eletrônica de transmissão 
(MET) e espalhamento dinâmico da luz. Para análise por MET, ZnONP 
foram inicialmente diluídas em DMSO seguido de diluição em água do 
mar para uma concentração final de 50 mg/L. Uma alíquota foi 
adicionada a uma tela de cobre seguido de secagem ao ar para posterior 
análise em microscópio JEM-1011 (JEOL) a 80 KV. O tamanho das 
partículas primárias foi determinado a partir de imagens de 1000 
partículas selecionadas aleatoriamente utilizando o software Image J 
para a quantificação (versão 1.47; obtido do website 
http://rsb.info.nih.gov/ij/). Para a análise de espalhamento dinâmico da 
luz, dispersões de ZnONP foram preparadas em DMSO puro ou em 
água do mar, em concentrações de 8 a 32 mg/L. As amostras foram 
analisadas em um Zetasizer Nano series (Malvern Instruments). Duas 
réplicas foram analisadas por amostra, cada uma com 11 leituras por 
réplica. DMSO foi utilizado como solvente para esta análise por ser 
utilizado para pré-dissolver as ZnONP antes das exposições, conforme 
descrito a seguir. 

Devido à baixa solubilidade do acetato de butila na água do mar, 
as ZnONP foram inicialmente diluídas em DMSO para posterior adição 
na água do mar durante as exposições. Para os experimentos da taxa de 
mortalidade, as concentrações de acetato de butila e DMSO foram 
ajustadas para 80 e 102 µg/L, respectivamente, para todos os grupos 
(inclusive o controle). No caso dos demais experimentos, as 
concentrações utilizadas de acetato de butila e DMSO foram de 6,4 e 
102 µg/L, respectivamente. Estes valores estão bem abaixo da CL50(24 
h) destes compostos para organismos aquáticos como invertebrados 
(DMSO = 27,5 g/L para Daphnia pulex e acetato de butila = 205 mg/L 
para Daphnia magna) , de acordo com os dados dos fornecedores 
(Sigma-Aldrich). As concentrações de acetato de butila variaram entre 
os diferentes experimentos uma vez que as ZnONP estavam dispersas 
neste composto, e dessa forma alterações nas concentrações de ZnONP 
também afetavam as concentrações do solvente (para os ensaios de 
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mortalidade, a maior concetração de ZnoNP foi de 50 mg/L, enquanto 
que para as demais exposições foi de 4 mg/L).  

 
3.4.2. Delineamento experimental 

Após aclimatação, ostras foram expostas a diferentes 
concentrações de ZnONP (0,05, 0,5, 5 e 50 mg/L) e ZnCl2 (0,136, 1,36, 
13,6, 136 e 1360 mg/L) por 96 h e a taxa de mortalidade foi analisada 
(14 animais por grupo). Durante o experimento a água foi trocada a cada 
24 h com reposição de ZnONP e ZnCl2. Essas concentrações foram 
baseadas em experimentos de toxicidade de ZnONP com outros 
invertebrados (WONG et al., 2010; YU et al., 2011; ALI et al., 2012). 

Um segundo experimento foi realizado com ostras expostas a 
ZnONP 4mg/L por 6, 24 e 48 h a fim de elucidar o mecanismo de 
toxicidade deste nanomaterial. A água do mar foi trocada a cada 24 h, 
com reposição de ZnONP. Ao fim do experimento a brânquia e glândula 
digestiva foram coletadas para ensaios químicos e de microscopia 
eletrônica de transmissão (MET). Este experimento possuiu apenas um 
grupo controle (exposto ao veículo por 48 h). Durante a exposição, 
alíquotas da água do mar foram coletadas para análise química. ZnONP 
também foram adicionadas a béqueres com água do mar sob aeração 
constante na ausência de animais, e alíquotas da água do mar foram 
coletadas ao longo do tempo a fim de estimar a taxa de precipitação das 
ZnONP na água do mar. A fim de quantificar a dissociação de ZnONP 
em Zn2+, alíquotas de ZnONP obtidas de aquários na ausência de 
animais foram coletadas ao longo do tempo. As amostras foram 
processadas por ultrafiltração utilizando filtros com ponto de exclusão 
de 10 kDa (equivalente a nanopartículas de 2 nm). O material eluído do 
filtro foi utilizado para a quantificação de Zn2+ dissociado. 

Um terceiro experimento foi realizado com ostras expostas a 
ZnONP por 24 ou 48 h. A água foi trocada a cada 24 h com reposição de 
ZnONP. Ao fim do experimento, os animais foram sacrificados e a 
hemolinfa, brânquia e glândula digestiva foram coletadas para ensaios 
bioquímicos e celulares. Um grupo controle foi utilizado para cada 
tempo de exposição (24 e 48 h). Os tecidos também foram enviados em 
gelo seco para a Univeristy College Cork, na República da Irlanda, para 
ensaios de proteômica redox. 

 
3.4.3. Quantificação dos níveis de zinco 

Os níveis de zinco foram analisados na água do mar e nos tecidos 
de ostras (brânquia e glândula digestiva) durante a exposição a ZnONP, 
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de acordo com um protocolo utilizado anteriormente com mexilhões M. 

edulis (TREVISAN et al., 2011). 
As amostras de água do mar foram acidificadas com HNO3 5%. 

Os tecidos (500 mg de tecido seco a 80°C) foram acidificados com 7 ml 
de solução de HNO3 e HCL concentrado (1,5:1 vol:vol) em uma chapa 
quente e diluídos para 50 ml com água ultrapura. As amostras foram 
analisadas para o conteúdo de zinco por espectrometria de emissão 
óptica por plasma acoplado indutivamente. 

 
3.4.4. Análise de tecidos por MET 

Amostras (aproximadamente 5 mm) de brânquia e glândula 
digestiva de ostras após exposição a ZnONP foram fixadas em tampão 
contendo glutaraldeído 2,5% e cacodilato de sódio 100 mM (pH 7,2) 
(SCHMIDT et al., 2009). O material foi pós-fixado com tetróxido de 
ósmio por 4 h, desidratado em gradiente seriado de acetona e coberto 
com resina do tipo Spurr. Cortes ultrafinos foram corados com acetato 
de uranila aquoso seguido citrato de chumbo. As amostras (4 amostras 
por grupo com duas réplicas cada) foram analisadas por MET utilizando 
um microscópio JEOL 1011 a 80 kV no  Laboratório de Microscopia 
Central, da Universidade Federal de Santa Catarina. As células 
analisadas foram células ciliadas e com microvilosidades do epitélio da 
brânquia e as células digestivas dos túbulos digestivos da glândula 
digestiva. 

 
3.4.5. Análise dos níveis de glutationa total, dissulfeto de 
glutationa e tióis proteicos 

As análises de GSH-t, GSSG e PSH foram realizadas de acordo 
com as seções 3.2.4 e 3.3.5. 

 
3.4.6. Análises celulares e de imunocompetência em hemócitos 

Hemócitos de ostras C. gigas foram coletados ao fim da 
exposição e ensaiadas para análises de viabilidade celular pelo método 
do MTT e vermelho neutro conforme descrito na seção 3.3.6.  

A taxa de fagocitose dos hemócitos foi analisada através da 
incubação de 100 µL de hemolinfa com 30 µL de microesferas 
fluorescentes (Fluoresbrite YG microspheres, 2,00 µm, Polysciences) 
preparadas a 2,5 % em água do mar. Em seguida, foram adicionados 200 
µL de água do mar filtrada estéril e as amostras foram incubadas por 1 
h, no escuro, a 20 °C (HÉGARET; WIKFORS; SOUDANT, 2003). O 
percentual de hemócitos altamente fagocíticos (que fagocitaram 3 ou 
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mais esferas) em cada amostra foi determinado através de citometria de 
fluxo em um FACSCanto II (BD Biosciences). 

A taxa de adesão celular dos hemócitos foi avaliada pela adição 
de 100 µL de hemolinfa e 100 µL de água do mar filtrada estéril em 
uma placa de 24 poços, permitindo a adesão por 2 h a 20 °C. Após esse 
período o sobrenadante de cada poço foi removido, filtrado (80 µm) e 
transferido para um tubo de citometria contendo 200 µl de uma solução 
de PBS/formol 4 %. O número de células que não foram capazes de 
aderirem à placa foi determinado por microscopia óptica utilizando uma 
câmara de Newbauer. 

A produção de ERO intracelular foi determinada nos hemócitos 
usando o reagente 2',7'-diacetato de diclorofluoresceína (Sigma). Para 
tal, 100 µL de hemolinfa foram incubados com 4 µL de 2',7'-diacetato 
de diclorofluoresceína a 1 mM e 300 µL de água do mar filtrada estéril 
por 2 h, no escuro, a 20 °C (HÉGARET; WIKFORS; SOUDANT, 
2003). O nível de fluorescência derivado da oxidação do fluoróforo foi 
determinado em um citômetro de fluxo FACSCanto II (BD 
Biosciences), do Laboratório Multiusuário de Estudos em Biologia I da 
Universidade Federal de Santa Catarina. 

 
3.4.7. Ensaios enzimáticos e detecção dos níveis de peroxidação 
lipídica 

Para a análise dos níveis de peroxidação lipídica e das enzimas 
GR, TrxR, GPx e Cat, as amostras foram preparadas de acordo com a 
seção 3.2.5. 

Os níveis de peroxidação lipídica e as enzimas GR e TrxR foram 
ensaiadas de acordo com a seção 3.2.5 enquanto que a enzima GPx foi 
ensaiada de acordo com a seção 3.3.2. 

A enzima Cat foi analisada seguindo a dismutação do H2O2 a O2 
em 240 nm (AEBI, 1984). O ensaio enzimático de 40 segundos foi 
realizado em tampão KPi 50 mM pH 7,0 contendo EDTA 0,5 mM e 
0,012 % de Triton X-100. Como substrato iniciador foi utilizado 10 mM 
de H2O2. 

Para as demais enzimas, as proteínas citosólicas foram obtidas em 
homogeneização (1:3, peso:vol) de aproximadamente 200 mg de tecido 
em tampão TRIS/HCl 10 mM pH 7,2 contendo sacarose 0,5 M, KCl 
0,15 M, EDTA 1mM e PMSF 1 mM. Os homogenatos foram 
centrifugados a 15.000 x g por 1 h a 4°C e os sobrenadantes foram 
utilizados para os ensaios cinéticos. Para as análises com proteínas 
mitocondriais, os tecidos (300 mg) foram homogeneizados (1:4, 
peso:vol) em tampão mitocondrial HEPES 20 mM pH 7,5 contendo 
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sacarose 0,4 M, KCl 50 mM, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM e EGTA 1 
mM. Em seguida, os homogenatos foram centrifugados a 1.000 x g por 
15 min a 4°C e o sobrenadante foi centrifugado a 10.000 x g por 15 min 
a 4°C. A fração particulada foi lavada 2 vezes com tampão mitocondrial 
e usada como uma fração enriquecida de mitocôndrias (ULRICH; 
MARSH, 2009). A fração particulada foi ressuspensa em 300 µl de 
tampão mitocondrial e sonicadas para a liberação de proteínas em 5 
ciclos de 15 segundos. 

A enzima citosólica glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) foi 
analisada em 340nm acompanhando a redução de NAPD+ na presença 
de glicose 6-fosfato (GLOCK; MCLEAN, 1953). O ensaio foi realizado 
utilizando tampão TRIS/HCL 50 mM pH 7,4, contendo NADP+ 0,127 
mM e 3 mM de cloreto de magnésio. Como substrato iniciador foi 
utilizado 1,5 mM de glicose-6-fosfato. 

A enzima citosólica GAPDH foi analisada acompanhando a 
redução do NAD+ em 340 nm utilizando gliceraldeído 3-fosfato na 
presença de DTT (ZHANG; SNYDER, 1992). O ensaio foi realizado em 
tampão pirofosfato de sódio 15 mM pH 8,5 contendo NAD+ 0,25 mM e 
DTT 3,3 mM. Como substrato foi utilizado o gliceraldeído-3-fosfato 0,5 
mM.  

A enzima mitocondrial NADH:ubiquinona oxidoredutase 
(complexo mitocondrial I) foi analisada seguindo a redução de 
ferrocianeto (0,5 mM) na presença de NADH (0,2 mM) e rotenona (5 
μM) (CASSINA; RADI, 1996). 

A enzima mitocondrial citocromo c oxidase (complexo 
mitocondrial IV) foi analisada em 550 nm seguindo a oxidação do 
citocromo c (STORRIE; MADDEN, 1990). O ensaio foi realizado em 
tampão TRIS/HCl 8,5 mM pH 7,0 contendo KCl 100 mM e sacarose 25 
mM. Como substrato iniciador foi utilizado citocromo c (reduzido) 10 
mM. 

 
3.4.8. Análises de proteômica 

A obtenção de proteínas citosólicas foi realizada a partir da 
homogeneização das amostras em tampão TRIS/HCl 10 mM pH 7,2 
contendo sacarose 0,5 M, KCl 0,15 M, EDTA 1mM e PMSF 1 mM, 
seguindo o protocolo da seção 3.4.7. As proteínas mitocondriais foram 
obtidas a partir de homogeneização das amostras em tampão 
mitocondrial HEPES 20 mM pH 7,5 contendo sacarose 0,4 M, KCl 50 
mM, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM e EGTA 1 mM, também conforme 
protocolo da seção 3.4.7. 
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Em seguida, para ambas as análises de eletroforese 
unidimensional (1DE) e bidimensional (2DE) foram utilizados géis de 
poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE). Os extratos proteicos foram 
marcados com os fluoróforos (entre 0,4 e 0,5 KDa) 5-iodoacetamida-
fluoresceína (IAF, 0,2 mM) ou 5-tiosemicarbazida-fluoresceína (FTSC, 
1mM) por 2 horas no escuro a 4°C para a marcação de tióis reduzidos 
ou grupos carbonilas, respectivamente. Em seguida, as amostras foram 
acidificadas com ácido tricloroacético (concentração final 10%) e 
incubadas no gelo por 5 minutos, seguido de centrifugação a 11.000 x g 

por 3 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. A fração 
particulada foi lavada 2 vezes com 1 ml de acetona (para marcação com 
IAF) ou etanol:acetato de etila (1:1 vol:vol, para marcação com FTSC) e 
mantidas a -80°C até análises posteriores. 

As amostras foram solubilizadas em tampão de amostra (Tris-
HCl 62,5 mM pH 6,8 contendo 2,5 % SDS, 10 % glicerol e traços de 
azul de bromofenol) para 1DE SDS-PAGE ou de reidratação (ureia 5 M, 
tioureia 2 M, CHAPS 2 % (peso:vol), anfólitos 2 % (pH 3-10), DTT 2 
%, DesTreak 1 % e traços de azul de bromofenol) para 2DE SDS-
PAGE. 

Para os ensaios de 1DE SDS-PAGE, amostras de brânquia e 
glândula digestiva (24 e 48 h de exposição a ZnONP) foram analisadas. 
Para as proteínas citosólicas, 25 µg de proteínas foram utilizadas por 
poço enquanto que para proteínas mitocondriais foram utilizadas 25 µg 
para amostras marcadas com IAF e 12,5 µg para amostras marcadas 
com FTSC. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE (gel de 
separação de 12 ou 10% de acrilamida para proteínas citosólicas ou 
mitocondriais, respectivamente, e gel de empacotamento de 4,5 % de 
acrilamida) utilizando 80 V seguido de 120 V até o desaparecimento do 
azul de bromofenol. Após a eletroforese, os géis foram imediatamente 
escaneados para fluorescência (excitação/emissão 488/520 nm) e 
corados com Coomassie azul coloidal por 18 h. Os géis foram lavados e 
escaneados para o sinal de Coomassie com um densitômetro 
previamente calibrado. As imagens dos géis escaneados para 
fluorescência e Coomassie foram analisadas utilizando o software 
Quantitiy One (BioRad). O sinal de fluorescência foi normalizado pelo 
sinal de Coomassie para cada amostra, a fim de evitar qualquer 
variabilidade devido a possíveis diferenças nas concentrações proteicas 
aplicadas por poço.   

Para os ensaios de 2DE SDS-PAGE, apenas amostras de 
proteínas citosólicas de brânquias após 48 h de exposição a ZnONP 
foram utilizadas. Não foi possível analisar a glândula digestiva devido a 
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dificuldades com a solubilização de proteínas. Após a marcação com os 
fluoróforos, 200 µg de proteínas foram ressuspensas em tampão de 
reidratação. As amostras foram transferidas a tiras de eletrofocalização 
de 7 cm (pH 3-10, não linear) e as mesmas foram reidratadas por 18 h a 
temperatura ambiente. Em seguida, as tiras foram eletrofocalizadas em 
aparelho Protean (BioRad) a 20°C com um aumento de voltagem linear: 
(i) 1h 250 V, (ii) 2 h 4.000 V, (iii) 20.000 Vh. As tiras foram 
equilibradas por 20 min com tampão TRIS/HCl 0,375 M pH 8,8 
contendo ureia 6 M, SDS 2 %, glicerol 20 % e DTT 2 %. Em seguida, as 
amostras foram equilibradas novamente por 20 min em mesmo tampão, 
trocando o DTT por iodoacetamida 2,5 %. As tiras foram então 
submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 12 % a 120V. Os 
géis foram imediatamente escaneados para fluorescência 
(excitação/emissão 488/520 nm), corados com Coomassie coloidal e 
escaneados com um densitômetro calibrado. As imagens de 
fluorescência e da coloração de Coomassie foram analisadas pelo 
software SameSpots (Nonlinear Dynamics) para a detecção de proteínas 
com diferentes perfis de expressão (coloração de Coomassie), oxidação 
de tióis (IAF) e carbonilação (FTSC). 

As proteínas com uma diferença de no mínimo 50% de aumento 
ou diminuição no volume dos “spots” e um valor estatístico de p < 0,05 
com relação ao grupo controle foram escolhidas para posterior 
identificação por espectrometria de massa. As análises estatísticas foram 
realizadas utilizando-se o pacote estatístico do software SameSpots. 
Apenas proteínas com bom padrão de separação foram coletadas a partir 
de géis corados com Coomassie coloidal. Algumas proteínas não 
puderam ser coletadas devido à baixa abundância proteica e, 
consequentemente, baixa intensidade de coloração de Coomassie azul 
coloidal. 

Para a purificação de proteínas mitocondriais contendo -SH 
livres, grupos de brânquias de 5 a 6 animais foram homogeneizados em 
tampão mitocondrial (1:3 peso:vol), com 2 “pools” por grupo (controle e 
exposto a ZnONP por 48 h). Após a obtenção dos extratos proteicos 
mitocondriais (seção 3.4.6), 2 mg de proteínas foram incubadas com 
ureia 6 M por 10 minutos a temperatura ambiente para a total 
desnaturação das proteínas, seguido da adição de 20 mg de sefarose com 
tiol ativado (GE Healthcare®, Reino Unido) e tampão de ligação 
(TRIS/HCl 0,1 M pH 7,5 contendo NaCl 0,5 M e EDTA 1 mM). As 
amostras foram incubadas por 2 h no escuro a 4°C sob agitação 
constante e centrifugadas a 4.500 x g por 3 min a 4°C. O sobrenadante 
foi descartado (proteínas sem grupos tiólicos livres) enquanto que a 
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fração particulada (sefarose com tiol ativado conjugado a proteínas com 
grupos tiólicos livres) foi lavada 9 vezes com tampão de ligação seguido 
da adição de tampão de eluição (tampão de ligação com DTT 25 mM). 
As amostras foram incubadas no gelo por 1 hora e em seguida 
centrifugadas a 4.500 x g por 3 minutos e o sobrenadante separado para 
identificação das proteínas por espectrometria de massa. 
3.4.9. Análises estatísticas 

Os dados foram analisados para normalidade de acordo com 
teste de Shapiro-Wilk e analisados por ANOVA de uma ou duas vias 
seguido do post hoc de Duncan quando necessário. As diferenças foram 
consideradas estatisticamente significativas utilizando o nível de 
significância de p < 0,05. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1. ESTUDO 1 
4.1.1. Padronização da análise de CDNB e metabólitos em água do 
mar e tecidos de ostras C. gigas 

A fim de investigar os processos de incorporação, metabolização 
(biotransformação de fase II e via do ácido mercaptúrico, vide Fig. 14) e 
excreção de CDNB, assim como o papel diferencial da brânquia, 
glândula digestiva e hemolinfa nestes processos, a síntese dos padrões 
DNP-SG, DNP-CYS e DNP-NAC foi realizada para a quantificação 
destes compostos por cromatografia líquida de alta performance seguido 
de análise UV/VIS. O processo de metabolização do CDNB pode ser 
resumido na seguinte fórmula:  

 
CDNB → (conjugação com GSH via GST) → DNP-SG → 

(remoção dos resíduos de gamma-glutamil e glicinil por peptidases) → 

DNP-CYS → (acetilação via N-acetiltransferases) → DNP-NAC → 
excreção. 

 
A quantificação dos níveis de CDNB na água do mar também foi 

realizada de maneira semelhante. Conforme comentado na seção 3.2.2, 
não foi possível sintetizar o padrão DNP-CG, composto intermediário 
da via do ácido mercaptúrico entre o DNP-SG e DNP-CYS, e desta 
forma não foi possível realizar a análise deste composto. 
Cromatogramas representativos dos padrões usados para a determinação 
de CDNB, DNP-SG, DNP-CYS e DNP-NAC podem ser visualizadas 
nas figuras 16, 17 e 18. 
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Figura 16: Cromatograma representativo da análise dos níveis de 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB) na água do mar. (A) Padrão de CDNB 10 μM 
preparado em água do mar; (B) água do mar do grupo controle (0 h); (C) água 
do mar do grupo de Crassostrea gigas expostas a CDNB 10 μM coletada após 1 
h de exposição. As amostras (100 µl) foram analisadas em 280 nm utilizando 
uma coluna de C18 e eluição isocrática, utilizando uma fase móvel de 
acetonitrila:ácido acético (40:60%) com fluxo constante de 1ml/min. Os picos 
obtidos antes de 4 min são os primeiros picos de eluição, não sendo 
relacionados com a presença de compostos de interesse. 
 

 
Figura 17: Cromatograma representativo dos padrões de 2,4-dinitrofenil-
glutationa (DNP-SG), 2,4-dinitrofenil-cisteína (DNP-CYS) e 2,4-
dinitrofenil-N-acetilcisteína (DNP-NAC). (A) Branco, (B) DNP-CYS 10 μM, 
(C) DNP-SG 10 μM, (D) DNP-NAC 10 μM. As amostras (100 µl) foram 
analisadas em 340 nm utilizando uma coluna de C18 e eluição isocrática, 
utilizando uma fase móvel de acetonitrila:ácido acético (25:75%) com fluxo 
constante de 1ml/min. Os picos obtidos antes de 4 min são os primeiros picos de 
eluição, não sendo relacionados com a presença de compostos de interesse. 
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Figura 18: Cromatograma representativo da análise dos níveis de 2,4-
dinitrofenil-glutationa (DNP-SG), 2,4-dinitrofenil-cisteína (DNP-CYS) e 
2,4-dinitrofenil-N-acetilcisteína (DNP-NAC) na água do mar, brânquia, 
glândula digestiva e hemolinfa de ostras Crassostrea gigas expostas a 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 10 μM por 24 h. (A) Água do mar logo 
após adição de CDNB (tempo 0 h); (B) água do mar após 10 h de exposição à 
CDNB; (C) brânquia tempo 0 h; (D) brânquia após 4 h de exposição a CDNB; 
(E) hemolinfa tempo 0 h; (F) hemolinfa após 4 h de exposição a CDNB; (G) 
glândula digestiva tempo 0 h; (H) glândula digestiva após 10 h de exposição a 
CDNB. As amostras (100 µl) foram analisadas em 340 nm utilizando uma 
coluna de C18 e eluição isocrática, utilizando uma fase móvel de 
acetonitrila:ácido acético (25:75%) com fluxo constante de 1ml/min. Os picos 
obtidos antes de 4 min são os primeiros picos de eluição, não sendo 
relacionados com a presença de compostos de interesse. 
 
4.1.2. Absorção de CDNB, metabolização e excreção de 
metabólitos por C. gigas 

O CDNB apresentou um curto tempo de meia vida na água do 
mar (aproximadamente 1 h) durante a exposição de ostras C. gigas a 
CDNB 10 μM (Fig. 19A). Após 10 h de exposição, aproximadamente 
5% dos níveis iniciais de CDNB ainda se encontravam disponíveis na 
água do mar (Fig. 19A), indicando uma rápida absorção deste composto 
pelos organismos. Foi observado que ao longo do tempo a água do mar 
apresentou uma coloração amarelada, assim como um aumento contínuo 
na sua absorbância em 340 nm a partir de 4 h de exposição (Fig. 19B), 
possivelmente relacionado com a excreção de metabólitos do CDNB. 
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Figura 19: Níveis de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) na água do mar e 
absorbância em 340 nm da água do mar durante exposição de ostras 
Crassostrea gigas a CDNB 10 μM. (A) Quantificação dos níveis de CDNB por 
cromatografia líquida de alta performance. As amostras (100 µl) foram 
analisadas em 280 nm utilizando uma coluna de C18 e eluição isocrática, 
utilizando uma fase móvel de acetonitrila:ácido acético (40:60%) com fluxo 
constante de 1ml/min; (B) valores de absorbância por espectrofotometria em 
340 nm, descontado o valor de absorbância em 600 nm. Dados estão 
representados como média ± desvio padrão (n = 4 – 6). 

 
A quantificação dos níveis de DNP-SG e seus metabólitos (DNP-

CYS e DNP-NAC) foi realizada na água do mar, brânquia, glândula 
digestiva e hemolinfa de ostras durante a exposição a CDNB 10 μM, 
utilizando curvas padrões baseadas na absorbância dos padrões obtidos 
como descrito na seção 3.2.2. Tão rápido como 15 e 60 min de 
exposição foram detectadas as concentrações mais elevadas do DNP-SG 
na brânquia (Fig. 20A), com valores de 187 e 215 µM, respectivamente, 
baixando para 47,7 µM após 4 h. O pico máximo (1h) corresponde ao 
tempo de meia vida do CDNB na água do mar. Na glândula digestiva, 
durante este mesmo período, os níveis de DNP-SG aumentam 
gradativamente de 6,8 em 15 min para 30,0 µM após 4 h (Fig. 20A). Na 
hemolinfa, os valores permaneceram baixos, entre 3 e 7 µM durante o 
mesmo período (Fig. 20A). A partir de 4 h, os valores de DNPSG 
baixaram em todos os tecidos, chegando a valores entre 0,02 e 2 µM 
(Fig. 20A, pequeno gráfico). Na água do mar, os níveis de DNP-SG 
oscilaram entre 0,007 e 0,19 µM (Fig. 20B). 
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Figura 20: Níveis de 2,4-dinitrofenil-glutationa (DNP-SG) nos tecidos de 
ostras Crassostrea gigas e na água do mar durante exposição a 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) 10 μM por 24 h. (A) Níveis de DNP-SG na brânquia, 
glândula digestiva e hemolinfa. No gráfico menor, detalhe dos níveis de DNP-
SG nos tecidos entre 10 e 24 h. (B) Níveis de DNP-SG na água do mar. As 
amostras (100 µl) foram analisadas por cromatografia líquida de alta 
performance em 340 nm utilizando uma coluna de C18 e eluição isocrática, 
utilizando uma fase móvel de acetonitrila:ácido acético (25:75%) com fluxo 
constante de 1ml/min. Dados estão representados como média (n = 3). 
 

 Um padrão de resposta semelhante foi detectado para o 
composto DNP-CYS, o qual é obtido após a remoção dos resíduos de γ-
glutamil e glicina do DNP-SG. Entretanto, os valores encontrados nos 
tecidos foram mais elevados: na brânquia, os valores atingiram 330 µM 
em 60 min, diminuindo para 201 µM após 4 h (Fig. 21A). Na glândula 
digestiva, os valores subiram de 14,5 µM em 15 min para 153 µM após 
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4 h, enquanto na hemolinfa os valores subiram de 30,7 µM para 117 µM 
após 4 h (Fig. 21A). Assim como com o DNP-SG, ocorreu um rápido 
decaimento nos níveis de DNP-CYS nos tecidos a partir de 4 h de 
exposição. Após 24 h, os valores de DNP-CYS ficaram entre 1,2 e 5,5 
µM em todos os tecidos (Fig. 21A, pequeno gráfico). Na água do mar, 
este composto só foi detectado nos tempos 10 e 18h (Fig. 21B). 
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Figura 21: Níveis de 2,4-dinitrofenil-cisteína (DNP-CYS) nos tecidos de 
ostras Crassostrea gigas e na água do mar durante exposição a 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) 10 μM por 24 h. (A) Níveis de DNP-CYS na 
brânquia, glândula digestiva e hemolinfa. No gráfico menor, detalhe dos níveis 
de DNP-CYS nos tecidos entre 10 e 24 h. (B) Níveis de DNP-SG na água do 
mar. As amostras (100 µl) foram analisadas por cromatografia líquida de alta 
performance em 340 nm utilizando uma coluna de C18 e eluição isocrática, 
utilizando uma fase móvel de acetonitrila:ácido acético (25:75%) com fluxo 
constante de 1ml/min. Dados estão representados como média (n = 3). 
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O DNP-NAC, composto final da via do ácido mercaptúrico 
obtido a partir da metabolização do CDNB, apresentou um padrão 
diferente dos demais compostos. Apesar dos níveis deste composto 
também terem aumentado nos tecidos nas primeiras 4 h de exposição, os 
valores foram mais baixos (Fig. 22A) que os de DNP-SG e DNP-CYS.  
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Figura 22: Níveis de 2,4-dinitrofenil-N-acetilcisteína (DNP-NAC) nos 
tecidos de ostras Crassostrea gigas e na água do mar durante exposição a 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 10 μM por 24 h. (A) Níveis de DNP-NAC 
na brânquia, glândula digestiva e hemolinfa. As amostras (100 µl) foram 
analisadas por cromatografia líquida de alta performance em 340 nm utilizando 
uma coluna de C18 e eluição isocrática, utilizando uma fase móvel de 
acetonitrila:ácido acético (25:75%) com fluxo constante de 1ml/min. Dados 
estão representados como média (n = 3). 
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Entre os tecidos analisados, merece destaque a hemolinfa, onde 
os níveis de DNP-NAC foram de 16,8 µM após 4 h, enquanto que para a 
brânquia e a glândula digestiva foram de 5,5 e 3,9 µM neste mesmo 
período, respectivamente. Após 24 h de exposição, os níveis 
remanescentes de DNP-NAC estavam fora do limite de detecção para a 
glândula digestiva, 0,52 µM para a brânquia e 10,1 µM para a hemolinfa 
(Fig. 21A). Na água do mar, o DNP-NAC foi detectado a partir de 4 h 
de exposição, aumentando gradativamente ao longo do experimento 
chegando a níveis entre 0,4 e 0,5 µM a partir de 18 h de exposição (Fig. 
22B). 

A Tabela 3 resume os valores máximos atingidos por cada 
metabólito estudado nos tecidos e na água do mar, assim como o tempo 
de exposição correspondente a estes valores. O DNP-SG apresentou 
valores máximos na brânquia 7 vezes maiores que a glândula digestiva e 
30 vezes maiores que a hemolinfa. O DNP-CYS apresentou o mesmo 
padrão, porém com diferenças menos evidentes entre os tecidos, com 
valores na brânquia 2 vezes maiores que na glândula digestiva e na 
hemolinfa. Ambos os compostos apresentaram valores máximos na 
brânquia e hemolinfa após 1 h de exposição, enquanto que na glândula 
digestiva o valor máximo foi atingido apenas após 4 h de exposição. No 
caso do DNP-NAC, a concentração máxima foi atingida na hemolinfa, 
com valores 4 vezes maiores que a brânquia e 32 vezes maiores que a 
glândula digestiva, todos após 4 h de exposição. Na água do mar, os 
valores máximos de DNP-NAC atingidos ao longo do experimento (21 
h de exposição) foram, pelo menos, 6 vezes maiores que os de DNP-SG 
e DNP-CYS. 

A Tabela 3 também aponta que, apesar de aparecerem 
rapidamente no organismo, o tempo de meia vida do DNP-SG e DNP-
CYS é curto. No caso da brânquia, que foi o tecido com os maiores 
níveis destes metabólitos, este tempo ficou em 2,5 e 4,1 horas, enquanto 
que na glândula digestiva este valor foi aproximadamente 5 h. No caso 
da hemolinfa, os valores foram próximos da brânquia (~3 h). O DNP-
NAC atingiu sua concentração máxima após 4 h de exposição em todos 
os tecidos analisados, enquanto que na água do valor foi após 21 h. O 
tempo de meia vida desse composto no tecido também foi mais elevado, 
entre 6 e 12 h. No caso da água do mar, como não houve decaimento de 
DNP-NAC, não foi possível calcular o seu tempo de meia vida. 
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Tabela 3: Visão geral dos níveis de metabólitos e seu tempo de permanência nos 
tecidos de ostras Crassostrea gigas e na água do mar durante exposição a 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) por 24 h.  
Meta-
bólito 

Amostra Concentração 
máxima (µM)a 

Tempo para atingir a 
concentração máxima 

(h)b 

Tempo 
de meia 
vida (h)c 

CDNB Água do 
mar 

5,9 0 1,2 

DNP-

SG 

Brânquia 215,5 ± 59,9 1 2,5 

 Hemolinfa 7,0 ± 1,3 1 3,2 

 Glândula 
digestiva 

30,0 ± 5,1 4 5,2 

 Água do 
mar 

0,08 ± 0,09 10 n/c 

DNP-

CYS 

Brânquia 330,8 ± 47,4 1 4,1 

 Hemolinfa 117,3 ± 120,8 1 3,0 

 Glândula 
digestiva 

153,5 ± 69,7 4 5,0 

 Água do 
mar 

0,07 ± 0,09 18 n/c 

DNP-

NAC 

Brânquia 5,5 ± 4,8 4 12,3 

 Hemolinfa 16,8 ± 17,3 4 11,2 

 Glândula 
digestiva 

3,9 ± 3,7 4 6,0 

 Água do 
mar 

0,52 ± 0,07 21 h n/c 

a: concentração máxima em µM (média ± desvio padrão) detectada para cada 
metabólito nos tecidos e água do mar. 
b: tempo de exposição ao CDNB correspondente à máxima concentração 
detectada  para cada metabólito. 
c: cálculo do valor correspondente ao tempo de meia vida do composto nos 
tecidos após atingir a concetração máxima. A água do mar não apresentou 
decaimento que permitisse o cálculo da meia vida. 
n/c: não calculado por não ocorrer diminuição do composto ao longo do 
experimento.  
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Ao olhar isoladamente cada metabólito (Anexo 1), a fim de 
comparar os níveis relativos destes composto em cada tecido em relação 
aos níveis totais encontrado para cada tempo (soma de todos os tecidos), 
vemos que o DNP-SG é encontrado preferencialmente na brânquia entre 
15 min (97%) e 10 h (71%) de exposição, enquanto que ao final do 
experimento ele é encontrado preferencialmente na glândula digestiva 
(57%). A hemolinfa conta com baixos níveis deste composto (0 – 5%). 
No caso do DNP-CYS, o perfil é semelhante ao do DNP-SG, com 
destaque inicial para a brânquia (50 – 71% entre 15 min e 10 h), 
enquanto que ao fim do experimento é encontrado principalmente na 
glândula digestiva (50%). Porém, a hemolinfa merece um destaque para 
este composto, com valores representando 10 – 25% do total ao longo 
do experimento. O DNP-NAC apresentou uma distribuição 
predominante na hemolinfa ao longo de toda a exposição (65 – 95% do 
total). 

Os dados também podem ser analisados individualmente para 
cada tecido (Anexo 2), a fim de comparar qual metabólito é encontrado 
preferencialmente em relação aos demais metabólitos. Na brânquia, o 
principal metabólito encontrado foi o DNP-CYS (55 – 71% do total), 
seguido do DNP-SG (42 - 44% do total). O DNP-NAC representa 
apenas 2 – 15% do total dos níveis totais de metabólitos encontrados 
neste tecido. Para a glândula digestiva, o DNP-CYS também foi o 
principal composto encontrado, com valores representando 68 - 84% do 
total. O DNP-SG foi o segundo composto encontrado preferencialmente 
neste tecido, com valores entre 16 – 32% do total. O DNP-NAC, assim 
como na brânquia, representou uma pequena fração dos metabólitos 
analisados, entre 2 – 7% do total. Já a hemolinfa foi caracterizada 
possuindo um perfil diferente dos demais tecidos, com o DNP-CYS 
sendo o principal metabólito nas primeiras 10 h de exposição (51 – 94% 
do total), enquanto que o DNP-NAC foi encontrado preferencialmente 
neste tecido ao fim do experimento (24 h, 89%) e também sendo o 
segundo principal composto após 10 h de exposição (48% do total). Os 
níveis de DNP-SG tiveram uma baixa representatividade neste tecido 
(máximo de 13% do total, após 15 min de exposição).  

 
4.1.3. Efeitos do CDNB sobre o sistema antioxidante e sobre a 
enzima GST em C. gigas 

Os dados apontam para um rápido consumo de GSH na brânquia 
tão cedo quanto 4 h de exposição (-60%), chegando a valores 87% 
menores após 24 h (Fig. 23A). O aumento da atividade GST foi 
detectada após 24 h (+75%, Fig. 23B), assim como as inibições das 
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enzimas GR (- 60% entre 10 e 24 h, Fig. 23C) e TrxR (-53% a partir de 
4 h, Fig. 23D). Por outro lado, não foram observadas alterações 
significativas na glândula digestiva para estes parâmetros ao longo do 
período de exposição (Fig. 23). A atividade da GGT e níveis de TBARS 
permaneceram inalterados em ambos os tecidos para todos os tempos 
analisados (dados não apresentados). 

Tendo em vista a rápida indução na atividade GST, os níveis dos 
transcritos de 3 isoformas de GST (omega, pi e mi) foram analisados na 
brânquia e glândula digestiva de ostras ao longo do experimento (4, 10 e 
24h). Foi observado um rápido aumento no número de transcritos das 
isoformas omega (99 vezes, Fig. 24A) e pi (7 vezes, Fig. 24B) após 4 h 
de exposição nas brânquias, seguido do reestabelecimento nos níveis 
basais dos transcritos após 10 e 24 h. Na glândula digestiva, os níveis de 
transcritos da isoforma pi diminuíram aproximadamente 2,5 vezes após 
10 h de exposição, porém retornaram ao normal após 24 h (Fig. 24B).  
Para as demais isoformas, os níveis de transcritos permaneceram 
inalterados ao longo do tempo na glândula digestiva. Também não 
foram observadas diferenças estatísticas para a GSTmi em ambos os 
tecidos (Fig. 24C), assim como para a Prx6 e GPx (dados não 
apresentados). 
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Figura 23: Níveis de glutationa total (GSH-t) e atividades enzimáticas em 
brânquia e glândula digestiva de ostras Crassostrea gigas expostas a 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 10 μM por até 24 h. (A) Níveis de GSH-t; 
atividade enzimática da (B) glutationa-S-transferase (GST); (C) glutationa 
redutase (GR); (D) tiorredoxina redutase (TrxR). Os dados estão apresentando 
na forma de boxplot, contendo a mediana, o primeiro (25%) e o terceiro quartil 
(75%), com os desvios representando os valores mínimos e máximos (n = 11 – 
12). As análises estatísticas foram realizadas através de ANOVA de uma via 
seguido do post hoc de Duncan. Diferenças estatísticas entre o grupo controle e 
os grupos tratados são representadas como * (p < 0,05), ** ( < 0,01) ou *** (p < 
0,001).  Os valores absolutos (grupo controle, tempo zero horas) dos níveis de 
GSH-t foram de 0,44 ± 0,15 (brânquia) e 0,79 ± 0,34 µmol/g de peso úmido 
(glândula digestiva), para GST foram de 120,0 ± 44,5 (brânquia) e 76,5 ± 36,2 
nmol/min/mg de proteína (glândula digestiva), para GR foram de 5,5 ± 3,4 
(brânquia) e 14,9 ± 7,3 nmol/min/mg de proteína (glândula digestiva) e para a 
TrxR foram de 8,0 ± 4,6 (brânquia) e 3,7 ± 1,5 nmol/min/mg de proteína 
(glândula digestiva). 
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Figura 24: Níveis de transcritos de isoformas de glutationa S-transferase 
(GST) em brânquia e glândula digestiva de ostras Crassostrea gigas 

expostas a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 10 μM por até 24 h. (A) GST 
omega (GSTo); (B) GST pi (GSTpi); (C) GST mi (GSTmi). Os níveis foram 
normalizados em relação aos valores do grupo controle (0 h). Os dados estão 
apresentados em escala logarítmica na forma de boxplot, contendo a mediana, o 
primeiro (25%) e o terceiro quartil (75%), com os desvios representando os 
valores mínimos e máximos (n = 4). As análises estatísticas foram realizadas 
através de ANOVA de uma via seguido do post hoc de Duncan. Diferenças 
estatísticas entre o grupo controle e os grupos tratados são representadas como 
*** (p < 0,001). 
 
4.1.4. Investigação do papel protetor da brânquia contra agentes 
eletrofílicos 

Várias evidências apontam a brânquia como um alvo central dos 
efeitos do CDNB, entre elas: (a) a análise dos metabólitos da via do 
ácido mercaptúrico; (b) o depleção dos níveis de GSH-t; a (c) 
modulação da atividade das enzimas GST, GR e TrxR; e (d) aumento 
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nos níveis de transcritos de duas isoformas da enzima GST. Baseado 
nestas evidências, outros experimentos foram realizados a fim de 
investigar o papel protetor da brânquia contra agentes eletrofílicos em 
ostras C. gigas. Por estar em contato direto com o meio externo, a 
brânquia pode atuar como um importante local de biotransformação de 
fase II, evitando que agentes eletrofílicos atinjam os demais tecidos em 
elevadas concentrações. Em um primeiro experimento, diferentes doses 
de CDNB (0,3 – 3 μmol) foram injetadas no músculo adutor a fim de 
atingir o sistema circulatório. Através deste procedimento, foi 
hipotetizado que o papel das brânquias seria minimizado, uma vez que 
toda a superfície externa da brânquia não participaria como primeiro 
local de metabolização do CDNB. Desta forma, esperaria-se que os 
demais tecidos fossem afetados, uma vez que não contariam com a ação 
protetora inicial da brânquia. Os níveis de GSH-t e a atividade GST, GR 
e TrxR foram analisadas na brânquia e glândula digestiva após injeção 
de CDNB no músculo adutor. De maneira semelhante aos dados 
anteriores, em que a via de exposição foi a água do mar, a brânquia foi 
mais afetada. Foi detectado um consumo de GSH (30%, Fig. 25A), 
indução da GST (42%, Fig. 25B) e inibição da GR (52%, Fig. 25C) na 
dose de 3 μmol de CDNB somente na brânquia, assim como uma 
inibição de 31% da GR (Fig. 25C) na dose de 1 μmol neste mesmo 
tecido. A enzima TrxR não foi afetada neste tecido (Fig. 25D). No caso 
da glândula digestiva, foi detectada apenas a inibição da GR nas doses 
de 1 e 3 μmol (Fig. 25C). 

Como forma de testar se o efeito da exposição na água do mar era 
específico para o CDNB e não a outros agentes eletrofílicos, ostras 
foram tratadas com um agente alquilante permeável (NEM) pela água do 
mar (afetando inicialmente a brânquia) ou por injeção no músculo 
adutor (a fim de atingir diretamente o sistema circulatório) e depletar os 
níveis de GSH (Fig. 26). Conforme esperado, os níveis de GSH-t 
diminuíram de maneira concentração-dependente na brânquia de 
animais expostos a NEM por ambas as vias de exposição (Fig. 26A e B). 
Por outro lado, o consumo de GSH-t ocorreu na glândula digestiva 
apenas quando as ostras foram expostas à NEM via hemolinfa, e apenas 
nas doses mais altas (100 e 300 μmol, Fig. 26B).  
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Figura 25: Níveis de glutationa total (GSH-t) e atividade enzimática em 
brânquia e glândula digestiva de ostras Crassostrea gigas expostas por 24 h 
a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) pelo sistema circulatório. Diferentes 
doses de CDNB foram injetadas no músculo adutor a fim de atingir diretamente 
a hemolinfa. (A) Níveis de GSH-t; (B) atividade glutationa-S-transferase (GST); 
(C) atividade glutationa redutase (GR); (D) atividade tiorredoxina redutase 
(TrxR). Os dados estão apresentados na forma de boxplot, contendo a mediana, 
o primeiro (25%) e o terceiro quartil (75%), com os desvios representando os 
valores mínimos e máximos (n = 8). As análises estatísticas foram realizadas 
através de ANOVA de duas vias seguido do post hoc de Duncan. Diferenças 
estatísticas entre o grupo controle e os grupos tratados são representadas como * 
(p < 0,05) e ** (p < 0,01). Os valores absolutos (grupo controle) dos níveis de 
GSH-t foram de 1,15 ± 0,17 (brânquia) e 1,21 ± 0,19 µmol/g de peso úmido 
(glândula digestiva), para GST foram de 56,6 ± 26,3 (brânquia) e 17,3 ± 6,15 
nmol/min/mg de proteína (glândula digestiva), para GR foram de 11,8 ± 4,0 
(brânquia) e 11,2 ± 2,4 nmol/min/mg de proteína (glândula digestiva) e para a 
TrxR foram de 4,9 ± 1,3 (brânquia) e 2,6 ± 0,5 nmol/min/mg de proteína 
(glândula digestiva). 
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Figura 26: Níveis de glutationa total (GSH-t) em brânquia e glândula 
digestiva de ostras Crassostrea gigas expostas por 1 h ao agente eletrofílico 
N-etilmaleimida (NEM) via água do mar ou via hemolinfa. (A) NEM (1 – 
1000 μM) foi adicionada na água do mar ou (B) NEM (10 – 300 μmol) foi 
injetada no músculo adutor para atingir diretamente a hemolinfa. Os dados estão 
apresentados na forma de boxplot, contendo a mediana, o primeiro (25%) e o 
terceiro quartil (75%), com os desvios representando os valores mínimos e 
máximos (n = 4 – 12). As análises estatísticas foram realizadas através de 
ANOVA de uma via seguido do post hoc de Duncan. Diferenças estatísticas 
entre o grupo controle e os grupos tratados são representadas como ** (p < 
0,01) e *** (p < 0,001). Os valores absolutos (grupo controle) dos níveis de 
GSH-t foram de 1,00 ± 0,25 (brânquia) e 1,44 ± 0,28 µmol/g de peso úmido 
(glândula digestiva), 

 
Um terceiro experimento investigou se a depleção de GSH 

causada pela NEM via água do mar (Fig. 27) poderia permitir uma 
maior queda nos níveis de GSH após uma exposição ao CDNB. Nesta 
situação, a brânquia poderia estar incapacitada de realizar a 
biotransformação de fase II deste composto pela falta de GSH 
intracelular. Como consequência, o CDNB poderia atingir a glândula 
digestiva. A análise dos níveis de GSH-t na brânquia indicou que 
animais expostos a NEM (100 μM) por 1 h seguido de 24 h de 
depuração em água do mar reestabeleceram os níveis basais de GSH-t. 
Conforme o esperado, animais expostos a CDNB 10 μM (com ou sem 
pré-exposição a NEM) apresentaram níveis de GSH-t entre 80 e 90% 
menores que o controle. No caso da glândula digestiva, na qual, 
anteriormente, os níveis de GSH-t não foram afetados pela exposição ao 
CDNB ou à NEM via água do mar (Fig. 23A e 26A), foi detectado um 
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consumo de 34% nos níveis de GSH-t intracelular após a pré-exposição 
a NEM seguido de CDNB (Fig. 27). Novamente, nem a exposição ao 
CDNB ou à NEM per se causaram efeitos nos níveis de GSH-t da 
glândula digestiva (Fig. 27). 
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Figura 27: Níveis de glutationa total (GSH-t) em brânquia e glândula 
digestiva de ostras Crassostrea gigas pré-expostas a N-etilmaleimida (NEM) 
por 1 h seguido de exposição a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) por 24 
h. NEM (100 μM) foi adicionada na água do mar e após 1 h os animais foram 
expostos a CDNB 10 μM (grupo NEM/CDNB) ou mantidas depurando em água 
do mar (grupo NEM) por 24 h. Um terceiro grupo foi exposto somente a CDNB 
por 24 h (grupo CDNB), enquanto que um grupo controle (Ctl) foi mantido 
sempre em água do mar. Os dados estão apresentados na forma de boxplot, 
contendo a mediana, o primeiro (25%) e o terceiro quartil (75%), com os 
desvios representando os valores mínimos e máximos (n = 12). As análises 
estatísticas foram realizadas através de ANOVA de duas vias seguido do post 

hoc de Duncan. Diferenças estatísticas entre o grupo controle e os grupos 
tratados são representadas como * (p < 0,05) e *** (p < 0,001). Os valores 
absolutos (grupo controle) dos níveis de GSH-t foram de 0,87 ± 0,15 (brânquia) 
e 1,32 ± 0,18 µmol/g de peso úmido (glândula digestiva), 
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4.2. ESTUDO 2 
4.2.1. Efeitos do ZnCl2 e CDNB sobre as enzimas auxiliares GR e 
TrxR em mexilhões e ostras 

O sistema antioxidante de mexilhões P. perna e ostras C. gigas 

foi afetado através da utilização de ZnCl2 e CDNB como agentes 
depletores das atividades das enzimas GR e TrxR na brânquia. No caso 
de mexilhões P. perna, diferentes concentrações de ZnCl2 (30 – 100 
μM) e CDNB (3 – 25 μM) foram utilizadas num protocolo de 18 h de 
exposição (Fig. 28). ZnCl2 causou inibição de ambas enzimas de uma 
maneira concentração-dependente: 40 μM causou aproximadamente 
30% de inibição da GR, enquanto que concentrações mais altas quase 
aboliram sua atividade (Fig. 28A). A atividade da TrxR também foi 
sensível à exposição a ZnCl2, apresentando inibição de 48 e 78% após 
exposição a 50 e 100 μM (Fig. 28B).  
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Figura 28: Atividades enzimática da glutationa redutase (GR) e 
tiorredoxina redutase (TrxR) em brânquias de mexilhões Perna perna 

expostos a ZnCl2 ou 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) durante 18 h. 
Atividade da GR em animais expostos a ZnCl2 (A) ou CDNB (B), atividade da 
TrxR em animais expostos a ZnCl2 (C) ou CDNB (D). Os dados são 
apresentados como boxplot contendo a mediana, o primeiro (25%) e terceiro 
quartil (75%) e os desvios representando os valores mínimos e máximos (n = 6 
– 39). Diferenças estatísticas entre os grupos foram analisadas pelo teste de 
ANOVA de uma via seguido do post hoc de Duncan, e grupos não 
compartilhando letras apresentam diferenças estatísticas entre si (p < 0,05). Os 
valores absolutos da atividade da GR e TrxR foram de 75.4 ± 14.5 e 23.6 ± 6.2 
nmol/min/mg de proteína, respectivamente. 
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O CDNB causou inibição da GR (54%) e TrxR (73%) apenas a 
partir da concentração de 10 μM, e com efeitos semelhantes para 25 μM 
(Fig. 28C e D). A atividade da enzima GPx não foi afetada pelo agentes 
testados (dados não apresentados). 

 Baseado nestes resultados, as concentrações de 40 μM (ZnCl2) e 
10 μM (CDNB) foram escolhidas para experimentos adicionais com 
mexilhões P. perna. Nestas concentrações, ZnCl2 afetou apenas a 
atividade da GR (-28%), e consequentemente o ciclo da GPx, enquanto 
o CDNB afetou ambas as enzimas GR (-54%) e TrxR (-73%), 
possivelmente afetando os sistemas da GPx e Prx. 

De maneira semelhante, foi utilizado CDNB (10 μM por 18 h) 
como inibidor do sistema antioxidante em ostras C. gigas.  Novamente, 
foi confirmada a menor atividade das enzimas GR (-40%) e TrxR (-
60%) (Fig. 29A e 29B). 
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Figura 29: Atividades enzimáticas da glutationa redutase (GR) e 
tiorredoxina redutase (TrxR) em brânquias de ostras Crassostrea gigas 

expostas a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) durante 18 h. Atividade da 
(A) GR e (B) TrxR. Os dados são apresentados como boxplot contendo a 
mediana, o primeiro (25%) e terceiro quartil (75%) e os desvios representando 
os valores mínimos e máximos (n = 9). Diferenças estatísticas entre os grupos 
foram analisadas pelo teste t de Student e representadas como *** (p < 0,001). 
Os valores absolutos da atividade da GR e TrxR foram de 13,19 ± 5,22 e 7,20 ± 
2,75 nmol/min/mg de proteína, respectivamente. 
 
4.2.2. Efeitos do ZnCl2 e CDNB na susceptibilidade de mexilhões e 
ostras a CHP e Men 

Um desafio oxidativo foi realizado com mexilhões através da 
exposição a CHP (0 – 3000 μM) e a sobrevivência dos animais foi 
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avaliada ao longo de 96 h (Fig. 30A). A toxicidade foi estimada através 
da determinação da CL50(96 h), com um valor de aproximadamente 550 
μM (Fig. 30B). A fim de investigar os efeitos protetores das enzimas GR 
e TrxR, mexilhões pré-expostos a ZnCl2 (40 μM) e CDNB (10 μM) por 
18 h foram expostos a CHP (100 e 300 μM) por 96 h, e a taxa de 
sobrevivência foi comparada com animais controle expostos a CHP 
(Fig. 30C – F). Nestas concentrações de peróxido foi observada uma 
mortalidade de 22 e 42% (100 e 300 μM, respectivamente). ZnCl2 e 
CDNB aumentaram esta taxa entre 2 e 4 vezes, com o CDNB causando 
maiores efeitos. Ambos os compostos, quando aplicados isoladamente, 
não causaram mortalidade para mexilhões na ausência de peróxido 
(dados não apresentados). 

Os efeitos da inibição da GR e da TrxR também foram avaliados 
in vivo através da análise da capacidade de detoxificação de peróxidos 
exógenos. Na ausência de animais, os níveis de CHP se mantiveram 
estáveis na água do mar durante o experimento (Fig. 31A).  Análise dos 
níveis de CHP na água do mar foi feita durante uma exposição por 2 h. 
Mexilhões expostos a CHP (50 μM) apontaram para um tempo de meia 
vida do peróxido de aproximadamente 25 min (Fig. 31A). No caso de 
animais pré-expostos a ZnCl2 ou CDNB, este valor aumentou pelo 
menos 60% (Fig. 31B e C). A fim de melhor estimar a capacidade de 
detoxificação de peróxido pelos organismos, o valor da AAC foi 
determinada individualmente e comparada com animais controle 
(100%). O pré-tratamento de ZnCl2 causou um aumento de 44% na 
AAC (Fig. 31D), enquanto que o CDNB aumentou este valor em 108% 
(Fig. 31D). Resultados semelhantes foram observados em animais 
expostos a CHP 100 μM, porém com efeitos menos proeminentes do 
ZnCl2 e do CDNB na AAC (33 e 55% de aumento, respectivamente 
(dados não apresentados). 
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Figura 30: Efeitos dos inibidores ZnCl2 ou 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 
(CDNB) na sobrevivência de mexilhões Perna perna expostos a 
hidroperóxido de cumeno (CHP). (A) Animais foram expostos por 96h a 
diferentes concentrações de CHP a fim de estimar a toxicidade deste composto; 
(B) Análise da CL50(96h) de CHP; (C e D) animais previamente expostos a 
ZnCl2 40 μM por 18 h foram expostos a CHP 100 e 300 μM; (E e F) animais 
previamente expostos a CDNB 10 μM por 18 h foram expostos a CHP 100 e 
300 μM por 96h. Não foi observada mortalidade em animais expostos a ZnCl2 
ou CDNB por 18 h seguido de 96 h em água do mar. As curvas de 
sobrevivência foram desenhadas a partir da análise de PROBIT e as 
comparações foram realizadas pelo teste de Mantel-Cox (n = 12). Diferenças 
estatísticas entre o grupo controle e animais expostos a CHP estão representados 
como ### (p < 0,001). Diferenças estatísticas entre o grupo CHP e 
ZnCl2/CDNB + CHP estão representadas como *** (p < 0,001). 
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 Figura 31: Efeitos da exposição a ZnCl2 ou a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 
(CDNB) na taxa de detoxificação de peróxido exógeno in vivo em mexilhões 
Perna perna expostos a hidroperóxido de cumeno (CHP). Animais foram 
expostos a CHP 50 μM por 2 h e os níveis de CHP foram analisados na água do 
mar ao longo do tempo. (A) Taxa de detoxificação de CHP por animais controle 
(não tratados com ZnCl2 ou CDNB) ou auto-decomposição do CHP na ausência 
de animais; gráficos comparando a taxa de detoxificação por animais controle 
ou por animais pré-expostos a (B) ZnCl2 40 μM ou (C) CDNB 10 μM por 18 h; 
(D) Cálculo da área abaixo da curva (AAC) de gráficos representando a taxa de 
detoxificação de CHP e comparação dos valores da AAC entre grupos controle, 
pré-expostos a ZnCl2 ou CDNB. A AAC foi normalizada para 100 % para o 
grupo controle. Dados estão representados como média ± erro padrão médio 
para a taxa de detoxificação ou como boxplot contendo a mediana, primeiro 
(25%) e terceiro (75%) quartil, e os desvios representam os valores mínimos e 
máximos (n = 10 – 12). Grupos não compartilhando letras diferem 
estatisticamente (p < 0,05), sendo que as análises estatísticas foram realizadas 
pelo teste de ANOVA de uma via seguido do post hoc de Duncan. 

 
A fim de confirmar se a inibição da GR e TrxR causada pelo 

CDNB em ostras também poderia afetar a capacidade antioxidante do 
organismo, ostras foram pré-expostas a CDNB seguido de CHP ou Men. 
A capacidade de detoxificar CHP foi analisada através da quantificação 
dos níveis de CHP na água do mar ao longo de 2 h (Fig. 32A). A taxa de 
eliminação do CHP da água do mar foi de aproximadamente 6,8 
μmol/h/animal para animais controle e 4,7 μmol/h/animal para ostras 



107 

pré-tratadas com CDNB. Resultados semelhantes foram obtidos em 
animais pré-expostos a CDNB e expostos a Men 300 μM: a mortalidade 
de ostras expostas a Men aumentou de 17% para 67% após 96 h de 
tratamento em animais sob efeitos da pré-exposição à CDNB (Fig. 32B).  
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Figura 32: Efeitos da pré-exposição a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 
na capacidade de detoxificação de peróxidos exógenos e na mortalidade 
induzida por menadiona (Men) em ostras Crassostrea gigas. (A) Após 
exposição a CDNB 10 μM por 18 h, os animais foram expostos a peróxido de 
cumeno (CHP 50 μM) por 2 h e os níveis de CHP foram medidos na água do 
mar ao longo do tempo. O experimento também foi realizado com animais não 
expostos a CDNB (Ctl) e a taxa de decomposição espontânea do CHP também 
foi medida na ausência de animais (basal). (B) A mortalidade de ostras foi 
analisada em animais expostos a CDNB 10 μM por 18 h seguido da 
permanência na água do mar livre de CDNB por 96 h (grupo CDNB) ou 
seguido de Men 0,3 mM por 96 h (grupo CDNB/Men). Um terceiro grupo de 
ostras foi exposto apenas a Men 0,3 mM por 96 h (grupo Men). Não foi 
observada mortalidade no grupo controle. Regressões lineares foram calculadas 
para estimar e comparar as diferentes taxas de degradação de peróxido (n = 9 - 
10). As curvas de sobrevivência foram desenhadas a partir da análise de 
PROBIT e as comparações foram realizadas pelo teste de Mantel-Cox (n = 6). 
Diferença estatística entre as regressões lineares para os grupos Ctl e CDNB 
está representada como * (p < 0,05) e entre as curvas de mortalidade para os 
grupos CDNB/Men e Men como # (p < 0,05).  

 
A fim de conferir se o CDNB era capaz de afetar enzimas 

relacionadas a metabolização da Men, e consequentemente afetando sua 
toxicidade de maneira independente ao sistema antioxidante, foram 
analisadas a atividade das enzimas Men redutase (conhecida como DT-
diaforase) e a NAD(P)H citocromo c redutase. Estas são duas das 
enzimas responsáveis pelo processo de biotransformação de quinonas, 
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através da redução de quinonas por dois ou um elétron, respectivamente. 
A redução de Men pelo extrato citosólico foi acompanhada na presença 
de NADPH como fonte de agentes redutores (Fig. 33A), e na presença 
ou ausência de um inibidor da DT-diaforase (dicumarol). Foi observado 
que, mesmo na presença de dicumarol, a redução de Men ocorreu sem 
nenhuma alteração significativa na taxa de consumo de NADPH, 
indicando que este metabolismo é independente da via de dois elétrons.  
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Figura 33: Atividades enzimática da menadiona redutase (Men redutase) e 
NAD(P)H citocromo C redutase em brânquias de ostras Crassostrea gigas 

após exposição a 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 10 μM por 18 h. 
Atividade da (A) Men redutase na presença ou não do inibidor da redução por 
dois elétrons dicumarol (DC) e (B) NAD(P)H citocromo c redutase na presença 
ou não do inibidor da redução por um elétron superóxido dismutase  (SOD). Os 
dados são apresentados como boxplot contendo a mediana, o primeiro (25%) e 
terceiro quartil (75%) e os desvios representando os valores mínimos e 
máximos (n = 6). Os dados foram analisados ANOVA de duas via seguido do 
teste post hoc de Duncan e as diferenças significativamente estatísticas entre a 
atividade total e a atividade na presença dos inibidores são apresentadas como 
*** (p < 0,001). Os valores absolutos da atividade da Men redutase e citocromo 
c redutase foram de 3,50 ± 0,88 e 5,83 ± 0,80 nmol/min/mg de proteína, 
respectivamente. 

 
A redução da Men por um elétron foi confirmada através da 

enzima NAD(P)H citocromo c redutase (Fig. 33B) e a utilização de 
SOD purificada. Durante este processo de redução mediada pela enzima 
ocorre a geração de O2

.-, conforme descrito na seção 1.2. Este radical 
pode reduzir o citocromo C presente no ensaio enzimático. A adição de 
SOD ao ensaio praticamente aboliu a redução do citocromo C, 
indicando a formação de O2

.- gerado pela enzima NAD(P)H citocromo c 
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redutase na presença de Men. A pré exposição ao CDNB não afetou a 
atividade de ambas as enzimas relacionadas ao metabolismo de 
quinonas.  

 
4.2.3. Efeitos do ZnCl2 e CDNB sobre o estado tiólico de mexilhões 
e ostras expostas ao CHP ou à Men 

O estado tiólico intracelular da brânquia de mexilhões também 
foi analisado a fim de investigar os efeitos da exposição a CHP, na 
presença ou ausência de ZnCl2 e CDNB. No caso dos níveis de GSH-t e 
PSH, foi detectado um aumento de 20-25% (GSH-t) ou 30% (PSH) em 
mexilhões sob desafio oxidativo mediado por CHP por 2 h (Fig. 34A e 
C). A pré exposição a ZnCl2 ou CDNB bloqueou este aumento, além da 
exposição a CDNB depletar os níveis de GSH-t. Ao contrário do 
esperado, não houve acúmulo de GSSG durante a exposição a CHP, na 
presença ou ausência dos inibidores (Fig. 34B). O CDNB também 
causou depleção nos níveis de GSSG intracelulares (Fig. 34B). 

No caso de ostras C. gigas, assim como observado no Estudo 1 
(Fig. 23), a exposição a CDNB 10 µM por 24 h causou consumo nos 
níveis de GSH-t (53%, dados não apresentados) e diminuição nos níveis 
de PSH (25%, dados não apresentados). Apesar de o CDNB causar 
consumo nos níveis de -SH intracelulares, uma depuração de 24 h após 
o tratamento permite o restabelecimento destes níveis (Fig. 35A e B, 
grupo CDNB/AM). A exposição de ostras a Men 1 mM não causou 
alterações nesses parâmetros, porém o efeito sinérgico da pré-exposição 
a CDNB seguido da exposição a Men causa depleção dos níveis de 
GSH-t (Fig. 35A) e bloqueia o reestabelecimento dos níveis de PSH 
(Fig. 35B).  
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Figura 34: Efeitos da exposição à ZnCl2 ou à 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 
(CDNB) sobre o estado tiólico de brânquia de mexilhões Perna perna 

expostos a hidroperóxido de cumeno (CHP). Animais foram expostos CHP 
50 ou 100 μM por 2 h e os parâmetros foram avaliados nas brânquias. Animais 
pré-expostos a ZnCl2 40 μM ou CDNB 10 μM também foram expostos a CHP e 
analisados. Níveis de (A) glutationa total (GSH-t), (B) dissulfeto de glutationa 
(GSSG), (C) tióis proteicos (PSH). Dados estão representados como boxplot 
contendo a mediana, primeiro (25%) e terceiro (75%) quartil, e os desvios 
representam os valores mínimos e máximos. Para cada pré-exposição (Ctl, 
ZnCl2 ou CDNB), grupos com letras diferentes representam diferenças 
estatísticas significativas (p < 0,05). Diferenças de grupos pré-expostos a CDNB 
em relação ao grupo controle são representadas como # (p < 0,001). As análises 
estatísticas foram realizadas pelo teste de ANOVA de duas vias seguido do post 

hoc de Duncan. Os valores absolutos (média ± desvio padrão) dos animais 
controle (Ctl) são GSH-t 0,44 ± 0,03 (μmol/g peso úmido), PSH 1,81 ± 0,07 
(μmol/g peso úmido) e GSSG 51,45 ± 6,28 (nmol/g peso úmido). 
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Figura 35: Níveis de tióis em brânquia de ostras Crassostrea gigas expostas 
à 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e/ou à menadiona (Men). Animais 
foram expostos à CDNB 10 μM por 18 h seguido de exposição a água do mar 
por 24 h (CDNB/AM) ou Men 1 mM (CDNB/Men). Um terceiro grupo foi 
exposto apenas a Men 1 mM por 24 h (AM/Men), além da presença de um 
grupo controle mantido sempre em água do mar (AM/AM). (A) Glutationa total 
(GSH-t); (B) tióis proteicos (PSH). Os dados são apresentados como boxplot, 
contendo a mediana, o primeiro (25%) e o terceiro quartil (75%), com os 
desvios mostrando os valores mínimos e máximos (n = 8 – 10). As análises 
estatísticas foram realizadas por ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc 
de Duncan e estão indicados como * (p < 0,05) ou *** (p < 0,001). Os valores 
absolutos (média ± desvio padrão) dos animais controle (AM/AM) são GSH-t 
0,57 ± 0,13 (μmol/g peso úmido) e PSH 1,76 ± 0,60 (μmol/g peso úmido). 
 
4.2.4. Efeitos do ZnCl2 e CDNB em hemócitos de mexilhões e de 
ostras expostas ao CHP ou à Men 

Em mexilhões, os efeitos do pré-tratamento com ZnCl2 e CDNB, 
os quais refletem uma menor capacidade de detoxificação de peróxido, 
também foram investigados através da análise de parâmetros celulares e 
de imunocompetência em hemócitos. Os dados indicam que, apesar do 
ZnCl2 ou CHP não afetarem a densidade celular destas células na 
hemolinfa, animais expostos a ambos compostos apresentaram um 
aumento de 92% na densidade celular de hemócitos circulantes (Fig. 
36A), indicando um efeito sinérgico do ZnCl2 e CHP. A viabilidade 
celular, estimada pelo ensaio do MTT (Fig. 36B) e do VN (dados não 
apresentados), não foi afetada por ambos os compostos sozinhos ou em 
conjunto (Fig. 36B). No caso do CDNB, foi detectada uma diminuição 
na viabilidade celular de hemócitos de organismos pré-expostos a 
CDNB seguido de uma exposição a CHP 100 μM por 2 h (Fig. 36B). A 
densidade celular de hemócitos circulantes ou a viabilidade celular 
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estimada pelo ensaio do VN não foram afetadas em animais pré-tratados 
ao CDNB seguido de exposição à CHP. 
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Figura 36: Efeitos da exposição ao ZnCl2 ou ao 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 
(CDNB) sobre a densidade celular e viabilidade celular de hemócitos 
circulantes de mexilhões Perna perna expostos a hidroperóxido de cumeno 
(CHP). Animais foram expostos à CHP 50 ou 100 μM por 2 h e os parâmetros 
foram avaliados em hemócitos após coleta da hemolinfa. Animais pré-expostos 
a ZnCl2 40 μM ou CDNB 10 μM também foram expostos ao CHP e, em 
seguida, analisados. (A) Densidade celular; (B) viabilidade celular estimada 
pelo método do MTT.  Dados estão representados como boxplot contendo a 
mediana, primeiro (25%) e terceiro (75%) quartil, e os desvios representam os 
valores mínimos e máximos (n = 5 – 15). Grupos com letras diferentes 
apresentam diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05). Diferenças com 
relação ao grupo controle não expostos a CHP são indicadas com # (p < 0,05). 
As análises estatísticas foram realizadas pelo teste de ANOVA de duas vias 
seguido do post hoc de Duncan. Os valores absolutos (média ± desvio padrão) 
da densidade celular para os animais controle foi de 3,26 ± 0,30 x 106 
células/ml. 

 
No caso de ostras, além dos efeitos na capacidade de degradar 

peróxidos e no aumento da mortalidade induzida por Men, o CDNB 
também foi capaz de causar distúrbios nas células do sistema 
imunológico de C. gigas. A exposição de ostras a CDNB por 18 h 
seguido de 24 h de depuração causa uma diminuição na viabilidade 
celular, detectado pelo ensaio do vermelho neutro (Fig. 37B), e um 
aumento nos danos ao DNA em hemócitos (Fig. 37C). Este mesmo 
efeito foi detectado em animais pré-tratados com CDNB seguido de 
exposição a Men, apesar de que o tratamento com Men per si não causa 
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nenhum efeito sobre a viabilidade dos hemócitos (Fig. 37A e B). Todos 
os tratamentos aumentaram os danos ao DNA quando comparado ao 
grupo controle (Fig. 37C), além de aumentar a frequência de células 
com categoria de dano de 1 – 4 (de 52% do AM/AM para 80-90% para 
os demais grupos). 
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Figura 37: Viabilidade celular e dano ao DNA em hemócitos de ostras 
Crassostrea gigas expostas ao 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e/ou à 
menadiona (Men). Animais foram expostos a CDNB 10 μM por 18 h seguido 
de exposição à água do mar por 24 h (CDNB/AM) ou Men 1 mM 
(CDNB/Men). Um terceiro grupo foi exposto apenas a Men 1 mM por 24 h 
(AM/Men), além da presença de um grupo controle mantido sempre em água do 
mar (AM/AM). (A) Viabilidade celular pelo ensaio mitocondrial da redução do 
MTT; (B) viabilidade celular pelo ensaio da estabilidade lisossomal utilizando o 
corante vermelho neutro; (C) quantificação dos níveis de danos ao DNA 
utilizando o ensaio do cometa. Os dados são apresentados como boxplot, 
contendo a mediana, o primeiro (25%) e o terceiro quartil (75%), com os 
desvios mostrando os valores mínimos e máximos (n = 6 – 10). As análises 
estatísticas foram realizadas por ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc 
de Duncan. Grupos com letras diferentes apresentam diferenças estatisticamente 
significativas (p < 0,05) 
 
4.3. ESTUDO 3 
4.3.1. Caracterização das ZnONP.  

As ZnONP foram caracterizadas por dois diferentes ensaios: 
MET e espalhamento dinâmico da luz. As imagens de MET indicam que 
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as ZnONP apresentam formato arredondado, com diâmetro médio de 
31,7 ± 13,0 nm (Fig. 38A) para as partículas primárias, apesar de se 
agregarem na água do mar (Fig. 38D). A análise de espalhamento 
dinâmico da luz indicou diferentes padrões de tamanho de acordo com o 
meio utilizado: em DMSO (Fig. 38B) o tamanho médio do diâmetro 
variou entre 28,6, 29,9 e 88,5 nm para as concentrações testadas (8, 16 e 
32 mg/L). Entretanto, na água do mar (Fig. 38C) o tamanho do diâmetro 
aumentou para a escala micrométrica (1,02 e 2,05 μm para as 
concentrações de 8 e 16 mg/L). Uma alta taxa de agregação foi 
observada na concentração de 32 mg/L, inviabilizando uma análise 
acurada por espalhamento dinâmico da luz. 
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Figura 38: Caracterização de nanopartículas de óxido de zinco (ZnONP). 
(A) Distribuição do tamanho das partículas primárias de ZnONP em água do 
mar após análises de microscopia eletrônica de transmissão (MET). (B) 
Distribuição do tamanho das partículas de ZnONP (8, 16 e 32 mg/L) em DMSO 
por análise de espalhamento dinâmico da luz. (C) Distribuição do tamanho das 
partículas de ZnONP (8 e 16 mg/L) em água do mar por análise de 
espalhamento dinâmico da luz. (D) Imagem representativa de ZnONP em água 
do mar obtida por MET, destacando o padrão de agregação dessas 
nanopartículas. 
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4.3.2. Ensaios de toxicidade aguda com ZnONP e ZnCl2 com 
ostras C. gigas 

A toxicidade aguda das ZnONP para as ostras C. gigas foi 
investigada por um experimento de sobrevivência por 96 h (Fig. 39A). 
Apesar de não ter sido possível detectar uma concentração capaz de 
causar 100% de letalidade, foi possível estimar a CL50(96 h) em 
aproximadamente 37,2 mg/L de ZnONP (Fig. 39C). 
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Figura 39: Teste de toxicidade aguda em ostras Crassostrea gigas expostas à 
nanopartículas de óxido de zinco (ZnONP) e ZnCl2. Animais foram expostos 
a diferentes concentrações de ZnONP e ZnCl2 por 96 h. A taxa de sobrevivência 
foi analisada no início de cada dia. (A) Gráfico representando a análise de 
PROBIT de C. gigas expostas a ZnONP, (B) determinação da CL50(96 h) 
baseada nos dados de sobrevivência, (C) gráfico representando as análises de 
PROBIT de C. gigas expostas a ZnCl2, (D) determinação da CL50(96 h) baseada 
nos dados de sobrevivência. Os dados estão apresentados como média ± desvio 
padrão (n = 12). 
 

Para efeitos comparativos, esta concentração corresponde a 29,9 
mg/L de zinco. Outro experimento de sobrevivência foi realizado para 
comparar a toxicidade de ZnONP com aquela causada por ZnCl2 (Fig. 
39B): este último demonstrou uma CL50(96 h) de 55 mg/L (Fig. 39D) 
para o ZnCl2, correspondendo a 26,6 mg/L de zinco. 
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4.3.3. Quantificação dos níveis de zinco e análises de microscopia 
eletrônica 

 Baseado nos dados de sobrevivência, foi utilizada a 
concentração de 4 mg/L de ZnONP (aproximadamente 10% da Cl50) 
como uma concentração subletal para experimentos envolvendo análises 
químicas, bioquímicas e celulares. Um experimento inicial foi realizado 
para observar o perfil de absorção de ZnONP e os alvos celulares dessas 
nanopartículas em brânquias e glândulas digestivas. Ostras foram 
expostas a ZnONP 4 mg/L e análises de zinco total foram realizadas na 
água do mar e nos tecidos após 6, 24 e 48 h, assim como análises por 
microscopia eletrônica nos tecidos. 

Os níveis iniciais de zinco total na água do mar (Fig. 40A) 
variaram entre 2,4 e 2,9 mg/L, sendo esperado um valor de 3,2 mg/L 
para esta concentração de nanopartículas. Desta forma, apesar de estar 
aproximadamente 10 – 25% abaixo do esperado, este foi considerado 
aceitável para o propósito deste estudo. Os níveis de zinco total 
diminuíram 25 – 35% dentro de 24 h na presença ou ausência de 
animais (Fig. 40A). Este dado, em conjunto com a observação de uma 
camada de finas partículas no fundo dos aquários indicam uma possível 
precipitação de ZnONP ao longo do tempo, possivelmente devido ao 
padrão de agregação na água do mar. 

Também foi testado se as ZnONP dissociam-se em zinco iônico 
(Zn2+) na água do mar durante 24 h (Fig. 40B). Alíquotas de água do 
mar com ZnONP 4 mg/L foram coletadas nos tempos zero, 6 e 24 h, e 
filtradas em membranas com ponto de exclusão de 10 kDa (equivalente 
a nanopartículas de tamanho de 2 nm ou maior). No tempo 0 h, foi 
observado que os níveis de zinco iônico corresponderam a 38% do valor 
do zinco total na água do mar, aumentando para 51 e 78% após 6 e 24 h. 
Estes dados indicam uma rápida dissociação de ZnONP, dentro de 
alguns minutos, seguido de um processo mais demorado (horas). 

Os níveis de zinco total também foram quantificados em 
brânquias e glândula digestiva de ostras nos tempos 0, 6, 24 e 48 h de 
exposição (Fig. 40C). Os níveis basais de zinco foram aproximadamente 
2 vezes maiores na brânquia que na glândula digestiva, com um 
aumento de 49 e 80% nos valores de zinco nas brânquias após 24 e 48 h 
de exposição, enquanto que na glândula digestiva este aumento foi mais 
acentuado (134%), porém valores estatisticamente significativos 
somente foram observados após 48 h de exposição. 
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Figura 40: Análise dos níveis de zinco na água do mar, brânquia e glândula 
digestiva de ostras Crassostrea gigas. (A) Animais foram expostos a 
nanopartículas de óxido de zinco (ZnONP) 4 mg/L por até 48 h e alíquotas de 
água do mar foram analisadas para níveis de zinco total. A quantificação 
também foi realizada na água do mar na ausência de animais. (B) Soluções de 
ZnONP 4mg/L em água do mar foram analisadas para os níveis de zinco iônico 
dissociado das ZnONP após remoção das nanopartículas por ultrafiltração, ou 
para os níveis de zinco total, na ausência de animais. (C) Níveis de zinco em 
tecidos de ostras expostas a ZnONP 4 mg/L por até 48 h. Diferenças estatísticas 
com relação ao grupo controle são indicadas como * (p < 0,05) e *** (p < 
0,001), de acordo com ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de 
Duncan. Dados são representados como média ± desvio padrão (n = 3 – 6).  

 
As análises de MET em células ciliadas e com microvilos de 

filamentos de brânquias de animais controle (Fig. 41A e B) apontam 
para uma morfologia celular típica. Logo após 6 h de exposição (Fig. 
41C e D) foi detectada perda de crista mitocondrial e a presença de 
vesículas endocíticas próximas à membrana celular, as quais não foram 
detectadas no grupo controle. Dentro destas vesículas foi observada a 
presença de partículas elétron-densas, indicando uma possível absorção 
de ZnONP por endocitose, porém o que ainda precisa ser confirmado. 
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Danos a estruturas celulares aumentaram após 24 h de exposição (Fig. 
41E e F), como inchamento da mitocôndria e alterações mais acentuadas 
nas cristas mitocondriais. Após 48 h (Fig. 41G - I) o citoplasma 
apresentou inúmeras partículas vesiculadas e alterações na estrutura das 
mitocôndrias. 

Resultados similares foram detectados em glândulas digestivas 
analisadas por MET. No caso das células digestivas, a morfologia 
celular das células do grupo controle foi confirmada como típica, 
apresentando núcleo com cromatina marginal, retículo endoplasmático 
rugoso e mitocôndrias intactas (Fig. 42A e B). Após 6 h de exposição a 
ZnONP foi detectada grande quantidade de vesículas, porém sem outras 
alterações morfológicas (Fig. 42C – E). Após 24 h (Fig. 42F – H) e 48 h 
(Fig. 42I e J), assim como nas brânquias, foram observados distúrbios 
na crista mitocondrial e citoplasma com grande número de vesículas 
contendo partículas elétron-densas. 
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Figura 41: Imagens de microscopia eletrônica de transmissão de células 
ciliadas e com microvilos de filamentos branquiais de ostras Crassostrea 

gigas expostas à 4 mg/L nanopartículas de óxido de zinco (ZnONP) por até 
48 h. (A e B) Células de animais controle demonstrando morfologia típica da 
mitocôndria (M) e do núcleo (N), incluindo detalhes da crista mitocondrial 
(setas). (C e D) Células após 6 h de exposição, ausência de crista mitocondrial e 
presença de vesículas endocíticas contendo partículas elétron-densas (setas). (E 
e F) Mitocôndria inchada e núcleo intacto. (G e H) Células após 48 h de 
exposição contendo citoplasma altamente vesiculado e mitocôndrias com 
distúrbios na estrutura de membranas. 
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Figura 42: Imagens de microscopia eletrônica de transmissão de células 
digestivas da glândula digestiva de ostras Crassostrea gigas expostas a 
nanopartículas de óxido de zinco (ZnONP) por até 48 h. (A e B) Células de 
animais controle demonstrando morfologia típica do núcleo (N), retículo 
endoplasmático rugoso (RER) com ribossomos aderidos (setas) e mitocôndria 
(M), incluindo detalhes da crista mitocondrial (setas). (C - E) Células após 6 h 
de exposição, com morfologia normal incluindo a presença de grânulos 
lipídicos (setas) e vesículas (V). (F - H) Células digestivas após 24 h de 
exposição, apresentando distúrbios na mitocôndria e grande quantidade de 
vesículas endocíticas com partículas elétron-densas. (I e J) Células digestivas 
após 48 h de exposição apresentando grande quantidade de vesículas no 
citoplasma com partículas elétron-densas e alterações na estrutura da 
mitocôndria de membranas. 
 
4.3.4. Análises bioquímicas de ostras C. gigas expostas a ZnONP 

A fim de melhor caracterizar os efeitos subletais de ZnONP em 
C. gigas, ostras foram expostas a ZnONP 4 mg/L por 24 e 48 h e 
análises biquímicas e celulares foram realizadas em brânquia, glândula 
digestiva e hemócitos. Os níveis de tióis intracelulares foram 
determinados em brânquia e glândula digestiva. Na brânquia, nenhuma 
alteração foi detectada, exceto pela diminuição de 21% nos níveis de 
PSH após 48 h (Fig. 43D). É importante ressaltar que os animais 
controle no tempo de 48 h apresentaram níveis de PSH acima do grupo 
controle 24 h (Fig. 43D ) Na glândula digestiva não foi detectada 
nenhuma alteração significativa em ambos os tempos de exposição. 

Uma diminuição na atividade da GR (Fig. 44A) foi detectada na 
brânquia após 24 (- 29%) e 48 h (- 28%), assim como na glândula 
digestiva após 48 h (- 47%). Por outro lado, a atividade da enzima GPx 
aumentou na brânquia em 27% após 48 h, porém não foram detectadas 
alterações na glândula digestiva (Fig. 44B). Indícios de danos oxidativos 
foram detectados pelo ensaio de produtos finais da peroxidação lipídica 
(TBARS), com um aumento de 49% nas brânquias após 48 h de 
exposição à ZnONP (Fig. 44C). É importante ressaltar que os animais 
controle no tempo de 48 h apresentaram níveis de TBARS abaixo do 
grupo controle 24 h (Fig. 44C ). As demais enzimas analisadas (Cat, 
TrxR, G6PDH e GAPDH) não sofreram alterações significativas em 
ambos os tecidos e tempos estudados (dados não apresentados).  
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Figura 43: Análise do estado tiólico de brânquia e glândula digestiva de 
ostras Crassostrea gigas após exposição a 4 mg/L de nanopartículas de 
oxido de zinco (ZnONP) por até 48 h. (A) Níveis de glutationa total (GSH-t), 
(B) níveis do dissulfeto de glutationa (GSSG), (C) relação GSH/GSSG, (D) 
níveis de tióis proteicos (PSH). Os dados são apresentados na forma de boxplot, 
contendo a mediana, o primeiro (25%) e o terceiro quartil (75%), com os 
desvios representando os valores mínimos e máximos (n = 7). As diferenças 
estatísticas, obtidas através do teste t de Student entre os grupos tratados e seus 
respectivos controles, ou entre os grupos controle, estão indicadas como * (p < 
0,05) e *** (p < 0,001). 
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Figura 44: Análise da atividade de enzimas antioxidantes e dos níveis de 
peroxidação lipídica de brânquia e glândula digestiva de ostras Crassostrea 

gigas após exposição a 4 mg/L de nanopartículas de oxido de zinco 
(ZnONP) por até 48 h. (A) Glutationa redutase (GR), (B) glutationa 
peroxidase (GPx) e (C) níveis de peroxidação lipídica pelo ensaio de espécies 
reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). Os dados são apresentados na forma 
de boxplot, contendo a mediana, o primeiro (25%) e o terceiro quartil (75%), 
com os desvios representando os valores mínimos e máximos (n = 6 - 7). As 
diferenças estatísticas, obtidas através do teste t de Student entre os grupos 
tratados e seus respectivos controles, ou entre os grupos controle, estão 
indicadas como * (p < 0,05), ** (p < 0,01) e *** (p < 0,001).  
 
4.3.5. Efeitos de ZnONP em hemócitos de C. gigas 

Os efeitos das ZnONP em hemócitos de C. gigas foi 
investigado através de ensaios de viabilidade celular e de 
imunocompetência apenas após 48 h de exposição. Não foram 
detectadas alterações significativas na viabilidade celular estimada pelo 
método da redução do MTT e do vermelho neutro, ou no taxa de 
produção de ERO, fagocitose e de adesão celular (dados não 
apresentados).  
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4.3.6. Efeitos de ZnONP no perfil geral de oxidação de proteínas 
citosólicas e mitocondriais em C. gigas 

As análises do perfil de oxidação de proteínas (seções 4.3.6 e 
4.3.7) foram realizadas  na República da Irlanda, no Redox Proteomics 

Laboratory (University College Cork), coordenado pelo Prof. Dr. David 
Sheehan. Estas atividades foram desenvolvidas pelo aluno na forma de 
doutorado sanduíche entre os meses de março e dezembro de 2013.  

Inicialmente foram quantificados os níveis totais de –SH livres e 
grupos carbonilas presentes por eletroforese unidimensional (1DE SDS-
PAGE) utilizando IAF e FTSC como fluoróforos marcadores 
específicos para essas modificações pós-traducionais. Através deste 
método é possível caracterizar de maneira rápida os níveis de danos 
oxidativos em proteínas de diferentes organismos. Ambos os métodos 
foram aplicados com sucesso para C. gigas. Os sinais de fluorescência 
de proteínas marcadas com os fluoróforos específicos foram 
normalizados pelo sinal de proteínas totais coradas com Coomassie azul 
coloidal. As análises estatísticas não demonstraram diferenças 
significativas para as análises de tióis livres e carbonilação nos extratos 
proteicos citosólicos de brânquias e glândulas digestivas de ostras 
expostas à ZnONP por 24 ou 48 h (dados não apresentados). 

A fim de investigar se proteínas mitocondriais podem ser alvo da 
toxicidade de ZnONP, o isolamento de mitocôndrias de brânquias e de 
glândula digestiva de C. gigas foi realizado utilizando um protocolo de 
centrifugação diferencial. A validação do método foi realizada através 
da análise da atividade de proteínas citosólicas (G6PDH e GAPDH) e 
mitocondriais (Complexo IV) como marcadores de frações celulares em 
animais controle. Os resultados (dados não apresentados) confirmaram o 
isolamento mitocondrial: na brânquia, a atividade das enzimas 
citosólicas G6PDH e GAPDH foram maiores na fração pós-
mitocondrial (5 e 15,5 vezes, respectivamente), assim como na glândula 
digestiva (2,7 e 14,8 vezes, respectivamente). O complexo mitocondrial 
IV apresentou maior atividade enzimática na fração mitocondrial tanto 
em brânquias (4,0 vezes) como na glândula digestiva (3,3 vezes). 

Géis 1DE SDS-PAGE representativos para a visualização de 
proteínas mitocondriais totais coradas com Coomassie azul coloidal e 
para proteínas mitocondriais marcadas com IAF ou FTSC podem ser 
visualizados nas figuras 45 e 46. A quantificação destes dados em 
brânquias demonstra uma diminuição de 32 % no sinal de IAF após 24 h 
de exposição a ZnONP (Fig. 47A), indicando menores níveis de SH 
livres presentes em proteínas. Na glândula digestiva foi detectado 
apenas uma tendência de diminuição (p = 0,053, Fig. 47B). Após 48 h 
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de exposição ocorreu uma diminuição do sinal de IAF tanto na brânquia 
(30 %, Fig. 47A) como na glândula digestiva (59%, Fig. 47B). Para os 
grupos carbonilas de proteínas, tanto para a brânquia como para a 
glândula digestiva, as diferenças não foram estatisticamente 
significativas após 24 ou 48 h de exposição à 4 mg/L de ZnONP (dados 
não apresentados).  

 

 
Figura 45: Imagens representativas de géis de 1DE SDS-PAGE de extratos 
proteicos mitocondriais de brânquias e glândula digestiva de ostras 
Crassostrea gigas expostas a 4 mg/L de nanopartículas de óxido de zinco 
(ZnONP) e analisados para a detecção do conteúdo de tióis proteicos livres. 
Visualização do nível total de proteínas por coloração de Coomassie coloidal de 
brânquias (A) e glândula digestiva (C). Imagens de fluorescência de tióis 
proteicos livres marcados com 5-iodoacetamida-fluoresceína (IAF) em 
brânquias (B) e glândula digestiva (D). Géis contem marcadores de peso 
molecular (M) e 25 µg de proteínas de grupo controle (1-5) ou do grupo ZnONP 
48 h (6-10). 
 



127 

 
Figura 46: Imagens representativas de géis de 1DE SDS-PAGE de extratos 
proteicos mitocondriais de brânquias e glândula digestiva de ostras 
Crassostrea gigas expostas a nanopartículas de óxido de zinco (ZnONP) e 
analisados para a detecção do conteúdo de grupos carbonilas em proteínas. 
Visualização do nível total de proteínas por coloração de Coomassie coloidal de 
brânquias (A) e glândula digestiva (C). Imagens de fluorescência de grupos 
carbonilas em proteínas marcados com 5-tiosemicarbazida-fluoresceína (FTSC) 
em brânquias (B) e glândula digestiva (D). Géis contem marcadores de peso 
molecular (M) e 12,5 µg de proteínas em cada amostra do grupo controle (1-5) 
ou do grupo ZnONP 48 h (6-10). 
 

Para melhor caracterizar os efeitos oxidativos das ZnONP na 
fração mitocondrial e em ostras C. gigas, duas enzimas mitocondriais 
relacionadas ao transporte de elétrons (complexo I e IV) foram 
analisadas na brânquia e glândula digestiva após 24 e 48 h de exposição. 
A atividade do complexo IV não sofreu alterações significativas na 
brânquia (Fig. 48A), porém diminuiu 25% na glândula digestiva após 48 
h (Fig. 48B).  
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Figura 47: Análise dos níveis de tióis proteicos livres em proteínas 
mitocondriais por 1DE SDS-PAGE em brânquia e glândula digestiva de 
ostras Crassostrea gigas expostas a 4 mg/L de nanopartículas de óxido de 
zinco (ZnONP) por 24 ou 48 h. Níveis de tióis proteicos livres na (A) brânquia 
e (B) glândula digestiva. Os dados são representados como boxplot contendo 
media, primeiro (25%) e terceiro quartil (75%), e os desvios representam os 
valores mínimos e máximos (n = 5). Diferenças estatísticas entre os grupos 
foram analisadas por ANOVA de duas vias seguidos do teste post hoc de 
Duncan e estão indicadas como * (p < 0,05). 
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Figura 48: Atividade da enzima mitocondrial citocromo c oxidase 
(complexo IV) em brânquia e glândula digestiva de ostras Crassostrea gigas 

expostas a 4 mg/L de nanopartículas de óxido de zinco (ZnONP) por 24 ou 
48 h. (A) brânquia; (B) glândula digestiva. Os dados são representados como 
boxplot contendo media, primeiro (25%) e terceiro quartil (75%), e os desvios 
representam os valores mínimos e máximos (n = 5). Diferenças estatísticas entre 
os grupos foram analisadas por ANOVA de duas vias seguidos do teste post hoc 

de Duncan e estão indicadas como ** (p < 0,01). Diferenças entre os grupos 
controles para cada tempo são representadas como ### (p < 0,001). 
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4.3.7. Identificação de proteínas de C. gigas sensíveis à exposição 
de ZnONP 

Apesar de não terem sido detectados sinais evidentes de 
moderado a elevado estresse oxidativo no citosol (baseado nos dados de 
1DE SDS-PAGE e ensaios enzimáticos), observamos que as enzimas 
GR e GPx, assim como os níveis de PSH e de TBARS foram afetados 
por ZnONP em brânquias de C. gigas (Fig. 43 e 44). Estes dados são 
indicativos de processos oxidantes no citosol. Neste contexto é possível 
que proteínas específicas estejam sofrendo processos oxidativos, porém 
sem afetar intensamente o perfil geral de oxidação de proteínas 
(analisado pela técnica de 1DE SDS-PAGE). Desta forma, buscamos 
investigar se existem proteínas sensíveis a processos oxidativos em 
extratos proteicos citosólicos, analisado por eletroforese em duas 
dimensões (2DE SDS-PAGE) em brânquias de C. gigas expostas a 
ZnONP por 48h (Fig. 49).  

Ao todo 458 “spots” foram detectados em extratos de proteínas 
com tióis marcados com IAF para a visualização de proteínas contendo 
tióis livres, dos quais 441 permaneceram inalterados com a exposição a 
ZnONP enquanto que 17 tiveram ao menos 50% de diferença no sinal 
em relação ao grupo controle (Fig. 50). A lista de “spots” com sinal de 
fluorescência alterado pode ser visualizada na Tabela 4. 
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Figura 49: Imagens representativas de géis 2DE SDS-PAGE de extratos 
proteicos citosólicos de brânquias de ostras Crassostrea gigas expostas a 
4mg/L de nanopartículas de óxido de zinco por 48 h. Visualização das 
proteínas totais por coloração de Coomassie coloidal (A e B); imagens de 
fluorescência de tióis proteicos livres marcados com 5-iodoacetamida 
fluoresceína (C e D); imagens de fluorescência de grupos carbonilas em 
proteínas marcados com 5-tiosemicarbazida fluoresceína (E e F). Os géis de 
2DE SDS-PAGE foram realizados após eletrofocalização com tiras de 7 cm (ph 
3-10, não linear) empregando géis com 12% de poliacrilamida.  
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Figura 50: Representação gráfica do número de proteínas com grupos 
tiólicos livres detectados em extratos proteicos citosólicos analisados por 
2DE SDS-PAGE de brânquias de ostras Crassostrea gigas expostas a 4mg/L 
de nanopartículas de óxido de zinco por 48 h. As proteínas foram marcadas 
com 5-iodoacetamida-fluoresceína (IAF). Os géis foram analisados pelo 
software SameSpots, e o volume de cada “spot” foi comparado entre o grupo 
controle e exposto por ANOVA de uma via. “Spots” com pelo menos 1,5 X de 
diferença no volume entre os grupos e p < 0,05 foram selecionados como 
proteínas de interesse. 

 
Tabela 4: Lista de “spots” detectados por 2DE SDS-PAGE de extratos proteicos 
citosólicos marcados com 5-iodoacetamida fluoresceína (IAF), os quais 
apresentaram variações nos grupos tiólicos livres em brânquias de ostras 
Crassostrea gigas expostas a nanopartículas de óxido de zinco (ZnONP) por 
48h, em relação ao grupo controle. 

Número do 
“spot” 

Anova (p) Diferença em 
relação ao 

controle (vezes) 

Efeito da exposição a 
ZnONP em relação 
ao grupo controle 

369 0.001186 2 Diminuição 

243 0.000514 1,8 Diminuição 

199 1.55E-06 1,7 Diminuição 

213 0.000358 1,7 Diminuição 

397 0.022858 1,6 Diminuição 

Inalteradas

441

Aumento

8

Diminuição

9
Alteradas

17

Proteínas citosólicas contendo tióis livres sensíveis à 

exposição a ZnONP
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Tabela 4: continuação 

384 0.002188 1,5 Diminuição 

219 0.009769 1,5 Diminuição 

382 0.010819 1,5 Diminuição 

450 0.012923 1,5 Diminuição 

427 0.000779 2 Aumento 

480 0.037185 1,8 Aumento 

379 0.00299 1,6 Aumento 

429 0.000604 1,5 Aumento 

495 0.002547 1,5 Aumento 

496 0.006237 1,5 Aumento 

277 0.011944 1,5 Aumento 

313 0.020014 1,5 Aumento 

 
Além disso, 313 “spots” de proteínas carboniladas foram 

detectados após a marcação com FTSC em extratos de proteínas nas 
brânquias, dos quais 277 permaneceram inalterados e 36 tiveram ao 
menos 50% de diferença no sinal de fluorescência entre os grupos 
analisados. Destes, 21 “spots” apresentaram um aumento no sinal 
enquanto que 15 tiveram uma diminuição (Fig. 51). A lista de “spots” 
com sinal de fluorescência alterado pode ser visualizada na Tabela 5. 

Também foram analisadas as proteínas totais das brânquias com 
diferentes perfis de expressão entre o grupo controle e o grupo exposto a 
ZnONP por 48 h. Nesta técnica, não são empregados marcadores 
fluorescentes, mas sim utilizando apenas a coloração de Coomassie 
coloidal. Foi detectado um total de 726 “spots”, dos quais 672 
permaneceram inalterados e 55 tiveram ao menos 50% de diferença no 
sinal da coloração entre os grupos analisados. Destes, 24 “spots” 
apresentaram um aumento no sinal enquanto que 31 tiveram uma 
diminuição (Fig. 52). A lista destes 55 “spots” pode ser visualizada na 
Tabela 6.  
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Figura 51: Representação gráfica do número de proteínas com grupos 
carbonilas detectadas em extratos proteicos citosólicos analisados por 2DE 
SDS-PAGE de brânquias de ostras Crassostrea gigas expostas a 4mg/L de 
nanopartículas de óxido de zinco por 48 h. As proteínas foram marcadas com 
5-tiosemicarbazida-fluoresceína (FTSC). Os géis foram analisados pelo 
software SameSpots, e o volume de cada “spot” foi comparado entre o grupo 
controle e exposto por ANOVA de uma via. “Spots” com pelo menos 1,5 X de 
diferença no volume entre os grupos e p < 0,05 foram selecionados como 
proteínas de interesse. 
 
Tabela 5: Lista de “spots” detectados por 2DE SDS-PAGE de extratos proteicos 
citosólicos marcados com 5-tiosemicarbazida-fluoresceína (FTSC) para a 
detecção de proteínas contendo grupos carbonilas em brânquias de ostras 
Crassostrea gigas expostas a nanopartículas de óxido de zinco (ZnONP) por 
48h. 
Número do spot Anova (p) Diferença em 

relação ao grupo 
controle (vezes) 

Efeito da exposição 
a ZnONP em 

relação ao grupo 
controle 

313 0.00626 2,3 Diminuição 

124 1.38E-06 2,1 Diminuição 

125 0.000274 2 Diminuição 

310 0.009715 2 Diminuição 

265 0.004006 1,7 Diminuição 

Inalteradas

277

Aumento

21

Diminuição

15

Alteradas

36

Proteínas citosólicas com alterações no perfil de 

carbonilação após exposição a ZnONP
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Tabela 5: continuação 

304 8.29E-06 1,6 Diminuição 

150 2.22E-05 1,6 Diminuição 

274 0.000706 1,6 Diminuição 

250 0.001012 1,6 Diminuição 

205 0.022031 1,6 Diminuição 

155 0.000665 1,5 Diminuição 

299 0.000851 1,5 Diminuição 

254 0.001686 1,5 Diminuição 

154 0.01564 1,5 Diminuição 

1 0.016594 1,5 Diminuição 

283 9.25E-05 2,1 Aumento 

58 6.47E-05 1,8 Aumento 

127 0.000473 1,7 Aumento 

306 0.002979 1,7 Aumento 

143 0.005195 1,7 Aumento 

223 9.17E-05 1,6 Aumento 

230 0.001589 1,6 Aumento 

325 0.005607 1,6 Aumento 

158 0.009637 1,6 Aumento 

331 0.015437 1,6 Aumento 

280 0.018674 1,6 Aumento 

303 0.000516 1,5 Aumento 

100 0.002527 1,5 Aumento 

187 0.004357 1,5 Aumento 

86 0.006256 1,5 Aumento 

29 0.008912 1,5 Aumento 

312 0.011887 1,5 Aumento 

298 0.012758 1,5 Aumento 

12 0.020183 1,5 Aumento 

22 0.02299 1,5 Aumento 
330 0.040022 1,5 Aumento 
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Figura 52: Representação gráfica do número de proteínas com diferentes 
perfis de expressão detectados em extratos proteicos citosólicos analisados 
por 2DE SDS-PAGE de brânquias de ostras Crassostrea gigas expostas a 
4mg/L de nanopartículas de óxido de zinco por 48 h. As proteínas foram 
coradas com Coomassie coloidal e os géis foram analisados pelo software 
SameSpots. O volume de cada “spot” foi comparado entre o grupo controle e 
exposto por ANOVA de uma via e os “spots” com pelo menos 1,5 X de 
diferença no volume entre os grupos e p < 0,05 foram selecionados como 
proteínas de interesse. 
 
 
Tabela 6: Lista de “spots” detectados por 2DE SDS-PAGE de extratos proteicos 
citosólicos corados com Coomassie coloidal para detecção de diferentes níveis 
de expressão proteica em brânquias de ostras Crassostrea gigas expostas a 
nanopartículas de óxido de zinco (ZnONP) por 48h. 

Número Anova (p) Diferença em 
relação ao grupo 

controle 

Efeito da exposição 
a ZnONP em 

relação ao grupo 
controle 

340 1.36E-06 1,5 Aumento 
575 2.21E-06 2,5 Aumento 

1378 1.29E-05 1,8 Aumento 

Inalteradas

671

Aumento

24

Diminuição

31
Alteradas

55

Proteínas citosólicas com alterações no conteúdo 

protéico após à exposição a ZnONP
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Tabela 6: continuação 
374 1.67E-05 1,7 Aumento 
209 2.08E-05 1,8 Aumento 
531 2.24E-05 1,6 Aumento 
418 3.92E-05 1,6 Aumento 
147 0.047927 1,5 Aumento 

1377 0.00016 1,8 Aumento 
632 0.010066 1,5 Aumento 
377 0.000295 1,6 Aumento 
598 0.018762 1,5 Aumento 
18 0.000374 1,7 Aumento 

208 0.006667 1,5 Aumento 
328 0.019641 1,5 Aumento 
717 0.003735 1,7 Aumento 
109 0.010878 1,5 Aumento 
728 0.001706 1,8 Aumento 
460 0.018163 1,5 Aumento 
625 0.040225 1,5 Aumento 
543 0.002481 1,5 Aumento 
894 0.011973 1,6 Aumento 
581 0.015313 1,7 Aumento 
369 0.009424 1,6 Aumento 
977 0.002902 2,5 Diminuição 

1234 0.004738 1,6 Diminuição 
653 0.001945 2,1 Diminuição 
316 0.001954 1,7 Diminuição 

1193 0.000407 1,5 Diminuição 
294 0.003331 1,5 Diminuição 
805 0.000615 1,6 Diminuição 
794 0.000276 2 Diminuição 
943 0.001474 1,6 Diminuição 
547 0.010871 1,6 Diminuição 
734 0.003802 1,6 Diminuição 
984 0.011841 2,4 Diminuição 
503 0.004801 2,1 Diminuição 
669 0.014186 2,7 Diminuição 
848 0.014674 1,5 Diminuição 

1028 0.014891 1,7 Diminuição 
867 0.00034 1,7 Diminuição 
454 0.016311 1,6 Diminuição 
530 0.000553 1,5 Diminuição 
596 0.018185 2 Diminuição 

1059 0.01854 2,7 Diminuição 
291 6.89E-05 2,2 Diminuição 
654 0.007184 1,5 Diminuição 
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Tabela 6: continuação 
662 0.02043 1,5 Diminuição 

1040 0.032728 2,6 Diminuição 
1033 0.037588 1,5 Diminuição 
1011 0.010353 1,6 Diminuição 
1309 0.043231 1,5 Diminuição 
646 0.044241 1,7 Diminuição 
238 0.046696 1,5 Diminuição 
968 0.006345 1,7 Diminuição 

 
Após as análises estatísticas, as proteínas de interesse que 

possuíam bom perfil de separação e conteúdo proteico foram 
selecionadas do gel para posterior identificação por espectrometria de 
massa (total de 40 “spots”).  

Além disso, proteínas mitocondriais contendo cisteínas reduzidas 
foram purificadas utilizando sefarose contendo tiol ativado (seção 
3.4.8), a fim de caracterizar proteínas sensíveis à estresse oxidativo 
nesta organela. Este protocolo utiliza uma sefarose acoplada a uma 
molécula de glutationa, a qual forma um dissulfeto com uma molécula 
de 2-piridil. Esta ponte dissulfeto pode ser quebrada na presença de 
proteínas contendo grupos –SH livres (reduzidos), gerando um 
dissulfeto misto entre a sefarose e a proteína, e liberando 2-tiopiridona. 
Dessa forma, é possível separar por centrifugação as proteínas contendo 
–SH livres, para posterior análise por espectometria de massa.  

Até o presente momento, não foi possível realizar a identificação 
dos “spots” selecionados dos géis de 2DE SDS-PAGE, assim como das 
proteínas separadas por sefarose ativada. A partir das análises de 
espectrometria de massa, será possível identificar proteínas que 
apresentaram diferente perfil de oxidação e de expressão proteica na 
brânquia de C. gigas após exposição aguda a ZnONP. 
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5. DISCUSSÃO 
 
5.1. ESTUDO 1 

A fim de caracterizar o papel da brânquia, glândula digestiva e 
hemolinfa no processo de biotransformação do CDNB, ostras C. gigas 

foram expostas a CDNB 10 µM por até 24 h. Tecidos e alíquotas de 
água do mar foram coletados em diferentes tempos para análises 
químicas, moleculares e bioquímicas. Os efeitos do CDNB sobre o 
sistema antioxidante também foram investigados, assim como o possível 
papel protetor da brânquia contra agentes eletrofílicos. Estes dados estão 
sumarizados na figura 53, e serão discutidos a seguir. 

 

 
Figura 53: Hipótese levantada sobre o papel da brânquia na proteção 
contra agentes eletrofílicos em ostras Crassostrea gigas. Compostos 
eletrofílicos presentes na água do mar são absorvidos pela brânquia, sendo 
rapidamente conjugados com glutationa (GSH) através da enzima glutationa S-
transferase (GST). A brânquia também apresenta uma alta e rápida capacidade 
de indução de dois genes que codificam para isoformas de GST, levando ao 
aumento na atividade dessa enzima em 24 h. Os dados indicam que os 
compostos gerados neste processo são, então, exportados para fora da célula, 
atingindo a hemolinfa. Neste processo, os conjugados podem sofrer ação de 
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peptidases presentes no lado externo da membrana celular das células irrigadas 
com hemolinfa, gerando compostos conjugados da via do ácido mercaptúrico. O 
CDNB, conjugados de glutationa e metabólitos da via do ácido mercaptúrico 
também podem ser transportados para os demais tecidos do organismo através 
da hemolinfa. Por exemplo, os resultados mostram quantidades mensuráveis de 
DNP-SG, DNP-CYS e DNP-NAC na glândula digestiva, indicando que este 
órgão pode auxiliar no processo de biotransformação. A presença de DNP-SG e 
DNP-NAC na água do mar indica que excreção para o meio externo é uma 
provável rota de eliminação de xenobióticos em bivalves. Qual tecido 
desempenha o papel de excreção desses compostos ainda não pode ser 
identificado. Dessa forma, a brânquia atua como uma primeira barreira, 
metabolizando rapidamente compostos eletrofílicos através da ação da GSH e 
GST, prevenindo que estes compostos eletrofílicos (CDNB neste trabalho) 
atinjam outros tecidos, e consequentemente, diminuindo a toxicidade para estes 
demais tecidos e, eventualmente, oferecer proteção ao organismo como um 
todo. 
 
5.1.1. Absorção, metabolização e excreção de CDNB 

Inicialmente foi investigado o desaparecimento de CDNB da 
água do mar ao longo da exposição. O curto tempo de meia vida 
(aproximadamente 1h, Fig. 19) sugere uma rápida absorção deste 
composto pelo organismo, o que é facilitado devido a suas 
características hidrofóbicas. Não foi possível quantificar o CDNB nos 
tecidos através de HPLC e detecção UV devido à interferência de 
moléculas orgânicas na faixa de 280 nm, onde se encontra o pico de 
absorção do CDNB. 

No caso de bivalves, os dados do presente trabalho podem ser 
considerados pioneiros nesta área de biotransformação de fase II e do 
ácido mercaptúrico. Os resultados obtidos pela análise dos níveis dos 
conjugados de glutationa (DNP-SG, Fig. 20), de cisteína (DNP-CYS, 
Fig. 21) e de N-acetilcisteína (DNP-NAC, Fig. 22) obtidos a partir da 
metabolização do CDNB apontam para um papel diferencial para cada 
um dos tecidos estudados (brânquia, glândula digestiva e hemolinfa, 
vide Fig. 53). Em paralelo ao rápido desaparecimento do CDNB na água 
do mar, foi detectado um rápido aparecimento de DNP-SG e DNP-CYS 
na brânquia, apresentando um pico máximo após 60 min de exposição. 
O DNP-SG é o composto derivado da conjugação entre CDNB e GSH, 
mediado pela enzima GST (BOYLAND; CHASSEAUD, 1969). O 
consumo de GSH-t ao longo do tempo de exposição na brânquia (Fig. 
23) complementa a ideia de absorção de CDNB seguido de sua 
conjugação com GSH, gerando DNP-SG nos tecidos. Os dados indicam 
que em C. gigas, este processo está ocorrendo preferencialmente na 
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brânquia, uma vez que foram detectados níveis bem mais baixos de 
DNP-SG na glândula digestiva e hemolinfa, além de não terem sido 
observados os efeitos do CDNB em parâmetros do sistema de 
biotransformação e antioxidante na glândula digestiva (consumo de 
GSH-t, aumento na expressão e atividade de GST, inibição da GR e 
TrxR). Este papel protetor da brânquia pode ser facilitado pelo fato de 
seu contato direto com o meio externo, ao contrário da hemolinfa e da 
glândula digestiva, que possuem pouca superfície diretamente exposta 
ao meio externo. 

O DNP-SG foi rapidamente metabolizado em C. gigas, uma vez 
que foi observado seu desaparecimento dos tecidos ao longo do tempo 
(a partir de 1 - 4 h), com um aparecimento de baixas concentrações na 
água do mar após 4-10 horas de exposição. Neste caso, não é possível 
indicar um comportamento preferencial de excreção de DNP-SG na 
água do mar em detrimento de sua metabolização, uma vez que sua 
concentração detectada na água do mar foi relativamente baixa (0,06 – 
0,18 µM). 

Este papel de conjugação de compostos eletrofílicos com GSH 
via GST, seguido de seu transporte para posterior metabolização ou 
excreção, já é bem caracterizado em diversos modelos de estudo. Um 
trabalho interessante relacionado ao metabolismo de CDNB foi 
realizado com cultura primária de células da placenta (S. VAIDYA; W. 
WALSH; M. GERK, 2011). A placenta atua como uma importante 
barreira relacionada com trocas gasosas, excreção e absorção de 
nutrientes, características semelhantes ao papel da brânquia em bivalves. 
Os dados apontaram para o consumo de GSH e formação de DNP-SG, 
seguido de sua rápida excreção através de proteínas transportadoras do 
tipo ABC, provavelmente para posterior metabolização pela via do ácido 
mercaptúrico pelos órgãos maternos. Estudos com mamíferos já 
relataram resultados semelhantes de excreção de conjugados de DNP-
SG por proteínas ABC em tecidos ou órgãos atuantes como barreiras 
protetoras como intestino (URŠIČ et al., 2009) e plexo coróide 
(GHERSI-EGEA et al., 2006), além de órgãos com alta capacidade de 
metabolização como o fígado (VILLANUEVA et al., 2005) e rins 
(TERLOUW et al., 2001). Células cancerígenas também apresentam 
uma forte atividade de conjugação do CDNB com GSH, seguido da 
excreção de DNP-SG. Esta atividade  aumenta a resistência destas 
células contra fármacos com características eletrofílicas (ZHANG; 
WONG, 1996). Outros organismos já apresentaram esse padrão, 
reforçando a ideia de um mecanismo de defesa celular preservado 
evolutivamente. Por exemplo, em plantas este padrão de exporte de 
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conjugados de GSH pode ser detectado, onde os conjugados de GSH são 
transportados em direção à ponta das raízes para sua excreção naquele 
tecido (SCHRÖDER et al., 2007). Em bactérias esse mecanismo 
também foi detectado, estando relacionado com a proteção contra 
compostos eletrofílicos exógenos (ZABLOTOWICZ et al., 1995). Desta 
forma, a rápida conjugação de CDNB com GSH, gerando DNP-SG 
principalmente na brânquia de ostras C. gigas expostas a CDNB, está de 
acordo com estudos de diferentes organismos-modelo, reforçando a 
ideia de uma barreira metabólica efetiva neste órgão. 

Apesar de ainda não ter sido descrita em bivalves ou mesmo 
peixes, os altos níveis de DNP-CYS, o qual é obtido a partir do DNP-SG 
após a remoção dos resíduos de γ-glutamil e cisteína, geralmente 
mediado por peptidases extracelulares, comprovam que a via do ácido 
mercaptúrico é ativa em C. gigas.  A brânquia foi importante nesta via 
de biotransformação, sendo um local preferencial de formação inicial de 
DNP-SG, também apresentando os mais altos níveis de DNP-CYS. A 
hemolinfa apresentou baixos níveis de DNP-SG (7,0 µM) (Fig. 20A), 
porém com altas concentrações de DNP-CYS (117 µM) (Fig. 21A). Este 
comportamento indica que, a partir da exportação de DNP-SG pela 
brânquia, o DNP-CYS é transportado para a hemolinfa ou então 
formado no ambiente extracelular irrigado pela própria hemolinfa. A 
prevalência de DNP-SG e DNP-CYS na brânquia, com concentração 
máxima em uma hora, em relação à glândula digestiva, com 
concentração máxima em 4 h, reforça essa ideia de que a brânquia 
exporta um dos precursores de DNP-CYS (DNP-SG, DNP-CG ou o 
próprio DNP-CYS). Devido ao sistema circulatório aberto dos bivalves, 
o DNP-SG ou outros precursores de DNP-CYS, podem ser rapidamente 
liberados para a hemolinfa e dali, então, transportados para outros 
tecidos (Fig. 53). 

Os níveis de DNP-CYS nos tecidos também chegaram próximos 
de zero ao fim da exposição, porém sem apresentar um evidente 
aumento na água do mar, sugerindo a existência de uma etapa 
subsequente de sua metabolização. Os níveis de DNP-NAC (Fig. 22A), 
metabólito final da via do ácido mercaptúrico, podem explicar este 
processo: após o DNP-CYS ser transportado via hemolinfa para outros 
tecidos, ele pode ser captado e biotransformado em diferentes locais, 
levando ao aparecimento de sua forma N-acetilada (DNP-NAC). Quatro 
horas após o início da exposição, o DNP-NAC atingiu seu pico máximo 
em todos os tecidos analisados.  Além disso, este composto apresentou 
concentração 3 vezes maior na hemolinfa, em comparação com a 
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brânquia e a glândula digestiva, sugerindo que uma vez formado, este 
composto rapidamente se acumula no meio extracelular (hemolinfa). Os 
dados sugerem que a hemolinfa atue recebendo e transportando este 
composto para posterior excreção. Apesar de não estar claro qual tecido 
atua neste papel de excreção, a brânquia tem uma enorme superfície em 
contato com o ambiente externo, o que facilitaria a excreção para a água 
do mar. O aumento gradativo e linear nos níveis de DNP-NAC na água 
do mar (Fig. 23B) reforça a ideia de que o DNP-NAC é o principal 
metabólito do CDNB excretado pela ostra.  

Possivelmente, a excreção de DNP-NAC está relacionada com o 
aumento de Abs em 340 nm na água do mar (Fig. 19), o que ainda 
precisa ser confirmado.  Entretanto, os principais picos (de maior área) 
detectados nos cromatogramas tanto nos tecidos como na água do mar 
foram o DNP-SG, DNP-CYS e DNP-NAC, com a presença de outros 
compostos com picos de pequena área em outros tempos de retenção 
(Fig. 18). Apesar de ser o principal metabólito encontrado na água do 
mar dentre os compostos estudados, não sabemos se outras vias 
metabólicas, como a glucoronidação e sulfatação estão presentes nos 
bivalves de maneira efetiva, tendo em vista que seus metabólitos não 
foram alvos das análises de HPLC. Se for este o caso, o aumento de Abs 
em 340 nm na água do mar pode ser devido a vários metabólitos do 
CDNB, o que precisa ser confirmado.  

A exportação de conjugados de glutationa, e de seus metabólitos 
da via do ácido mercaptúrico, pode ser realizado através de proteínas de 
exporte do tipo ABC (do inglês ATP-binding cassette), as quais estão 
presentes em bivalves e também estão relacionadas à processos de 
defesas celulares (LUCKENBACH; ALTENBURGER; EPEL, 2008; 
PAIN; PARANT, 2007; WHALEN et al., 2010). Aparentemente, as 
brânquias podem ser um importante local para a metabolização inicial e 
excreção de substâncias eletrofílicas, o que pode constituir-se em uma 
importante barreira de proteção para os demais tecidos do organismo. 

Até o presente momento este é o primeiro estudo a respeito do 
metabolismo de conjugados de glutationa em bivalves. Entretanto, 
vários trabalhos reportam a forte influência da biotransformação de fase 
II na defesa dos organismos contra contaminantes ambientais (vide 
seção 1.4), enquanto que outros autores detectaram a presença de 
metabólitos de ficotoxinas conjugadas com glutationa e derivados da via 
do ácido mercaptúrico (ABRAHAM et al., 2012; CHEN; XIE, 2005; 
WANG et al., 2004). É interessante ressaltar que trabalhos com bivalves 
expostos a ficotoxinas purificadas ou a algas produtoras de ficotoxinas 
indicaram a ocorrência de síntese de GSH em paralelo a um aumento na 
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atividade da GST e de proteínas de exporte do tipo ABC em diferentes 
órgãos (BURMESTER; NIMPTSCH; WIEGAND, 2012; CHOI et al., 
2006; CONTARDO-JARA; PFLUGMACHER; WIEGAND, 2008; 
FERNANDES; WELKER; VASCONCELOS, 2009; GARCÍA-
LAGUNAS; ROMERO-GERALDO; HERNÁNDEZ-SAAVEDRA, 
2013; SABATINI et al., 2011a; VASCONCELOS; WIEGAND; 
PFLUGMACHER, 2007). Esta resposta celular sugere um papel central 
da via de biotransformação de fase II nestes organismos, incluindo a 
indução de genes de defesa celular. 

De maneira semelhante ao processo ocorrido em C. gigas, a 
integração de diferentes órgãos no metabolismo do CDNB já foi 
exemplificada em mamíferos, através do papel do intestino, fígado, rins 
e sangue (HINCHMAN; BALLATORI, 1994). O fígado, com alta 
atividade GST, atua como ponto principal de conjugação de CDNB 
oriundo do sangue. A alta atividade de peptidases nos rins permite a 
rápida metabolização de DNP-SG a DNP-CYS, enquanto que a baixa 
atividade dessas enzimas no fígado dificulta a sua atuação nessa etapa 
catabólica. No caso da N-acetiltransferase, tanto o fígado como os rins 
apresentam alta atividade, e consequentemente ambos podem atuar na 
acetilação de conjugados de cisteína e gerar mercapturatos.  O intestino 
também possui alta atividade GST e de peptidases, podendo gerar 
conjugados de cisteína para serem N-acetilados pelo fígado. A excreção 
do DNP-NAC ocorre preferencialmente pela urina, porém a bile também 
é outra opção de via de excreção. Desta forma, o metabolismo de 
conjugados de glutationa (via do ácido mercaptúrico) em mamíferos está 
conectado através de diferentes órgãos, com o sangue atuando como 
importante meio para transporte. No caso de bivalves, esta área de 
estudo ainda é totalmente desconhecida, mas os dados indicam um 
mecanismo semelhante, com diferentes órgãos atuando através do 
transporte mediado pela hemolinfa. O presente estudo pode fornecer 
pistas interessantes sobre a cinética desta via em ostras C. gigas, 
indicando que a brânquia e a hemolinfa possuem um papel importante 
na via do ácido mercaptúrico. 

 
5.1.2. Modulação do sistema antioxidante e de biotransformação 
por CDNB 

Em conjunto com o consumo de GSH-t causado por CDNB, 
também foi detectada a inibição das enzimas GR e TrxR em brânquias, 
entre 4 e 24 h de exposição, e o aumento na atividade da GST (Fig. 23). 
Na glândula digestiva não foram detectadas alterações nestes 
parâmetros, reforçando a ideia da baixa ação do CDNB neste tecido. A 
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ação inibitória do CDNB sobre a TrxR já foi detectada em mamíferos 
(HEISS; GERHÄUSER, 2005; SEYFRIED; WÜLLNER, 2007), assim 
como a inibição irreversível da GR por CDNB e a inibição reversível da 
GR pelo DNP-SG in vitro (BILZER et al., 1984). Desta forma, tanto o 
CDNB como o DNP-SG poderiam estar causando a inibição observada 
nas enzimas antioxidantes em brânquias de C. gigas. Porém, a 
inalteração da atividade da GR, TrxR e GST na glândula digestiva 
reforça a ideia de baixa entrada de CDNB neste tecido, possivelmente 
pela eficaz biotransformação do CDNB mediada pela brânquia (Fig. 53). 

O rápido aumento na atividade GST na brânquia após 24 h sugere 
uma eficiente indução da transcrição gênica nas primeiras horas de 
exposição. Desta maneira, investigamos os níveis de transcritos de 3 
isoformas de GST (omega, pi e mi) na brânquia e glândula digestiva a 
fim de determinar se essa modulação pode estar relacionada a um 
aumento na transcrição gênica. Os dados apontam para um rápido e forte 
aumento nos transcritos na brânquia para 2 das 3 isoformas analisadas, 
seguido do reestabelecimento dos níveis basais (Fig. 24). Após 4 h de 
exposição os níveis de transcritos aumentaram 99 vezes para a isoforma 
omega e 7 vezes para a pi, enquanto que a isoforma mi permaneceu 
inalterada. É importante ressaltar que a atividade da GST foi analisada 
utilizando CDNB como substrato, sendo que uma das isoformas da GST 
da família omega (isoforma 1) apresenta baixa atividade contra este 
composto, enquanto que as famílias mi e pi apresentam alta atividade 
contra o mesmo (IOANNIDES, 2002; WANG et al., 2005). Desta 
forma, os dados de atividade enzimática da GST apresentam uma 
resposta geral da modulação de diferentes famílias isoformas frente à 
uma exposição a CDNB, enquanto que os dados de transcrição gênica 
investigaram especificamente esta resposta em 3 isoformas de GSTs. De 
maneira geral, os dados reforçam a ideia da brânquia como alvo inicial 
do CDNB, enquanto que a glândula digestiva pode estar atuando de 
maneira complementar em um metabolismo mais tardio de metabólitos 
do CDNB (Fig. 53). Nestes tempos mais tardios conforme os dados 
observados, a brânquia possui baixo níveis de GSH, o que impediria 
uma ação eficiente de conjugação de CDNB. 

Esta resposta de indução de genes e enzimas relacionadas à 
proteção celular tem sido detectada repetidas vezes em brânquia de 
bivalves. Este órgão é considerado como alvo de entrada de muitos 
contaminantes, podendo apresentar um perfil de indução de 
metalotioneínas, enzimas de biotransformação e também de enzimas 
antioxidantes (BEBIANNO et al., 2004). Por exemplo, ostras expostas a 
esgoto domésticos apresentaram maior atividade da Cat e GR 
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(ZANETTE et al., 2008), assim como mexilhões transplantados para 
regiões contaminadas por efluentes urbanos e industriais apresentaram 
maior atividade da Cat, GR, GPx e GST (MARIA; SANTOS; 
BEBIANNO, 2009). Mexilhões expostos a benzo[a]pireno também 
induziram a transcrição de genes relacionados a defesa antioxidante, de 
biotransformação e de resposta a estresse (CHÂTEL et al., 2012). A 
indução de genes de enzimas de biotransformação de fase I (Citocromo 
P450) e II (GST) também ocorreu na brânquia de ostras expostas ao 
HPA fenantreno, enquanto que a glândula digestiva praticamente não 
apresentou modulação desses genes (LÜCHMANN et al., 2014). 

 
5.1.3. Brânquia como uma barreira metabólica efetiva contra 
agentes eletrofílicos 

A fim de averiguar se a brânquia é capaz de proteger o organismo 
contra agentes eletrofílicos em ostras C. gigas, um conjunto adicional de 
experimentos foi realizado utilizando CDNB e NEM. Inicialmente, 
CDNB foi injetado diretamente no músculo adutor das ostras para 
atingir a hemolinfa (Fig. 25) e, consequentemente, todos os demais 
tecidos do organismo devido ao seu sistema circulatório aberto. As 
doses utilizadas (0,3-3 µmol) correspondem à quantidade de CDNB 
adicionado à água do mar em uma exposição nas concentrações de 0,3 a 
3 µM. Não foi possível realizar exposições a maiores doses devido à 
baixa solubilidade do CDNB em soluções polares. Similarmente aos 
dados anteriores, após 24 h do início da exposição via músculo adutor, 
foi detectada uma diminuição nos níveis de GSH-t e na atividade da GR 
na brânquia, assim como um aumento na atividade GST. A glândula 
digestiva apresentou apenas uma leve inibição da GR, se comparado 
com a brânquia. É importante ressaltar que a maior dose utilizada (3 
μmol) equivale apenas à aproximadamente 1/3 da quantidade de CDNB 
absorvido em animais expostos a CDNB 10 μM (assumindo 100% de 
absorção após 24 h).  As alterações na brânquia e na glândula digestiva 
foram semelhantes àquelas encontradas após a exposição ao CDNB na 
água do mar, onde as alterações são observadas principalmente na 
brânquia. Estes dados indicam que, mesmo através de uma exposição 
pela hemolinfa, o CDNB continua chegando preferencialmente na 
brânquia, possivelmente devido ao alto fluxo de hemolinfa neste tecido.  

Hipotetizamos que o papel protetor da brânquia pode ocorrer de 
maneira menos eficiente, ou até mesmo desaparecer, em exposições 
onde esta barreira metabólica da brânquia tenha sido enfraquecida. Esta 
hipótese foi melhor estudada ao utilizar NEM como agente eletrofílico, 
ao invés de CDNB. A NEM é usada rotineiramente como um agente 
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alquilante de tióis como a glutationa. A NEM por ter alta reatividade 
com tióis, alta solubilidade em água e atravessafacilmente membranas 
biológicas (HAJ-YEHIA; BENET, 1996; MORRÉ; MORRÉ, 1995; 
MURPHY; SCHOLICH; SIES, 1992).  Assim, o tratamento com NEM 
leva a uma rápida depleção nos níveis de GSH. Esta depleção foi 
comparada entre uma exposição via água do mar ou via hemolinfa (Fig. 
26). Conforme o esperado, uma hora de exposição pela água do mar 
causou uma forte diminuição de GSH-t na brânquia, evidenciando a 
eficiência do protocolo. Entretanto, não foram detectadas alterações nos 
níveis de GSH-t na glândula digestiva, reforçando a ideia da brânquia 
como primeiro contato e como uma eficiente barreira contra compostos 
eletrofílicos. Esta ideia é corroborada pela ausência de efeito sobre os 
níveis de GSH-t na glândula digestiva. Os dados da exposição de NEM 
via hemolinfa estão de acordo com esta hipótese, onde foi observada a 
diminuição dos níveis de GSH-t em ambos os tecidos, porém novamente 
de maneira mais marcante na brânquia. Esses dados ficam mais claros 
quando comparamos a concentração capaz de inibir (consumir) 50% dos 
níveis de GSH (CI50) em ambos os tecidos nos diferentes meios de 
exposição. No caso da NEM via água do mar, o CI50 para brânquia é de 
32 μM, enquanto que para a glândula digestiva esse valor é 8 vezes 
maior (269 μM). Para a exposição via hemolinfa, o CI50 para a brânquia 
é de 3,2 μM enquanto que para a glândula digestiva esse valor é 50 
vezes maior (162 μM). Estes dados indicam, de maneira consistente, que 
a brânquia é uma barreira metabólica contra a entrada de substâncias 
eletrofílicas (Fig. 53), realizando a rápida conjugação destas substâncias 
com GSH, diminuindo sua toxicidade e iniciando sua metabolização 
para posterior excreção. 

A fim de interferir nessa capacidade protetora da brânquia, foi 
utilizado um protocolo com a exposição de ostras a NEM seguido de 
CDNB (ambos pela água do mar). Desta forma, era esperado bloquear 
parcialmente a proteção oferecida pela brânquia através da depleção de 
seus níveis de GSH intracelular, supostamente interferindo na 
capacidade de conjugação do CDNB neste tecido. Consequentemente, é 
esperado um aumento na biodisponibilidade do CDNB para o resto do 
organismo. Os dados (Fig. 27) estão de acordo com esta hipótese, onde a 
exposição em sequência a ambos agentes eletrofílicos causaram uma 
diminuição nos níveis de GSH-t na glândula digestiva, o que não foi 
observado quando se utilizou NEM ou CDNB individualmente na água 
do mar. 

A brânquia é considerada como a principal rota de absorção de 
compostos químicos dissolvidos na água por organismos aquáticos, 
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principalmente pela sua ampla superfície em contato com o ambiente 
externo e alta taxa de troca de solutos entre água e sangue ou hemolinfa 
(HAYTON; BARRON, 1990). Este processo é realizado através do 
transporte de compostos químicos para o entorno da brânquia através do 
fluxo de água, seguido da difusão ou transporte destas moléculas do 
epitélio branquial ao sistema circulatório e distribuição ao resto do 
organismo (ERICKSON; MCKIM, 1990). Desta forma, é de se esperar 
que este órgão possua uma alta capacidade de defesa contra 
contaminantes presentes no meio externo, conforme já demonstrado em 
bivalves com proteínas de efluxo de contaminantes (LUCKENBACH; 
EPEL, 2008; NAVARRO et al., 2012), defesas antioxidantes (AHMAD 
et al., 2011) e de biotransformação (LÜCHMANN et al., 2014), de 
resposta à exposição a metais (GÉRET et al., 2002) e de estresse celular 
geral (LÜCHMANN et al., 2011). Os dados do presente trabalho 
reforçam a ideia de um papel central da brânquia na proteção do 
organismo, atuando como uma importante barreira metabólica contra 
agentes eletrofílicos (Fig. 53). 

 
5.2. ESTUDO 2 

Os mecanismos celulares de defesa são essenciais para o seu 
funcionamento, tanto em situações fisiológicas como patológicas. A 
eficiência desses sistemas depende tanto de seu próprio funcionamento 
como de sua indutibilidade durante situações de estresse celular 
(VASSEUR; LEGUILLE, 2004). Neste cenário, o sistema antioxidante 
possui um papel central na defesa celular e do organismo contra agentes 
oxidantes. Em bivalves este sistema pode ser modulado por diferentes 
fatores bióticos e abióticos, incluindo contaminantes, idade, tamanho, 
temperatura, salinidade e taxa metabólica (FRENZILLI et al., 2004; 
LAU; WONG, 2003; REGOLI et al., 2000; SHEEHAN; POWER, 1999; 
SUKHOTIN; ABELE; PRTNER, 2002). Dessa forma, é possível que a 
eficiência do sistema antioxidante seja diferente em cada um desses 
cenários, aumentando ou diminuindo a susceptibilidade a eventos 
oxidativos. 
5.2.1. Pré-tratamento com ZnCl2 e CDNB em mexilhões e ostras 

As consequências biológicas da inibição da enzima GR foram 
investigadas em mexilhões P. perna após uma exposição aguda (18 h) 
ao ZnCl2 (40 μM). Esta concentração afetou a atividade da GR sem 
alterar a atividade enzimática da TrxR (Fig. 28) ou os níveis 
intracelulares de -SH (Fig. 34). O decréscimo da atividade GR por 
ZnCl2 já foi reportada por nosso grupo em mexilhões, carpas e ratos 
(FRANCO et al., 2006, 2008a, 2008b; TREVISAN et al., 2014). A 
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ligação do zinco com grupos -SH da enzima leva a sua inativação, 
conforme demonstrado previamente em estudos in vitro (MIZE; 
LANGDON, 1962). Este efeito do zinco sobre a GR já foi relacionado 
com a toxicidade deste metal em células neuronais e de pulmão, 
causando distúrbios no estado tiólico intracelular (BISHOP; DRINGEN; 
ROBINSON, 2007; MITOZO et al., 2011; WALTHER et al., 2000). 
Além disso, ZnCl2 também causou um forte decréscimo na atividade da 
TrxR nas concentrações de 50 e 100 μM (Fig. 28), conforme já 
demonstrado em trabalhos com mamíferos (BRAGADIN et al., 2004; 
GAZARYAN et al., 2007). Estes dados apontam a GR e TrxR como 
importantes alvos da toxicidade de zinco em bivalves marinhos. 

Um segundo objetivo deste estudo foi investigar a importância 
das Prx na proteção celular contra agentes oxidantes em mexilhões e 
ostras. Prx são peroxidases com uma alta velocidade de reação, 
comparável com a GPx, sendo considerada uma das principais 
peroxidases, tanto na mitocôndria como no citosol (PESKIN et al., 
2007; RHEE et al., 2012; SIES, 2014). Conforme apresentado na seção 
1.1, estas enzimas atuam em conjunto com a Trx e TrxR (com exceção 
da Prx6) como um sistema doador de elétrons. De maneira semelhante à 
estratégia utilizada para afetar a GPx (via inibição da GR), foi utilizado 
o CDNB a fim de diminuir a atividade da enzima TrxR (HEISS; 
GERHÄUSER, 2005; SEYFRIED; WÜLLNER, 2007), e com isto 
comprometer o ciclo catalítico da Prx. O CDNB é um conhecido 
inibidor da TrxR, o qual provavelmente age alquilando o grupo -SH 
reativo do sítio ativo da enzima (ARNÉR; BJÖRNSTEDT; 
HOLMGREN, 1995). A concentração de CDNB de 10 µM afetou tanto 
a atividade GR como TrxR e depletou os níveis de GSH-t em mexilhões 
e ostras (Figs. 28, 29, 34 e 35). Devido a esta ação indiscriminada do 
CDNB, afetando a GSH, GR e TrxR, não foi possível distinguir entre os 
efeitos causados nos ciclos catalíticos da GPx ou da Prx. A forte 
inibição da TrxR causaria um efeito direto na atividade da Prx, assim 
como a inibição da GR, seguido do consumo de GSH, também causaria 
uma diminuição na velocidade do ciclo catalítico da GPx. Em conjunto, 
pode-se assumir que os animais pré-expostos a CDNB apresentariam um 
sistema antioxidante fortemente suprimido, com dois sistemas 
peroxidáticos (GPx/GSH/GR e Prx/Trx/TrxR) operando de maneira 
deficiente (Figs. 54 e 55). 
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5.2.2. Efeitos do ZnCl2 e CDNB  na taxa de degradação de 
peróxido in vivo 

É esperado que um decréscimo na atividade da GR afete a 
velocidade do ciclo catalítico da GPx (Fig. 54), uma vez que a 
regeneração de GSH a partir da GSSG está comprometida 
(DICKINSON; FORMAN, 2002). Desta forma, era esperado que 
mexilhões pré-expostos a ZnCl2 e expostos a CHP apresentassem uma 
menor capacidade de detoxificação de peróxido, o que foi testado in vivo 
(Fig. 31). Para animais controle, após duas horas de exposição a CHP 50 
μM, os valores de peróxido na água do mar foram 4% dos valores 
iniciais, enquanto para animais pré-expostos a ZnCl2 este valor era 2,5 
vezes maior. A análise da AAC também aponta para este efeito do 
ZnCl2, o qual causa um aumento de 44% na AAC. Dados semelhantes 
foram observados em animais expostos a CHP 100 µM, reforçando esta 
hipótese.  

No caso de mexilhões e ostras expostos a CDNB, também foi 
observada uma menor taxa de degradação de peróxido in vivo. Em 
mexilhões (Fig. 31), os níveis de CHP foram 6 vezes maiores nos 
animais expostos a CHP 50 μM do que nos animais controle. Os valores 
da AAC também demonstram o forte efeito do CDNB no organismo, o 
qual aumentou estes valores em 108%. Dados semelhantes foram 
observados em animais expostos a CHP 100 µM, reforçando esta 
hipótese. Para ostras (Fig. 32), com uma capacidade de degradar 
aproximadamente 6,8 μmol de CHP por hora, o CDNB foi capaz de 
diminuir essa taxa de degradação para 4,7 μmol de CHP por hora, 
indicando que o constante fornecimento de elétrons para o sistema 
peroxidático pode ter sido afetado. Este dado leva a supor que os efeitos 
de consumo de GSH-t e inibição da GR e TrxR foram capazes de afetar 
a capacidade peroxidática de ambas espécies de bivalves (Figs. 53 e 54).  

GPx e Cat são consideradas as principais enzimas de 
metabolização de peróxidos, (MUELLER; RIEDEL; STREMMEL, 
1997; TOPPO et al., 2009), entretanto as Prxs têm sido consideradas 
recentemente como outra importante via de degradação de peróxidos 
pela célula (WINTERBOURN; HAMPTON, 2008). Em bivalves, já foi 
demonstrado que diferentes isoformas das Prxs são moduladas em 
situações de estresse, como infecções bacterianas, hipóxia, agitação 
mecânica, temperatura e contaminantes ambientais (DAVID; 
TANGUY; MORAGA, 2007; GENARD et al., 2013; KUCHEL; NAIR; 
RAFTOS, 2012; PARK et al., 2008). Porém, ainda não existem estudos 
investigando a influência destas enzimas (assim como das GPx) na 
detoxificação de peróxidos por estes organismos. No presente estudo, é 
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estimado que a GPx e as 3 classes de Prx (1-Cys, 2Cys típica e atípica) 
estejam operando com uma menor capacidade, devido ao 
comprometimento de seus sistemas complementares (GSH/GR e 
Trx/TrxR), gerando uma menor taxa de degradação de peróxidos, o que 
pode ser detectada em mexilhões e ostras pré-expostas ao CDNB (Fig. 
53 e 54). 

 
5.2.3. Efeitos do ZnCl2 e CDNB em hemócitos de mexilhões e 
ostras expostas a agentes oxidantes 

Invertebrados dependem do sistema imunológico para lidar com 
invasões de micro-organismos, possuindo hemócitos como as principais 
células efetoras. Análises de hemócitos são amplamente utilizadas em 
estudos ecotoxicológicos como indicadores do estado de saúde dos 
organismos (MYDLARZ; JONES; HARVELL, 2006). A fim de 
investigar as consequências do tratamento com ZnCl2, CDNB ou CHP, 
o que levou à diminuição da atividade das enzimas GR e TrxR foram 
realizadas análises de densidade celular e de viabilidade em hemócitos 
de mexilhões Perna perna (Fig. 36). Alterações na densidade celular 
podem ocorrer devido a diversas alterações ambientais, incluindo 
exposição a contaminantes (GALLOWAY; DEPLEDGE, 2001). 
Entretanto, este parâmetro não foi afetado em animais pré-expostos a 
ZnCl2, CDNB ou CHP, quando administrados individualmente. Porém, 
animais pré-expostos a ZnCl2 e posteriormente expostos a CHP 100 µM 
apresentaram um maior número de hemócitos circulantes, indicando um 
efeito sinérgico de ambos compostos. Uma vez que a exposição a CHP 
foi curta (2 h), essa alteração não deve estar relacionada com uma maior 
produção de hemócitos, mas sim a sua migração para a hemolinfa a 
partir de outros tecidos. Esta é uma resposta a situações de estresse, um 
mecanismo adaptativo já detectado em mexilhões expostos a cobre 
(PIPE et al., 1999.).  

O pré-tratamento com ZnCl2, seguido de exposição ao CHP, ou o 
tratamento somente com CHP, não afetaram a viabilidade celular dos 
hemócitos. Em contrapartida, a viabilidade celular dos hemócitos, 
medida pelo pela redução do MTT, foi reduzida devido ao sinergismo 
entre CDNB e CHP 100 µM. Este dado sugere que a menor atividade de 
enzimas antioxidantes na brânquia pode permitir que maiores níveis de 
CHP cheguem à hemolinfa, afetando negativamente a viabilidade 
celular dos hemócitos (Fig. 54). 

Para ostras C. gigas, a relação entre a proteção mediada pelo 
sistema de defesa antioxidante e as células do sistema imunológico foi 
investigada utilizando-se Men como composto oxidante modelo (Fig. 
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37). Ostras do grupo CDNB/AM (expostos a CDNB seguido de 24 h em 
água do mar) apresentaram uma diminuição na viabilidade celular de 
hemócitos, detectado pelo ensaio do vermelho neutro. Este dado indica 
que os hemócitos de ostras são sensíveis a compostos eletrofílicos, 
enquanto que compostos oxidantes (e. g. Men) não causaram efeitos na 
viabilidade celular. Entretanto, compostos capazes de gerar ERO 
geralmente possuem uma alta capacidade de causar danos ao DNA, o 
que foi confirmado em hemócitos de ostras expostas a Men. O pré-
tratamento com CDNB, causando distúrbio no sistema antioxidante, 
também foi capaz de causar danos ao DNA de hemócitos, mesmo na 
ausência de Men. Com exceção do grupo controle, todos os tratamentos 
apresentaram valores de dano ao DNA próximos de 300 (de uma escala 
de 0-400), o que é considerado como um alto nível de danos ao DNA. 

Estes resultados indicam que pode haver uma importante relação 
entre o sistema de defesa antioxidante e o sistema imunológico em 
bivalves, uma vez que o ZnCl2 e o CDNB foram capazes de afetar 
ambos os sistemas. Inclusive, enzimas antioxidantes têm sido 
relacionadas com um papel imunológico em bivalves, como a SOD 
extracelular e Prx6. A primeira é capaz de se ligar a lipopolissacarídeos 
de bactérias Gram negativas, facilitando seu reconhecimento, enquanto 
que a segunda, quando expressa em menores níveis, confere maior 
resistência a protozoários, possivelmente por permitir maior acúmulo de 
ERO durante processos fagocíticos (GONZALEZ et al., 2005; GREEN; 
BARNES, 2009). Diversos xenobióticos causam imunossupressão em 
bivalves (CAJARAVILLE; OLABARRIETA; MARIGOMEZ, 1996; 
GAGNAIRE et al., 2006; GALLOWAY; DEPLEDGE, 2001; 
KOUKOUZIKA; DIMITRIADIS, 2005), e devido ao papel central dos 
hemócitos para a manutenção da saúde dos organismos, o distúrbio 
deste sistema pode tornar os organismos mais susceptíveis a patógenos, 
comprometendo seus sistemas de defesa e sobrevivência. 
5.2.4. Efeitos do ZnCl2 e CDNB sobre o estado tiólico de mexilhões 
e ostras expostos a agentes oxidantes 

Em mexilhões expostos apenas a CHP, um resultado interessante 
detectado neste estudo foi o aumento nos níveis de GSH-t e PSH após 
exposição por um curto período de tempo (2 h), sem alterar os níveis de 
GSSG (Fig. 34). Exposições mais prolongadas a agentes oxidantes, 
como chumbo, paraquat (uma quinona usada como pesticida) ou HPA já 
foram descritos como indutores da síntese de GSH (DAFRE et al., 2004; 
GRAVATO; OLIVEIRA; SANTOS, 2004). Em eucariotos, a indução 
de genes relacionados à síntese de GSH, ou a outros agentes de 
detoxificação, pode ser mediada através da via de transcrição do Nrf2. 
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Esta via é ativada durante condições iniciais de estresse oxidativo ou 
eletrofílico, ocasionando um aumento na proteção celular. Desta forma, 
é possível inferir que este padrão de resposta detectado em mexilhões 
expostos a CHP também ocorra por esta via. Apesar de já ter sido 
descrito em peixes (ALMEIDA et al., 2010; GIULIANI; REGOLI, 
2014), ainda não existe nenhum trabalho caracterizando esta via de 
transcrição em bivalves, ou ainda demonstrando proteínas alvos desta 
via. Entretanto, estresse oxidativo/eletrofílico mais prolongado ou de 
maior intensidade pode causar efeitos acumulativos. Nestas situações, 
não há ativação da via do Nrf2, mas sim de vias de sinalização 
relacionadas com distúrbios ou morte celulares (KASPAR; NITURE; 
JAISWAL, 2009). 

Ao contrário do esperado, os níveis de GSSG não foram afetados 
em mexilhões pela exposição a CHP e/ou ZnCl2 (Fig. 34). Este mesmo 
padrão já foi detectado em mamíferos ou culturas de células tratadas 
com zinco, mesmo apresentando inibição da GR (BISHOP; DRINGEN; 
ROBINSON, 2007; FRANCO et al., 2008a). É possível que este 
acúmulo não ocorra devido ao exporte do excesso de GSSG para o meio 
extracelular, o qual pode ser feito através de proteínas de exporte do tipo 
ABC (DRINGEN; HIRRLINGER, 2003; ELLISON; RICHIE JR., 
2012). Neste contexto, um aumento na expressão da glicoproteína P, 
uma proteína transportadora do tipo ABC, já foi reportada em mexilhões 
P. perna expostos a zinco (FRANCO et al., 2006). Apesar da 
glicoproteína P não estar diretamente relacionada com o exporte de 
GSSG, é possível que outras proteínas transportadoras do tipo ABC 
estejam sendo induzidas após exposição a ZnCl2, evitando assim um 
acúmulo de GSSG no meio intracelular. 

A depleção de GSH-t e GSSG em brânquias de mexilhões após 
exposição ao CDNB pode estar relacionado ao consumo de GSH por 
reações de conjugação com o CDNB, conforme sugerido no estudo 
anterior (vide seções 5,1,1 e 5.1.2) e reportado em experimento in vitro 

com células de mamíferos (HAN et al., 2003; KRANCE et al., 2010; 
REDDAN et al., 1999). Ao longo de uma exposição a CDNB, a redução 
da GSSG pela GR gera duas novas moléculas de GSH que podem ser 
rapidamente consumidas pela conjugação com CDNB, 
consequentemente diminuindo os níveis de GSH-t e de GSSG. Nesta 
situação, é possível que uma exposição a peróxido não levaria a um 
acúmulo de GSSG por não haver GSH disponível para ser utilizada na 
degradação do peróxido. 

A fim de verificar a hipótese de que um distúrbio no sistema 
antioxidante iria afetar a susceptibilidade de ostras aos efeitos tóxicos do 
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agente oxidante Men, um experimento adicional foi montado através da 
pré-exposição de ostras ao CDNB 10 μM por 18 h, seguido de Men 1 
mM por 24 h (CDNB/Men) e os níveis de GSH-t e PSH foram avaliados 
nas brânquias. Grupos de ostras expostas apenas a Men (AM/Men) ou 
ao CDNB (CDNB/AM) também foram investigados. Animais do grupo 
CDNB/AM apresentaram um reestabelecimento dos níveis de GSH-t e 
PSH (Fig. 35) se comparado com os efeitos somente da exposição a 
CDNB por 18 h, o qual leva a uma marcante depleção nos níveis de 
GSH (dados não apresentados). A exposição somente a Men (grupo 
AM/Men) não foi capaz de alterar os níveis de GSH-t e PSH. 
Entretanto, animais pré-expostos ao CDNB, seguido de exposição a 
Men (grupo CDNB/Men), além de não conseguirem induzir o 
reestabelecimento de GSH-t e PSH, apresentaram depleção quase total 
de GSH-t (96%), reforçando a hipótese de que o CDNB é capaz de 
potencializar a toxicidade da Men em ostras C. gigas (Fig. 55). 

Aproximadamente 30% dos níveis de PSH diminuíram após a 
exposição ao CDNB por 18 h. Este dado demonstra que tanto GSH 
como PSH são alvos in vivo de ataques de xenobióticos em bivalves, 
principalmente quando os níveis de GSH estão baixos. O mecanismo 
envolvido nesta diminuição nos níveis de PSH não está claro, mas pode 
estar relacionado com a formação de pontes dissulfeto inter e 
intramoleculares, incluindo processos de glutationilação. Este processo é 
responsável pela formação de dissulfetos mistos entre a GSH e proteína, 
os quais geralmente são formados em cisteínas mais reativas, e portanto, 
sensíveis a estresse oxidativo. A ligação com GSH através de ponte 
dissulfeto é uma forma reversível e uma maneira de evitar modificações 
oxidativas irreversíveis (GHEZZI, 2013). A remoção da GSH pode ser 
realizada posteriormente quando o ambiente celular voltar ao seu estado 
redutivo normal, e pode ser catalisada através da enzima glutaredoxina 
(GREK et al., 2013). Este processo de glutationilação já foi 
demonstrado em bivalves em situações fisiológicas e patológicas 
(MCDONAGH; SHEEHAN, 2006). Foi demonstrado que a actina é 
uma proteína alvo para processos de glutationilação em bivalves 
(DAILIANIS; PATETSINI; KALOYIANNI, 2009; MCDONAGH; 
TYTHER; SHEEHAN, 2005) assim como em mamíferos (CHOONG et 
al., 20013; SAKAI et al., 2012), porém diversas outras proteínas 
também podem ser glutationiladas em bivalves (MCDONAGH; 
SHEEHAN, 2007). É importante ressaltar que a glutationilação de 
proteínas pode ocorrer de maneira marcante em brânquias, quando 
comparada a outros tecidos. A glutationilação em proteínas das 
brânquias tem sido considerada um potencial biomarcador dos efeitos de 
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contaminantes em bivalves marinhos (MCDONAGH; TYTHER; 
SHEEHAN, 2005). 

Algumas proteínas possuem cisteínas reativas, especialmente 
proteínas abundantes como actina, presente em vários tipos celulares, e 
hemoglobina e anidrase carbônica nos eritrócitos (DALLE-DONNE et 
al., 2009; REISCHL et al., 2007; THOMAS; POLAND; HONZATKO, 
1995).  Foi sugerido que estas cisteínas reativas de proteínas abundantes 
possam atuar como importante defesa antioxidante celular (DALLE-
DONNE et al., 2009; REISCHL et al., 2007; THOMAS; POLAND; 
HONZATKO, 1995). Estas proteínas abundantes que apresentam grupos 
-SH reativos, podem atuar neutralizando ERO e interceptando moléculas 
tóxicas, ação que poderiam proteger outros alvos celulares. Os tióis 
protéicos podem atuar em conjunto com o sistema de biotransformação 
de fase II para proteger funções celulares essenciais (DALLE-DONNE 
et al., 2009; REISCHL et al., 2007; ROSSI et al., 2001). 

 
5.2.5. Efeitos do ZnCl2 e CDNB sobre a sobrevivência de 
mexilhões e ostras expostas a agentes oxidantes 

A fim de investigar se o distúrbio no sistema antioxidante 
causado por ZnCl2 e CDNB poderia deixar o organismo mais 
susceptível à toxicidade do CHP, curvas de sobrevivência foram 
determinadas para estimar a CL50(96 h). Em mexilhões o valor da 
CL50(96 h) para o CHP foi de 550 μM (Fig. 30). Possivelmente, a menor 
taxa de detoxificação de CHP causada por ZnCl2 e CDNB leva a num 
acúmulo do mesmo nos tecidos do organismo, o que pode ser 
responsável pelo aumento de sua toxicidade, e eventualmente, levando à 
morte do organismo. Desta forma, animais pré-expostos a ZnCl2 e 
CDNB foram expostos a CHP 100 e 300 μM por 96 h e a taxa de 
mortalidade foi comparada com animais controle expostos somente ao 
CHP. Ambos os compostos aumentaram a taxa de mortalidade induzida 
por CHP durante a exposição, sendo o CDNB o responsável pelos 
maiores efeitos (Fig. 30). Estes dados estão de acordo com os demais 
resultados deste estudo, sugerindo que a disfunção nos sistemas 
peroxidáticos da GPx e da Prx, ocasionado pela menor atividade das 
enzimas GR e TrxR, torna os organismos mais sensíveis aos efeitos de 
agentes oxidantes como peróxidos orgânicos (Fig. 54). 
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Figura 54: Hipótese levantada sobre os efeitos da inibição das enzimas 
glutationa redutase (GR) e tiorredoxina redutase (TrxR) por zinco (ZnCl2) 
ou 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em mexilhões Perna perna. Ao 
utilizar ZnCl2 (A), ocorre decréscimo na atividade GR, enquanto que o CDNB 
(A e B) causa redução na atividade da GR como da TrxR, além de depleção dos 
níveis de glutationa (GSH). Além disso, ambos os compostos bloqueiam a 
síntese de GSH durante exposição aguda a peróxido orgânico. Desta forma, os 
animais (C) possuem uma (i) menor resposta adaptativa ao estresse oxidativo, 
(ii) diminuindo sua capacidade de detoxificação in vivo de peróxido orgânico. 
Como consequência, pode ocorrer um acúmulo de peróxido no organismo, (iii) 
afetando a integridade das células imunes, e posteriormente (iv) levando à morte 
do organismo. ROH = álcool derivado da redução de peróxidos orgânicos; 
GSSG = dissulfeto de glutationa; GPx = glutationa peroxidase; Prx = 
peroxirredoxina; Trxred = tiorredoxina reduzida; Trxox = tiorredoxina oxidada. 

 
A fim de melhor caracterizar a capacidade oxidante da Men em 

ostras C. gigas, foram investigadas as vias de redução de quinonas por 1 
ou 2 elétrons, assim como os efeitos do CDNB em enzimas responsáveis 
por essa metabolização (Fig. 33). Foi observado que, apesar de as ostras 
possuírem uma atividade do tipo Men redutase, esta não foi inibida na 
presença de dicumarol, um clássico inibidor da enzima DT-diaforase. 
Isto indica que a via de redução não é mediada pela transferência de dois 
elétrons. Por outro lado, a inibição quase completa da atividade da 
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enzima NAD(P)H citocromo c redutase na presença de SOD purificada 
aponta para uma importante rota de redução de quinonas pela via de 1 
elétron, ou seja, uma via mediada pela formação de radicais livres. Esses 
dados diferem dos demais resultados encontrados com mexilhões M. 

edulis, M. galloprovincialis, D. polymorpha e P. viridis (CHEUNG et 
al., 2001; FERNÁNDEZ et al., 2010; LIVINGSTONE; GARCIA 
MARTINEZ; WINSTON, 1989; OSMAN et al., 2004), onde a DT-
diaforase foi detectada em brânquias e glândula digestiva como 
principal via de redução de Men (LIVINGSTONE; GARCIA 
MARTINEZ; WINSTON, 1989; OSMAN et al., 2004). Desta forma, ao 
contrário dos mexilhões que são capazes de reduzir quinonas a 
metabólitos pouco reativos (vide Fig. 15), ostras C. gigas aparentam 
reduzir quinonas preferencialmente pela via de 1 elétron, potencial via 
geradora de intermediários de maior toxicidade (semiquinonas), os 
quais, por sua vez, são capazes de gerar ciclos redox e gerar ERO, 
atuando como moléculas oxidantes. 

Um experimento adicional foi realizado a fim de investigar se o 
CDNB era capaz de aumentar a mortalidade causada por Men em C. 

gigas. Animais expostos a Men 300 μM apresentaram uma baixa 
mortalidade (aproximadamente 20%), enquanto o CDNB não produziu 
mortalidade durante todo o período de exposição. Por outro lado, o pré-
tratamento com o CDNB foi capaz de aumentar a mortalidade induzida 
por Men, que passou de 20% para aproximadamente 70% em 96h de 
exposição. Baseado nestes dados é possível hipotetizar que a geração de 
ERO durante a redução de Men via um elétron torna-se demasiadamente 
tóxica na presença de um sistema antioxidante comprometido, como é o 
caso de animais pré-expostos ao CDNB. Além disso, é conhecido que 
quinonas podem formar adutos com glutationa (vide Fig. 15) e cisteína, 
o que permite que, posteriormente, sejam excretadas da célula. Este 
mecanismo pode explicar o consumo excessivo de GSH-t e também o 
não reestabelecimento de PSH em brânquias de ostras do grupo 
CDNB/Men. 

Neste estudo foi observado que o agente eletrofílico CDNB 
também é capaz de afetar o sistema antioxidante e células do sistema 
imunológico de ostras C. gigas, causando consumo de GSH, diminuição 
da atividade das enzimas GR e TrxR e provocando distúrbios celulares 
em hemócitos. Os dados indicam que o metabolismo de quinonas em C. 

gigas ocorre preferencialmente pela via dependente da redução por um 
elétron. Esta via é classicamente conhecida com uma fonte de produção 
do radical superóxido (OBRIEN et al., 1991). Os dados indicam que o 
distúrbio no sistema antioxidante causado pelo CDNB diminui a 



157 

proteção destes animais contra ERO, aumentando, assim, a toxicidade 
desta quinona para esta espécie (C. gigas). Estes dados reforçam a ideia 
de que os sistemas de biotransformação e antioxidante atuam em 
conjunto na proteção dos organismos contra diversos agentes tóxicos 
(Fig. 55). 

  
Figura 55: Hipótese levantada sobre os efeitos da inibição do sistema 
antioxidante causado 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) na toxicidade da 
menadiona (Men) em ostras do Pacífico Crassostrea gigas. No painel de 
cima, animais tratados com CDNB apresentaram menores níveis de glutationa 
(GSH) assim como menor atividade glutationa redutase (GR) e tiorredoxina 
redutase (TrxR), causando uma menor capacidade de detoxificação de 
peróxidos devido ao ineficiente ciclo catalítico das peroxidases glutationa 
peroxidase (GPx) e peroxirredoxina (Prx). No painel de baixo, animais tratados 
com CDNB e Men apresentaram uma maior susceptibilidade à toxicidade da 
Men, possivelmente pela menor capacidade de excreção de Men via conjugação 
com GSH, causando seu acúmulo. A redução da Men neste organismo ocorre 
preferencialmente por uma via de um elétron, causando ciclos redox 
consecutivos e gerando ânion superóxido (O2

.-). A proteção celular contra O2
.- e 

outras espécies reativas de oxigênio está comprometida devido a menor 
atividade das enzimas antioxidantes, permitindo a ocorrência de maiores danos 
e distúrbios celulares, e consequentemente, aumentando a toxicidade da Men 
durante sua biotransformação. 
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5.3. ESTUDO 3 
A quantificação de ZnONP no ambiente aquático ainda não é 

uma prática comum, assim como para outros nanomateriais. Porém, 
modelos matemáticos foram desenvolvidos a fim de estimar os níveis de 
ZnONP em águas de superfície tanto na Europa como nos EUA 
(Gottschalk et al., 2009). Estes valores ficam na faixa de 1 a 10 ng/L, 
podendo chegar a valores mais elevados no caso de esgoto liberado de 
estações de tratamento (300-432 ng/L). No caso de zinco solúvel, as 
concentrações estimadas ficam na faixa de nanomolar, podendo chegar a 
concentrações mais elevadas na ordem de micromolar em áreas 
contaminadas (GARCÍA-NEGRETE et al., 2013; GOWD; GOVIL, 
2008; VOETS et al., 2009). Apesar das concentrações de ZnONP 
utilizadas neste estudo provavelmente ainda não serem encontradas em 
águas naturais, sua utilização permite identificar concentrações tóxicas e 
letais para bivalves, assim como compreender seu modo de ação 
(toxicidade e destino). Estas são informações importantes ainda não 
disponíveis, uma vez que este é um dos primeiros ensaios toxicológicos 
com ZnONP em bivalves marinhos. Os dados obtidos neste trabalho 
estão sumarizados na Figura 56 e estão discutidos ao longo desta seção. 

 

 
Figura 56: Hipótese levantada sobre os efeitos de nanopartículas de óxido 
de zinco (ZnONP) em ostras do Pacífico Crassostrea gigas. A adição de 
ZnONP na água do mar causa rápida agregação das nanopartículas em paralelo 
a dissociação em zinco iônico (Zn2+). Ostras expostas a ZnONP apresentaram 
acúmulo de zinco primeiramente na brânquia e em seguida na glândula 
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digestiva.  Análises de microscopia eletrônica de transmissão (MET) revelaram 
a presença de vesículas endocíticas contendo material elétron denso, indicando 
a possibilidade da incorporação de nanopartículas via endocitose. O Zn2+ 
liberado na água do mar durante a exposição também pode ser absorvido pelo 
organismo através de proteínas transportadoras. Ao alcançar o citoplasma, o 
zinco pode agir induzindo peroxidação lipídica, inibição e oxidação de 
proteínas, ou ainda atingir a mitocôndria (M) causando danos oxidativos, 
alterações estruturais e possivelmente geração de espécies reativas de oxigênio. 
Os dados sugerem que ZnONP geram uma situação de estresse oxidativo 
moderado, especialmente na brânquia, sendo as mitocôndrias importantes alvos 
da toxicidade destes compostos. 
 
5.3.1. Caracterização e toxicidade aguda e incorporação de 
ZnONP 

Antes da exposição dos organismos a ZnONP, as nanopartículas 
foram caracterizadas por MET e espalhamento dinâmico da luz a fim de 
confirmar seu tamanho dentro da escala nanométrica (Fig. 38). As 
análises de MET indicaram que a maior parte das ZnONP (mais de 
60%) apresentaram um tamanho das partículas primárias entre 20 e 40 
nm, enquanto que menos de 1% apresentou tamanho maior que 80 nm. 
Entretanto, a dispersão de ZnONP apresentou um comportamento de 
agregação em água do mar, gerando complexos particulados (Fig. 38). 
Este comportamento foi melhor caracterizado através dos resultados de 
espalhamento dinâmico da luz, o qual confirmou o tamanho 
nanométrico das ZnONP em DMSO e o tamanho micrométrico na água 
do mar (1-2 μm). Além disso, as análises químicas apontaram para uma 
alta taxa de dissociação de ZnONP em Zn2+ quando em água do mar (51 
– 78% dos níveis totais de zinco), sugerindo um possível papel do zinco 
iônico na toxicidade das ZnONP, assim como numa possível 
precipitação de ZnONP devido à agregação (Fig. 56). 

A fim de elucidar os mecanismos de toxicidade de ZnONP, C. 

gigas foram expostas a uma concentração sub-letal de ZnONP (4 mg/L) 
por 6, 24 e 48 h. Análises químicas (Fig. 40) da brânquia e glândula 
digestiva indicam que as ZnONP (assim como Zn2+) são inicialmente 
incorporadas na brânquia, apesar de também serem acumuladas na 
glândula digestiva (Fig.56). Alguns estudos sugerem que a incorporação 
de nanopartículas em bivalves ocorre preferencialmente por órgãos 
digestivos (AL-SUBIAI et al., 2012; GARCÍA-NEGRETE et al., 2013; 
JOUBERT et al., 2013; MOORE, 2006; TEDESCO et al., 2010a), 
entretanto já foi demonstrado que as brânquias também podem ser alvo 
das nanopartículas (KOEHLER et al., 2008). Estes dados indicam que a 
taxa de acumulação, rotas de incorporação e distribuição de 



160 

nanopartículas são fatores essenciais para serem investigados a fim de 
caracterizar seus níveis de toxicidade em bivalves. 

Sem a habilidade de atravessar membranas biológicas e sem a 
presença de transportadores conhecidos, as nanopartículas devem ser 
incorporadas através de eventos celulares como endocitose (MOORE, 
2006). Foi observada a presença de partículas elétron-densas dentro de 
vesículas, tanto na brânquia como na glândula digestiva de animais 
expostos a ZnONP (Figs. 41 e 42), corroborando com a ideia de 
possíveis eventos de endocitose (Fig. 56), apesar de não ser um 
resultado conclusivo. A alta taxa de dissociação a Zn2+ na água do mar 
também pode levar a um aumento na incorporação de zinco nos tecidos 
(Fig. 56). 

Os ensaios de toxicidade aguda (96 h) realizados com ZnONP e 
ZnCl2 em C. gigas (Fig. 37) estão de acordo com a hipótese de que o 
zinco iônico influencia na toxicidade das ZnONP: a LC50(96 h) de 
ambas as formas de zinco (nanoparticulada ou iônica) são semelhantes, 
com valores entre 26 e 30 mg de zinco/L. Os dados disponíveis a 
respeito da toxicidade de ZnONP em invertebrados e vertebrados 
aquáticos indicam que, apesar de variáveis, os valores de CL50(96 h) 
estão geralmente na faixa de mg/L: 0.85 mg/L para o copépodo 
Tigriopus japonicas (WONG et al., 2010), 1.19 mg/L para o anfípoda 
Elasmopus rapax (WONG et al., 2010), 3.97 mg/L para o peixe Dano 

rerio (YU et al., 2011), 42.67 mg/L para o gastrópode Lymnaea luteola 
(ALI et al., 2012). Outros estudos falharam em detectar uma 
concentração de ZnONP capaz de causar 50% de mortalidade mesmo 
com concentrações como 50 e 100 mg/L para carpas e camarões, 
respectivamente (ATES et al., 2012; HAO; CHEN, 2012), sugerindo 
que a toxicidade de ZnONP pode ser extremamente variável 
dependendo das suas propriedades físico-químicas e da susceptibilidade 
das espécies em questão, assim como da liberação de Zn2+ para o meio 
de exposição. 

Os resultados de MET demonstraram a presença de partículas 
elétron-densas envoltas por membranas lipídicas, como vesículas 
endocíticas (Figs. 41 e 42), mas não livres no citosol. Isto sugere que 
estas vesículas estão sendo incorporadas por endocitose, apesar de não 
ser possível descartar a possibilidade de que estas partículas sejam um 
artefato da coloração. A enzima citosólica GR apresentou uma menor 
atividade (Fig. 44), assim como as mitocôndrias apresentaram distúrbios 
estruturais após exposição a ZnONP. Baseado em resultados com 
mexilhões (FRANCO et al., 2006; TREVISAN et al., 2014) que 
mostraram que a GR pode ser inibida por zinco solúvel e que 
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mitocôndrias de mamíferos são alvos principais da toxicidade de zinco 
iônico (BOSSY-WETZEL et al., 2004), os dados sugerem que íons de 
zinco estão chegando ao citosol e nas mitocôndrias possivelmente 
através de dois processos (Fig. 56): (i) dissolução de ZnONP dentro de 
vesículas acídicas como endossomos e lisossomos, seguido de 
extravasamento para o citosol; ou (ii) dissociação de ZnONP na água do 
mar, durante  exposição, levando a incorporação de zinco iônico para o 
citosol através de proteínas transportadoras. 

 
5.3.2. Efeito da exposição à ZnONP em hemócitos 

Após a incorporação de nanopartículas por tecidos como a 
brânquia e glândula digestiva, estes compostos podem atingir a 
hemolinfa e afetar o sistema imunológico. Diferentes estudos in vitro 

com hemócitos e nanopartículas de carbono ou de metais demonstraram 
perda de viabilidade celular e de atividade fagocítica, aumento na 
produção intra ou extracelular de ERO e distúrbios mitocondriais 
(CANESI et al., 2008, 2010; CIACCI et al., 2012). No caso de 
mexilhões D. polymorpha, uma exposição aguda (24 h) in vivo a 
nanopartículas de dióxido de titânio (0,1 – 25 mg/L) demonstrou a 
internalização dessas nanopartículas em hemócitos, causando uma 
menor capacidade fagocítica e alterações em vias de sinalização da ERK 
½ e p38 (COULEAU et al., 2012). De maneira inesperada, análises 
funcionais de hemócitos durante exposição in vivo (dados não 
apresentados) não indicaram nenhum efeito adverso de ZnONP em 
hemócitos de C. gigas. A densidade e viabilidade celular, produção de 
ERO, atividade fagocítica e taxa de adesão permaneceram inalterados, 
indicando que o sistema imune destes organismos não é afetado durante 
o período de 48 h de exposição à ZnONP. Apesar de já ter sido descrito 
que ZnONP afetam hemócitos de mexilhões M. galloprovincialis, 
causando aumento na produção de ERO e distúrbios mitocondriais, no 
presente estudo isso não foi detectado. É possível que os eventos 
imunológicos ocorram em outro período de tempo, ou então que no 
desenho experimental utilizado, a concentração de ZnONP capaz de 
atingir a hemolinfa não seja alta o suficiente para atingir o limiar de 
dano ao sistema imune desta espécie. 

 
5.3.3. Alterações citosólicas causadas por ZnONP 

Alguns sinais de estresse oxidativo foram evidenciados no 
ambiente citosólico de ostras C. gigas durante exposição a ZnONP (Fig. 
56): menores níveis de PSH (Fig. 43) e maiores níveis de TBARS (Fig. 
44), ambos na brânquia, enquanto que nenhum efeito foi observado na 
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glândula digestiva. É importante observar que os valores de PSH e 
TBARS do grupo controle 48 h foram significativamente diferentes do 
grupo controle 24 h, não sendo possível excluir a possibilidade de que 
isso tenha afetado os resultados estatísticos, tornando mais difícil 
interpretar os efeitos oxidativos do ZnONP neste estudo. Entretanto, a 
análise dos níveis gerais de oxidação de -SH e de carbonilação de 
proteínas citosólicas, analisadas por 1DE-SDS PAGE utilizando 
marcadores fluorescentes, não identificou alterações significativas para 
ambos os parâmetros (dados não apresentados). Essa diferença de 
resultados entre o ensaio colorimétrico e o ensaio fluorescente para a 
detecção dos níveis de PSH reduzidos pode estar relacionada à variação 
apresentada pelo grupo controle 24 h no ensaio colorimétrico. 
Independentemente, os resultados indicam a prevalência de um cenário 
pró-oxidante leve a moderado no citosol. 

Tiós de proteínas têm sido considerados como um importante 
mecanismo de defesa celular, contribuindo quantitativamente para o 
tamponamento redox celular. Eles são susceptíveis a oxidação por ERO, 
temporaria ou definitivamente, afetando as funções biológicas das 
proteínas que os contém (KILEY; STORZ, 2004; LEICHERT et al., 
2008; REISCHL et al., 2007). A análise da oxidação de –SH reativos de 
proteínas tem sido utilizada em bivalves marinhos como uma importante 
ferramenta para avaliação dos efeitos tóxicos de diferentes químicos, 
como metais, nanopartículas, quinonas e polifenóis (ŁABIENIEC; 
GABRYELAK, 2006; MCDONAGH; SHEEHAN, 2008; TEDESCO et 
al., 2010a, 2010b; TREVISAN et al., 2011). Estes dados indicam que a 
oxidação de proteínas pode ser usada como um marcador de toxicidade 
de poluentes ambientais. Processos de peroxidação lipídica também são 
comumentemente reportados como consequência da exposição a agentes 
oxidantes, podendo causar alterações nas membranas celulares e morte 
celular (GIROTTI, 1998). Vários estudos indicaram um aumento na 
peroxidação lipídica em bivalves expostos a diferentes tipos de 
nanopartículas (GOMES et al., 2011, 2012; KÁDÁR et al., 2010), 
reforçando a ideia de toxicidade e do efeito oxidativo destas substâncias 
em espécies aquáticas. 

A atividade de quatro importantes enzimas antioxidantes também 
foi analisada na brânquia e na glândula digestiva (Fig. 44). A 
diminuição da atividade GR foi um efeito marcante, ocorrendo em 
ambos os tecidos de maneira concomitante ao acúmulo de zinco. A 
inibição desta enzima por zinco solúvel já foi detectada em diferentes 
organismos, como mexilhões (FRANCO et al., 2006; TREVISAN et al., 
2014), peixes (FRANCO et al., 2008b) e ratos (FRANCO et al., 2008a; 
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MARIS et al., 2010), sugerindo um papel central desta enzima no 
mecanismo de toxicidade do zinco. Alterações na atividade GR podem 
causar um distúrbio na redução da GSSG durante situações de estresse 
oxidativo, aumentando a susceptibilidade do organismo a danos 
celulares (conforme investigado no Estudo 2, seção 5.2). 

O aumento na atividade GPx detectado na brânquia após 48 h de 
exposição (Fig. 44) poderia ser uma resposta adaptativa a este cenário de 
estresse oxidativo moderado. Aumento semelhante já foi indicado na 
brânquia de C. gigas e mexilhões P. perna expostos a zinco (CONG et 
al., 2012; FRANCO et al., 2006; TREVISAN et al., 2014). A regulação 
do sistema antioxidante pode ser feito pela via do Nrf2, a qual é sensível 
a agentes oxidantes e eletrofílicos (ITOH et al., 2004). É possível que a 
condição pró-oxidativa causada pela exposição à ZnONP possa ativar 
esta via, levando a um aumento na resposta adaptativa da célula. Este 
mecanismo já foi sugerido por outros trabalhos com nanopartículas em 
outros modelos animais (KANG et al., 2012; PIRET et al., 2012), porém 
nenhum estudo foi realizado até então com a via do Nrf2 em bivalves. 

Apesar do aumento nos níveis de peroxidação lipídica (Fig. 44), 
diminuição nos níveis de PSH (Fig. 43) e alteração na atividade da GR e 
GPx (Fig. 44), não foram observadas alterações em marcadores 
clássicos de estresse oxidativo, como os níveis de GSSG e a razão 
GSH/GSSG (Fig. 43), assim como outras enzimas antioxidantes e 
metabólicas (Cat, TrxR, G6PDH e GAPDH). Além disso, a função e 
viabilidade celular dos hemócitos também não foram afetadas (dados 
não apresentados), rejeitando a ideia de um efeito mais geral em 
diferentes órgãos e tecidos. Estes dados sugerem que, apesar da detecção 
de efeitos oxidativos (principalmente nas brânquias), a exposição a 
ZnONP não foi capaz de causar um intenso estresse oxidativo em C. 

gigas usando-se o presente delineamento experimental. 
Os dados de proteômica redox com proteínas citosólicas por 2DE 

SDS-PAGE estão de acordo com esta ideia. Após 48 h de exposição a 
ZnONP, aproximadamente 4% (de um total de 458 “spots”) das 
proteínas visualizadas por marcação para tióis com IAF (Fig. 50) e 11% 
(de um total de 313 “spots”) das proteínas visualizadas por marcação 
com FTSC para carbonilação (Fig. 51) sofreram alteração significativa 
em seu perfil de oxidação na brânquia.  Quando se analisa os “spots” 
marcados com Comassie azul coloidal, após 48 h de exposição à 
ZnONP (Fig. 52), apenas 8% do total de “spots” (726) identificados 
apresentaram alterações após a exposição a ZnONP. Até o presente 
momento não há estudos investigando estes mecanismos após exposição 
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a ZnONP, mesmo em vertebrados, impossibilitando maiores 
comparações. 

A técnica de 2DE SDS-PAGE realizada com o intuito de detectar 
a oxidação de tióis e carbonilação de proteínas já vem sendo utilizada na 
área de toxicologia aquática com bivalves.  Através desta, por exemplo, 
foram estudadas proteínas sensíveis a exposição a cádmio, 
nanopartículas de ouro, quinonas e metabólitos de drogas ilícitas 
(MCDONAGH; SHEEHAN, 2007; TEDESCO et al., 2010a; 
PEDRIALI et al., 2012). Além disso, já foram realizados estudos 
demonstrando que diferentes proteínas podem ser moduladas (aumento 
ou diminuição na expressão proteica) durante exposição a zinco. No 
caso da planta Arabidopsis thaliana, ocorreu um aumento na expressão 
de 8 proteínas relacionadas ao metabolismo do ácido fólico e da 
vitamina B12 (BARKLA et al., 2014.). Para a planta Beta vulgaris, a 
exposição ao zinco afetou principalmente as proteínas relacionadas ao 
metabolismo energético aeróbio e ao sistema antioxidante 
(GUTIERREZ-CARBONELL et al., 2013). Enquanto que em suínos 
foram observadas alterações no padrão de expressão de proteínas do 
metabolismo energético, do sistema antioxidante e de biotransformação, 
de proliferação celular e de apoptose (WANG et al., 2009). Dessa 
forma, proteínas envolvidas com diferentes vias metabólicas e funções 
celulares podem ser moduladas durante exposição a zinco. Infelizmente, 
a identificação das proteínas sensíveis à exposição de ZnONP ainda não 
foi finalizada, a qual irá auxiliar na caracterização do envolvimento de 
diferentes vias metabólicas, processos de sinalização e sistemas de 
defesa celular nos mecanismos de toxicidade nanopartículas em bivalves 
marinhos. 

 
5.3.4. Alterações mitocondriais causadas por ZnONP 

A perda de cristas mitocondriais, assim como outros distúrbios 
detectados nas mitocôndrias por MET após exposição a ZnONP (Fig. 41 
e 42), indicam a participação das nanopartículas no aparecimento do 
dano mitocondrial (Fig. 56), corroborando com os demais dados obtidos 
pelos ensaios bioquímicos e proteômicos (Figs. 47 e 48). Danos 
mitocondriais já foram relacionados com a toxicidade de ZnONP em 
outros organismos, incluindo a disfunção na atividade mitocondrial, 
diminuição no potencial de membrana mitocondrial e menor produção 
de ATP, indução de apoptose e aumento na produção de ERO pela via 
mitocondrial (GUO et al., 2013; YU et al., 2013; SHARMA et al., 
2012). Em mamíferos, cultura de células neurais da retina e em células 
epiteliais da pele a incorporação de ZnONP causou um aumento na 
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produção de ERO, levando à disfunção mitocondrial e morte celular 
(GUO et al., 2013; YU et al., 2013). Em hemócitos da ostra C. gigas, foi 
observado maior taxa de produção de ERO, em paralelo a um 
decréscimo no número ou massa mitocondrial e do potencial de 
membrana mitocondrial após exposição in vitro a ZnONP (CIACCI et 
al., 2012). 

É possível que a liberação de íons de zinco ao meio de exposição 
ou no meio intracelular também possa afetar a mitocôndria, aumentando 
a geração de ERO e causando danos e disfunção mitocondrial. 
Aparentemente, a mitocôndria de bivalves é sensível à exposição a 
metais na forma iônica, conforme demonstrado com estudos envolvendo 
cádmio. O cádmio diminui a taxa de respiração mitocondrial 
(IVANINA; SOKOLOVA, 2013) e a produção de ATP (KUROCHKIN 
et al., 2011), assim como a atividade de enzimas do ciclo de Krebs e 
complexos mitocondriais (IVANINA et al., 2008). A incorporação de 
nanopartículas também já foi identificada em mitocôndrias de bivalves 
(KOEHLER et al., 2008), reforçando a hipótese de que estas organelas 
possam ser importantes alvos da toxicidade de metais solúveis ou 
nanoparticulados. Além disso, os dados sugerem que a toxicidade de 
ZnONP pode estar correlacionada com um aumento na produção de 
ERO e no estresse oxidativo via disfunção mitocondrial em bivalves 
marinhos (Fig. 56). 
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6. CONCLUSÕES 
 

No estudo 1, a via de biotransformação de fase II em conjunto 
com a via do ácido mercaptúrico foi estudada pela primeira vez em 
bivalves, utilizando o CDNB como composto modelo. Os dados 
sugerem que esta via de biotransformação faz parte de um importante 
mecanismo de defesa celular contra agentes eletrofílicos nestes 
organismos, com a brânquia, glândula digestiva e hemolinfa atuando de 
maneira integrada (Fig. 53). Estes dados pemitiram as seguintes 
proposições: (i) a brânquia atua como um ponto inicial de conjugação do 
CDNB com GSH e início do metabolismo de conjugados de glutationa; 
(ii) a hemolinfa atua como transportador de metabólitos da via do ácido 
mercaptúrico, especialmente DNP-CYS; (iii) a glândula digestiva atua 
como um tecido auxiliar nas vias de metabolização do CDNB; (iv) 
ocorre excreção do metabólito final da via do ácido mercaptúrico, N-
acetilcisteína na água do mar. Além disso, os dados sugerem que a 
brânquia pode ser uma eficiente barreira metabólica em C. gigas, 
merecendo estudos adicionais para confirmar esta função em bivalves 
marinhos.  

No estudo 2, os efeitos inibitórios sobre as enzimas GR e TrxR 
foram investigados em mexilhões P. perna e ostras C. gigas utilizando 
uma exposição aguda a ZnCl2 ou CDNB (Fig. 54 e 55). A menor 
atividade GR na brânquia de mexilhões, causada pela exposição ao 
ZnCl2, diminuiu de maneira moderada a capacidade in vivo de 
degradação de peróxidos exógenos, possivelmente por um ineficiente 
ciclo catalítico da GPx, aumentando a suscetibilidade do organismo a 
agentes oxidantes. No caso da inibição da GR e TrxR na brânquia por 
CDNB em ambas as espécies, a degradação de peróxidos in vivo é ainda 
mais perturbada, possivelmente devido a um ineficiente ciclo catalítico 
da GPx e Prx, também afetados pelo intenso consumo de GSH. Esse 
cenário aumenta de maneira acentuada a susceptibilidade a agentes 
oxidantes nas duas espécies.  

Por último, o estudo 3 investigou a toxicidade de ZnONP para 
ostras C. gigas, através de análises químicas, bioquímicas e de 
microscopia eletrônica (Fig. 56). Aparentemente, uma importante via de 
toxicidade das ZnONP é a liberação de zinco iônico para o meio de 
exposição, diminuição na atividade da GR e oxidação de proteínas. A 
mitocôndria se apresentou como uma organela sensível a ZnONP, com 
perda da estrutura, oxidação de proteínas e alteração na atividade de 
complexos mitocondriais.  
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De maneira geral, o papel de proteção celular mediado pelos 
sistemas de biotransformação e de defesa antioxidante foi investigado 
em bivalves marinhos em diferentes situações de estresse celular, e está 
sumarizado na Fig. 57. Danos oxidativos podem ser mediados por 
diferentes compostos endógenos ou exógenos, neste trabalho 
representados por quinonas (Men), peróxidos (CHP) e nanopartículas 
metálicas (ZnONP). Agentes com características eletrofílicas (e.g. 

CDNB) também podem atacar tióis de maneira indiscriminada. Apesar 
dos danos oxidativos e dos ataques de substâncias eletrofílicas poderem 
causar distúrbios e eventos de morte celular, as defesas antioxidantes e 
de biotransformação atuam constantemente prevenindo estes processos, 
aumentando a sobrevivência celular e do organismo. Neste trabalho, 
dentre os diferentes elementos dos sistemas antioxidante e de 
biotransformação, foram estudados os sistemas peroxidáticos da GPx e 
Prx, assim como a enzima de biotransformação GST e a via do ácido 
mercaptúrico. Entretanto, quando alguns componentes destes sistemas 
atuam de maneira ineficiente, conforme apontado pelos estudos com 
ZnCl2, CDNB e NEM, a célula pode perder a capacidade de regular os 
níveis de ERO ou de neutralizar agentes eletrofílicos. Nesta situação, a 
proteção celular está afetada e pode não ser capaz de prevenir os efeitos 
nocivos de diferentes substâncias, aumentando a possibilidade de que 
distúrbios celulares levem a eventos de apoptose ou necrose, 
consequentemente diminuindo a sobrevivência do organismo. Bivalves 
estão sujeitos à exposição a diferentes tipos de contaminantes 
ambientais, e dessa forma estudos de seus mecanismos de defesas 
celulares são fundamentais para a compreenção das respostas destes 
organismos em ambientes sob pressão antrópica. Espera-se que o 
desenvolvimento de protocolos para análises de contaminação ambiental 
possa ser aprimorado a partir desse tipo de informação, integrando 
eventos bioquímicos e celulares a estudos ecológicos e ambientais. 
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Figura 57: Esquema representando o papel dos sistemas de defesa 
antioxidante e de biotransformação em bivalves expostos a agentes 
oxidantes e eletrofílicos. (A) Em organismos com ambos os sistemas de defesa 
operantes, (1) nanopartículas de óxido de zinco (ZnONP) e menadiona (Men) 
podem causar danos oxidativos através da geração de espécies reativas de 
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oxigênio (ERO). (2) O hidroperóxido de cumeno (CHP) também pode causar 
danos oxidativos, devido à sua própria natureza oxidante. (3) Esses danos 
oxidativos podem causar uma série de distúrbios no organismo. (4) Entretanto, 
o sistema antioxidante atua a fim de neutralizar o excesso de ERO, prevenindo o 
acúmulo desses danos e protegendo a célula. (5) Além disso, substâncias com 
características eletrofílicas podem causar um consumo excessivo de tióis (SH) 
celulares, (6) também podendo causar disfunções para o organismo. (7) Na 
brânquia, o sistema de biotransformação de fase II pode realizar a rápida 
conjugação desses compostos, diminuindo sua toxicidade e prevenindo que 
estas substâncias alcancem os demais tecidos. (8) Dessa forma, os sistemas de 
defesas podem atuar garantindo a sobrevivência do organismo mesmo em 
situações adversas. (B) Entretanto, quando esses sistemas estão ineficientes, (9) 
a neutralização do excesso de ERO pelos antioxidantes é afetada, (10) 
diminuindo a capacidade de proteção do organismo. De maneira similar, (11) 
quando a brânquia não é capaz de realizar a rápida biotransformação de agentes 
eletrofílicos, (12) estes compostos podem atuar atingindo grupos SH em 
diferentes tecidos, aumentando suas toxicidades. (13) Assim, a relação entre a 
defesa celular e a toxicidade das moléculas estudadas é afetada, ocasionando 
numa maior susceptibilidade e menor sobrevivência do organismo. 
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Anexo 1: Representação da distribuição de cada metabólito entre os 
diferentes tecidos analisados em ostras Crassostrea gigas expostas a CDNB 
10 µM por 24 h. Níveis relativos de (A) dinitrofenil-glutationa (DNP-SG), (B) 
dinitrofenil-cisteína (DNP-CYS) e (C) dinitrofenil-N-acetilcisteína (DNP-
NAC). Para cada tempo, foi realizada a soma dos níveis de cada metabólito 
presentes na brânquia, glândula digestiva e hemolinfa. O valor obtido foi então 
utilizado para normalizar, os níveis de cada metabólito nos diferentes tecidos, 
refletindo a distribuição relativa de DNP-SG, DNP-CYS ou DNP-NAC entre os 
tecidos ao longo do tempo. 
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Anexo 2: Representação da distribuição dos diferentes metabólitos 
analisados em cada tecido de ostras Crassostrea gigas expostas a CDNB 10 
µM por 24 h. Níveis relativos de dinitrofenil-glutationa (DNP-SG), 
dinitrofenil-cisteína (DNP-CYS) e dinitrofenil-N-acetilcisteína (DNP-NAC) na 
(A) brânquia, (B) glândula digestiva e (C) hemolinfa. Para cada tempo, foi 
realizada a soma dos níveis de todos metabólitos presentes em cada tecido. O 
valor obtido foi então utilizado para normalizar os níveis dos metabólitos em 
cada tecido, refletindo a distribuição relativa de DNP-SG, DNP-CYS ou DNP-
NAC para cada tecido ao longo do tempo. 
 


