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ESTUDO DA RESPOSTA DO CARAMUJO BIOMPHALARIA
GLABRATA (SAY, 1818) FRENTE A ESTIMULOSAMBIENTAIS
ESTRESSORES, COM ENFOQUE NA PROTEINA HSP70

Rebeca da Silva Cantinha

RESUMO

Moluscos tém sido empregados como bioindicadores em estudos de contaminacéo
ambiental. Nesse contexto, o caramujo de &gua doce Biomphalaria glabrata tem sido
avaliado como um bom modelo laboratorial, e estudos prévios apontaram sua aplicacdo na
pesquisa ambiental. A proteina HSP70 € uma molécula de 70 kDa, pertencente a uma
familia de proteinas com papel ha manutencéo da homeostase dos seres vivos: as proteinas
de choque térmico (HSPs); e vem sendo estudada como potencial biomarcador de dano
ambiental, indicando estresse e protegendo os organismos dos danos as proteinas. Neste
trabalho, foi caracterizada a proteina HSP70 de B. glabrata pelo Western blot, com o
objetivo de seu emprego em aplicacbes ambientais futuras. Para isso, caramujos de 5-6
meses de idade, com didmetro de concha de 14,4 (+1,7) mm, foram expostos ao calor e ao
cloreto de cadmio (CdCl,) a fim de se verificar a resposta desta proteina frente a esses
estresses. Os animais foram dissecados para investigagdo da inducdo da HSP70. As
proteinas foram extraidas dos tecidos com tampdo RIPA, separadas em eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida, transferidas para uma membrana de nitrocelulose e
detectadas com anticorpo especifico para HSP70. A CLsggen fOi determinada como sendo
0,34 (0,30-0,37) ppm para o CdCl, e serviu de referéncia para os experimentos de inducdo
da proteina. Foi observado que a exposi¢ao a temperaturas subletais aumentou a resisténcia
dos caramujos a temperatura letal de 42 °C. Exposi¢Oes prévias ao calor de 33 °C e a0
CdCl, a 0,22 ppm aumentou a sobrevivéncia dos caramujos B. glabrata a concentragdo
letal de CdCl; (0,7 ppm) e a temperatura letal (42 °C), respectivamente. Os achados do
Western blot apontaram para um possivel papel da HSP70 nesse processo. Os resultados
mostraram relacdo entre a proteina HSP70 e o aumento na sobrevivéncia aos estimulos
letais apds prévia exposicado a estresses moderados. O Western blot mostrou uma inducéo
da HSP70 nos grupos pré-expostos, se comparados aos grupos controles. A glandula
digestiva foi o tecido mais responsivo, no que concerne a inducdo da proteina HSP70,
comparando com tecidos de cabeca/pé e ovoteste. Foi encontrado o pico de inducdo da
HSP70 nos caramujos B. glabrata apds 48 horas de exposicdo ao caor de
33 °C, e ap0s 96 horas de exposic¢ao ao CdCl, a 0,22 ppm. Apesar do bem conhecido papel
da HSP70 na termotolerancia e tolerancia a outros agentes estressores nos organismos
vivos, esta foi a primeira vez que isto foi demonstrado no B. glabrata, oferecendo
subsidios para a sua aplicagd em estudos de monitoramento ambiental. Os resultados
apresentados aqui abrem o caminho para estudos futuros dessa proteina no molusco, e
fornecem mais bases para 0 conhecimento do B. glabrata.



STUDY OF THE RESPONSE FROM THE SNAIL BIOMPHALARIA
GLABRATA (SAY, 1818) FACING STRESSOR ENVIRONMENTAL
STIMULI, WITH FOCUSON THE PROTEIN HSP70

Rebeca da Silva Cantinha

ABSTRACT

Molluscs have been employed as bioindicators in studies of environmental stress. In
this way the freshwater snail Biomphalaria glabrata has been evaluated as a good
laboratory model, and previous studies have pointed for its application in environmental
research. The HSP70 protein is amolecule of 70 kDafrom afamily of proteins with role in
maintaining homeostasis: the Heat Shock Proteins (HSPs), and it has been studied as a
potential biomarker for environmental injury indicating stress and providing protection
against the protein damage. In this work, the protein HSP70 was characterized in
B. glabrata by Western blotting aiming its employment in future environmental
applications. To this purpose, 5-6 months old snails, with shell diameter of 14,4 (£1,7)
mm, were exposed to heat and to cadmium chloride (CdCl,) in order to verify the response
of this protein to the stresses. Animals were dissected to investigate induction of HSP70.
Proteins were extracted from tissues with RIPA buffer, fractionated in denaturing
polyacrilamide gel electrophoresis, transferred to nitrocellulose membrane, and detected
with a HSP70-specific antibody. The CLsgg6n Was determined as 0,34 (0,30-0,37) ppm for
CdCl, and served as reference in the experiments for protein induction. It was observed
that exposure to sublethal temperatures improved the resistance of snails B. glabrata to the
lethal temperature of 42 °C. Previous sublethal exposure to heat at 33 °C and to CdCl; at
0,22 ppm improved the survival of snails B. glabrata to a lethal concentration of CdCl,
(0,7 ppm) and to a lethal temperature (42 °C), respectively. The findings of Western blot
pointed to a possible role of HSP70 protein in this process. Results showed a correlation
between HSP70 and the improvement of survival to lethal stimuli after a previous exposure
to mild stresses. The Western blot showed an induction of HSP70 protein in the pre-
exposed groups as compared to the control ones. The digestive gland was the most
responsive tissue to stress regarding the HSP70 protein induction compared with heat/foot
and ovotestiss. An  induction pesk of HSP70 was found @ after
48 hours of exposure to heat at 33 °C, and after 96 hours of exposure to CdCl; at 0,22 ppm.
Despite of the well known role of HSP70 in thermotolerance and tolerance to other stress
agents in living organisms, it was the first time it was shown in B. glabrata, supporting its
application in environmental monitoring studies. The results presented here open a way to
future studies of this protein in the mollusc, and provide more basements to knowledge of
B. glabrata.
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FIGURA 32. Inducéo da proteina HSP70 pelo cadmio e pelo calor em caramujos Biomphalaria glabrata,
medida nos intervalos de 24, 48, 72, 96 € 120 horas de EXPOSIGED. .........cerveerrerererieenrieeete et seereseenees 69

FIGURA 33 - Andlise pelo software Imagel da curva tempo-resposta (FIG. 32) da indugdo da proteina
HSP70 na glandula digestiva de caramujos Biomphalaria glabrata expostos ao cadmio (0,22 ppm) e ao calor
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1INTRODUCAO

Moluscos constituem o segundo filo de importancia, depois dos artrépodes, em
nimero de espécies descritas (Ruppert et al., 2005). Recebem destaque também por sua
ampla distribuicdo ambiental (DeJong et al., 2001; Souza et a., 2001) e papel na dindmica
humana como fonte de alimentacdo, hospedeiros de microrganismos patogénicos (Collins
et a., 2006), aém de serem potenciais agentes de bioinvasdes e bioincrustactes (Pointier,
2001; Brugnoli et a., 2005). Esse filo tem sido bastante empregado na experimentacdo
cientifica, incluindo estudos de monitoramento ambiental (Frantsevich et al., 1995;
Fernandez et al., 2002; Regoli et a., 2006; Jara & Wiegand, 2008; Kimbrough et al.,
2008), ganhando interesse como bioindicadores de contaminagdo aquética (Salanki et al.,
2003; Oehlmann & Oehlmann, 2004; Rittschof & McClellan-Green, 2005; Franzellitti et
a., 2010).

O caramujo Biomphalaria glabrata (B. glabrata), um dos hospedeiros
intermediarios no ciclo do Schistosoma mansoni (S. mansoni) no Brasil (Pessda & Martins,
1988; Rey, 2011), é uma das espéecies que vem ganhando destague nas investigacdes
cientificas no campo dos estudos ambientais. De facil cultivo em laboratorio, essa espécie
demonstrou elevada sensibilidade a toxicidade e mutagenicidade induzida pela presenca de
elementos quimicos, em condi¢des experimentais (Verrengia Guerrero et a., 1997; Nakano
et a., 2003; Ansaldo et a., 2006; Estevam et a., 2006). Essa caracteristica, aliada ao seu
facil manuseio, o coloca na condicdo de bom model o para biomonitoramento ambiental.

Diversos trabalhos investigaram também os efeitos da exposicédo do
B. glabrata a agentes fisicos (Tdlarico et al., 2004; Ruelas et d., 2006; Cantinha et al.,
2010), oferecendo mais embasamentos tedricos para 0 uso destes moluscos em protocol os
de monitoramento ambiental.

Novas técnicas para estudos ja padronizados, assim como novas moléculas alvo,
tém sido buscadas para emprego em estudos ambientais. As classes de estruturas
investigadas abrangem praticamente todas as moléculas presentes nos organismos Vivos, e
muitos estudos com este enfoque foram realizados também no caramujo B. glabrata
(Nakano et al., 2003; Ainsemberg et a., 2005; Ansaldo et al., 2006; Estevam et a., 2006;
Cochén et d., 2007; Ansaldo et al., 2009).

Entre as moléculas vitais, as proteinas vém ganhando interesse em estudos de
monitoramento do meio ambiente (Franzellitti et al., 2010; Leung et al., 2011). Estas
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constituem uma classe de importancia para a manutencéo da vida, considerando suas
inimeras fungdes bioldgicas (sindizagdo, estruturacdo, enzimética, hormonal, defesa,
transporte, regulacéo, entre outras). Entre as proteinas, as chaperonas, responsaveis por
assegurar a correta conformacao dos polipeptideos, tém se destacado como biomarcadores
em estudos de monitoramento ambiental. Suas fungdes incluem: desenovelar proteinas
com acomodacdo inadequada, possibilitando novo enovelamento; conectar peptideos;
renaturar peptideos lesados; solubilizar agregados protéicos e transportar proteinas para
serem destruidas (Sanders, 1993; Guptaet al., 2010).

Uma das chaperonas mais conhecidas, a HSP70 tem sido estudada e seu emprego
proposto como um biomarcador de contaminagdo ambiental. Considerada a mais
conservada entre os diversos filos, também € a mais abundante e bem caracterizada. Foi
descrita em espécies de diferentes niveis evolutivos, como bactérias e humanos. Na célula
encontra-se presente em diferentes compartimentos (Sanders, 1993; Gupta et a., 2010;
Jackson et d., 2011).

Trabalhos demonstraram o potencial da HSP70 de moluscos como biomarcador no
monitoramento ambiental por meio de experimentos nos quais 0s animais foram expostos a
agentes quimicos, fisicos e biol dgicos, e observou-se umaindugdo da proteina, relacionada
com o estresse sofrido pelo animal (Tomanek & Sanford, 2003; Piano et a., 2004; David et
al., 2005; Celluraet a., 2006; Farcy, 2007).

O calor é conhecidamente o estimulo indutor de referéncia para as HSPs, embora
outros agentes tenham sido correl acionados com ainducéo destas proteinas. O cadmio, por
exemplo, é um poluente aquatico muito fregliente em amostras ambientais, extremamente
téxico, e também capaz de produzir radicais livres, e de interagir com 0 mecanismo de
transporte transmembrana. Sua interagdo com 0s grupamentos sulfidrila presentes nas
proteinas e seus mecanismos de reducdo do glutation aumentam o0s niveis de estresse
oxidativo, acumulando proteinas alteradas no organismo (Ansaldo et al., 2006; Bertin &
Averbeck, 2006). Trabalhos mostraram que este metal também € capaz de induzir a
proteina HSP70, inclusive em moluscos (Piano et a., 2004; Ivanina et al., 2009).

Considerando o panorama exposto, este trabalho apresenta o primeiro estudo da
proteina HSP70 em caramujos B. glabrata, com enfoque no monitoramento ambiental, e
agregara mais informag6es sobre 0 comportamento desta proteina no molusco, bem como
novos conhecimentos para a padronizacdo deste animal como bioindicador de

contaminacdo ambiental.
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20BJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Considerando o potencial de aplicagdo do caramujo B. glabrata em protocolos
experimentais, notadamente para estudos ambientais; e considerando, também, o interesse
pela proteina HSP70 no monitoramento ambiental, este trabal ho objetiva estudar a resposta
do caramujo B. glabrata a estimulos ambientais de referéncia: o calor e o c&dmio; e a
correlagcdo desta resposta com a inducéo da proteina HSP70 neste organismo, investigada

por meio da técnicade Western blot.

2.2 Objetivos especificos

- Estudar atermotolerancia do caramujo B. glabrata;

- Avdiar ainducgéo da proteina HSP70 pelo calor no caramujo B. glabrata;

- Determinar a CLsp96n dO cloreto de cadmio (CdCl,) parao caramujo B. glabrata;

- Averiguar se o cadmio induz a proteina HSP70 no caramujo B. glabrata;

- Andisar a existéncia de resisténcia cruzada entre o calor e o cadmio no caramujo
B. glabrata;

- Andlisar se a indugdo da proteina HSP70 esta envolvida na resisténcia cruzada calor-
cadmio/cadmio-calor neste caramujo;

- Determinar a curva tempo-resposta da proteina HSP70 no caramujo B. glabrata, quando

exposto ao calor e ao cadmio.
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3REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os moluscos formam o segundo maior filo do reino animal; constituido por
espécies amplamente distribuidas no ambiente, mostram-se excelentes no monitoramento
das éreas naturais (DeJong et a., 2001; Souza et al., 2001; Oehlmann & Oehlmann, 2004,
Kimbrough et al., 2008). Os gastrépodes constituem a classe mais abundante do filo, e
entre esses, 0 caramujo B. glabrata tem se destacado como objeto de estudo de efeitos de
agentes fisicos (Okazaki et al., 1996; Tallarico et a., 2004; Ruelas et a., 2006; Grazeffe et
al., 2008; Cantinha et a., 2010) e quimicos (Verrengia Guerrero et a., 1997; Nakano et al.,
2003; Aisemberg et al., 2005; Ansaldo et al., 2006; Kristoff et a., 2006; Cochdn et a.,
2007; Ansaldo et d., 2009; Kristoff et al., 2010).

3.1 0 B. glabrata

Este molusco de &gua doce, muito utilizado na experimentacéo cientifica, € um dos
hospedeiros intermediarios do helminto S. mansoni, um parasita de grande importancia em
partes da Africa, Américas do Sul e Central, e Caribe (DeJong et al., 2001; Souza et 4.,
2001). Possuem esse nome devido a sua morfologia (Bis = dois, omphalos = umbigo;
glabrata = liso) congtituida por uma depressdo (umbigo) em cada lado da concha
(Paraense, 2008).

3.1.1 Descrigdo anatdmica do B. glabrata

S%0 individuos assimétricos, com concha espiralada, geramente lisa, com 7 a
40 mm de didmetro com func&o protetora, fortemente mineralizada, constituida em mais de
95% por carbonato de calcio. Os sais de calcio utilizados na elaboracdo da concha provém
dos aimentos e ficam reservados na glandula digestiva sob a forma de fosfatos. Esses sais
sdo transportados pelo sangue até o manto e transformados em carbonatos pela agdo das
fosfatases (Ruppert et al., 2005; Rey, 2011). A concha é o abrigo permanente de uma parte

do corpo do molusco onde se encontram as visceras envolvidas pelo manto (FIG. 1).
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FIGURA 1. Caramujo Biomphalaria glabrata.

O manto € uma cavidade continua com a agua circundante, que abriga a maioria
dos 6rgdos do molusco. A superficie ventral do corpo dos moluscos € ocupada por um pé
muscular que adere e move o animal sobre superficies de substratos firmes. Varios
musculos contraem-se puxando a concha em direcdo ao pé, e vice-versa. A maioria dos
moluscos quando ameacada libera-se do substrato recolhendo o pé, juntamente com a
cabeca para dentro da concha (Barbosa et a., 1995; Ruppert et al., 2005).

A circulacéo desses animais € feita por meio do coracéo contido no pericardio onde
circula a hemolinfa de cor vermelha devido a hemoglobina dissolvida, que contendo ferro,
permite a utilizagdo do oxigénio dissolvido a baixa tensdo. Formada também por um
plasma rico em agua, cloreto de sodio e bicarbonato (por isso, tem reacéo acalina)
(Ruppert et al., 2005; Paraense, 2008; Rey, 2011; Neves, 2011). Nos moluscos gastropodes
os hemécitos (células de defesd), associados com fatores humorais da hemolinfa,
representam os elementos fundamentais de defesa do molusco contra patdgenos,
especialmente 0 S. mansoni (Vasquez & Sullivan, 2001; Azevedo et al., 2004).

A respiracdo é predominantemente atmosférica, embora sejam capazes de absorver
0 oxigénio a baixa tensdo, retirando-o0 da &gua através do tegumento. O manto possui uma
cavidade com funcdo secundéria de pulmdo, sendo utilizado quando o conteldo de
oxigénio na agua cai significativamente, e o animal sobe a superficie da dgua pararespirar,
por meio da flutuacdo ou atravessando entre objetos submersos, renovando seu conteido
pulmonar. A hematose ocorre na rede vascular da parede pulmonar, de onde o sangue flui
para o coragcdo (Ruppert et al., 2005; Brasil, 2007; Paraense, 2008; Rey, 2011; Neves,
2011).
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A excregdo é realizada pelo rim, no qual é observada uma prega mucosa, saliente e
pigmentada, denominada crista renad que é caracteristica para essa espécie de
Biomphalaria (Brasil, 2007; Paraense, 2008; Rey, 2011; Neves, 2011).

O sistema nervoso € cefalizado e bem desenvolvido, formado por pares de ganglios
que formam um anel em torno do esdfago, logo atrés do saco bucal. O sistema nervoso
autdbnomo é constituido por vérios ganglios. Possui 6rgdos dos sentidos que englobam um
par de olhos, situados na base dos tentaculos; um receptor olfativo, um par de 6rgéos do
equilibrio e orientagcdo locomotora, receptores de contato sob a forma de elementos
sensitivos; além de quimioreceptores (Ruppert et al., 2005; Brasil, 2007; Rey, 2011).

O sistema digestivo desses animais € completo com boca, cavidade bucal, faringe,
esdfago, estdmago, intestino, ceco, reto e anus. No interior do saco bucal encontra-se a
radula, usada pelos moluscos para raspar substratos duros e remover algas e organismos
microscopicos e detritos (Paraense, 1970; Pessoa & Martins, 1988; Ruppert et a., 2005;
Paraense, 2008).

Nos moluscos em geral, um ou mais pares de glandulas salivares secretam muco
para dentro da cavidade bucal, este muco mistura-se com as particulas ingeridas pelo
anima e forma o corddo mucoso que pode ser movimentado pelos cilios em direcdo ao
esdfago e estbmago. O esdbfago, bastante longo, conduz os alimentos até um muscul 0so
estbmago, que se comunica com a glandula digestiva, um 6rgdo localizado na regido
pildrica do estbmago, onde sdo produzidas numerosas enzimas digestivas pelas células
constituintes de seu epitélio, que também se encarrega da absorcéo, acumulo de reservas
nutritivas e excregdo (FIG. 2) (Pessoa & Martins, 1988; Ruppert et al., 2005; Rey, 2011).
No caso de contaminagfes ambientais por metais, estudos indicam a glandula digestiva
como 0Orgao que retém as maiores quantidades do poluente (Verrengia Guerrero et al.,
1997; Ansaldo et al., 2006; 2009).
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FIGURA 2. Sistema digestivo de Biomphalaria glabrata. A. Tubo digestivo e
glandulas anexas; B. Porcéo terminal do reto e regido anal; C. Dentes daradula; D.
Mandibula; an. Anus; c. Dente central; cr. Crista retal; es. Esdfago; gd. Glandula
digestiva; gs. Glandula sdlivar; i. Dente intermediario; ia. Intestino anterior; im.
Intestino médio; ip. Intestino posterior; |. Dente lateral; m. Dente marginal; ma:
Mandibula; mc. MUsculo columelar; mo. Moela; pa. Papo; pb. Pseudobranquia; pl.
Piloro; re. Reto; sh. Saco bucal; sn. Sistema nervoso central (adaptado de Paraense,
1970).

Os residuos da digestéo sdo evacuados pelo intestino, longo e enrolado, que néo
participa da digestdo, sua funcdo é modificar e armazenar pelotas fecais, e reabsorver a
agua. O anus encontra-se dorsalmente a regido do manto, no curso da corrente exalante,
onde as pelotas fecais podem ser expelidas sem o risco de se precipitar e sedimentar sobre
as branquias (Pessoa & Martins, 1988; Ruppert et a., 2005; Rey, 2011).

Como todos os moluscos pulmonados, o caramujo B. glabrata é hermafrodita,
capaz de se reproduzir por auto-fecundacdo, embora prefira a reproducéo cruzada com
outro individuo, onde um atua como macho e outro como fémea. As vias masculinas e
femininas sdo separadas, embora exista um Orgdo hermafrodita, o ovoteste, onde se
desenvolvem as células reprodutoras femininas e masculinas (Paraense, 2008). Essa é uma

das razdes pelas quais esses animais sdo préticos para a experimentacéo, considerando que
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ndo existem interferentes relacionados ao género da espécie (Munzinger, 1987; Nakano et
a., 2003).
A organizacao anatémica do caramujo B. glabrata pode ser visualizada no esquema

daFigura3.

FIGURA 3. Parte mole do Biomphalaria glabrata, vista do lado esquerdo, com o
manto parcialmente levantado. (an. Anus; c. Cabega; cl. Crista dorsolateral; cm.
Colar do manto; cp. Cavidade pulmonar; ct. Cristaretal; et. Estdmago; ga. Glandula
do albumen; gd. Glandula digestiva; ia. Intestino anterior; im. Intestino médio; ip.
Instestino posterior; mc. Musculo columelar; mf. Mufla; ms. Massa cefalopodal;
om. Orificio genital masculino; ot. Ovoteste; p. P& pn. Pneuméstoma; ps.
Pseudobranquia; rt. Reto; te. Tentaculo; tr. Tubo renal; vp. Vela pulmonar; vr. Veia
renal). (Adaptado de Barbosa, 1995 e Neves, 2011)

3.1.2 Descricdo ambiental e comportamental do B. glabrata

Em laboratério esses moluscos podem acancar mais de 2 anos de vida, embora

normalmente vivam por cerca de 14-15 meses. Na natureza, os moluscos planorbideos séo
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encontrados em regides geograficas diferentes, com atitudes e temperaturas varidveis
(Pessoa & Martins, 1988; Rey, 2011; Neves, 2011).

S80 capazes de viver em criadouros com condicOes bastante varidveis de pH,
concentracdo de matéria organica e sais. Tém preferéncia por agua parada ou pouco
corrente, ndo contaminada (M unzinger, 1987; Pessoa & Martins, 1988; Neves, 2011).

O caramujo B. glabrata é fototropico, alimentando-se predominantemente de
vegetais. Em laboratorio consomem folhas de couve, aface, agrido ou cenoura fatiada
(Pessoa & Martins, 1988; Neves, 2011). Foi observado que animais letalmente irradiados
ou expostos a concentracgOes letais de metais toxicos diminuem ou cessam a alimentacdo
antes damorte (Abd Allah et al., 2003; Ruelas et a., 2006).

Este animal n&o suporta temperaturas elevadas por muito tempo, refazendo-se do
caor excessvo durante a noite em decorréncia do abaixamento da temperatura,
sobrevivem em torno de 4 horas a 40 °C e no méximo por alguns minutos a 50 °C. As
temperaturas baixas reduzem o metabolismo e as posturas (Pessoa & Martins, 1988;
Rey, 2011; Neves, 2011).

O caramujo B. glabrata pode comecar sua oviparidade com 5 a 7 semanas de vida
As desovas sdo feitas em intervalos regulares, geralmente a noite, com emissao de um
nimero variado de ovos (Perlowagora-Szumlewicz, 1966; Pessba & Martins, 1988;
Okazaki et al., 1996). A oviparidade sofre influéncia de fatores ambientais como a
temperatura, turbidez da &gua, presenca de substancias toxicas no ambiente, ou mesmo
parasitismo do molusco pelo S. mansoni (Pessoa & Martins, 1988).

Segundo Perlowagora-Szumlewicz (1966) o0 amadurecimento sexua da espécie
B. glabrata pode ser analisado pelas primeiras oviposi¢des, bem como pela viabilidade das
desovas. Ao chegarem a idade de 14 a 15 meses de vida 0s espécimes alcangcam seu
comprimento maximo, juntamente com a perda ou diminuicdo consideréavel de sua

capacidade reprodutiva.

3.1.3 0 B. glabrata em estudos ambientais

Pesguisas tém objetivado estabelecer o caramujo B. glabrata como bioindicador,
alguns trabalhos, inclusive, ja padronizaram testes de mutagenicidade e genotoxicidade
nesta espécie, o que fornece maiores conhecimentos para sua aplicacdo em estudos
ambientais (Nakano et d., 2003, Talaico e a. 2004; Estevam
et al., 2006; Grazeffe et a., 2008). Alguns marcadores biolégicos como enzimas e
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carboidratos; e fungdes bioldgicas como sobrevivéncia e reproducdo, também ja foram
estudados neste caramujo frente a agentes estressores, com resultados de interesse para
aplicacOes ambientais (Oliveira-Filho et a., 2004; Aisemberg et al., 2005; Ansaldo et al.,
2006; Ansaldo et ., 2009).

Os primeiros estudos dos efeitos de compostos quimicos sobre o caramujo
B. glabrata, no entanto, foram realizados com vista ao estabelecimento de novos
moluscicidas para combate da esquistossomose (Fujinami & Nakamura, 1911 apud
Komiya, 1964"; Fujinami e Narabayashi, 1913 apud Komiya, 1964 Narabayashi, 1915
apud Komiya, 1964% Hoffman & Zakhary, 1953; Nolan et d., 1953; Bond & Nolan, 1954;
Nolan & Bond, 1955; Paulini & Camey, 1965a,b).

Em 1965(a), Paulini e Camey testaram os efeitos moluscicida do Planticuivre, um
inseticida cujo ingrediente ativo era o dimetil-ditio-carbamato de cobre (cuprobam); o
produto ndo se mostrou muito efetivo no combate ao caramujo, com agdo lenta sobre este
molusco; porém, com importante efeito sobre peixes e sapos, e nenhum efeito sobre a
vegetacdo aguatica. O cobre, aids, era um dos compostos quimicos mais testados
antigamente, como um promissor agente moluscicida (Hoffman & Zakhary, 1953; Webbe,
1987).

Cheng e Sullivan (1973; 1977) também estudando o potencial moluscicida do cobre
conseguiram verificar que este altera 0 mecanismo de osmorregulacdo do caramuijo,
acarretando acumulo de agua nos tecidos, com ateracdes histopatol 6gicas importantes. O
cobre também interage com 0s mecanismos respiratérios do molusco, reduzindo a taxa de
respiragdo do animal. Entretanto, segundo esses autores, a toxicidade do cobre esta
diretamente ligada a sua posicdo na molécula do composto, de tal maneira que em um

moluscicida ideal baseado no cobre, 0 metal deve estar suficientemente disponivel para
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the technic of mixing lime. Chugai |ji Shinpo, (796), 649-657; Hiroshima Eisei |ji Geppo, (174), 179-190.
1913. (in Japanese) In: KOMIYA, Y. The prevention of Schistosomiasis japonica. Tokyo: Meguro
Parasitological Museum. p. 245-274. 1964.

¥ NARABAYASHI, H. The prevention of Japanese schistosomiasis, particulary the eradication of its
intermediate host by mixing lime in wate r. Chugai |ji Shinpo, (855), 1381-1416; Hiroshima ljisieisel Geppo,
(206), 54-68; (207) , 98-107; (208), 151-160; (209), 191-196; (210), 232-239. 1915. (in Japanese). In:
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274. 1964.
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permitir sua atividade bioldgica; porém, suficientemente protegido das interagBes com
outras moléculas, ions e col dides do meio aquético.

Essa diferenca entre os efeitos do cobre quando em composi¢oes diferentes também
foi observada por Oliveira-Filho et a. (2004) ao testar a susceptibilidade de diversos
organismos de agua doce a pesticidas baseados no cobre. Para o sulfato de cobre, que uma
forma bastante empregada deste metal na experimentagdo cientifica, o caramujo B.
glabrata mostrou-se mais resistente que as demais especies testadas (alga Raphidocelis
subcapitata, microcrustaceo Daphnia similis e peixe Danio rerio).

Outros trabalhos utilizaram o caramujo B. glabrata como objeto de estudo para os
efeitos de diversos compostos capazes de contaminar 0 ambiente.

Uma mini-revisdo de Ravera, em 1991, ja apontava uma série de metais capazes de
interferir com a reproducdo do caramujo. O autor agrupou 0s metais e suas respectivas
concentragdes capazes de levar a zero a fecundidade do caramujo B. glabrata, séo eles:
cadmio (50 ppb); mercurio, vanédio e chumbo (500 ppb) e zinco (1ppm).

Abd Allah et al. (1997) avaliaram os efeitos do cadmio, chumbo e mercurio sobre
caramujos B. glabrata parasitados pelo S. mansoni. Os metais reduziram a sobrevivéncia e
0 crescimento do animal, sendo que as maiores interferéncias foram ocasionadas pela
exposicdo a0 cadmio. A liberacdo das larvas do S. mansoni também foi afetada pela
exposicéo dos caramujos aos metais; entretanto, esse grupo ndo observou efeitos dos
metais sobre a reproducéo do caramujo.

Em um trabalho posterior (2003), este mesmo grupo ndo observou novamente
efeitos dos metais sobre a reproducéo do caramujo, nem sobre o comportamento, nas
concentragfes de cadmio, chumbo e mercurio testadas. Porém, foram observados efeitos
sobre o crescimento e sobrevivéncia, onde os metais tiveram efeitos depressores sobre
esses parametros. Testando 0s animais a exposicdo aos metais nas temperaturas de 17 e
28 °C, o grupo observou maiores efeitos de acimulo dos metais nos animais expostos a
temperatura de 28 °C, embora o0 grupo ndo tenha sabido correlacionar 0 sinergismo entre o
efeito datemperaturae o efeito dos metais.

Aisemberg et a. (2005) observaram que o chumbo também interfere com os niveis
da enzima alanina-desidrogenase no molusco B. glabrata, em niveis abaixo dos valores
maximos permitidos pela legisacdo brasileira (CONAMA, 2005). Estudando caramujos
pigmentados e ahbinos, os autores observaram inibicdo da atividade enzimética,
inversamente proporcional aos niveis de exposi¢éo e de bioacumulo tecidual, sendo que

ndo foram observadas diferencas rel acionadas a pigmentacdo do caramujo.
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Estevam et a. (2006) avaliaram, através do teste do letal dominante, os efeitos
ocasionados pelo herbicida écido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Os efeitos mutagénicos
deste composto foram observados nas trés concentracOes testadas, com aumento
significante na freqiiéncia de malformacdes letais na progénie dos caramujos albinos, que
foram cruzados com caramujos selvagens expostos ao herbicida. Esse teste ja havia sido
padronizado anteriormente para esta espécie de moluscos por Nakano et al. (2003), por
meio de avaliacdo dos efeitos mutagénicos da mitomicina C e da ciclofosfamida em
progénies de caramujos B. glabrata albinos cruzados com caramujos selvagens expostos
aos quimioterapicos.

Cochén et al. (2007) investigaram a indugdo de estresse oxidativo pelo herbicida
paraguat, e também seu efeito sobre as poliaminas (putrescing, espermidina e espermina).
Os resultados mostraram aumento na peroxidacao lipidica e diminuicdo da atividade da
enzima superdéxido dismutase (SOD) no caramujo B. glabrata, enquanto que os niveis de
poliaminas permaneceram inalterados.

Em 1965 (b) Paulini e Camey ja haviam descrito o potencial moluscicida do
paraquat, sendo que este apresentara no referido trabalho o beneficio adicional de ser
absorvido por algas e folhas verdes de plantas aguéticas, permanecendo com seu efeito
moluscicida inalterado. Ainda como vantagem adiciona o herbicida ndo mostrou
toxicidade para peixes, nas concentracOes letais para 0os caramujos, e em concentragoes
abaixo da considerada moluscicida este composto controla plantas agquaticas capazes de
interferir com o fluxo da égua, especialmente parairrigacdo (p. ex.: el6dea).

Ansaldo et al. (2006; 2009) anaisando os efeitos do cadmio, chumbo e arsénico
sobre a reproducdo e acumulo de glicogénio no caramujo B. glabrata observaram
diminuicdo da fecundidade e fertilidade dos animais, com aumento no tempo de ecloséo
dos ovos. Esses metais também interferiram com os niveis de glicogénio dos tecidos,
especialmente na regido gonadal, o que pode explicar os efeitos sobre a reproducéo do
animal, visto que o glicogénio é uma fonte de energia importante para 0 processo
reprodutivo (Manzoni & Schmitt, 2006), e, segundo os autores, 0 desvio de energia para
contornar os efeitos estressores dos metais levaria a diminuicdo das reservas energéticas
para manutencao das atividades reprodutivas.

Esses autores observaram que o cadmio e o chumbo tém bioacumulagdo maior na
glandula digestiva, enquanto que para 0 arsénico a regido gonadal concentra os maiores

niveis do metal.
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Kristoff et a. (2006; 2010) verificaram inibicdo de enzimas colinesterase
ocasionada por pesticidas (azinfos-metil e carbaril) em caramujos B. glabrata. A redugédo
da atividade das enzimas ocorreu dentro de 24 horas de exposi¢cdo aos agentes quimicos,
alcancando o maior nivel dentro de 48 horas. Nenhuma desordem de ordem locomotora foi
observada pela exposicdo dos caramujos a0 pesticida, porém a recuperacdo dos niveis
basais encontrados em individuos ndo expostos foi relativamente delongada, com base em

outro modelo animal testado (o poliqueta Lumbriculus variegatus).

3.2 Contaminacao e estresse ambiental aquético

O crescimento urbano e demografico; assim como o desenvolvimento tecnol 6gico,
embora representem um avanco das sociedades modernas e possibilidades de novas
descobertas, acarretam impactos ambientais severos e perigosos para a manutencdo davida
nos ecossistemas. O crescimento e desenvolvimento tecnol6gico aumentam a quantidade
de rejeitos domésticos, industriais e agricolas lancados diariamente em corpos d’agua,
originando uma contaminagdo incompativel com a manutencdo da vida aguatica. A
poluicdo dos ambientes aquéticos acaba trazendo prejuizos também para o homem, aém
dos prejuizos econdémicos que incorrem da degradacdo ambiental (Mukhopadhyay et al.,
2003; Alves & Uturbey, 2010; Paavola, 2011).

O controle da poluicdo aquética esta diretamente relacionado com a protecéo da
salde, garantia de um meio ambiente ecol ogicamente equilibrado e melhoria na qualidade
de todas as formas de vida. Embora sgja sabido que os efeitos do ambiente sobre a salide
interagem com outros contribuintes como estilo de vida e fatores genéticos, 0s estressores
ambientais tém um peso consideravel sobre a manutencéo da vida (CONAMA, 2005; EEA,
2005).

ApoOs arevolucdo industrial a capacidade humana de modificar o ambiente tornou-
se ampliada, especialmente com o lancamento de substéncias quimicas em ecossistemas
aquéticos, terrestres e na atmosfera Devido as diversas atividades antropogénicas,
milhares de substéncias nocivas sd0 liberadas diariamente no ambiente. Nele essas
substancias podem sofrer transporte e transformagdo, originando subprodutos deletérios
pra a manutencdo da vida. Assim, 0s organismos ali presentes sdo constantemente
desafiados por eventos que causam estresses capazes de danificar estruturas celulares e
afetar a homeostase da célula (Amorim et al., 2003; Noyes et a., 2009; Guptaet a., 2010).
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Entre os poluentes liberados diariamente no ambiente destacam-se os residuos de
fertilizantes, inseticidas e herbicidas utilizados na agricultura; rejeitos de esgoto e
processos industriais; compostos com atuacdo enddcrina, tais como hormbnios e
surfactantes; metais e metaldides; medicamentos;, além de agentes toxicos produzidos
acidentalmente como produtos gasosos, liquidos, particulados e solidos decorrentes da
manipulacdo do lixo (EEA, 2005; Gupta, 2007).

O ressurgimento do programa nuclear pode ser apontado como outro fator que
aumenta a importancia do monitoramento ambiental, pois além dos rejeitos gerados pelas
centrais nucleares, é sabido que a agua de resfriamento dos reatores é retirada de colecdes
hidricas presentes no local e devolvida em temperaturas acima do natural, ocasionando
variagdes ambientais para as formas de vida ali presentes. Outras atividades industriais
também utilizam agua retirada do ambiente natural em processos de resfriamento,
contribuindo para desequilibrios no ecossistema da regido (Campos, 2007; State, 2007;
Beheshti, 2011; Safa, 2012).

Mesmo as hidrelétricas, que representam mais de 70% da producéo de energia no
pais, embora consideradas como uma alternativa rel ativamente limpa, também contribuem
para alteracOes ambientais, tendo participagcdo no aguecimento global em decorréncia da
decomposi¢do da matéria organica submersa (Alves & Uturbey, 2010).

3.2.1 Moluscos como bioindicador es

O monitoramento dos ambientes impactados pela agdo humana torna-se essencial
para manutencdo da vida, a fim de detectar ameagas a sobrevivéncia das espécies e
alteracbes incompativeis com as relacbes naturais nestes locais. Para isso, 0
estabelecimento de organismos sentinela € uma estratégia relevante, considerando que
esses organismos estdo naturalmente presentes no ambiente, servindo como sensores
naturais dos agravos acarretados pela poluicéo, e por isso denominados bioindicadores
(Cheng & Sullivan, 1973, 1977; Duffy et al., 1999; Scofield et al., 1999; Fernandez et al.,
2002; Santos et al., 2002; Tomanek & Sanford, 2003; EEA, 2005; Regoli et al., 2006;
Kimbrough et al., 2008).

Diversos animais ja foram estudados quanto a sua aplicabilidade como
bioindicadores; e alguns ja estdo estabelecidos em protocolos oficiais de monitoramento
ambiental aqui no Brasil (p. ex.: microcrustaceos, amfipodas, ourigos e peixes) (ABNT,
2004a; 2004b; 2006; 2007).
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Por sua ampla distribuicdo ambiental e interagd com o0 meio em que vivem, 0S
moluscos aquéaticos vém ganhando cada vez mais interesse, e muitos sdo considerados
excelentes para experimentacdo e emprego como bioindicadores de contaminacéo aquatica
(Fernandez et al., 2002; Rittschof & McClellan-Green, 2005; Gonzalez et al., 2009).

Em 1986, um amplo programa de monitoramento das &guas costeiras dos Estados
Unidos foi realizado investigando os moluscos nativos da regi&o. O Mussal Watch, como
foi denominado este programa, atestou os beneficios de empregar moluscos como
indicadores de contaminacdo ambiental (Kimbrough et al., 2008).

Frantsevich et a. (1995) também utilizaram moluscos aquéticos para analisar 0s
efeitos do acidente de Chernobyl, em relagdo & contaminacdio pelo *Sr e ¥'Cs. A
concentracdo desses radionuclideos em algumas amostras coletadas no reservatorio de
Kiev durante o verdo de 1986 ultrapassou 300 a 450 vezes os niveis de radioatividade
natural anteriores ao acidente. Praticamente todo o *°Sr presente nos moluscos estava
concentrado nas conchas, e, em comparagd0 com moluscos terrestres, 0s espéecimes
aquéti cos apresentavam niveis de contaminacéo 3 a4 vezes menor.

Fernandez et a. (2002) e Santos et a. (2002) analisando moluscos Thais
haemastoma e Buccinum undatum, respectivamente, verificaram o impacto da poluicdo de
ambientes aguaticos por compostos derivados organicos do estanho utilizados
principalmente como antiincrustantes em cascos de navios, embora sgam também
utilizados como acaricida e fungicida na agricultura.

Estes compostos sdo capazes de ocasionar desregulacdo enddcrina que leva a
ocorréncia de impossex, isto €, o desenvolvimento de caracteres sexuais masculinos em
fémeas de moluscos gastropodes, o que pode levar a esterilizagcdo e morte dos organismos
afetados. Santos et a.(2002) verificou ainda alteragbes enziméticas nas fémeas afetadas
pelo imposex. Os autores observaram reducdo da atividade da enzima P450 e aumento da
atividade da NADH citocromo C redutase.

Shaw et a. (2004) estudaram 12 pontos do mar Mediterréneo, dos quais 3 néo
foram considerados contaminados, 5 estavam medianamente contaminados e 4 foram
considerados contaminados. Os resultados mostraram interferéncias nos niveis da enzima
citocromo P450 na glandula digestiva de moluscos Mytilus galloprovincialis dos locais
contaminados. A proteina P4501A estava elevada nos organismos nestes locais, enquanto
que a proteina P4A503A estava reduzida. Sabe-se que a primeira esta envolvida na
biotransformacéo de contaminantes organicos (ex. PAHs e PCBs), enquanto que esta

Ultima tem sido relatada como catalisadora na hidroxilagdo de horménios esteréides. O
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resultado encontrado pelo grupo denota uma provavel poluicdo por contaminantes
organicos nestes locais.

E, como observado nas citaces anteriores, o caramujo B. glabrata também foi
apontado por diversos autores como um potencia bioindicador de contaminagdo

ambiental.

3.2.2 Biomarcadores

Quando submetido a condigdes de estresse, 0s organismos adotam estratégias para
se defender, como por exemplo, 0 aumento de enzimas detoxificantes e ateracOes
comportamentais, que nem sempre sdo suficientes para reverter os prejuizos decorrentes do
estimulo negativo. Essa capacidade que 0s seres vivos possuem para iniciar um grande
nimero de respostas adaptativas a0 estresse é atamente conservada entre os diversos
taxons, e desempenha um papel central e obrigatério na resposta aos danos ambientais
(Rittschof & McClellan-Green, 2005; Guptaet al., 2010; Schreck, 2010).

E possivel estimar quando um organismo estd sob condigBes de estresse,
observando as tentativas de reverter a agressdo por meio de ateracfes bioldgicas e
comportamentais. Dessas ateracdes, surgiu o termo biomarcador, definido por McCarty &
Munkittrick (1996) como sendo medidas da funcéo bioldgica em niveis sub-organico,
fisiologico e comportamental, expressas apl0s exposicdo do organismo a agentes
estressores. Os biomarcadores podem ser utilizados na prevencdo, deteccéo precoce e
tratamento dos danos. A figura 4 esquematiza as possiveis rotas de manifestacdo dos
efeitos de um estressor ambiental (NAS/NRC, 1989; Amorim et a., 2003).
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FIGURA 4. Fluxo de efeitos que podem ser ocasionados por estresse ambiental (adaptado
de NAS/NRC, 1989 e Gonzalez et a., 2009).

Sistemas biolOgicos sdo considerados ferramentas sensiveis e promissoras para o
monitoramento de estresses ambientais. O monitoramento do impacto do ambiente sobre o
organismo vivo é de grande importancia para prever e evitar os efeitos prgudiciais a
manutencdo da espécie, e pode ser baseado em mudancas medidas em vé&rios niveis de
complexidade nos seres vivos, como resumido na Figura5 (NAS/NRC, 1989; Amorim et
al., 2003; Gonzalez et al., 2009).
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FIGURA 5. Hierarquia dos niveis de complexidade dos sistemas vivos que sofrem
influéncia do ambiente (adaptado de Gonzalez et al., 2009).

Como demonstrado na figura 5 0 nivel do dano e a manifestacdo da resposta
também devem ser levados em consideracdo nos estudos com biomarcadores. Por
exemplo, lesbes no DNA nem sempre implicam em disturbios funcionais, podendo ocorrer
a recuperagdo do efeito lesivo antes que sga transcrito o produto final; assim, a
investigagdo dos prejuizos decorrentes da contaminacdo ambiental, se realizada em
moléculas mais diretamente envolvidas nas fungbes bioquimicas do organismo, pode ser
mais efetiva para determinar a ocorréncia de danos fisiol 6gicos (Azevedo & Chasin, 2003;
Ribeiro et a., 2003).
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As proteinas, por exemplo, sob condi¢bes fisiologicas sdo continuamente
ameacadas por fatores externos desde os primeiros momentos de sua existéncia. Em uma
proteina nativa, os aminoacidos estédo dispersos ao longo de sua cadeia polipeptidica, e
apenas apos 0 dobramento da proteina eles comegam a interagir se ligando uns aos outros,
determinando a estrutura conformacional da molécula proteica (Liberek et al., 2008).

A estrutura conformacional da proteina € essencial para que esta desempenhe suas
funcBes. As proteinas devem ter uma estabilidade estrutural grande o suficiente para evitar
gue mudancas em sua conformacdo inativem sua capacidade funcional; entretanto, deve
haver um balanco entre a estabilidade e a flexibilidade conformacional da molécula, visto
que durante sua atuacdo as proteinas fazem ligagbes com outras estruturas presentes na
célula, o que requer uma flexibilidade para permitir uma alteracéo rapida e precisa em seu
arranjo estrutural, compativel com ainteracdo (Somero, 1995; Somero, 2003).

A grande quantidade de moléculas trabalhando no meio celular, e as rapidas
mudancas do ambiente externo s&o capazes de interferir nos processos de dobramento das
cadeias polipeptidicas recém-sintetizadas e promover perda na conformacdo nativa da
proteina. Isto leva ndo apenas a deplecao no nimero de proteinas funcionais no organismo,
mas também & agregacéo entre polipeptideos (Liberek et a., 2008).

Quando estdo sendo sintetizados, os peptideos que constituem a proteina
encontram-se com suas cadeias laterais desprotegidas aumentando sua tendéncia de formar
agregados, Tartaglia et a. (2007) afirmaram que o nivel de expresséo génica se mostra
inversamente correlacionado com as taxas de agregacéo de suas respectivas proteinas,
sugerindo que no ambiente celular as proteinas possuem uma margem de seguranca muito
pequena em relacdo aos desequilibrios fisiolégicos que favorecem a agregacdo
polipeptidica.

Neste sentido, alguns grupos tém se dedicado a estudar as proteinas de choque
térmico (HSPs-heat shock proteins), também conhecidas como proteinas do estresse (SPs-
Sress Proteins).

3.2.2.1 Asproteinas de chogue térmico (HSPs)
As HSPs estdo envolvidas na preservacéo do equilibrio proteico do organismo,

reestruturando proteinas alteradas ou encaminhando as proteinas com danos irreversivels
para serem eliminadas (Meyer & Silva, 1999; Piano et a., 2004; Farcy et da., 2007). Estas
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sdo chaperonas®, bem conservadas filogeneticamente, o que j& oferece um indicativo do
seu importante papel nos processos fundamentais para a célula; cujas fungdes incluem,
entre outras. desenovelar proteinas com acomodacdo inadequada, possibilitando novo
enovelamento, conectar peptideos, renaturar peptideos lesados, solubilizar agregados
proteicos e transportar proteinas (Meyer & Silva, 1999; Bierkens, 2000; Kregel, 2002;
David et al., 2005).

Quando a agregacéo proteica forma estruturas danosas ao equilibrio celular, cabe a
célula ndo apenas o processamento dos peptideos agregados, mas principal mente assegurar
que quantidades suficientes das proteinas responsdveis por suas fungdes fisioldgicas
estgjam presentes. A célula pode processar 0s agregados proteicos de duas maneiras, seja
por meio da proteolise, originando um “pool” de aminoacidos que poderdo ser utilizados
em novas sinteses proteicas, ou desagregando os peptideos e reestruturando a proteina em
sua conformagéo nativa, tornando-a novamente funcional. Embora a célula possa utilizar
os dois processos, a desagregacdo € preferencial, visto que hd menos gasto de energia
envolvido neste processo, e menos subprodutos para a célula administrar (Liberek et al.,
2008).

Por tais caracteristicas, os estudos sugerem a aplicagdo dessas moléculas como
marcadores de contaminagdo ambiental (Sanders, 1993; Sanders & Martin, 1993;
Mukhopadhyay et a., 2003).

A primeira evidéncia destas proteinas foi observada por Ritossa em 1962, cujos
resultados foram complementados por suas novas observacdes em 1964. Suas pesquisas
constataram que pufes de cromossomos politénicos de glandula salivar de Drosophila
busckii foram ativados apds exposi¢ado ao calor de 37 °C por 30 minutos, ao dinitrofenol, a
sdlicilatos, e também em resposta a anaerobiose, a azida sodica e ao dicumarol. Estes
resultados levaram aos primeiros indicios da existéncia das proteinas HSPs codificadas na
regido ativada, o que foi posteriormente confirmado por Tissiéres et a. (1974) em glandula
salivar de drosofilas (Drosophila melanogaster) expostas ao calor, que resultou na sintese
de uma série de novas proteinas com massa molecular de 26 e 70 kDa, assim denominadas

proteinas de choque térmico ou proteinas de estresse.

3.22.1.1 A HSP70

* Chaperonas sdo proteinas que asseguram a correta conformacgo de outros polipeptideos in vivo, & medida
gue eles emergem do ribossomo, mas que ndo sao componentes dessas estruturas formadas (Borém & Vieira,
2005).
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A classe das HSPs € dividida em familias, de acordo com suas sequéncias de
aminoécidos e pesos moleculares, que podem variar desde proteinas grandes com mais de
100 kDa, até proteinas pequenas como a ubiquitina de 8 kDa (Moseley, 2000; Kregdl,
2002; Guptaet al., 2010; Al-Whaibi, 2011).

Entre as diversas familias, a familia das HSPs de 70 kDa é considerada a mais
conservada entre os diversos filos, com mais de 50% de homologia entre organismos téo
diferentes quanto o homem, a drosofila, 0 camundongo, a levedura e as bactérias
(Lindquist, 1986); também € a mais abundante e bem caracterizada, e, esta envolvida nos
processos gerais de dobramento das proteinas celulares e quebra de agregados proteicos
(Sanders, 1993; Meyer & Silva, 1999; Lacoste et al., 2001; Guptaet al., 2010).

Sob condicgdes de estresse, as HSPs da familia 70 se associam, preferencialmente, a
complexos e organelas sensiveis a mudancas no ambiente celular como os pré-ribossomos,
0s snRNPs e os ribossomos, desse modo, protegendo o processamento do RNA e a sintese
proteica, 0 que, por sua vez, permite aos tecidos criticos se recuperar de danos induzidos
pelo ambiente (Sanders, 1993; Gupta et a., 2010). Também é sabida sua localizacéo
nuclear, citoplasmatica e mitocondrial (Moseley, 2000); e Zahor et a. (2010) revelaram a
presenca da proteina na regido perinuclear, embora ndo dentro do nucleo.

A proteina HSP70 é regulada por fatores de transcricéo (HSFs) presentes no citosol,
ligados a proteina, e mantidos em um estado inativo. Uma grande variedade de estimulos
pode ativar esses fatores de transcricdo separando-os da proteina HSP. Os HSFs sdo
fosforilados por proteinas quinases e formam trimeros no citosol, capazes de entrar no
nicleo e se ligar aos elementos de choque térmico (HSE) na regido promotora do gene
hsp70. O HSP70 mRNA € ent&o transcrito e deixa o0 nucleo para o citosol, onde a HSP70
sera sintetizada (FIG. 6) (Kregel, 2002; Amano et al., 2012).
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FIGURA 6. Sinais fisiolégicos que ativam a expressdo da HSP70 (adaptado de Kregel,
2002). (I/R: Isguemia/Reperfusdo; ROS: Espécies reativas de oxigénio; RNS: Espécies
reativas de nitrogénio).

Quando os danos na proteina sdo téo intensos que a HSP70 ndo consegue restaura-
la a sua conformacdo nativa, esta proteina danificada € carreada até os lisossomos onde
serda digerida, sendo que a HSP70 funciona, também, como transportadora da molécula
comprometida (Powers & Workman, 2007).

A familia HSP70 desfaz os agregados protéicos, transferindo os polipeptideos para
uma proteina da familia HSP100, onde sero desdobrados dentro de um canal central por
meio da hidrélise do ATP, e liberados para redobramento espontaneo ou por assisténcia de
outras chaperonas. Existe ainda a possibilidade que o sistema chaperona HSP70, aém de
encaminhar o peptideo para desdobramento pela HSP100, possua ainda um pape de
regulacdo do ciclo da ATPase durante o processamento do peptideo na HSP100 (Liberek et
al., 2008; Al-Whaibi, 2011) (FIG. 7).
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FIGURA 7. Modelo do mecanismo de acdo do sistema de chaperonas no processo de
desagregacao dos polipeptideos (Liberek et al., 2008).

A proteina HSP70 exerce suas funcdes em conjunto com muitos outros co-fatores,
entre eles HSPs de outras familias (Moseley, 2000; Powers & Workman, 2007). Em
mamiferos, por exemplo, os polipeptideos nascentes do ribossomo sofrem dobramento pela
HSP70 que é estimulada pela HSP40 como co-fator (Y oung et al., 2004).

Trabalhos relatam também o papel da HSP70 nos mecanismos de resposta imune
dos organismos (Moseley, 2000). Foi demonstrado em ratos que epitopos da HSP70 de
Plasmodium falciparum sdo reconhecidos por anticorpos, promovendo resposta imune
(Kumar & Zheng, 1998). Estudos sugerem também gue a proteina HSP70 produzida pelo
parasita S. mansoni sgja altamente imunogénica e interfira com varios mecaniSmos imunes
do hospedeiro intermediario B. glabrata. Alguns trabalhos sugerem que a proteina HSP70
no molusco sofre interferéncia dos produtos secretados pelo S. mansoni, 0 que evitaria 0
reconhecimento e ataque do verme pelo sistemaimune do caramujo B. glabrata (Ittiprasert
et al., 2009; Zahor, 2010); outros sugerem 0 0oposto, que a proteina esta envolvida com os
mecanismos imunes do molusco, estando presente em caramujos resistentes ap verme e

inibida nos caramujos susceptivels (Lockyer et a, 2004; Lockyer et al, 2008).

3.2.2.2HSPseocalor
A definicdo de calor é bastante relativa, visto que uma temperatura moderada pode

ser considerada fria para animais adaptados a temperaturas extremas, contudo essa mesma

temperatura pode ser considerada quente para organismos adaptados ao frio. Assm uma
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definicdo bastante pertinente de calor para esse trabalho é estabel ecida por Holmstrup et al.
(2010) como sendo “a temperatura acima do limiar natural a que o organismo esta
adaptado”.

O aquecimento foi um dos primeiros estimulos a partir do qual se observou indugdo
das HSPs, podendo ser considerado um controle positivo para os experimentos. Esse
agente fisico € capaz de inativar pontes dissulfeto responsaveis por manter a estrutura
nativa das proteinas, e a guns trabal hos sugerem também que a exposicdo ao calor aumenta
a producdo de radicais livres no melo, interferindo com as moléculas ai presentes
(Considine et a, 2007; Kim et al., 2007).

O cdor altera a solubilidade das proteinas; em geral a solubilidade de uma proteina
€ aumentada em temperaturas entre 40 e 50 °C; quando a temperatura é muito elevada,
durante um intervalo de tempo, a proteina é entdo desnaturada. O calor interfere com as
ligaghes ndo-covalentes (p. ex.: ligagbes idnicas, pontes de hidrogénio, interagcOes
hidrofdbicas) envolvidas na estabilizagdo da estrutura secundaria e terciaria da proteina.
Quando a estrutura secundéria e tercidaria da proteina € desdobrada, os grupamentos
hidrofobicos interagem reduzindo a ligagdo com a molécula de é&gua. Interacdes
hidrofdbicas levam & agregacéo, seguida da coagulacdo e precipitacdo. A solubilidade de
proteinas desnaturadas é menor do que em seu estado nativo, e leva a agregacdo com uma
reversdo mais dificil apés o esfriamento (Pelegrine & Gasparetto, 2005).

O choque térmico em temperaturas letais foi referido como um indutor da transi¢éo
de permeabilidade mitocondrial, confirmado pela liberacdo de citocromo C (Samali et al.,
1999).

Os efeitos do calor que levam a morte do organismo sdo, freqlientemente, dificels
de avaiar. Observou-se que 0 excesso de calor, além de desnaturar e coagular proteinas,
aumenta a viscosidade do protoplasma, 0 que é acompanhado pelo aparecimento de
vacuolos e liberagdo de célcio dentro das células. Também foi sugerido que os complexos
de lipidios e proteinas ligados ap célcio sdo rompidos pelo excesso de calor. O cacio
liberado no meio celular tem a capacidade de interferir com a permeabilidade da
membrana plasmatica e os sistemas membranosos celulares (Wood, 1973).

Em outros casos o caor interfere com a excregdo dos produtos toxicos originados
pelo metabolismo, que interfere com o pH do meio celular. Nos mamiferos a morte pelo
calor também parece estar relacionada com uma incapacidade para osmo-regulacdo; a
perda de agua determina uma maior viscosidade no sangue, aumentando o esfor¢o do

coragcdo para bombea-lo, resultando que o calor produzido pelo metabolismo ndo pode ser
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facilmente dissipado pela superficie corporal, além da reducéo nos niveis de oxigénio para
0s tecidos, motivada pela viscosidade do sangue (Wood, 1973).

3.2.2.2.1 Termotolerancia
A termotolerancia pode ser definida como a capacidade que um chogue térmico

subletal tem de induzir a resisténcia a uma exposicdo subsequente a uma temperatura
elevada, que de outro modo seria letal, sendo observada uma correlacéo positiva entre as
HSPs e esta resposta (Lindquist, 1986; Lindquist & Craig, 1988; Frankenberg et al., 2000).

Estudos nos quais uma pré-exposicao a uma temperatura subletal, seguida por uma
eXPosi¢ao a uma temperatura elevada, resultaram em um incremento na sobrevivéncia dos
organismos a temperaturas letais. Essa abordagem foi realizada tanto em cultura de células
(Anderson et al., 1988; Samali et a., 1999), quanto em uma ampla variedade de
organismos, incluindo bactérias (Boutibonnes et al., 1992), fungos (Ferreira et al., 2005),
insetos (Carretero et al., 1991; Kalosaka et a., 2009), plantas (Ahn, 2004; Amano €t al.,
2012), equinodermos (Sconzo et al., 1986), microcrustaceos (Frankenberg et a., 2000),
rotiferos (Smith et al., 2012) e moluscos (Brun et al., 2009; Jackson et a, 2011). Os
trabalhos também mostram correlacdo da termotolerdncia com proteinas de choque
térmico, principalmente a HSP70.

Samali et al. (1999) observaram em seu estudo da termotolerancia em cultura de
células Jurkat que as HSPs estdo envolvidas também na protecdo contra a destruicdo
celular, blogueando a apoptose. Os autores sugerem as HSPs como um mecanismo
macromolecular de reparo celular e estratégia de defesa contra desafios subseqiientes.

Também é sabido que o calor pode desempenhar um papel no processo de
resisténcia cruzada, definida como o processo no qual a administragdo de um estresse
moderado protege a célula contra um estresse subsequente que de outro modo seria letal.
Este fendmeno sugere que certos tipos de estresse tém processos celulares em comum
(Kim et a., 2007). Bond e Bradley (1995) verificaram o papel protetor da HSP70 no
microcrustaceo Daphnia magna, quando exposi¢ies prévias a temperaturas subletais (32 e
34 °C) proporcionaram maior protecdo contra os efeitos toxicos do inseticida malation.

Tedengren et a. (2000) analisando parametros fisiologicos como clearance,
consumo de oxigénio e crescimento mostraram que pré-exposicdo de moluscos Mytilus
edulis (M. edulis) a temperaturas elevadas aumentou sua tolerdncia ao cadmio. O pré-
aguecimento ndo apenas aumentou os niveis da HSP70, como também conferiu maior

resisténcia ao cadmio, visto que as taxas de filtracdo do animal se mantiveram inalteradas,
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e apenas peguenas ateracdes no crescimento foram observadas apos exposicdo ao metal. O
trabalho indicou que uma pré-exposicdo a um fator de estresse aumenta a resposta
protetora a um estresse subsequiente. Analisando esses agentes separadamente, 0s autores

afirmaram que atemperatura foi mais impactante na producéo de HSP70 do que o metal.

3.2.2.3 As HSPs no monitoramento ambiental (estudos em moluscos e outr os filos)
Por seu pape na manutencdo da homesostase proteica do organismo, e

considerando aimportancia das proteinas para as diversas funcoes fisiol 6gicas, as proteinas
HSPs vém sendo estudadas como um promissor biomarcador de estresse ambiental, sgja
por agentes potencialmente poluentes, sgja por estimulos naturais em condicdes fora dos
padrdes normais de sobrevivéncia.

Visando a aplicagdo das HSPs na avaliacdo de estresse ambiental em moluscos,
diferentes estimul os ja foram testados.

Lacoste et al. (2001) analisaram o efeito da sinalizacdo neuroenddcrina na inducéo
dos genes promotores da HSP70 em hemdcitos de ostras Crassostrea gigas (C. gigas) e
abalones Haliotis tuberculata. Os achados do Western blot mostraram que a noradrenalina
e 0s receptores a-adrenérgicos estéo relacionados com a indugdo genética e a sintese
protéica da HSP70, respectivamente.

Tomanek e Sanford (2003) andisaram o efeito das condigdes do habitat na
producéo de HSP70 em moluscos do género Tegula, submetendo espécimes habitantes de
regides de submaré a realocacdo para éreas de maré mais ata, onde os moluscos foram
submetidos a uma maior freqiéncia de ondas, e a uma maior temperatura conseqiente a
exposicao solar. O Western blot comprovou a maior producdo de proteinas HSP70 nesses
animais realocados para areas de maré mais alta.

A primeira caracterizagdo da resposta génica de ostras C. gigas a exposi¢do a
hidrocarbonetos foi realizada por Boutet et al. (2004), que observaram por RT-PCR e
ELISA ainducdo de vérias proteinas envolvidas na detoxificacdo de hidrocarbonetos (Cyp,
citocromo bs, flavina monooxigenase, glutationa S-transferase) e na protecdo contra o
estresse oxidativo (SOD), aém da HSP70 cuja expressdo foi duas vezes maior nos animais
expostos do que nos animais controle.

David et a. (2005) investigaram o efeito da hipdxia sobre a quantidade de proteinas
HSP70 de ostras C. gigas. Esses autores conseguiram observar, por meio do ELISA, uma
inducdo na expressdo das proteinas em branquias e glandula digestiva dos animais

submetidos a hipoxia.
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Celura et a. (2006) constataram inducdo no gene hsp70 de Mytilus
galloprovincialis expostos a aumento de temperatura e injecdo de bactérias Vibrio
anguillarum mortas pelo calor. Niveis significativos de inducédo da resposta proteica foram
observados através de PCR quantitativa apds 3 horas da exposi¢éo ao calor e 12 horas ap0s
injecdo das bactérias.

Farcy et al. (2007) analisaram o efeito da radioatividade natural e das flutuagtes de
temperatura sobre a expressao proteica das HSP70, HSP72 e HSP90 de ostras C. gigas
utilizando PCR quantitativa. Corroborando os achados de Bradley e Ward (1989) em seu
trabalho com microscrustéceos Daphnia magna, os niveis de expressdo das HSPs
apresentaram correl agdo negativa com as baixas temperaturas do ambiente onde os animais
foram coletados; entretanto, ndo foi possivel realizar alguma correlacdo entre os niveis de
radioatividade e os nivels de expressdo protei ca analisados.

Brun et a. (2008) examinaram o efeito do estresse térmico na inducdo da HSP40 e
HSP70 em moluscos estuarinos Argopecten irradians e oceénicos Placopecten
magel lanicus. Os resultados do ELISA e do Western blot demonstraram gque depois de ser
submetido por 24 horas a uma variagdo de temperatura de 10 para
20 °C, o P. magellanicus apresentou resposta significativa de estimulo a producdo de
ambas HSPs; o A. irradians, por outro lado, apresentou a mesma resposta apdés uma
variagdo de temperatura de 20 para 30 °C durante trés horas. Esses autores também
encontraram estimulo a producdo das duas HSPs em A. irradians, quando a temperatura
caiu de 20 para 3 °C durante trés horas, ratificando os resultados de outros autores de que
as HSPs sdo induzidas sob estimulos tanto de aguecimento quanto de reducdo da
temperatura (Bradley & Ward, 1989; Farcy et a., 2007).

Fei e Feng (2008), por meio de Western blot, analisaram o efeito da hipdxia e da
suplementacdo com O, sobre a HSP70 de caramujos Lymnaea stagnalis. Os resultados
mostraram inducdo da proteina nos animais submetidos apenas a hipdxia, e também nos
submetidos a suplementacéo com 80% de oxigénio. A suplementacdo de oxigénio a 40%
reduziu os niveis de HSP70 nos moluscos, se comparados aos niveis dos animais
suplementados com 80% de O,; embora, quando comparados aos animais controle, esses
nivels tenham se mostrado ainda significativamente altos.

Jara e Wiegand (2008) utilizaram o mexilh&o-zebra Dreissena polymorpha como
indicador dos efeitos da renaturalizacdo de uma area urbana de Berlim, previamente
utilizada como depdsito de esgoto tratado. A andlise por PCR quantitativa da expresséo de

HSP70 nas branquias dos moluscos implantados na &rea renaturalizada mostrou niveis
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elevados, se comparados aos moluscos do grupo controle mantido em laboratorio.
Comparando com moluscos de uma &rea urbana préxima da area renaturalizada, ndo foram
observadas diferencas significativas nos niveis de expressdo da HSP70. Os altos niveis de
organoclorados e metais encontrados nessas areas justificam a inducdo de HSPs nos
mol uscos.

Também ja se observou que a exposi¢do ao cadmio induziu a expressdo da HSP70
em branquia e glandula digestiva de ostras Ostrea edulis (O. edulis) (Piano et al., 2004) e
Crassostrea virginica (C. virginica) (Ivaninaet a., 2009).

Todos estes trabalhos apresentados aumentam as evidéncias de que as HSPs de
moluscos sdo um excelente marcador de estresse decorrente de alteracOes ambientais.

Até o momento, segundo nosso conhecimento, o Unico trabalho estudando a HSP70
do B. glabrata analisou os efeitos dainfeccéo pelo S. mansoni, onde foi demonstrado que o
parasita interfere com a HSP70 do caramujo, modificando a resposta imune. Entretanto,
nenhum trabalho foi redizado avaliando os efeitos de agressdes ambientais sobre a
resposta da proteina neste molusco.

A primeira sequéncia da proteina no caramujo B. glabrata foi relatada por Laursen
et a. (1997), que andisou a resposta de células embrioné&rias deste molusco frente a
exposi¢oes atemperaturas estressoras. As temperaturas subletais de 30, 37 e 43 °C por uma
hora produziram um padrdo de peptideos visualizados pela marcacdo com [**S]metionina
As temperaturas de 30 e 43°C induziram um perfil similar de peptideos; em 37 °C, dém de
peptideos com tamanho aproximado de 70 kDa, novos peptideos de 74, 41 e 21,5 kDa
foram observados. O Nothern blot confirmou que a provavel HSP70 ndo foi expressa
constitutivamente ou a baixos niveis na temperatura basal.

Os autores postulam que a identidade de 70% dos aminoacidos da HSP70 da célula
embrionaria derivada do molusco B. glabrata com seu homélogo no S. mansoni, pode
fornecer mais uma molécula compartilhada por ambos 0s organismos, 0 que pode
contribuir para explicar 0 mecanismo utilizado pelo trematddeo para passar despercebido
pelo sistema de defesa do caramujo.

Os resultados encontrados com as HSPs respondendo a estimulos ambientais em
moluscos foram corroborados pela inducdo dessas proteinas em espécies de outros filos,
conforme esperado visto a conservacdo filogenética desta molécula. Nos parégrafos
seguintes foram selecionados alguns trabalhos demonstrando o papel das HSPs em

resposta aos estimul os ambientais em outras espécies diferentes dos moluscos.
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Estudos com peixes habitantes de regides costeiras do Alasca correlacionaram a
presenca de HSPs (60 e 70) com a exposi¢cao a0 mercurio, sendo este metal considerado
um poluente de grande relevancia na regido (Duffy et al., 1999; Scofield et al., 1999).
Embora néo tenha sido observada uma correlacdo direta entre a concentracéo do metal e a
quantidade de HSPs presentes nos tecidos dos animais coletados do ambiente, os autores
observaram uma relagdo entre a HSP60 e a HSP70, onde a primeira mostrou-se sempre
mais elevada em relacdo a segunda.

Lee et al. (2006) observaram que a proteina HSP70 foi induzida por uma vasta
gama de estimul os agressores em larvas de Chironomus tentans. Tanto estimul os quimicos:
metais téxicos (cadmio, chumbo e cromo), inseticidas (organoclorado e organofosforado),
polimeros, herbicida, estrégeno sintético e hidrocarboneto policiclico aromatico; como
estimulos fisicos. aguecimento e hipoxia induziram tanto a porcéo indutivel, como a
porc&o constitutiva desta familia nos organismos.

Eder et al. (2009) observaram que os inseticidas clorpirifos e esfenvaerato foram
capazes de induzir HSP60, HSP70 e HSP90 em musculo e figado de salmdes jovens
(Oncorhynchus Tshawytscha). Em nematddeos (Caenorhabditis elegans), a cipermetrina
induziu HSP16 em concentragcbes subletais, a inducdo foi dependente da dose e
concentracdo do inseticida (Shashikumar & Rajini, 2010).

3.2.3 O papel ambiental e biolégico do cadmio

Os metais tém se destacado entre 0s agentes quimicos mais estudados em relacéo a
seus efeitos sobre 0 ambiente, visto que, embora naturalmente presentes na natureza, tém
sido excessivamente liberados em decorréncia das aplicacdes pelo homem, especialmente
na inddstria, que juntamente com a mineracdo, agricultura e processamento de
combustiveis fossais constituem as principais fontes que liberam estes elementos para o
ambiente (Kimbrough et a., 2008).

Entre os metais, o cadmio tem recebido especial atencdo como um poluente de
importancia para o meio ambiente.

O ca&dmio € um meta flexivel, maleavel, ductil de cor cinza prateada. Na natureza
existe na forma de 7 isotopos estaveis e um radioativo. Encontrado em minérios raros
como a esfalerita e a greenockita (FIG. 8), o cadmio é formado como um subproduto da
producdo do zinco, cobre e chumbo. Na industria é utilizado para fabricagdo de baterias,
revestimentos anti-corrosivos, semicondutores, corantes e pigmentos. A maior parte do
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cddmio chega a natureza por meio da mineracdo, fundigdo, combustéo do carvéo e
petroleo, e incineracio de residuos. E relativamente imével, com concentragdes no solo
cerca de 80 vezes maores do que na é&gua intersticial (Joseph et a., 2007,
Joseph et al., 2009).

FIGURA 8. Cristal de esfaerita (Composicéo - Sulfeto de zinco. 67,0% Zn, 33,0% S), e
cristal de greenockita encravado em uma rocha (Composi¢éo - Sulfeto de cadmio. 77,8%
Cd, 22,2% S). Fonte: Museu de Minerais e Rochas Heinz Ebert, 2012.

O cadmio esta ranqueado como o 67° elemento em abundancia entre os 90
elementos naturalmente presentes naterra. Grande quantidade deste metal € introduzida no
ambiente tanto por fontes naturais quanto por atividades antropogénicas; sendo que esta
Ultima € 3 a 10 vezes mais eficaz para contribuir com a introducdo do elemento no
ambiente que as fontes naturais. A atividade vulcanica, combustéo de fosseis, incéndios
florestais e transporte pelo vento de particulas de solo contaminadas constituem as maiores
fontes naturais de introducdo do cadmio no ambiente (Joseph et al., 2009).

No ciclo do combustivel nuclear o cadmio € de grande importancia como um dos
moderadores de néutrons para controle da reacdo de fissdo nuclear. Em decorréncia disto,
pode ocorrer aformacao de diversos isétopos, incluindo o **™Cd presente no combustivel
nuclear queimado e nos residuos associados a operacdo do reator e reprocessamento do
combustivel, podendo chegar ao ambiente no ciclo de resfriamento do reator onde ocorre
interacdo da central nuclear com colegdes hidricas. Tragos de *™Cd estdo presentes em
todo o mundo em decorréncia dos vapores produzidos nos testes nucleares (Joseph et d.,
2007).
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Considerado um poluente extremamente toxico, o cadmio e capaz de produzir
radicais livres, e de interagir com 0 mecanismo de transporte transmembrana através da
competicdo com fons Ca®*. Sua interacd com os grupamentos sulfidrila presentes nas
proteinas e seus mecanismos de reducdo do glutation aumentam 0s niveis de estresse
oxidativo, acumulando proteinas ateradas no organismo em decorréncia da producédo de
radicais livres (Sanders & Martin, 1993; Wirth et a., 2002; Kim et a., 2005; Ansaldo et
al., 2006).

O cadmio é reconhecidamente um metal neurotdxico, que adentra o organismo pela
ingestdo ou inalacdo, atuando na inibicdo do calcio nos neurdnios, afetando a transmisséo
do impulso nervoso; também € nefrotoxico causando lesdes no tecido tubular e glomerular
devido a proteindria. No sistema hematoldgico, o cadmio interfere na absorcéo do ferro
pelas células do trato gastrintestinal, inibindo a sintese do heme. Devido a competicdo com
o célcio, e aumento da excregdo deste juntamente com o fosfato pelos rins, a intoxicagdo
pelo cadmio leva & desmineralizacdo Gssea e a osteomalécia, aumentando a probabilidade
de fraturas (ATSDR, 2004; Gupta, 2007; Bernard, 2008).

Segundo a IARC (International Agency for Research on Cancer), o cadmio &
considerado carcinogénico para humanos e animais. Trabalhos comprovam aumento na
incidéncia de cancer de pulméo em trabalhadores de indlUstrias de processamento desse
metal. Estudos com ratos também comprovaram aumento na incidéncia de leucemia,
tumores de intestino, pulméo, préstata e testiculos nos animais (IARC, 1993).

Entretanto sabe-se que o cadmio ndo € fortemente genotdxico e ndo causa dano
direto no DNA, assim mecanismos como blogueio da apoptose, ateracbes na sinalizagéo
celular, expressdo génica aberrante, inibicdo do reparo no DNA e indugdo de estresse
oxidativo podem estar envolvidos na carcinogénese originada pela intoxicacdo por este
metal (Bernard, 2008; Joseph et a., 2009).

O cadmio interage no organismo aterando a integridade estrutural e funcional das
membranas celulares, aumentando sua permeabilidade e gerando radicais livres no meio,
onde se destaca a reacdo de Fenton, na qual o cadmio desloca ions cobre e ferro de varios
sitios intracelulares, que dissociados reagem com o perdxido de hidrogénio do meio,
formando o radical hidroxila, considerado extremamente toxico para a célula. Além disso,
os produtos da decomposi¢éo lipidica podem ocasionar ligagdes cruzadas cadticas entre
proteinas e acidos nucléicos, com importante papel na toxicidade induzida pelo cadmio
(Renugadevi & Prabu, 2010).

Na intoxicagdo pelo cadmio também se observa aumento nos niveis de proteinas



carboniladas e decréscimo nos niveis dos tidis de proteinas, dois possivels marcadores para
oxidagdo de proteinas induzida por radicais livres. Outro mecanismo de alteragdes
proteicas observado na intoxicacdo pelo cadmio € a interacdo do metal com grupamentos
(o que inclui outros metais) ou moléculas de importancia para a atividade das proteinas,
especialmente enzimas. Em agumas situacfes os efeitos toxicos do cadmio sdo t&o
intensos que a agdo dos antioxidantes enziméticos e ndo-enzimaticos é tdo requisitada
levando a inibicdo de sua atividade pela deplecdo dessas moléculas (Pena et a., 2007,
Renugadevi & Prabu, 2010).

Pena et a. (2007) mostraram que em contaminagdes com baixas concentracoes de
cadmio a atividade do proteassoma 20S (uma protease compartimentalizada localizada no
nicleo e citoplasma dos eucariotos) € aumentada devido a0 acumulo moderado de
proteinas oxidadas no meio; ao contrario, em contaminacdes com alta concentracdo do
metal a atividade do porteassoma 20S é reduzida com concomitante acimulo de proteinas
oxidadas e ubiquitinadas na célula.

Xuan et a. (2011) analisaram os efeitos da exposi¢cao do cadmio sobre caranguejos
Snopotamon yangtsekiense. Os resultados mostraram alteracGes nos parametros medidos,
com aumento na mobilizagdo de proteinas e carboidratos. Os efeitos deletérios foram
expressos apds uma exposicdo longa (21 dias) as concentragbes mais atas do meta (2,9
ppm). Os autores observaram decréscimo nos niveis de glicogénio, com transicdo do
mecanismo aerdbico do ciclo de Krebs para o mecanismo anaerdbico de glicdlise,
necessario para o caranguejo reforcar a demanda energética durante a intoxicacdo pelo
cadmio, manifestada pela inibicdo na sintese de ATP e ineficiéncia no metabolismo
oxidativo mitocondrial. A deficiéncia na eliminagéo do lactato foi presumida como um dos
efeitos toxicos do cadmio no caranguejo.

Uma das alternativas para atender a demanda energética € a utilizacdo de proteinas.
Visto que os caranguejos possuem quantidade limitada de carboidratos, o aumento da
atividade de proteases no musculo e hepatopéancreas foi outro efeito observado por esse
grupo. Com o passar do tempo, no entanto, a sintese de proteinas detoxificadoras foi maior
gue a quebra de proteinas no hepatopancreas.

Outros trabalhos previamente citados mostraram a interferéncia do cddmio com os
mecanismos fisiolégicos dos organismos, desencadeando outras ateragbes no que
concerne a manutencdo da vida, como por exemplo: ateracbes na sobrevivéncia,
fecundidade e fertilidade, deplecdo energética, inibicdo do crescimento, diminuicdo da
sobrevivéncia, entre outros (Ravera, 1991; Abd Allah et al.,1997; Abd Allah et a., 2003;
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Piano et a., 2004; Ansaldo et a., 2006; Lee et a., 2006; Ansaldo et al., 2009, lvanina et
al., 2009).

Muitos estudos foram realizados no intuito de investigar as interagdes ambientais
do cadmio; e embora os resultados ndo sgjam consistentes para todos os membros deste
extenso e heterogéneo grupo, a maioria dos trabahos mostra que o cadmio interage com
outros fatores ambientais, e os efeitos do metal sdo modificados dependendo do agente
com que interage. A maior parte dos estudos aponta que os efeitos do cadmio sdo
potencializados pelo calor, deplecdo de oxigénio, limitacdo de comida e infeccdo por
patégenos (Holmstrup, 2010).

A ABNT (2000) recomenda a remocéo do ion cadmio de efluentes liquidos através
da precipitacdo do metal como sulfeto ou como hidroxido, com posterior separacéo do
precipitado através de processos fisicos de filtracdo e/ou espessamento. Esse processo
possui a vantagem de ser uma tecnologia disponivel, de fécil controle, redlizada a
temperatura ambiente, com adta eficiéncia de tratamento do  efluente
(> 99,0%), além da eliminacdo de outros elementos presentes, tais como cobre, cobalto,
manganés, chumbo e niquel. Porém, possui a desvantagem de necessitar de um local para
armazenar o precipitado gerado no processo, aém de que a primeira necessita de controle
na adicdo do sulfeto, sendo aplicavel apenas para solucbes com concentracdo de cadmio
menor que 0,7 ppm.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Moluscos par a experimentacao

Foram utilizados caramujos B. glabrata adultos, pigmentados, sexuamente
maduros, com 5 a 6 meses de idade, e didmetro médio de concha de 14,4 (= 1,7) mm;
cultivados no Laboratério de Parasitologia do Instituto Butantan durante varias geractes
(FIG. 9). Esses moluscos foram originalmente coletados em Barreiro (Belo Horizonte,
MG). Os caramujos estavam negativos quanto a presenca do S. mansoni e foram mantidos
em aguarios plasticos (medindo 50 x 23 x 17 cm), com cerca de 20 litros de &gua filtrada,
declorada e aerada, na proporcéo de + 300 mL de &gua por caramujo, e com conchas no
fundo para obtencdo de calcio (FIG. 10). A agua de cultivo apresentou pH = 7,0 e
temperatura média de 25 °C (+ 2 °C), ocorrendo a troca mensal durante a manutencéo dos
cultivos. Os animais foram submetidos a ciclos de 8 horas no escuro e 16 horas sob luz fria
fluorescente, alimentados diariamente com aface fresca (Lactuca sativa) ad libitum, e

complementados nutricionalmente uma vez por semana com racdo para peixes.
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FIGURA 9. Caramu10 Bi omphal aria glabrata selvagem utlllzado nos experimentos.
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FIGURA 10. Criagéb de caramujos Biomphalaria glrata no laboratério de Parasitol ogia
do Instituto Butantan.

4.2 Exposicao dos animais ao calor parainducdo de ter motolerancia

Com base no protocolo estabelecido por Laursen et al. (1997), o estudo da
resisténcia do caramujo B. glabrata ao calor e sua correlagdo com a proteina HSP70 foi
realizado com grupos de 20 caramujos expostos as temperaturas de 30 (30,1 £0,5), 33
(33,1 £0,2) e 36 (35,9 £0,1) °C por 120 horas, em estufa de demanda bioquimica de
oxigénio (DBO), com um grupo de 20 caramujos ndo expostos ao calor mantido como
controle (FIG. 11) para cada uma das temperaturas testadas. A alimentacdo dos animais foi
administrada diariamente com aface ad libitum. Os caramujos foram mantidos em copos
de vidro com capacidade para 180 mL vedados com tampa pléstica, em &gua filtrada e
declorada renovada a cada 48 horas, e mantida nas temperaturas de exposicéo a razéo de

36 mL de &gua por caramujo.

FIGURA 11. Caramujos Bi omphal aria glabrata expostos ao calor em estufa DBO.
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Ao fim de 120 horas os animais foram separados em dois grupos de 10 animais, um
grupo exposto a 42 °C para andlise da sobrevivéncia, e um grupo dissecado para extracdo
da glandula digestiva, cabeca/lpé e ovoteste para andlise da proteina HSP70. A
sobrevivéncia foi medida considerando o tempo médio de sobrevivéncia, caracterizado
como o intervalo no qual metade dos animais sobreviveram a exposicdo a temperatura
letal.

Os caramujos expostos a 42 °C, em banho-maria, foram mantidos em copos de
vidro com capacidade para 180 mL vedados com tampa pléstica, em &gua filtrada e
declorada, a razéo de 36 mL de &gua por caramujo (FIG. 12), e adimentados durante a
exposicao com aface ad libtum. A mortalidade foi registrada a cada hora a fim de
comparar aresisténcia atemperaturaletal entre os grupos pré-expostosa 30, 33e 36 °Ceo
grupo controle ndo pré-exposto ao calor, sendo o batimento cardiaco o parametro de

escolha para confirmag&o da morte do animal, observado sob microscdpio estereoscdpico.

e @ o -

FIGURA 12. Caramujos Biomphalaria glabrata expostos ao caor (42 °C) em
banho-maria.

4.3 Exposicdo dos animais ao cadmio para determinacdo da CLsygen € dos efeitos
sobre a proteina HSP70

Para a escolha das concentragdes subletais a serem utlilizadas no estudo da indugéo
daHSP70 foi realizado inicialmente um ensaio de toxicidade.

De acordo com o protocolo seguido por Ansaldo et a. (2006), os caramujos,
divididos em grupos de 40 e 50 animais, foram expostos ao cadmio naforma CdCl, (Sigma
Aldrich - C3141) nas concentragdes de 0,09; 0,15; 0,22; 0,33; 0,5 ppm para 0s grupos com
40 animais e 0,7 ppm para o grupo com 50 animais, durante 96 horas, com um grupo
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mantido como controle com 40 animais ndo expostos ao cadmio. Os animais, divididos em
grupos de 5 individuos, foram colocados em copos de vidro com capacidade para 180 ml,
contendo as solucbes de cloreto de cadmio nas concentracfes teste, renovadas a cada
48 horas. O copo foi vedado com tampa plastica para que o animal permanecesse em
contato com a solucéo (FIG. 13). A exposicdo ocorreu a temperatura ambiente, e a
alimentagdo dos animais foi didria com aface ad libitum.

Em seguida, foi construida a curva de sobrevivéncia para determinacdo da
concentracdo letal para 50% da populacdo de caramujos B. glabrata em 96 horas de
exposicdo (CLsgoen) a0 cloreto de cadmio, com a auséncia de batimentos cardiacos como
caracteristica da morte do anima. Os animais sobreviventes foram dissecados para
extracdo e andlise da proteina HSP70 na glandula digestiva.

FIGURA 13. Exposic¢do dos caramujos Biomphalaria glabrata ao cloreto de cadmio.

4.4 Estudos deresisténcia cruzada

Apobs a determinacdo nos experimentos anteriores da temperatura e concentracéo do
metal cadmio ideais para inducéo da proteina HSP70 em condicOes subletais, 0s animais
foram testados quanto a resisténcia aos estimulos do calor e meta em condicles letais,
também pré-determinadas em ensaios anteriores, ap0sS uma pPré-exposicdo a esses
estimulos, em condicdes subletais.

4.4.1 Calor/Cadmio

Apbs a pré-exposicdo ao calor em temperatura subletal, os caramujos foram
submetidos a0 cadmio em concentragdo letal, a fim de investigar se houve aumento na
sobrevivéncia em relacéo ao grupo controle, ndo pré-submetido ao calor.
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Os animais foram mantidos a temperatura de 33 °C por 120 horas em estufa DBO,
mantidos em copos de vidro com capacidade para 180 mL vedados com tampa pléstica, em
aguafiltrada e declorada renovada a cada 48 horas, a uma propor¢do de 36 mL de agua por
individuo, e alimentados diariamente com aface fresca ad libitum.

Um grupo de 50 animais pré-expostos a temperatura de 33 °C foi exposto a
0,7 ppm de CdCl, dissolvido em &gua filtrada e declorada. A exposi¢éo foi realizada em
copos de vidro com capacidade para 180 mL de solucéo, e outro grupo foi mantido como
controle, ndo pré-exposto ao calor, porém exposto ao cadmio em concentracdo de 0,7 ppm.
As solucdes foram renovadas a cada 48 horas de exposi¢do. Os animais foram mantidos a
uma propor¢cdo de 5 animais por copo, totalizando 36 mL de solugcdo por individuo,
alimentados diariamente com alface fresca ad libitum. A mortalidade foi registrada

diariamente para comparagdes entre 0 grupo pré-exposto ao calor e 0 grupo controle.

4.4.2 Cadmio/Calor

ApOs pré-exposicdo a0 cadmio em concentragdo subletal, os animais foram
submetidos ao calor em temperatura letal, a fim de investigar 0 aumento na sobrevivéncia
em relacdo ao grupo controle, ndo pré-submetido ao cadmio.

Os animais foram mantidos por 96 horas em copos de vidro com 180 mL de
solucdo a 0,22 ppm de CdCl,, em uma proporcdo de 5 animais por copo, totalizando
36 mL de solugdo para cada individuo, e aimentados diariamente com aface fresca
ad libitum. Os copos foram vedados com tampa plastica, e a solucéo foi renovada apés 48
horas de exposi¢éo.

Um grupo de 35 animais pré-expostos a 0,22 ppm de CdCl, por 96 horas foi
submetido a 42 °C em banho-maria a fim de avaliar a protecdo a temperatura letal para o
caramujo conferida pelo metal em concentragdes subletais. A exposicéo foi realizada em
copos de vidro com capacidade para 180 mL de agua filtrada e declorada a temperatura de
42 °C, tampados com tampa pléstica para que os caramujos ficassem em contato com a
&gua. Durante a exposicdo ao calor os animais foram alimentados com alface ad libitum.
Um grupo com 35 caramujos foi mantido por 96 horas como controle, sem pré-exposi¢ao
ao cadmio, em seguida sendo submetido a 42 °C em banho-maria nas mesmas condicdes
dos pré-expostos ao cadmio. A mortalidade dos animais foi registrada a cada hora a fim de
comparar aresisténcia a temperatura letal entre o grupo pré-exposto a 0,22 ppm de cadmio
€ 0 grupo controle ndo pré-exposto ap metal.
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4.5 Avaliagéo da proteina HSP70 na glandula digestiva dos car amuj os

Apls a exposicdo aos agentes estressores (calor e cadmio), os animais foram
sacrificados para avaliag8o da presenca da proteina HSP70 quando em condicOes letais e
subletais, em relacdo aos grupos controle mantidos nas condi¢es de criagdo, sem pré-
exposicao a nenhum estimulo fisico ou quimico.

Os caramujos foram sacrificados, e os tecidos extraidos e acondicionados em
eppendorfs, na forma de pools de todos os animais testados. Para os animais testados no
experimento para a determinacdo da CLsygsn do CdCl, os pools foram feitos com a
glandula digestiva dos animais sobreviventes; entretanto, para 0s grupos que tinham mais
de 5 animais sobreviventes a exposicdo a0 cadmio os pools eram feitos com dois
subgrupos dos sobreviventes. Nos experimentos nos quais os animais foram submetidos a
estimulos subletais, a resposta da proteina HSP70 foi analisada nos pools de glandulas
digestivas, cabeca/pé e ovoteste de 10 animais expostos ou mantidos como controle.

Os animais foram comprimidos entre duas placas de petri de vidro, para que a
concha fosse quebrada pela pressdo, cuidando para ndo esmagar o corpo do animal. Em
seguida, os fragmentos de concha foram removidos sob visualizagdo em microscopio
estereoscopico (FIG. 14), e os caramujos foram dissecados para separacéo da glandula
digestiva (cuidando para descartar as areas de interseccdo com o0 ovoteste), cabeca/pé e
ovoteste (descartando as areas de interseccdo com a glandula digestiva), que foram
acondicionados em eppendorfs a-80 °C até aredizacdo da etapa de extragéo das proteinas
totais.
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FIGURA 14. Dlsseca(;ao do caramulo BI omphal aria glabrata para separagao dos tecidos e
extracdo das proteinas totais.

Seguindo a metodologia de Todeschini et al. (2007), as proteinas foram extraidas
pela adicdo de tampd RIPA (25 mM Tris, pH 7,5 150 mM NaCl;
5 mM EDTA; 1% Triton X-100; 0,5% deoxicolato de sodio; 0,1% SDS) acrescido de
coquetd inibidor de proteases (75 unidades aprotinina, 2 mM PMSF, 5 mM pirofosfato de
sodio, 10 mM NaF e 5 mM ortovanadato de sodio). Apés a adicdo do tamp&o RIPA, o
tecido foi submetido a maceragcdo, agitacdo em vortex, permanéncia no gelo durante
45 minutos, e centrifugacdo a 14000 g por 10 minutos a4 °C. O sobrenadante foi analisado
em detroforese SDS-PAGE, ap0s quantificacdo das proteinas em espectrofotdmetro
NanoDrop.

A corrida eletroforética foi realizada com 100 pg de proteina para cada amostra, em
gel de poliacrilamida a 10% durante 50 minutos sob uma ddp de 220 V e amperagem de
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120 mA, em equipamento para mini-gel Mini-PROTEAN 3 Cell (BioRad). As proteinas
foram transferidas do gel de corrida para uma membrana de nitrocelulose (0,45 pm)
durante 60 minutos sob uma ddp de 150 V e amperagem de 350 mA em equipamento Mini
Trans-Blot cell (Bio-Rad).

Em seguida, foi redlizado o tratamento da membrana com anticorpo primario de
coelho anti-HSP70 de Trypanosoma brucei (concentragcdo de 1:1000), em seguida com
anticorpo secundario de cabra anti-coelho (concentragdo de 1:2000), conjugado com
peroxidase (Sigma Aldrich-A6154). O anticorpo primério foi gentilmente cedido pelo
Dr. James D. Bangs da University of Wisconsin-Madison. A revelagéo foi feita com kit de
quimioluminescéncia da Thermo Scientific (ECL Western Blot Substrate-32106). As
imagens obtidas foram analisadas por meio do software ImageJ (Abramoff et al., 2004;
Rasband, 2011), disponivel para aquisicdo na internet via
http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html.

4.6 Deter minacao da curva tempo-resposta de inducéo da proteina HSP70

Sabendo que o cador e o cadmio induziram a proteina HSP70 no caramujo
B. glabrata, foi redizado o experimento para determinar a curva tempo-resposta de
inducéo da proteina.

Os caramujos, divididos em grupos de 10 individuos, foram expostos a 33 °C em
estufa DBO, e 0,22 ppm de CdCl, a temperatura ambiente durante 120 e 96 horas,
respectivamente. A exposicdo dos dois grupos foi realizada em copos de vidro com
capacidade para 180 mL de solucdo. Outros 5 grupos de 10 caramujos foram mantidos
como controle ndo expostos a nenhum agente estressor. ApOs a exposicao a0 metal e ao
calor, os animais foram sacrificados para dissecacdo e extracéo da glandula digestiva para
analise da proteina HSP70 a cada 24 horas, sendo que 0s grupos expostos ao cadmio foram
sacrificados apos 24, 48, 72 e 96 horas de exposicdo a0 metal, e 0s grupos controle e
expostos ao calor foram sacrificados ap0s 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds o inicio do

experimento.

4.7 Analise estatistica dos resultados

Os vaores obtidos nos estudos dos diferentes grupos experimentais foram

submetidos a andlise estatistica no Departamento de Matemética e Edtatistica da



Universidade de S&o Paulo (USP).

A andlise da termotoleréncia a 42 °C, ap0s prévia exposicdo as temperaturas
subletais de 30, 33 e 36 °C, foi realizada considerando o0 modelo Weibull para um intervalo
de dados censurados. A andlise edstatistica foi efetuada utilizando dois softwares:
WinBUGS (Lunn et al., 2000) e R (R Development Core Team, 2010).

Para 0os demais experimentos de andlise de sobrevivéncia dos caramujos aos
estimulos letais e para a curva de sobrevivéncia ao cloreto de cadmio durante 96 horas de
exposicao, foram utilizados os modelos de Andlise de Sobrevivéncia (Colossimo & Giolo,
2006), com base no model o que melhor se g ustou para os dados entre os model os testados:
Weibull, exponencial elognormal.

Os resultados para a analise inferencial da toxicidade do cadmio e construcéo da
curva da CLsggeh para o CdCl, em caramujos B. glabrata foram analisados por meio de um
gréfico Kaplan-Meier, com base no modelo exponencial, e a curva de sobrevivéncia
calculada por meio do teste Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977), com
correcdo de Abbott.

Também os resultados de resisténcia cruzada entre 0s caramujos pré-expostos ao
calor e em seguida expostos a concentracdo letal de 0,7 ppm de cloreto de cddmio foram
analisados utilizando o gréfico Kaplan-Meier, com base no modelo exponencial.

Os resultados de resisténcia cruzada entre 0s caramujos pré-expostos ao cadmio e
em seguida expostos a temperatura letal de 42 °C, por outro lado, foram analisados

utilizando o grafico Kaplan-Meier, com base no modelo Weibull.



55

5 RESULTADOS

5.1 Andlise da termotolerancia e dos efeitos do cadmio sobre a sobrevivéncia do

caramujo B. glabrata

5.1.1 Estudos da termotolerancia no caramujo B. glabrata

Os resultados de sobrevivéncia a temperatura letal de 42 °C estdo apresentados na
TAB. 1 abaixo. Os dados mostraram que 0s animais pré-expostos as temperaturas subletais
sobreviveram por um periodo maior atemperatura letal que os animais ndo pré-expostos.

As maiores diferencas na sobrevivéncia a temperatura letal em relagdo ao grupo
controle foram observadas nos grupos pré-expostos a 33 e 36 °C por 120 horas, onde o0s
tempos de sobrevivéncia foram expressivamente maiores, comparados aos caramujos pré-

expostos a 30 °C durante 120 horas.

TABELA 1 - Mortalidade dos caramujos Biomphalaria glabrata em temperatura de
42 °C, ap0s pré-exposicao a temperaturas subletais por 120 horas.

Grupo

Experimental
Tempo de

Controle Préexpostos Pré-expostos Pré-expostos

sobrevivéncia(h)
(%) a30°C (%) a33°C(w) a36°C ()

(no=30) (no=10) (no=10) (no=10)

0 0 (0) 0(0) 0 (0) 0(0)
1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
2 5(17) 0(0) 0(0) 0(0)
3 12 (40) 1(10) 0(0) 0(0)
4 12 (40) 4 (40) 2 (20) 0(0)
5 1(3) 3(30) 1 (10) 3(30)
6 - 2 (20) 1 (10) 4 (40)
7 - - 1 (10) 2 (20)
8 - - 1(10) 1 (10)
9 - - 2 (20) -



56

Continuagdo da TABELA 1 - Mortalidade dos caramujos Biomphalaria glabrata em

temperaturade 42 °C, ap0s pré-exposi o a temperaturas subletais por 120 horas.

Grupo

Experimental
Tempo de

Controle Pré-expostos Pré-expostos Pré-expostos

sobrevivéncia(h)
(%) a30°C (%) a33°C(%) a36°C (%)

(n,=30) (no=10) (no=10) (no=10)
10 - - 2 (20) -
Total de caramujos
mortos ao fim do 30 (100) 10 (100) 10 (100) 10 (100)
experimento

A andise edtatistica para os tempos de sobrevivéncia foi realizada segundo o
modelo Weibull e, de acordo com os dados obtidos, a sobrevivéncia foi ordenada da
seguinte maneira: Controle < 30°C < 36°C < 33 °C, mostrando que existem diferencas
entre 0S grupos experimentais, € que 0 grupo pré-exposto a 33 °C mostrou 0 maior tempo
de médio de sobrevivéncia, enquanto que o grupo controle mostrou 0 menor tempo médio

de sobrevivéncia, como mostrado natabela 2.

TABELA 2 - Medidas descritivas do tempo de sobrevivéncia para cada grupo testado.

Tempo médio

Grupo experimental sobre\(/ji(\e/éncia SD IC 95% IC 99%
(h)

Controle 2.8283 0.1358  (2.547;3.080) (2.489; 3.205)
Pré-exposto a 30 °C 4.0943 0.3287 (3.439; 4.729) (3.292; 5.012)
Pré-exposto a 33 °C 7.1317 05598  (6.005; 8.195) (5.827; 8.832)
Pré-exposto a 36 °C 5.6557 04331  (4.798; 6.492) (4.648; 6.873)

SD: Desvio Padréo; IC: Intervalo de confianca.

Apébs a estimativa do tempo de sobrevivéncia, a funcdo da sobrevivéncia foi

calculada paratodos os grupos, e o resultado apresentado na Fig. 15.
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Sobrevivéncia do Biomphalaria glabra a 42 °C
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FIGURA 15. Curva de sobrevivéncia dos caramujos Biomphalaria glabrata a 42 °C.
Grupos. Controle (preto); pré-expostos a 30 °C (vermelho); pré-expostos a 33 °C (verde);
pré-expostos a 36 °C (azul) por 120 horas.

5.1.2 Estudos dos efeitos do cAdmio sobre a sobrevivéncia do caramujo B. glabrata

5.1.2.1 Deter minagdo da CL sp96n para o cloreto de cadmio no caramujo B. glabrata

Na TAB. 3 sdo observados os efeitos do cadmio sobre a sobrevivéncia dos
caramujos B. glabrata em 96 horas de exposicdo. O método Trimmed Spearman-Karber,
com correcdo de Abbott, mostrou com 95% de confianca que, para esta espécie de
caramujo, o composto CdCl, apresenta uma concentracéo letal de 0,34 (0,30-0,37) ppm,

nas condicoes deste estudo.
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TABELA 3 - Mortaidade dos caramujos Biomphalaria glabrata expostos ao cadmio (CdCl,) por
96 horas.

[CdCI]
Tempo de 0,15 0,22 0,33
. Controle 0,09 ppm 0,5ppm 0,7 ppm
exposi¢ao (h) ppm ppm ppm
(n=40) (ny,=40) (no=40)  (ny,=50)
No=40) (ny=40) (n,=40)
24 0 7 2 2 3 8 14
48 1 0 1 0 10 13 27
72 0 0 1 4
96 1 1 0 0
Total demortes
em 2(5) 8(20) 4(10) 6(15) 21(52,5) 33(82,5) 50(100)

96 horas (%)

No gréfico de Kaplan-Meier (Fig. 16) estdo esquematizados os dados da tabela 3,
mostrando a diferenca no percentual de caramujos sobreviventes para cada concentragao
de cloreto de cadmio testada.

Curva de sobrevivéncia ao cadmio (CdCl,)
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FIGURA 16. Curva de sobrevivéncia dos caramujos Biomphalaria glabrata expostos ao
cloreto de cadmio durante 96 horas.



59

5.1.2.2 Estudos deresisténcia cruzada

Dois experimentos foram realizados para a avaliacdo da resisténcia cruzada em
caramujos B. glabrata: no primeiro, os animais foram submetidos a 33 °C por 120 horas, e
em seguida a 0,7 ppm de CdCl,; no segundo experimento, os animais foram expostos a

0,22 ppm de CdCl, durante 96 horas, e em seguidaa 42 °C.

5.1.2.2.1 Calor/Cadmio

Na TAB. 4, é mostrado o incremento da sobrevivéncia ao cadmio do grupo de
caramujos pré-expostos ao calor de 33 °C em relagdo ao grupo controle. Os resultados
mostram que a pré-exposicdo ao caor em temperatura subletal conferiu protecéo

significativa contra os efeitos toxicos do cadmio a 0,7 ppm.

TABELA 4 - Mortalidade dos caramujos Biomphalaria glabrata pré-expostos a temperatura de
33 °C durante 120 horas (n,=50), e em seguidaa 0,7 ppm de CdCl..

Grupo experimental

Tempo de sobrevivencia(h) Controle  Préexpostosa33°C

(%) (%)
24 7 (14) 0
48 32 (64) 9(18)
72 10 (20) 18 (36)
96 1(2) 15 (30)
120 - 6 (12)
144 - 0
168 - 1(2)
192 - 1(2
Total de caramujos mortosao fim do
50 50

experimento

No gréfico de Kaplan-Meier (Fig. 17) € evidenciada a diferenca entre as curvas dos

animais controles e dos pré-expostos a 33 °C. Pela andlise do gréfico, observa-se a maior
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sobrevida para 0s animais pré-expostos ao caor. A andlise estatistica indicou que os
caramujos pré-expostos ao calor sobreviveram em média um dia e meio a mais que o grupo
controle.

Os resultados da andlise estatistica indicaram que a sobrevivéncia do caramujo
B. glabrata ao cloreto de cadmio na concentrac@o letal de 0,7 ppm aumentou apds uma
pré-exposicdo a temperatura subletal de 33°C, em relagdo ao grupo controle, ao nivel de

significancia de 5%.
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FIGURA 17. Grafico Kaplan-Meier da sobrevivéncia dos caramujos Biomphalaria
glabrata ao CdCl, (0,7 ppm), apos pré-exposicao a 33 °C por 120 horas.

5.1.2.2.2 Cadmio/Calor

Na TAB. 5 é apresentado 0 aumento da sobrevivéncia a temperatura de 42 °C dos
caramujos pré-expostos ap cadmio na concentracdo de 0,22 ppm, em relacdo ao grupo
controle. Observa-se que a pré-exposicdo a0 metal em concentragdo subletal conferiu
protecdo ao caramujo contra a temperaturaletal, comprovada pel os testes estatisticos.
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TABELA 5 - Mortadidade dos caramujos Biomphalaria glabrata em temperatura de
42 °C, apbs pré-exposicdo a 0,22 ppm de CdCl, por 96 horas (n,=35).

Grupo experimental

Tempo de sobrevivéncia (h) Controle Pré-expostos ao
(%) cadmio (%)
0 0 0
1 9(25,7) 7 (20)
2 8(22,8) 5(14,3)
3 14 (40) 6(17,1)
4 3(8,6) 14 (40)
5 1(2,9) 2(5,7)
6 - 1(2,9)
Total de caramujos mortos ao fim do experimento 35 35

No grafico de Kaplan-Meier (Fig. 18) estd esquematizada a curva de sobrevivéncia
dos caramujos B. glabrata expostos a temperatura letal de 42 °C, mostrando o incremento
na sobrevivéncia quando a exposi¢ao a temperatura ocorre apds uma pré-exposicao a uma
concentracdo subletal de cloreto de cadmio (0,22 ppm). Segundo os dados estatisticos, 0
grupo pré-exposto ao cadmio sobreviveu em média 39 minutos a mais que 0 grupo
controle. A andlise estatistica indicou que a pré-exposicdo ao cloreto de cadmio a 0,22
ppm, aumentou a resisténcia dos animais a temperatura letal a um nivel de significancia de
5%.
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FIGURA 18. Grafico Kaplan-Meier da sobrevivéncia dos caramujos Biomphalaria
glabrata atemperatura de 42 °C, apds pré-exposicao a 0,22 ppm de CdCl, por 96 horas.

5.2 Andlise da inducéo da proteina HSP70 pelo calor e pelo cadmio

5.2.1 Resposta da proteina HSP70 em caramujos B. glabrata expostos ao calor e ao
cadmio

Os animais foram analisados quanto a inducdo da HSP70 como pools dos
individuos expostos ao calor e ao cadmio. Na FIG. 19 é mostrada a indugdo da proteina
HSP70 nos animais expostos as temperaturas sub-letais (30, 33 e 36 °C); na FIG. 21 é
mostrada a inducdo da proteina nos animais sobreviventes ao cadmio nas concentragdes
testadas para estabel ecimento da CL sy em 96 horas.

Com base nos valores apresentados pelo software Imaged (FIG. 20), observou-se
inducdo da HSP70 em todos 0s grupos expostos ao calor. Os animais submetidos a 30, 33 e
36 °C apresentaram inducdo da proteina acima dos valores observados para 0 grupo
controle, e o grupo pré-exposto a 30 °C apresentou maior inducéo da proteina, seguido pelo
grupo pré-exposto a 33 °C e 36 °C, respectivamente.
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FIGURA 19 - Western blot da prdtel'na HSP70 na glandula digestiva de caramujos
Biomphalaria glabrata expostos ao calor por 120 horas. (C): Grupo controle; (30, 33,
36 °C): Temperaturas de exposi ¢ao.
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FIGURA 20 - Andlise pelo software Image] da inducéo da proteina HSP70 na glandula
digestiva de caramujos Biomphalaria glabrata expostos ao calor por 120 horas. Cada barra
corresponde a leitura dainducéo da proteina HSP70 em um pool de glandulas digestivas de
10 caramujos (FIG. 19).

No que diz respeito a exposicdo ao cadmio, os animais expostos a 0,22; 0,33 e
0,15 ppm, respectivamente, apresentaram uma inducdo expressiva da proteina. O mesmo
resultado ndo foi observado para os grupos submetidos a 0,09 e 0,5 ppm de CdCl,, onde
ndo se observou uma expressao da proteina HSP70 diferente dos resultados apresentados
pelo grupo controle (Fig. 21 e 22). A concentragéo de 0,7 ppm de CdCl, ndo pdde ser

testada quanto ainducéo da proteina HSP70 porgue ndo houve animais sobreviventes.

1 —75kDa
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FIGURA 21 - Western blot da proteina HSP70 na glandula digestiva de caramujos
Biomphalaria glabrata expostos ao cadmio (CdCl,) por 96 horas. (C): Grupo controle;
(0.09 - 0.5): Concentracoes de CdCl..
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A Andlise do filme pelo software Imagel resultou na leitura da expressdo da
proteina para cada grupo de concentraces testadas, confirmando a maior inducéo da
HSP70 nos grupos expostos as concentractes de 0,22; 0,33 e 0,15 ppm de CdCl,,
respectivamente, enquanto que nos grupos expostos a 0,09 e 0,5 ppm a inducéo da HSP70

ndo diferiu do grupo controle.

Inducédo da HSP70 pelo cadmio
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FIGURA 22 - Andise pelo software Imagel da indugdo da proteina HSP70 na glandula
digestiva de caramujos Biomphalaria glabrata expostos ao cadmio (CdCl,) por 96 horas.
Cada barra corresponde a leitura da inducédo da proteina HSP70 em um pool de glandulas
digestivas dos caramujos sobreviventes a exposicdo ao cadmio em cada concentragéo
testada (FIG. 21).

5.2.2 Inducdo da proteina HSP70 em diversos tecidos de caramujos B. glabrata

expostos ao calor

Diferentes tecidos do caramujo B. glabrata (glandula digestiva, cabegalpé e
ovoteste) foram testados quanto a indugdo desta proteina pelo calor. A glandula digestiva
foi o tecido mais responsivo, conforme observado na FIG. 23 e 24, ratificada na andlise da
imagem pelo software Image] (FIG. 25), enquanto gque os tecidos de cabeca/pé e 0 ovoteste
ndo demostraram correlagdo dainducdo da proteina HSP70 com a exposi¢éo ao calor.

O ovoteste ndo mostrou variagdo na expressdo da proteina em relagdo a0 grupo
controle em todas as temperaturas analisadas, enquanto que para o tecido de cabeca/pé foi
observado um decréscimo da HSP70 em relagdo ao grupo controle, exceto para a

temperatura de 36 °C onde a expressdo da proteina foi maior em relagdo ao grupo controle.



FIGURA 23 - Western blot da proteina HSP70 em diversos tecidos de caramujos

Biomphalaria glabrata expostos ao calor por 120 horas. GD: Glandula digestiva

C/P: Cabeca/pé. OT: Ovoteste.

FIGURA 24 - Repeticdo da figura anterior, reestruturada, dando destaque aos tecidos
analisados. Western blot da proteina HSP70 nos diversos tecidos de caramujos
Biomphalaria glabrata expostos ao calor por 120 horas. GD: Glandula digestiva

C/P: Cabeca/pé. OT: Ovoteste.
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FIGURA 25 - Andlise pelo software Imagel da inducdo da proteina HSP70 nos diversos
tecidos de caramujos Biomphalaria glabrata expostos ao calor por 120 horas. GD:
Glandula digestiva. C/P. Cabecalpé. OT: Ovoteste. Cada barra corresponde a leitura da

induc&o da proteina HSP70 em um pool de tecidos de 10 caramujos (FIG. 23 e 24).
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5.2.3 Diferencas interindividuais observadas na inducdo da proteina HSP70 nos
caramujos B. glabrata expostos ao calor e ao cadmio

Foram andisados individualmente caramujos expostos aos estimulos que
apresentaram maior efetividade na inducdo da proteina, segundo os resultados ja
alcancados; ou sgja, a temperatura de 33 °C, e o cadmio (CdCl,) em concentracéo de 0,22
ppm.

Conforme apresentado nas FIG. 26 e 27, houve diferenca ha expressdo da proteina
tanto entre os animais expostos ao calor, quanto entre 0s animais controle.

——75kDa

—75kDa

FIGURA 26 - Western blot da inducdo da proteina HSP70 na glandula digestiva de
caramujos Biomphalaria glabrata individualizados expostos ao calor. A e B: Grupos
controle e expostos a 33 °C por 120 horas.
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FIGURA 27 - Andlise pelo software ImageJ da indugdo da proteina HSP70 na glandula
digestiva de caramujos Biomphalaria glabrata individualizados e em pool, expostos ao
calor de 33 °C por 120 horas. Cada barra corresponde a leitura da inducéo da proteina
HSP70 no extrato de glandula digestiva (FIG. 26). Tomou-se como referénciaa figura 26A
paraosanimaisde 1 a5, eafigura26B paraos animais de 6-10.
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Os resultados apresentados nas FIG. 28 e 29 mostram que a indugdo da proteina
apos exposicdo ao cadmio ndo foi homogénea entre os individuos testados, observando-se
também que o nivel basal dos animais do grupo controle ndo foi igual para todos os
individuos testados.

——75kDa

——75kDa

FIGURA 28 - Western blot da proteina HSP70 na glandula digestiva de caramujos
Biomphalaria glabrata individualizados expostos ao cadmio. A e B: Grupos controle e
expostos a 0,22 ppm de CdCl, por 96 horas.
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FIGURA 29 - Andlise pelo software ImageJ da indugdo da proteina HSP70 na glandula
digestiva de caramujos Biomphalaria glabrata individualizados expostos ao cadmio
(0,22 ppm) por 96 horas. Cada barra corresponde a leitura da inducéo da proteina HSP70
no extrato de glandula digestiva (FIG. 28). Tomou-se como referéncia afigura 28A para os
animaisde 1 a5, eafigura28B paraosanimais de 6-10.
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Em outro experimento, analisando as variages basais da proteina HSP70, onde
foram testados apenas os individuos mantidos sob condi¢fes-padrdo de criacdo, nédo
expostos a agentes agressores, foi observada uma diferenca na expressdo da proteina entre

os individuos estudados (FIG. 30 e 31), indicando uma variacéo basal inerente a espécie.

R a— ‘ o —75kDa

123-4'56735113_ Pool

FIGURA 30 - Western blot da proteina HSP70 na glandula digestiva de caramujos
Biomphalaria glabrata individualizados ndo expostos a agentes agressores (grupo
controle).
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FIGURA 31 - Andise pelo software Imageld da inducdo da proteina HSP70 na glandula
digestiva de caramujos Biomphalaria glabrata individualizados, ndo expostos a agentes
agressores (grupo controle). Cada barra corresponde a leitura da inducéo da proteina
HSP70 no extrato de glandula digestiva de cada caramujo e no pool (FIG. 30).

5.3 Curvatempo-resposta da proteina HSP70 apds exposicdo do caramujo B. glabrata

ao calor eao cadmio

Osresultados do Western blot (FIG. 32) mostraram que a proteina HSP70 alcanca o
valor maximo de induc&o nas primeiras 48 horas seguintes a exposi¢cao a 33°C. Em relacdo
a exposicdo ao cloreto de cadmio, os resultados mostraram que a proteina alcangou seu
nivel maximo apos 96 horas de exposi¢éo a 0,22 ppm deste metal, sendo que os dados néo
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concluem que este € o pico de expressdo da proteina para este estimulo, visto que
interval os subsequentes ndo foram estudados neste trabal ho.

——75kDa

FIGURA 32. Inducdo da proteina H7 o c&dmio e pelo calor em caramujos
Biomphalaria glabrata, medida nos intervalos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas de exposi ¢éo.

Os resultados da andlise do filme pelo software Image] mostram os valores
maximos de inducéo da proteina apds 48 horas de exposicdo a temperatura de 33 °C, e
apos 96 horas de exposicéo ao cloreto de cadmio (FIG. 33).
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FIGURA 33 - Andlise pelo software Image] da curva tempo-resposta (FIG. 32) dainducéo
da proteina HSP70 na glandula digestiva de caramujos Biomphalaria glabrata expostos ao
cadmio (0,22 ppm) e ao calor (33 °C).
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6 DISCUSSAO

O caramujo B. glabrata tem sido bastante utilizado em protocolos experimentais,
notadamente em estudos de Parasitologia, visto seu papel como hospedeiro intermediério
no ciclo da esguistossomose mansdnica. Contudo, novas linhas de pesquisa tém se
interessado pelo potencial da espécie em estudos de monitoramento ambiental, e varios
trabalhos j& investigaram os efeitos de agentes estressores sobre 0 caramujo, analisando
biomarcadores diversos. Nesse contexto, a inducdo da proteina HSP70, potencial
biomarcador de estresse ambiental, por um agente quimico e em estudos de
termotolerncia demonstra o potencial experimental dessa espécie.

Os estimulos usados neste estudo em B. glabrata foram previamente descritos na
literatura como indutores da HSP70, proteina relacionada a protecdo contra danos
provenientes de agressoes, especificamente aguelas concernentes as proteinas que
participam do arsena fisiologico do organismo. A proteina HSP70 foi estudada por meio
da técnica de Western blot, utilizando anticorpo especifico para essa familia de proteinas.

O caramujo B. glabrata € um animal gue exibe bastante plasticidade, podendo ser
encontrado em uma grande variedade de colegbes de agua doce, e sdo capazes de
sobreviver em ambientes com ampla variagdo de temperatura, pH, irradiacdo UV e
sdinidade; também apresentam uma diversidade na aimentacdo, ingerindo muitos
materiais diferentes como vegetais, fragmentos de animais e vegetais em decomposicéo e
excrementos. Foi observado que este molusco sobrevive em torno de 4 horas a 40 °C e no
maximo por aguns minutos a 50 °C. As temperaturas baixas, por outro lado, reduzem o
metabolismo e as posturas (Rey, 1991).

Embora os estudos realizados até 0 momento sugiram uma proveitosa aplicacéo do
caramujo B. glabrata em estudos de resposta ao estresse, a literatura carece ainda de
muitas informactes a respeito da resposta deste animal a estimulos ambientais em niveis
subcelular, bioquimico e molecular; inclusive em estudos de resposta ao choque térmico, a
despeito do grande interesse despertado por este campo da biologia celular. Este trabalho
da continuidade aos estudos do grupo de pesquisa do Laboratorio de Parasitologia do
Instituto Butantan para estabelecimento da espécie B. glabrata como bioindicador em
estudos ecotoxicoldgicos (Nakano et al., 2003; Tallarico et al., 2004; Estevam et al., 2006;
Grazeffe et a., 2008).
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A resposta do B. glabrata ao choque térmico e ao cd&dmio foi anaisada
correlacionando com os efeitos sobre a proteina HSP70, sabidamente responsiva a esse
metal, considerado um poluente ambiental de importancia; assim como ao calor,
considerado o estimulo de referéncia para esta molécula. Os resultados obtidos mostram
que o0 caramujo respondeu aos estimulos estressores, com inducdo de resisténcia as
exposi¢des letais, possivelmente ligada ainducéo da proteina HSP70.

Inicialmente, foi realizado um experimento piloto para estudar a termotolerancia
induzida e sua correlacdo com ainducdo da proteina HSP70 (TAB. 1 e FIG. 19 e 20).

Observou-se que a pré-exposicdo ao calor em temperaturas subletais ativou
mecanismos de protecdo do organismo, incrementando sua sobrevivéncia (TAB. 1). Os
resultados demonstram que 0s animais pré-expostos a 33 °C obtiveram uma maior
resisténcia a temperatura de 42 °C, descrita como letal para esta espécie em 4-5 horas de
exposicdo (Rey, 1991), seguidos pelos pré-expostos a 36 °C e 30 °C.

Nossos resultados em relacdo a temperatura letal para o caramujo B. glabrata
corroboram os dados da literatura (Rey, 1991), visto que para o grupo controle exposto a
42 °C ndo havia mais nenhum sobrevivente apds 5 horas de exposicéo. Os resultados da
sobrevivéncia a 42 °C ap0s uma pré-exposicdo a temperaturas subletais indicam uma
resposta bioldgica protetora contra os efeitos da temperatura letal, permitindo a extensio
da sobrevivéncia dos animais. Essas observacdes corroboram a termotolerancia como uma
reacéo ubiqua dos organismos para adaptacdes as mudancas térmicas do ambiente.

A andlise estatistica pelo modelo Weibull confirmou nossos resultados, indicando
que houve diferencas entre os grupos testados, e também que 0 grupo pré-exposto a 33 °C
teve 0 maior tempo de sobrevivéncia, e o grupo controle o menor. Entretanto, os resultados
foram tratados como um modelo de dados censurados, considerando que o desenho do
experimento objetivou 0 nimero de mortes por hora, e ndo 0 momento exato de cada
morte.

Contudo, foi observado que, embora tenha havido uma maior sobrevivéncia a
temperatura letal de 42 °C nos animais pré-expostos as temperaturas subletais em relacéo
ao grupo controle, os resultados da inducéo da proteina HSP70 ndo se correlacionaram
diretamente aos encontrados no experimento de sobrevivéncia, onde a temperatura
correspondente & maior sobrevivéncia ndo se correlacionou com a maior inducdo da
proteina na glandula digestiva; ao contrario, a temperatura de menor sobrevivéncia dos
animais apresentou a maior inducéo da proteina HSP70, o que nos leva ainferir que outras

moléculas estejam envolvidas no incremento da resisténcia do caramujo a temperatura
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letal, o que pode incluir, inclusive, outras classes de HSPs como observado por Smith et a.
(2012).

A literatura demonstra diversos exemplos de termotolerancia em varias classes de
organismos. Apenas para citar alguns exemplos, podemos destacar os resultados de
Frankberg et al. (2000) que observaram aumento nas proteinas totais, incluindo a proteina
HSP70, do microcrustaceo Artemia franciscana quando submetido a choque térmico.
Sconzo et a. (1986), por outro lado, observaram o fendmeno oposto, onde embrides do
ourico Paracentrotus lividus apresentaram diminuicdo em 50% da sintese de proteinas
totais quando expostos ao choque térmico, porém com aumento na sintese de HSP70.

Jackson et a. (2011) estudando ostras C. virginica e C. gigas, detectaram duas
isoformas constitutivas e uma indutivel da familia HSP70 nas duas ostras estudadas apos
eXposi¢ao as temperaturas subletal, letal e combinages de ambas. A indugdo da proteina e
a cronologia de expressdo das proteinas variou conforme o tecido estudado. Os autores
observaram ainda que a termotoleréncia persistiu por mais tempo, mesmo apds o retorno
das proteinas HSPs aos niveis basais. Também foi observada uma maior resisténcia a
temperatura na espécie C. gigas em relacdo a C. virginica, diferindo também que a
segunda ndo respondeu com indugdo de HSP70 a temperatura letal, exceto quando pré-
exposta a temperatura subletal .

Kaosaka et a. (2009) comprovaram um aumento naresisténcia de insetos Ceratitis
capitata a temperaturas letais, quando pré-expostos a diversas temperaturas subletais.
Comparando as curvas de sobrevivéncia com as de expressdo da HSP70 eles encontraram
uma clara correlagdo entre a termotoleréncia induzida e a expressdo da proteina. Essa
correlacdo ndo foi observada para todos os estdgios de vida do inseto; as melhores
respostas foram obtidas com larvas de 6 dias de vida, seguidas pelos adultos e os embrides
de 48 horas. Nesses estdgios, foi observada correlacdo entre a termotolerancia e a
expressdo da HSP70: a sobrevivéncia foi maior na temperatura de maior indugdo da
proteina e acompanhou o declinio da HSP70. A corrdlacdo entre a HSP70 e a
sobrevivéncia ndo foi t&o evidente nos dois outros estégios de vida do inseto estudados
(larvas de 3 dias e embrides de 24 horas).

Neste trabalho ndo foram estudados embrifes de B. glabrata, embora resultados de
outros estudos demonstrassem que 0os embrifes mais jovens sdo mais sensiveis aos efeitos
de agentes agressores que 0s embrides em estagios de desenvolvimento mais avancados
(Perlowagora-Szumlewicz & Berry, 1964; Okazaki et a., 1996; Rapado et al., 2011;
Miyasato et al., 2012).
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Perlowagora-Szumlewicz (1964) verificaram em seu experimento com irradiacéo
de espécimes de B. glabrata de varias idades que os animais mais jovens foram mais
sensiveis que os animais adultos aos raios-x; assim como 0s animais menores foram mais
sensiveis que 0s animais maiores.

Esses autores ecolheram os caramujos de modo a incluir uma faixa etérianaqual os
animais estivessem em plena maturidade sexual, com todas as suas funces bioldgicas
plenamente desenvolvidas. Segundo relatos da literatura, o caramujo B. glabrata comeca
sua oviparidade por volta da 5* a 72 semana de vida (Perlowagora-Szumlewicz, 1966).
Desse modo, neste trabalho a escolha dos animais para os experimentos com idade entre 5
e 6 meses de vida permitiu a experimentagdo com um organismo sabidamente adulto e de
posse de todas as suas fungdes fisiol bgicas.

O tamanho dos caramujos também foi um fator de importancia na escolha dos
espécimes; foram selecionados animais com um tamanho entre 14-15 mm, compativel com
a idade de 5-6 meses escolhida para os testes. Observa-se que aguns animais nessa faixa
etéria crescem menos ficando em torno de 11-12 mm, principalmente em decorréncia da
densidade populaciona do aguario de criacdo. No entanto, a fim de padronizar os grupos
experimentais e evitar a interferéncia do fator tamanho na resisténcia dos animais, foram
utilizados animais mais robustos, provenientes de aquarios com nimero de caramujos
controlado.

A fim de investigar em que regido anatbmica a HSP70 estaria presente em maior
quantidade, e direcionar os futuros estudos desta proteina no caramujo B. glabrata,
extratos de diversos tecidos (glandula digestiva, cabeca/pé e ovoteste), mais comumente
citados na literatura cientifica em estudos com moluscos foram testados neste trabalho
quanto a inducdo da HSP70 por meio da marcacdo com anticorpo especifico, e, como
observado nas FIG. 23, 24 e 25, a expressdo da proteina mostrou-se mais elevada na
glandula digestiva dos animais estudados.

Nos demais tecidos, ndo foi observada correlacéo direta entre o processo de estresse
pelo calor e a producéo de proteina HSP70; além disso, ndo se observou diferencas
apreciavels na expressao da proteina nestes tecidos em relagdo ao grupo controle, mantido
sob condigdes ambientais ideais, livre do estresse térmico.

A glandula digestiva, também chamada de hepatopancreas, € um 6rgdo de
importancia nas fungdes digestivas do molusco, onde séo produzidas numerosas enzimas
pelas células constituintes de seu epitélio, que também se encarrega da absorcédo, acimulo

de reservas nutritivas e excrecdo (Ruppert et al., 2005). No caso de contaminagOes
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ambientais por metais pesados, como o cadmio, foi verificado o hepatopancreas como
0rgdo que retém as maiores quantidades do poluente (Verrengia Guerrero et a., 1997,
Ansaldo et al., 2006; 2009).

Xuan et a. (2011) estudando o efeito do cadmio em caranguejos Sinopotamon
yangtsekiense observaram deplecdo no nivel de glicogénio no hepatopancreas desse
invertebrado apos 21 dias de exposicdo ao metal. Considerando que este 6rgéo € o sitio da
gliconeogénese, a diminuicdo no nivel de glicogénio sugere perda de funcéo ocasionada
pela exposi¢cdo ao cadmio, possivelmente em decorréncia de danos em sua ultra-estrutura.

Embora diversos grupos tenham observado a indugdo da proteina HSP70 em
tecidos diferentes da glandula digestiva em outras espécies de moluscos, hossos resultados
apontam este tecido como o mais indicado para estudos desta natureza em caramujos da
espécie B. glabrata.

Tomanek e Sanford (2003) observaram inducdo de HSP70 em moluscos do género
Tegula, submetidos a realocacdo para éreas de maré mais ata, onde foram submetidos a
uma maior freqiiéncia de ondas e maior temperatura conseqiiente a exposicao solar. Os
testes foram realizados com proteina extraida da branquia deste molusco que € um
gastrépode herbivoro.

Os resultados de Piano et al. (2004) sobre os efeitos da temperatura, cadmio e zinco
em ostras O. edulis nos tecidos de branquia e glandula digestiva mostraram que, com
relacdo ao calor, também as branquias responderam mais satisfatoriamente a inducéo da
HSP70 que a glandula digestiva; enquanto gque as respostas aos metais foram similares nos
dois tecidos apds exposicao ao cadmio. O zinco ndo ocasionou alteraces expressivas Nnos
tecidos do molusco, contudo a combinacdo cadmio+zinco mostrou aumento da expressao
da familia HSP70 nos dois tecidos, embora em nivels abaixo dos conseguidos com a
exposicao ao cadmio apenas. Embora as respostas nos dois tecidos tenham sido similares,
observou-se que a expressao das proteinas de choque térmico estava levemente mais alta
na glandula digestiva que nas branquias apos exposicdo ao cadmio e cadmio+zinco. Os
autores sugerem que a glandula digestiva da ostra O. edulis ndo é afetada pelo calor e
possivel mente a proteina HSP70 tenha funcdo apenas constitutiva neste 6rgéo.

Os resultados deste grupo contrastam com os de Jackson et al. (2011) que também
avaliaram respostas ap estimulo térmico em ostras C. virginica e C. gigas, nas guais a
glandula digestiva apresentou respostas satisfatorias em relagcdo a inducdo de HSP70 em
resposta ao calor.
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Jackson et al. (2011) estudaram a resposta a temperatura letal e subletal de tecidos
de glandula digestiva, brénquia, manto e muasculo adutor em ostras Crassostrea gigas,
concluindo que a glandula digestiva e a branguia tiveram respostas similares em relacdo a
inducdo da familia HSP70, seguidas pelo manto, e o musculo adutor, que ndo apresentou
uma diferenca considerdvel naresposta aos tratamentos estudados.

Brun et a. (2009), verificaram que moluscos de baia Argopecten irradians
irradians e oceanicos Placopecten magellanicus submetidos a estresse térmico
apresentaram inducdo da HSP70 juntamente com HSP40 em tecido do manto. A escolha
do tecido, segundo os autores, deu-se em decorréncia da facilidade de obtencéo das
amostras, além de que este tecido encontra-se préximo ao ambiente externo, facilitando a
interacdo do animal com o melo em que esta inserido.

Sob este ponto de vista, a glandula digestiva do caramujo B. glabrata também é de
f&cil obtencdo. A dissecacdo do caramujo e separacd0 da glandula digestiva é
extremamente simples; ndo obstante, em nossa experiéncia, esse € o tecido mais simples de
ser dissecado neste animal. Sua identificacéo € facilitada pela localizagdo anatdbmica na
porcdo final do corpo do caramujo, e sua proximidade com o ovoteste constituindo dois
tecidos de rgpida visualizacéo e identificacgo considerando sua cor e aspecto morfol 6gico
caracteristicos.

A glandula digestiva € um dos 6rgdos mais expostos aos contaminantes ambientais,
considerando que uma das principais vias de acesso do caramujo aos contaminantes
dissolvidos no meio externo € pela ingestdo, e sua funcéo é produzir enzimas participantes
da digestdo, além de absorver, acumular as reservas nutritivas, e encaminhar os residuos
para excregao pelos intestinos.

Regoli et a. (2009) analisando os efeitos de contaminantes atmosféricos urbanos,
utilizando como organismo sentinela 0 molusco Helix aspersa, também confirmou a
glandula digestiva como avo primordial de acimulo de metais toxicos, em relacdo aos
demais 6rgaos estudados (pulmao e pé).

Considerando os resultados obtidos com a exposi¢éo ao calor e o papel da glandula
digestiva na digestdo, acumulo e detoxificacdo de particulas ingeridas pelo molusco, esse
foi o tecido de escolha para todos os experimentos subsequientes.

Além de Regoli et al. (2009), Zhou et a. (2010) também elegeram a glandula
digestiva como tecido de escolha para estudos de protedmica dos efeitos toxicos de dois
disruptores endocrinos (o ftalato de dialilo e o bisfenol A) em abaones (Haliotis

diversicolor supertexta), observando alteracbes na expressdo de diversos biomarcadores,
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entre eles, a inducdo da proteina HSP70, o que reforca a nossa escolha do tecido e da
metodol ogia.

Os experimentos para avaliacdo da toxicidade do cadmio no caramujo B. glabrata
(TAB. 3) nortearam a escolha das doses de exposi¢éo para inducéo da proteina HSP70, e
0s experimentos subsequientes mostraram que a exposi¢do as concentragdes de 0,15; 0,22 e
0,33 ppm de CdCl; induziu a HSP70 na glandula digestiva (FIG. 21 e 22).

Abd Allah et al. (1997) discutiram em seu trabalho que os moluscos acumulam
metais rapidamente durante a alimentagdo com matéria contaminada (lodo, sedimentos,
agas, plancton). Quando expostos a niveis relativamente baixos de metais dissolvidos no
meio aquatico, os moluscos podem concentra-los acima de cinco ordens de magnitude. Em
alguns casos os metais dissolvidos na forma inorganica parecem mais eficientemente
acumulados do que quando os animais se alimentam da matéria contaminada. Deste modo,
considerando que nas nossas condigdes experimentais 0s caramujos foram expostos em
solucdo do metal dissociado em &gua, podemos ter a seguranca que o metal foi acumulado
de maneira eficiente para o estabel ecimento de seus efeitos e desenvolvimento do estresse
parainducéo da proteina HSP70.

A faixa de concentrac6es de cloreto de cadmio testada no caramujo B. glabrata foi
escolhida com base nos resultados de Ansaldo et al. (2006; 2009) que deram indicativos
que as concentragdes ideais de teste com esse metal estariam em torno de 0,5 ppm para o
molusco B. glabrata. Com base nos resultados de Ansaldo et al. (2006; 2009), a curva de
sobrevivéncia ao cadmio na forma cloreto (CdCl,) foi realizada partindo da concentracdo
de 0,5 ppm, onde se observou ata mortalidade, embora ainda ndo se caracterizasse como a
concentracdo letal para 100% da populagdo nesta espécie em exposicoes de 96 horas
(TAB. 3 e FIG. 16). Os experimentos subsequientes permitiram concluir que a
concentracdo de 0,7 ppm de CdCl; foi eficiente para eliminar 100% de uma populacéo de
B. glabrata em 96 horas de exposi¢éo.

A andlise estatistica da CLsggen teve gue ser gjustada para um modelo de dados
censurados, considerando que o experimento objetivou verificar a sobrevivéncia do
caramujo B. glabrata ao cloreto de cadmio durante uma exposi¢cao de 96 horas, portanto
foi encerrado antes da morte de todos os caramujos. O teste dos dados nos modelos
Weibull, exponencial e lognorma mostrou que o modelo exponencial se mostrou mais
bem gjustado para o resultado encontrado na curva de sobrevivéncia dos caramujos ao

CdCl;, durante 96 horas de exposi¢éo.
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Os experimentos mostraram que o0 cadmio é tOxico para
B. glabrata, e sua exposicdo em niveis subletais induz uma resposta protetora na qual a
HSP70 parece estar envolvida. A inducéo da proteina na glandula digestiva, analisada no
software de imagem ImagelJ, foi observada na seguinte ordem: 0,22 > 0,33 > 0,15 > 0,09 =
0,5 = Controle (FIG. 21 e 22). Considerando a elevada toxicidade do cadmio, intervalos
muito pequenos entre as concentracOes tiveram que ser estabelecidos para que fosse
construida a curva de sobrevivéncia e determinada a CL 5/96h.

Ansaldo et a. (2006; 2009) ja haviam observado que o cadmio acumula-se
predominantemente na glandula digestiva do caramujo B. glabrata, em relagdo aos demais
0rgdos estudados (gbnadas, regido cefalopeda e pulmdes); o cadmio também modifica a
expressao das HSPs, induzindo sua sintese em decorréncia da desnaturacdo e oxidacéo
proteica ocasionada por este meta (Bertin & Averbeck, 2006). Com base nessas
informagdes, uma possivel explicagdo para 0 aumento da HSP70 na glandula digestiva dos
caramujos expostos ao cloreto de cadmio se da em decorréncia do acimulo do metal por
este 6rgdo, aém da maior expressdo da proteina neste tecido, conforme demonstrado nas
figuras 23, 24 e 25.

No presente trabalho observou-se ainda que nas concentracoes de 0,33 e 0,5 ppm os
animais diminuiam (muito provavelmente alguns cessavam) a aimentacdo antes de
morrerem. Esta observagdo também foi realizada por Abd Allah et al., (2003) com
caramujos B. glabrata expostos ao cadmio, chumbo e mercurio, e por Ruelas et al. (2006)
em caramujos B. glabrata expostos aradiacdo ultravioleta.

Xuan et a. (2011) também observaram reducdo da ingestdo de comida em
caranguej 0s expostos ao cadmio. Como bem colocado por esses autores, a diminuicdo da
alimentacdo €, em muitos casos, uma das primeiras respostas as perturbactes ambientais,
sendo um indicador sensivel de estresse ambiental. A reducdo nutricional pode afetar o
status de reserva energética do organismo, interferindo com os processos fisioldgicos,
assim a diminuicdo da ingestdo de aimento, muito além de um sina de reducdo no
metabolismo, é um indicativo de envenenamento pelo cadmio.

O grande problema associado a reducéo na aimentacdo quando 0 organismo esta
exposto ao cadmio é a necessidade de um aporte maior de energia nesta situacdo, afina a
resisténcia a agentes agressores € um processo energeticamente custoso para a manutencao
das funcgdes vitais, tais como crescimento, reproducdo e resisténcia parasitaria (Schreck,
2010).
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Abd Allah et al. (2003) obtiveram efeitos sobre a sobrevivéncia do caramujo
B. glabrata em concentragdes de cadmio abaixo das utilizadas neste trabalho. Os autores
relatam mortalidade de 100% dos animais em 96 horas, ap0s exposi¢cdo a 0,55 ppm de
cloreto de cadmio. Os animais utilizados no estudo, entretanto eram menores (11,5-12,5
mm) que os utilizados nesse trabalho, e foram criados em égua artificial, o que diminui a
probabilidade de exposicdo dos caramujos a interferentes externos, mesmo que em niveis
considerados abaixo do limiar de efeitos. Além disso, a exposicéo ao metal deste grupo foi
conduzida em incubadora (28 °C) e ndo a temperatura ambiente como foi 0 nosso teste. Em
nossa opinido, o tamanho menor dos caramujos, e a criagdo em agua extremamente
controlada diminuiu a resisténcia dos animais ao metal, assim uma concentragdo menor do
metal foi suficiente para eliminar 100% da populacdo em 96 horas.

Os autores observaram também aumento da sensibilidade dos animais mantidos a
temperatura de experimentacéo (28 °C), em relagcdo aos animais nas condigdes de criagdo
(24 °C), mesmo quando foram realizadas tentativas de aclimatar os animais antes dos
experimentos.

A andlise estatistica neste trabalho confirmou a escolha da temperatura de 33 °C e
da concentracéo de 0,22 ppm como as mais adequadas para 0s experimentos de resisténcia
cruzada. Verificou-se que a concentragdo de cadmio de 0,22 ppm, foi amaior concentragdo
gue ndo causou efeito letal significativo sobre os caramujos a um nivel de significancia de
5%; sendo observado um salto expressivo na mortalidade entre as concentracfes de 0,22
ppm e 0,33 ppm (TAB. 3 e FIG. 16).

Apéds confirmacdo da indugdo da HSP70 pelo calor e pelo cadmio no molusco
B. glabrata, e determinagdo da temperatura e concentracdo do metal nas quais sua
eXpressao era maior, 0s experimentos de resisténcia cruzada foram conduzidos com base
nesses resultados.

Neste trabaho, a ocorréncia de resisténcia cruzada foi observada quando os moluscos
pré-expostos a uma temperatura subletal de 33 °C apresentaram maior resisténcia ao
cadmio em concentracdo letal que o grupo controle ndo pré-exposto ao calor. Os resultados
do Western blot (FIG. 19 e 20) mostraram que essa temperatura induz a expressao da
proteina HSP70. Assim, esse parece ser um dos fatores envolvidos nesse incremento da
resisténcia dos animais ao metal, embora provavel mente ndo seja o Unico.

Os resultados confirmaram uma clara inducéo de resisténcia a concentracdo de 0,7
ppm de cadmio nos animais pré-expostos ao calor. Os animais controle, conforme esperado

segundo o experimento da curva para determinacdo da Clsygsn (TAB. 3), sobreviveram por
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96 horas a esta concentracdo do metal, enquanto que o0s grupos pré-expostos a 33°C
apresentaram sobrevivéncia aumentada até 192 horas, demonstrando a inducéo de
resisténcia pela exposicao prévia ao calor (TAB. 4).

Tedengren et al. (2000) também observaram aumento na resisténcia de moluscos
M. edulis ao cloreto de cadmio apds pré-exposicdo a um choque térmico subletal. Os
efeitos do cddmio foram avaliados em relagdo aos parametros fisiol6gicos de consumo de
oxigénio, excrecdo de amodnia, clearance e crescimento; além da expressdo da HSP70 nas
branquias dos moluscos. O pré-aguecimento ndo apenas aumentou os niveis da HSP70,
como também conferiu maior resisténcia ao cadmio, mantendo as taxas de filtragdo do
animal; e apenas uma ateracdo leve no crescimento foi observada subseqguiente a exposi¢céo
ao cadmio. Embora o anticorpo utilizado pelo grupo fosse sabidamente efetivo para o
reconhecimento da proteina HSP70 e suas isoformas, e da proteina HSP90, esse grupo
encontrou apenas uma isoforma da HSP70. Os autores reportaram ainda que a temperatura
foi mais efetiva em induzir a HSP70 que o cadmio, o que também foi observado neste
trabal ho.

Resultados de resisténcia cruzada apos exposicdo dos organismos a temperatura
subletal foram encontrados também por Bond e Bradley (1995), que investigando a
toxicidade do maation em Daphnia magna, concluiram que exposi¢cfes prévias as
temperaturas subletais proporcionaram maior protegdo contra os efeitos tdxicos do
inseticida, correlacionando essa maior protecdo com ainducao da proteina HSP70.

A plotagem dos resultados no grafico de Kaplan-Meier mostrou que a curva de
sobrevivéncia dos individuos pré-expostos a 33°C foi maior que a curva dos animais
controle, ndo pré-expostos ao calor, confirmando a protecdo conferida pelo estimulo
subletal, resultando em incremento da sobrevida (FIG. 17).

Como feito para os outros experimentos, foi efetuada a andlise com base em trés
métodos gréficos diferentes para verificar qual dos modelos (Exponencial, Weibull e
Lognormal) seria o mais adequado para os dados de sobrevivéncia do caramujo B. glabrata
ao cloreto de cadmio na concentracdo de 0,7 ppm apds pré-exposicdo a temperatura de
33 °C. O modelo exponencial mostrou-se como 0 mais adequado, pois seu gréfico
apresentou a curva mais aproximada da curva de Kaplan-Meier construida a partir dos
dados do experimento.

Quando analisado o efeito contrario, ou sgja, ainducéo de resisténcia a temperatura
letal pelo cadmio, os animais também apresentaram um incremento na sobrevivéncia,

observado na propor¢gdo de animais que morriam ao longo do experimento. A
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sobrevivéncia esteve aumentada no que concerne ao tempo, considerando que 0 grupo pré-
exposto a0 metal sobreviveu uma hora a mais em relacéo ao controle ndo pré-exposto ao
cadmio, e a taxa de mortalidade foi mais lenta nos animais pré-expostos ao metal. Nas
trés primeiras horas 88,5% dos animais controles ja haviam morrido, enquanto que nos
animais pré-expostos ao cadmio a mortalidade foi de 51,4%. Apds a morte de todos os
animais controle, ainda restavam 2,9% dos pré-expostos ao cadmio.

A comparacao entre os trés model os (Exponencial, Weibull e Lognormal) feita com
base em trés métodos gréficos diferentes, com o intuito de determinar o modelo mais
adequado aos dados, mostrou 0 modelo Weibull como o mais pertinente, pois este
apresentou o grafico que continha os pontos que mais se aproximaram da curva de Kaplan-
Meier dos dados estudados (FIG. 18).

Durante a redlizacdo dos experimentos com o cadmio foram observadas também
variagOes entre as replicatas. Embora a proteina HSP70 tenha se mostrado mais elevada
nos animais expostos a 0,22 ppm seguidos pelos expostos a 0,33 e 0,15 ppm,
respectivamente, em algumas réplicas essa diferenca se mostrou mais discreta, inclusive
para o grupo controle, que em aguns experimentos apresentarou valores basais da proteina
HSP70 bastante elevados se comparados aos grupos pré-induzidos com os estimulos
estressores. Da mesma forma, em alguns grupos expostos a concentragdes mais baixas do
metal, que antes ndo haviam apresentado resposta expressiva da proteina HSP70, foi
observada uma expressdo maior da proteina, levando-nos a acreditar que existe uma
variacdo natural desta proteina na espécie de caramujos B. glabrata. Os testes estatisticos,
entretanto, confirmaram similaridades entre as replicatas experimentais em um nivel de
significancia de 5%.

Levando-se em conta que 0s niveis basais de expressdo da HSP70 em
B. glabrata ndo sdo conhecidos, foi feita a avaliacdo individual da HSP70. Conforme
observado nas FIG. 26, 27, 28 e 29 a exposi¢ao aos agentes agressores selecionados para a
inducé&o da HSP70 (calor de 33 °C e cloreto de cadmio a 0,22 ppm), ocasionou respostas
diferentes nos individuos, com maior inducdo em alguns e quase nenhuma inducdo em
outros; nestes, 0s nivels eram comparaveis aos dos grupos controles. Mesmo dentro do
grupo controle negativo, foi observado que alguns individuos apresentavam um nivel
consideravelmente alto do que se imagina ser a forma constitutiva da proteina HSP70
(FIG. 30e31).

Com base em tais observagoes, ficou estabel ecido neste trabalho que um minimo de

10 animais deveria ser analisado como um pool por grupo experimental, visando
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homogeneizar as respostas para as condigdes testadas, e minimizar erros de interpretacéo
dos resultados. Acreditamos que a variagdo que observamos nos experimentos de indugéo
da proteina HSP70 pelo cadmio foi devido a andlise da proteina em pool de 5 animais, 0
que ndo seria suficiente para uniformizar a variagdo natural desta proteina na espécie
B. glabrata. Regoli et al. (2006), na discussdo de seu trabalho com moluscos terrestres
também assinalou a importancia de andlises replicadas, em pool de animais, contudo para
estes autores a andlise de 5 réplicas de pelo menos 4 animais cada uma seria suficiente para
evitar interpretacdoes errbneas dos dados experimentais.

Ha que ser levado em consideracdo ainda, que afamilia HSP, como proteina ubiqua
que &, estd presente naturalmente na céula tanto na forma constitutiva como na forma
induzida, mantendo o funcionamento celular. Embora sgja uma familia bem conservada
filogeneticamente e responsiva a uma grande variedade de estimulos, as diversas isoformas
da proteina nem sempre sdo bem distinguidas em um Unico experimento, o que depende da
metodologia empregada e dos marcadores escolhidos, principalmente quando se trata de
anticorpos, como bem colocado por Jackson et a. (2011) na discusséo de seu trabalho com
ostras C. virginica e C. gigas, onde observaram que a deteccéo de todas as isoformas da
proteina HSP70 presentes em um organismo pode se mostrar varidvel conforme o
anticorpo utilizado. Os autores comparando seus resultados com outros trabalhos
apontaram para as discrepancias observadas entre os resultados da inducdo da proteina
HSP70 em ostras C. virginica e C. gigas nos trabalhos que utilizaram outro clone do
anticorpo, embora do mesmo fabricante.

Nem todos os anticorpos comerciamente disponiveis oferecem uma distingdo
precisa entre as diversas isoformas da HSP70, e neste trabalho o anticorpo priméario
utilizado para identificacdo da proteina no caramujo foi um anticorpo policlonal, que
embora reconheca a por¢éo conservada filogeneticamente da proteina HSP70, pode néo
diferenciar muito bem a porcéo constitutiva dainduzida.

Isso nos leva a deduzir duas hipéteses para a expressdo aumentada da proteina
encontrada em alguns dos nossos experimentos. talvez esses niveis elevados sgjam uma
expressao basal da isoforma constitutiva, que nesta espécie sgja naturamente elevada, o
que ndo se relacionaria com a indugdo desta proteina por estimulos agressores. Fato este
gue poderia ser elucidado com o desenvolvimento de um anticorpo especifico para
reconhecimento da porcéo induzida da proteina HSP70 em B. glabrata, tal como fez

Kalosaka et al.(2009) em seu estudo com o inseto Ceratitis capitata. Outra explicacdo seria
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a inexisténcia da por¢do induzida da proteina HSP70 no caramujo, sendo uma mesma
proteina com funcdo constitutiva e de resposta a agressoes.

Tedengren et al. (2000) também observaram discrepancias em seus experimentos
em relacdo ao anticorpo. Este grupo utilizou anticorpo policlonal de vertebrado para
estudar a proteina HSP70 da branquia de moluscos M. edulis com base nos achados de
outros autores que o aumento da HSP70 foi maior neste tecido do molusco que em outros.
Embora este anticorpo sgja sabidamente reativo ndo apenas para a HSP70 em varias
isoformas, como também para a HSP9O0, os autores encontraram apenas uma isoforma de
HSP70 indutivel no Western blot.

Lee et a. (2006) por outro lado observaram um fendémeno diferente com larvas de
Chironomus tentans: em relacdo a exposicdo ao cadmio, a isoforma indutivel apresentou
nivels mais elevados, embora também tenha sido observada uma resposta dose-dependente
na isoforma constitutiva. Tanto a HSP70 quanto a HSC70 foram induzidas em resposta a
estressores ambiental s neste organismo.

Webb & Gagnon (2009) observaram diferencas na resposta da HSP70 entre os
tecidos e entre os individuos de peixes Acanthopagrus butcheri coletados de ambientes
estuarinos com alta variabilidade de poluentes. Os autores concluiram que, devido a essa
grande intervariabilidade tecidual e individual, o ensaio com a proteina deveria ser
complementado com os resultados de alterages em outros biomarcadores.

De fato, a proteina HSP70 ndo tem especificidade para nenhum agente agressor,
como jafoi pontuado por Mukhopadhyay et a. (2003) e Lee et al. (2006). Isso, entretanto,
ndo invalida sua aplicabilidade em um screening inicial de possiveis efeitos decorrentes de
uma exposicdo ambiental a agentes agressores, dando subsidios para estudos mais
aprofundados e direcionados para marcadores especificos de interesse, conforme cada caso
investigado.

Qualquer organismo que apresente boa correlagdo entre a indugdo de proteinas
HSPs e estimulos do ambiente pode representar um potencia bioindicador para estudos
ambientais, visto a funcdo das proteinas HSPs na resposta de protecdo do organismo,
servindo como marcador de danos fisiol 6gicos.

Os experimentos da curva de resposta correlacionada ao tempo de exposi¢éo neste
trabalho (FIG. 32 e 33) apontaram para um pico de inducdo da proteina HSP70 pelo calor
apos 48 horas de exposicdo a 33 °C; enquanto que o cloreto de cadmio apresentou o pico

de inducéo a partir de 96 horas ap0s a exposicdo a0 metal, embora ndo sgja possivel
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afirmar este como 0 momento exato de maior inducéo da proteina durante uma exposi ¢ao
prolongada ao metal, visto que o experimento ndo foi continuado além das 96 horas.

Os resultados da curva tempo-resposta nesse trabalho, de certo modo, néo
surpreenderam visto que se esperava que o0 pico de inducéo pelo calor aparecesse mais
precocemente que pela inducdo pelo cadmio, considerando que este Ultimo sofre absorgdo
e transformacgfes quimicas no organismo, antes de ser bioacumulado pelo molusco.

Visto que ndo havia referéncias anteriores sobre as temperaturas subletais e tempo
de exposicao ao calor para 0 molusco B. glabrata, e do mesmo modo a literatura carecia de
informacBes sobre os efeitos subletais do cadmio neste animal, o esquema experimenta de
exposi¢cdo durante 120 horas ao calor e 96 horas ao cloreto de cadmio teve o proposito de
garantir que houvesse tempo suficiente para que esses estimulos interagissem com o0
caramujo, induzindo resposta de defesa, o que inclui inducéo da proteina HSP70.

Embora sgja sabido que a indugdo de termotolerancia ndo sgja um efeito exclusivo
do calor, com inducdo de HSPs (Carretero et al., 1991; Boutibonnes et a., 1992), neste
trabalho os melhores resultados foram observados com este estimulo.

Concordando com outros autores (Abd Allah, et a., 1997; Aisemberg et al., 2005;
Ansaldo et a., 2006), nosso estudo também aponta para a potencia utilizagdo do caramujo
B. glabrata como bioindicador de contaminagcdo ambiental aquética, em particular para
metais (Ansaldo et al., 2009).

Outros autores ja haviam apontado para o potencial deste molusco no
monitoramento ambietal: Aisemberg et al. (2005) comparando a resposta enzimatica e de
acumulacdo de metal na exposi¢cao ao chumbo entre o caramujo B. glabrata e o poliqueta
Lumbriculus variegatus, concluiu que o caramujo se mostrou melhor modelo para estudos
de contaminac@o ambiental pelo metal; enquanto que Kristoff et al. (2006) utilizando os
mesmos organismos para estudar o efeito de pesticidas organofosforados observou este
poliqueta mais responsivo, inclusive com recuperacdo mais rdpida e acentuada que o
molusco (2006).

Aisemberg et a. (2005) e Kristoff et a. (2006) descreveram um tempo longo de
recuperacdo dos efeitos de agentes agressores (entre 5-11 dias) apresentado pelo caramujo
B. glabrata quando exposto a metal e inseticida. Acreditamos que em relagdo ao cadmio o
caramujo também necessitaria de um tempo prolongado para recuperacdo dos efeitos,
embora segja dificil precisar este tempo. Para 0 calor imaginamos que este tempo seria
menor em relacdo ao cadmio. Um dos objetivos iniciais deste trabalho era determinar a

cronologia de recuperacdo dos niveis basais da proteina HSP70, que daria um indicativo da
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recuperacdo do caramujo em relacdo aos efeitos do metal e do calor, entretanto ndo foi
possivel redlizar este experimento até o prazo final datese.

O monitoramento com o caramujo ganha importancia considerando que este animal
se mostrou sensivel a metais em concentragdes abaixo dos limites permidos em legislacéo,
e gque os caramujos pulmonados habitam regides litoraneas, que normamente sdo as mais
expostas a contaminacdo, como bem colocado por Abd Allah et a. (2003).

Os resultados apresentados neste trabalho representam um ponto de partida para o
estudo da proteina HSP70 em caramujos B. glabrata. Contudo, os dados obtidos mostram
limitagbes na metodologia de Western blot para a padronizagdo desta molécula como
biomarcador de estresse ambiental neste caramujo.

A investigacdo com novas metodologias, que fornecam outras informacdes sobre a
resposta das HSPs deste molusco frente a estresses ambientais, sera de grande valia no
campo da ecotoxicologia. Uma das nossas sugestdes é a andlise da indugdo da proteina por
meio de estudos da transcrigdo do mRNA utilizando a técnica de PCR em tempo redl.

Também acreditamos que a producdo de um anticorpo especifico para a proteina
HSP70 do caramujo B. glabrata favoreceria um melhor reconhecimento de sua porcéo
indutivel, possibilitando, inclusive, a aplicagdo de ensaios mais quantitativos como o
ELISA.

Outra metodologia que acreditamos ser de grande valia é a andlise protedmica do
caramujo, correlacionando todas as proteinas responsivas aos diferentes estimulos. Esse
estudo possibilitaria, além da investigacdo da resposta da proteina HSP70 aos estimulos
agressores, a construcdo de um panorama de todas as demais proteinas ateradas no
processo, sgja por indugdo ou por inibi¢do, por meio da comparacdo entre o grupo controle
€ 0 grupo exposto.

A utilizacBo de aminoacidos marcados constitui outra alternativa para a
identificagdo de proteinas recém sintetizadas ap0s um estresse ambiental, o que permitiria
monitorar as proteinas que seriam produzidas apos a exposi¢ao do animal.

Uma vez definida a melhor metodologia de andlise da proteina HSP70 neste
organismo, a investigacdo de uma ampla variedade de estimulos, de diferentes classes
(quimicos, fisicos e bioldgicos) faz-se necessaria para 0 conhecimento mais profundo do
comportamento da proteina no caramujo, e sua aplicagdo rotineira como biomarcador de
estresses ambientais. Este € um procedimento padrdo no estabelecimento de

biomarcadores, como pode ser visto em citagcdes de outros autores (p. ex.: Lee et a., 2006).
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Esta varredura da resposta do molusco B. glabrata a diversos estimulos permitiria o seu
maior conhecimento e padronizagdo como bioindicador.
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7 CONCLUSOES

- A pré-exposicao do caramujo B. glabrata a estimulos subletais é capaz de induzir

resisténcia a estimul os norma mente letais para a espécie;

- A proteina HSP70 parece estar correlacionada com o aumento nesta resisténcia

dos caramujos aos agentes | etais, apds pré-exposicdo a estimulos subletais;

- A proteina HSP70 parece ndo ser o Unico fator envolvido no processo de

resisténcia do molusco nos fendmenos de termotol erancia e tolerancia cruzada;

- A proteina HSP70 acanca seu pico de inducdo no caramujo B. glabrata apos

48 horas de exposi¢ao ao calor e ndo antes de 96 horas de exposi¢ao ao CdCly;

- A glandula digestiva € o melhor tecido para estudos da resposta da proteina
HSP70 ao calor e ao cadmio em caramujos B. glabrata;

- A proteina HSP70 apresenta-se como um potencial biomarcador para estresse

ambiental .
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