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ESTUDO DA RESPOSTA DO CARAMUJO BIOMPHALARIA

GLABRATA (SAY, 1818) FRENTE A ESTÍMULOS AMBIENTAIS

ESTRESSORES, COM ENFOQUE NA PROTEÍNA HSP70

Rebeca da Silva Cantinha

RESUMO

Moluscos têm sido empregados como bioindicadores em estudos de contaminação
ambiental. Nesse contexto, o caramujo de água doce Biomphalaria glabrata tem sido
avaliado como um bom modelo laboratorial, e estudos prévios apontaram sua aplicação na
pesquisa ambiental. A proteína HSP70 é uma molécula de 70 kDa, pertencente a uma
família de proteínas com papel na manutenção da homeostase dos seres vivos: as proteínas
de choque térmico (HSPs); e vem sendo estudada como potencial biomarcador de dano
ambiental, indicando estresse e protegendo os organismos dos danos às proteínas. Neste
trabalho, foi caracterizada a proteína HSP70 de B. glabrata pelo Western blot, com o
objetivo de seu emprego em aplicações ambientais futuras. Para isso, caramujos de 5-6
meses de idade, com diâmetro de concha de 14,4 (±1,7) mm, foram expostos ao calor e ao
cloreto de cádmio (CdCl2) a fim de se verificar a resposta desta proteína frente a esses
estresses. Os animais foram dissecados para investigação da indução da HSP70. As
proteínas foram extraídas dos tecidos com tampão RIPA, separadas em eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida, transferidas para uma membrana de nitrocelulose e
detectadas com anticorpo específico para HSP70. A CL50/96h foi determinada como sendo
0,34 (0,30-0,37) ppm para o CdCl2 e serviu de referência para os experimentos de indução
da proteína. Foi observado que a exposição a temperaturas subletais aumentou a resistência
dos caramujos à temperatura letal de 42 °C. Exposições prévias ao calor de 33 °C e ao
CdCl2 a 0,22 ppm aumentou a sobrevivência dos caramujos B. glabrata à concentração
letal de CdCl2 (0,7 ppm) e à temperatura letal (42 °C), respectivamente. Os achados do
Western blot apontaram para um possível papel da HSP70 nesse processo. Os resultados
mostraram relação entre a proteína HSP70 e o aumento na sobrevivência aos estímulos
letais após prévia exposição a estresses moderados. O Western blot mostrou uma indução
da HSP70 nos grupos pré-expostos, se comparados aos grupos controles. A glândula
digestiva foi o tecido mais responsivo, no que concerne à indução da proteína HSP70,
comparando com tecidos de cabeça/pé e ovoteste. Foi encontrado o pico de indução da
HSP70 nos caramujos B. glabrata após 48 horas de exposição ao calor de
33 °C, e após 96 horas de exposição ao CdCl2 a 0,22 ppm. Apesar do bem conhecido papel
da HSP70 na termotolerância e tolerância a outros agentes estressores nos organismos
vivos, esta foi a primeira vez que isto foi demonstrado no B. glabrata, oferecendo
subsídios para a sua aplicação em estudos de monitoramento ambiental. Os resultados
apresentados aqui abrem o caminho para estudos futuros dessa proteína no molusco, e
fornecem mais bases para o conhecimento do B. glabrata.
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STUDY OF THE RESPONSE FROM THE SNAIL BIOMPHALARIA

GLABRATA (SAY, 1818) FACING STRESSOR ENVIRONMENTAL

STIMULI, WITH FOCUS ON 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 a molecule of 70 kDa from a family 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 (CdCl2) 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 CL50/96h was determined as 0,34 (0,30-0,37) ppm for
CdCl2 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 ºC. Previous sublethal exposure to heat at 33 °C and to CdCl2 at
0,22 ppm improved the survival of snails B. glabrata to a lethal concentration of CdCl2

(0,7 ppm) and to a lethal temperature (42 ºC), 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 ovotestis. An induction peak of HSP70 was found after
48 hours of exposure to heat at 33 °C, and after 96 hours of exposure to CdCl2 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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1 INTRODUÇÃO

Moluscos constituem o segundo filo de importância, depois dos artrópodes, em

número de espécies descritas (Ruppert et al., 2005). Recebem destaque também por sua

ampla distribuição ambiental (DeJong et al., 2001; Souza et al., 2001) e papel na dinâmica

humana como fonte de alimentação, hospedeiros de microrganismos patogênicos (Collins

et al., 2006), além de serem potenciais agentes de bioinvasões e bioincrustações (Pointier,

2001; Brugnoli et al., 2005). Esse filo tem sido bastante empregado na experimentação

científica, incluindo estudos de monitoramento ambiental (Frantsevich et al., 1995;

Fernandez et al., 2002; Regoli et al., 2006; Jara & Wiegand, 2008; Kimbrough et al.,

2008), ganhando interesse como bioindicadores de contaminação aquática (Salánki et al.,

2003; Oehlmann & Oehlmann, 2004; Rittschof & McClellan-Green, 2005; Franzellitti et

al., 2010).

O caramujo Biomphalaria glabrata (B. glabrata), um dos hospedeiros

intermediários no ciclo do Schistosoma mansoni (S. mansoni) no Brasil (Pessôa & Martins,

1988; Rey, 2011), é uma das espécies que vem ganhando destaque nas investigações

científicas no campo dos estudos ambientais. De fácil cultivo em laboratório, essa espécie

demonstrou elevada sensibilidade à toxicidade e mutagenicidade induzida pela presença de

elementos químicos, em condições experimentais (Verrengia Guerrero et al., 1997; Nakano

et al., 2003; Ansaldo et al., 2006; Estevam et al., 2006). Essa característica, aliada ao seu

fácil manuseio, o coloca na condição de bom modelo para biomonitoramento ambiental.

Diversos trabalhos investigaram também os efeitos da exposição do

B. glabrata a agentes físicos (Tallarico et al., 2004; Ruelas et al., 2006; Cantinha et al.,

2010), oferecendo mais embasamentos teóricos para o uso destes moluscos em protocolos

de monitoramento ambiental.

Novas técnicas para estudos já padronizados, assim como novas moléculas alvo,

têm 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 al., 2005; Ansaldo et al., 2006; Estevam et al., 2006;

Cochón et al., 2007; Ansaldo et al., 2009).

Entre as moléculas vitais, as proteínas vêm 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 importância para a manutenção da vida, considerando suas

inúmeras funções biológicas (sinalização, estruturação, enzimática, hormonal, defesa,

transporte, regulação, entre outras). Entre as proteínas, as chaperonas, responsáveis por

assegurar a correta conformação dos polipeptídeos, têm se destacado como biomarcadores

em estudos de monitoramento ambiental. Suas funções incluem: desenovelar proteínas

com acomodação inadequada, possibilitando novo enovelamento; conectar peptídeos;

renaturar peptídeos lesados; solubilizar agregados protéicos e transportar proteínas para

serem destruídas (Sanders, 1993; Gupta et al., 2010).

Uma das chaperonas mais conhecidas, a HSP70 tem sido estudada e seu emprego

proposto como um biomarcador de contaminação ambiental. Considerada a mais

conservada entre os diversos filos, também é a mais abundante e bem caracterizada. Foi

descrita em espécies de diferentes níveis evolutivos, como bactérias e humanos. Na célula

encontra-se presente em diferentes compartimentos (Sanders, 1993; Gupta et al., 2010;

Jackson et al., 2011).

Trabalhos demonstraram o potencial da HSP70 de moluscos como biomarcador no

monitoramento ambiental por meio de experimentos nos quais os animais foram expostos a

agentes químicos, físicos e biológicos, e observou-se uma indução da proteína, relacionada

com o estresse sofrido pelo animal (Tomanek & Sanford, 2003; Piano et al., 2004; David et

al., 2005; Cellura et al., 2006; Farcy, 2007).

O calor é conhecidamente o estímulo indutor de referência para as HSPs, embora

outros agentes tenham sido correlacionados com a indução destas proteínas. O cádmio, por

exemplo, é um poluente aquático muito freqüente em amostras ambientais, extremamente

tóxico, e também capaz de produzir radicais livres, e de interagir com o mecanismo de

transporte transmembrana. Sua interação com os grupamentos sulfidrila presentes nas

proteínas e seus mecanismos de redução do glutation aumentam os níveis de estresse

oxidativo, acumulando proteínas alteradas no organismo (Ansaldo et al., 2006; Bertin &

Averbeck, 2006). Trabalhos mostraram que este metal também é capaz de induzir a

proteína HSP70, inclusive em moluscos (Piano et al., 2004; Ivanina et al., 2009).

Considerando o panorama exposto, este trabalho apresenta o primeiro estudo da

proteína HSP70 em caramujos B. glabrata, com enfoque no monitoramento ambiental, e

agregará mais informações sobre o comportamento desta proteína no molusco, bem como

novos conhecimentos para a padronização deste animal como bioindicador de

contaminação ambiental.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Considerando o potencial de aplicação do caramujo B. glabrata em protocolos

experimentais, notadamente para estudos ambientais; e considerando, também, o interesse

pela proteína HSP70 no monitoramento ambiental, este trabalho objetiva estudar a resposta

do caramujo B. glabrata a estímulos ambientais de referência: o calor e o cádmio; e a

correlação desta resposta com a indução da proteína HSP70 neste organismo, investigada

por meio da técnica de Western blot.

2.2 Objetivos específicos

- Estudar a termotolerância do caramujo B. glabrata;

- Avaliar a indução da proteína HSP70 pelo calor no caramujo B. glabrata;

- Determinar a CL50/96h do cloreto de cádmio (CdCl2) para o caramujo B. glabrata;

- Averiguar se o cádmio induz a proteína HSP70 no caramujo B. glabrata;

- Analisar a existência de resistência cruzada entre o calor e o cádmio no caramujo

B. glabrata;

- Analisar se a indução da proteína HSP70 está envolvida na resistência cruzada calor-

cádmio/cádmio-calor neste caramujo;

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

exposto ao calor e ao cádmio.
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

Os moluscos formam o segundo maior filo do reino animal; constituído por

espécies amplamente distribuídas no ambiente, mostram-se excelentes no monitoramento

das áreas naturais (DeJong et al., 2001; Souza et al., 2001; Oehlmann & Oehlmann, 2004;

Kimbrough et al., 2008). Os gastrópodes constituem a classe mais abundante do filo, e

entre esses, o caramujo B. glabrata tem se destacado como objeto de estudo de efeitos de

agentes físicos (Okazaki et al., 1996; Tallarico et al., 2004; Ruelas et al., 2006; Grazeffe et

al., 2008; Cantinha et al., 2010) e químicos (Verrengia Guerrero et al., 1997; Nakano et al.,

2003; Aisemberg et al., 2005; Ansaldo et al., 2006; Kristoff et al., 2006; Cochón et al.,

2007; Ansaldo et al., 2009; Kristoff et al., 2010).

3.1 O B. glabrata

Este molusco de água doce, muito utilizado na experimentação científica, é um dos

hospedeiros intermediários do helminto S. mansoni, um parasita de grande importância em

partes da África, Américas do Sul e Central, e Caribe (DeJong et al., 2001; Souza et al.,

2001). Possuem esse nome devido à sua morfologia (Bis = dois; omphalos = umbigo;

glabrata = liso) constituída por uma depressão (umbigo) em cada lado da concha

(Paraense, 2008).

3.1.1 Descrição anatômica do B. glabrata

São indivíduos assimétricos, com concha espiralada, geralmente lisa, com 7 a

40 mm de diâmetro com função protetora, fortemente mineralizada, constituída em mais de

95% por carbonato de cálcio. Os sais de cálcio utilizados na elaboração da concha provêm

dos alimentos e ficam reservados na glândula digestiva sob a forma de fosfatos. Esses sais

são transportados pelo sangue até o manto e transformados em carbonatos pela ação 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 vísceras envolvidas pelo manto (FIG. 1).
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FIGURA 1. Caramujo Biomphalaria glabrata.

O manto é uma cavidade contínua com a água circundante, que abriga a maioria

dos órgãos do molusco. A superfície ventral do corpo dos moluscos é ocupada por um pé

muscular que adere e move o animal sobre superfícies de substratos firmes. Vários

músculos contraem-se puxando a concha em direção ao pé, e vice-versa. A maioria dos

moluscos quando ameaçada libera-se do substrato recolhendo o pé, juntamente com a

cabeça para dentro da concha (Barbosa et al., 1995; Ruppert et al., 2005).

A circulação desses animais é feita por meio do coração contido no pericárdio onde

circula a hemolinfa de cor vermelha devido à hemoglobina dissolvida, que contendo ferro,

permite a utilização do oxigênio dissolvido à baixa tensão. Formada também por um

plasma rico em água, cloreto de sódio e bicarbonato (por isso, tem reação alcalina)

(Ruppert et al., 2005; Paraense, 2008; Rey, 2011; Neves, 2011). Nos moluscos gastrópodes

os hemócitos (células de defesa), associados com fatores humorais da hemolinfa,

representam os elementos fundamentais de defesa do molusco contra patógenos,

especialmente o S. mansoni (Vasquez & Sullivan, 2001; Azevedo et al., 2004).

A respiração é predominantemente atmosférica, embora sejam capazes de absorver

o oxigênio à baixa tensão, retirando-o da água através do tegumento. O manto possui uma

cavidade com função secundária de pulmão, sendo utilizado quando o conteúdo de

oxigênio na água cai significativamente, e o animal sobe à superfície da água para respirar,

por meio da flutuação ou atravessando entre objetos submersos, renovando seu conteúdo

pulmonar. A hematose ocorre na rede vascular da parede pulmonar, de onde o sangue flui

para o coração (Ruppert et al., 2005; Brasil, 2007; Paraense, 2008; Rey, 2011; Neves,

2011).
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A excreção é realizada pelo rim, no qual é observada uma prega mucosa, saliente e

pigmentada, denominada crista renal que é característica para essa espécie de

Biomphalaria (Brasil, 2007; Paraense, 2008; Rey, 2011; Neves, 2011).

O sistema nervoso é cefalizado e bem desenvolvido, formado por pares de gânglios

que formam um anel em torno do esôfago, logo atrás do saco bucal. O sistema nervoso

autônomo é constituído por vários gânglios. Possui órgãos dos sentidos que englobam um

par de olhos, situados na base dos tentáculos; um receptor olfativo, um par de órgãos do

equilíbrio e orientação 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 é completo com boca, cavidade bucal, faringe,

esôfago, estômago, intestino, ceco, reto e ânus. No interior do saco bucal encontra-se a

rádula, usada pelos moluscos para raspar substratos duros e remover algas e organismos

microscópicos e detritos (Paraense, 1970; Pessoa & Martins, 1988; Ruppert et al., 2005;

Paraense, 2008).

Nos moluscos em geral, um ou mais pares de glândulas salivares secretam muco

para dentro da cavidade bucal, este muco mistura-se com as partículas ingeridas pelo

animal e forma o cordão mucoso que pode ser movimentado pelos cílios em direção ao

esôfago e estômago. O esôfago, bastante longo, conduz os alimentos até um musculoso

estômago, que se comunica com a glândula digestiva, um órgão localizado na região

pilórica do estômago, onde são produzidas numerosas enzimas digestivas pelas células

constituintes de seu epitélio, que também se encarrega da absorção, acúmulo de reservas

nutritivas e excreção (FIG. 2) (Pessoa & Martins, 1988; Ruppert et al., 2005; Rey, 2011).

No caso de contaminações ambientais por metais, estudos indicam a glândula digestiva

como órgão 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
glândulas anexas; B. Porção terminal do reto e região anal; C. Dentes da rádula; D.
Mandíbula; an. Ânus; c. Dente central; cr. Crista retal; es. Esôfago; gd. Glândula
digestiva; gs. Glândula salivar; i. Dente intermediário; ia. Intestino anterior; im.
Intestino médio; ip. Intestino posterior; l. Dente lateral; m. Dente marginal; ma:
Mandíbula; mc. Músculo columelar; mo. Moela; pa. Papo; pb. Pseudobrânquia; pl.
Piloro; re. Reto; sb. Saco bucal; sn. Sistema nervoso central (adaptado de Paraense,
1970).

Os resíduos da digestão são evacuados pelo intestino, longo e enrolado, que não

participa da digestão, sua função é modificar e armazenar pelotas fecais, e reabsorver a

água. O ânus encontra-se dorsalmente à região do manto, no curso da corrente exalante,

onde as pelotas fecais podem ser expelidas sem o risco de se precipitar e sedimentar sobre

as brânquias (Pessoa & Martins, 1988; Ruppert et al., 2005; Rey, 2011).

Como todos os moluscos pulmonados, o caramujo B. glabrata é hermafrodita,

capaz de se reproduzir por auto-fecundação, embora prefira a reprodução cruzada com

outro indivíduo, onde um atua como macho e outro como fêmea. As vias masculinas e

femininas são separadas, embora exista um órgão hermafrodita, o ovoteste, onde se

desenvolvem as células reprodutoras femininas e masculinas (Paraense, 2008). Essa é uma

das razões pelas quais esses animais são práticos para a experimentação, considerando que
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não existem interferentes relacionados ao gênero da espécie (Münzinger, 1987; Nakano et

al., 2003).

A organização anatômica do caramujo B. glabrata pode ser visualizada no esquema

da Figura 3.

FIGURA 3. Parte mole do Biomphalaria glabrata, vista do lado esquerdo, com o
manto parcialmente levantado. (an. Ânus; c. Cabeça; cl. Crista dorsolateral; cm.
Colar do manto; cp. Cavidade pulmonar; ct. Crista retal; et. Estômago; ga. Glândula
do albúmen; gd. Glândula digestiva; ia. Intestino anterior; im. Intestino médio; ip.
Instestino posterior; mc. Músculo columelar; mf. Mufla; ms. Massa cefalopodal;
om. Orifício genital masculino; ot. Ovoteste; p. Pé; pn. Pneumóstoma; ps.
Pseudobrânquia; rt. Reto; te. Tentáculo; tr. Tubo renal; vp. Veia pulmonar; vr. Veia
renal). (Adaptado de Barbosa, 1995 e Neves, 2011)

3.1.2 Descrição ambiental e comportamental do B. glabrata

Em laboratório esses moluscos podem alcançar mais de 2 anos de vida, embora

normalmente vivam por cerca de 14-15 meses. Na natureza, os moluscos planorbídeos são
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encontrados em regiões geográficas diferentes, com altitudes e temperaturas variáveis

(Pessoa & Martins, 1988; Rey, 2011; Neves, 2011).

São capazes de viver em criadouros com condições bastante variáveis de pH,

concentração de matéria orgânica e sais. Têm preferência por água parada ou pouco

corrente, não contaminada (Münzinger, 1987; Pessoa & Martins, 1988; Neves, 2011).

O caramujo B. glabrata é fototrópico, alimentando-se predominantemente de

vegetais. Em laboratório consomem folhas de couve, alface, agrião ou cenoura fatiada

(Pessoa & Martins, 1988; Neves, 2011). Foi observado que animais letalmente irradiados

ou expostos a concentrações letais de metais tóxicos diminuem ou cessam a alimentação

antes da morte (Abd Allah et al., 2003; Ruelas et al., 2006).

Este animal não suporta temperaturas elevadas por muito tempo, refazendo-se do

calor excessivo durante a noite em decorrência do abaixamento da temperatura,

sobrevivem em torno de 4 horas a 40 °C e no máximo 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 começar sua oviparidade com 5 a 7 semanas de vida

As desovas são feitas em intervalos regulares, geralmente à noite, com emissão de um

número variado de ovos (Perlowagora-Szumlewicz, 1966; Pessôa & Martins, 1988;

Okazaki et al., 1996). A oviparidade sofre influência de fatores ambientais como a

temperatura, turbidez da água, presença de substâncias tóxicas no ambiente, ou mesmo

parasitismo do molusco pelo S. mansoni (Pessoa & Martins, 1988).

Segundo Perlowagora-Szumlewicz (1966) o amadurecimento sexual da espécie

B. glabrata pode ser analisado pelas primeiras oviposições, bem como pela viabilidade das

desovas. Ao chegarem à idade de 14 a 15 meses de vida os espécimes alcançam seu

comprimento máximo, juntamente com a perda ou diminuição considerável de sua

capacidade reprodutiva.

3.1.3 O B. glabrata em estudos ambientais

Pesquisas têm objetivado estabelecer o caramujo B. glabrata como bioindicador,

alguns trabalhos, inclusive, já padronizaram testes de mutagenicidade e genotoxicidade

nesta espécie, o que fornece maiores conhecimentos para sua aplicação em estudos

ambientais (Nakano et al., 2003; Tallarico et al., 2004; Estevam

et al., 2006; Grazeffe et al., 2008). Alguns marcadores biológicos como enzimas e
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carboidratos; e funções biológicas como sobrevivência e reprodução, também já foram

estudados neste caramujo frente a agentes estressores, com resultados de interesse para

aplicações ambientais (Oliveira-Filho et al., 2004; Aisemberg et al., 2005; Ansaldo et al.,

2006; Ansaldo et al., 2009).

Os primeiros estudos dos efeitos de compostos químicos 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, 19641; Fujinami e Narabayashi, 1913 apud Komiya, 19642; Narabayashi, 1915

apud Komiya, 19643; Hoffman & Zakhary, 1953; Nolan et al., 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 não se mostrou muito efetivo no combate ao caramujo, com ação lenta sobre este

molusco; porém, com importante efeito sobre peixes e sapos, e nenhum efeito sobre a

vegetação aquática. O cobre, aliás, era um dos compostos químicos 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 o mecanismo de osmorregulação do caramujo,

acarretando acúmulo de água nos tecidos, com alterações histopatológicas importantes. O

cobre também interage com os mecanismos respiratórios do molusco, reduzindo a taxa de

respiração do animal. Entretanto, segundo esses autores, a toxicidade do cobre está

diretamente ligada a sua posição na molécula do composto, de tal maneira que em um

moluscicida ideal baseado no cobre, o metal deve estar suficientemente disponível para

1FUJINAMI , K. & NAKAMURA, D. Studies on the prevention and infection of Katayama Disease. Chugai
Iji Shinpo, (753), 1907-1027. 1911. (in Japanese) In: KOMIYA, Y. The prevention of Schistosomiasis
japonica. Tokyo: Meguro Parasitological Museum. p. 245-274. 1964.

2 FUJINAMI, K. & NARABAYASHI, H. The preventive measure of japanese schistosomiasis, particulary
the technic of mixing lime. Chugai Iji Shinpo, (796), 649-657; Hiroshima Eisei Iji Geppo, (174), 179-190.
1913. (in Japanese) In: KOMIYA, Y. The prevention of Schistosomiasis japonica. Tokyo: Meguro
Parasitological Museum. p. 245-274. 1964.

3 NARABAYASHI, H. The prevention of Japanese schistosomiasis, particulary the eradication of its
intermediate host by mixing lime in wate r. Chugai lji Shinpo, (855), 1381-1416; Hiroshima ljisieisei Geppo,
(206), 54-68; (207) , 98-107; (208), 151-160; (209), 191-196; (210), 232-239. 1915. (in Japanese). In:
KOMIYA, Y. The prevention of Schistosomiasis japonica. Tokyo: Meguro Parasitological Museum. p. 245-
274. 1964.
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permitir sua atividade biológica; porém, suficientemente protegido das interações com

outras moléculas, íons e colóides do meio aquático.

Essa diferença entre os efeitos do cobre quando em composições diferentes também

foi observada por Oliveira-Filho et al. (2004) ao testar a susceptibilidade de diversos

organismos de água doce a pesticidas baseados no cobre. Para o sulfato de cobre, que uma

forma bastante empregada deste metal na experimentação científica, o caramujo B.

glabrata mostrou-se mais resistente que as demais espécies testadas (alga Raphidocelis

subcapitata, microcrustáceo 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 o ambiente.

Uma mini-revisão de Ravera, em 1991, já apontava uma série de metais capazes de

interferir com a reprodução do caramujo. O autor agrupou os metais e suas respectivas

concentrações capazes de levar a zero a fecundidade do caramujo B. glabrata, são eles:

cádmio (50 ppb); mercúrio, vanádio e chumbo (500 ppb) e zinco (1ppm).

Abd Allah et al. (1997) avaliaram os efeitos do cádmio, chumbo e mercúrio sobre

caramujos B. glabrata parasitados pelo S. mansoni. Os metais reduziram a sobrevivência e

o crescimento do animal, sendo que as maiores interferências foram ocasionadas pela

exposição ao cádmio. A liberação das larvas do S. mansoni também foi afetada pela

exposição dos caramujos aos metais; entretanto, esse grupo não observou efeitos dos

metais sobre a reprodução do caramujo.

Em um trabalho posterior (2003), este mesmo grupo não observou novamente

efeitos dos metais sobre a reprodução do caramujo, nem sobre o comportamento, nas

concentrações de cádmio, chumbo e mercúrio testadas. Porém, foram observados efeitos

sobre o crescimento e sobrevivência, onde os metais tiveram efeitos depressores sobre

esses parâmetros. Testando os animais à exposição aos metais nas temperaturas de 17 e

28 °C, o grupo observou maiores efeitos de acúmulo dos metais nos animais expostos à

temperatura de 28 °C, embora o grupo não tenha sabido correlacionar o sinergismo entre o

efeito da temperatura e o efeito dos metais.

 Aisemberg et al. (2005) observaram que o chumbo também interfere com os níveis

da enzima alanina-desidrogenase no molusco B. glabrata, em níveis abaixo dos valores

máximos permitidos pela legislação brasileira (CONAMA, 2005). Estudando caramujos

pigmentados e albinos, os autores observaram inibição da atividade enzimática,

inversamente proporcional aos níveis de exposição e de bioacúmulo tecidual, sendo que

não foram observadas diferenças relacionadas à pigmentação do caramujo.
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Estevam et al. (2006) avaliaram, através do teste do letal dominante, os efeitos

ocasionados pelo herbicida ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Os efeitos mutagênicos

deste composto foram observados nas três concentrações testadas, com aumento

significante na freqüência de malformações letais na progênie dos caramujos albinos, que

foram cruzados com caramujos selvagens expostos ao herbicida. Esse teste já havia sido

padronizado anteriormente para esta espécie de moluscos por Nakano et al. (2003), por

meio de avaliação dos efeitos mutagênicos da mitomicina C e da ciclofosfamida em

progênies de caramujos B. glabrata albinos cruzados com caramujos selvagens expostos

aos quimioterápicos.

Cochón et al. (2007) investigaram a indução de estresse oxidativo pelo herbicida

paraquat, e também seu efeito sobre as poliaminas (putrescina, espermidina e espermina).

Os resultados mostraram aumento na peroxidação lipídica e diminuição da atividade da

enzima superóxido dismutase (SOD) no caramujo B. glabrata, enquanto que os níveis de

poliaminas permaneceram inalterados.

Em 1965 (b) Paulini e Camey já haviam descrito o potencial moluscicida do

paraquat, sendo que este apresentara no referido trabalho o benefício adicional de ser

absorvido por algas e folhas verdes de plantas aquáticas, permanecendo com seu efeito

moluscicida inalterado. Ainda como vantagem adicional o herbicida não mostrou

toxicidade para peixes, nas concentrações letais para os caramujos, e em concentrações

abaixo da considerada moluscicida este composto controla plantas aquáticas capazes de

interferir com o fluxo da água, especialmente para irrigação (p. ex.: elódea).

Ansaldo et al. (2006; 2009) analisando os efeitos do cádmio, chumbo e arsênico

sobre a reprodução e acúmulo de glicogênio no caramujo B. glabrata observaram

diminuição da fecundidade e fertilidade dos animais, com aumento no tempo de eclosão

dos ovos. Esses metais também interferiram com os níveis de glicogênio dos tecidos,

especialmente na região gonadal, o que pode explicar os efeitos sobre a reprodução do

animal, visto que o glicogênio é uma fonte de energia importante para o processo

reprodutivo (Manzoni & Schmitt, 2006), e, segundo os autores, o desvio de energia para

contornar os efeitos estressores dos metais levaria à diminuição das reservas energéticas

para manutenção das atividades reprodutivas.

Esses autores observaram que o cádmio e o chumbo têm bioacumulação maior na

glândula digestiva, enquanto que para o arsênico a região gonadal concentra os maiores

níveis do metal.
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Kristoff et al. (2006; 2010) verificaram inibição de enzimas colinesterase

ocasionada por pesticidas (azinfos-metil e carbaril) em caramujos B. glabrata. A redução

da atividade das enzimas ocorreu dentro de 24 horas de exposição aos agentes químicos,

alcançando o maior nível dentro de 48 horas. Nenhuma desordem de ordem locomotora foi

observada pela exposição dos caramujos ao pesticida, porém a recuperação dos níveis

basais encontrados em indivíduos não expostos foi relativamente delongada, com base em

outro modelo animal testado (o poliqueta Lumbriculus variegatus).

3.2 Contaminação e estresse ambiental aquático

O crescimento urbano e demográfico; assim como o desenvolvimento tecnológico,

embora representem um avanço das sociedades modernas e possibilidades de novas

descobertas, acarretam impactos ambientais severos e perigosos para a manutenção da vida

nos ecossistemas. O crescimento e desenvolvimento tecnológico aumentam a quantidade

de rejeitos domésticos, industriais e agrícolas lançados diariamente em corpos d’água,

originando uma contaminação incompatível com a manutenção da vida aquática. A

poluição dos ambientes aquáticos acaba trazendo prejuízos também para o homem, além

dos prejuízos econômicos que incorrem da degradação ambiental (Mukhopadhyay et al.,

2003; Alves & Uturbey, 2010; Paavola, 2011).

O controle da poluição aquática está diretamente relacionado com a proteção da

saúde, garantia de um meio ambiente ecologicamente equilibrado e melhoria na qualidade

de todas as formas de vida. Embora seja sabido que os efeitos do ambiente sobre a saúde

interagem com outros contribuintes como estilo de vida e fatores genéticos, os estressores

ambientais têm um peso considerável sobre a manutenção da vida (CONAMA, 2005; EEA,

2005).

Após a revolução industrial a capacidade humana de modificar o ambiente tornou-

se ampliada, especialmente com o lançamento de substâncias químicas em ecossistemas

aquáticos, terrestres e na atmosfera. Devido às diversas atividades antropogênicas,

milhares de substâncias nocivas são liberadas diariamente no ambiente. Nele essas

substâncias podem sofrer transporte e transformação, originando subprodutos deletérios

pra a manutenção da vida. Assim, os organismos ali presentes são constantemente

desafiados por eventos que causam estresses capazes de danificar estruturas celulares e

afetar a homeostase da célula (Amorim et al., 2003; Noyes et al., 2009; Gupta et al., 2010).
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Entre os poluentes liberados diariamente no ambiente destacam-se os resíduos de

fertilizantes, inseticidas e herbicidas utilizados na agricultura; rejeitos de esgoto e

processos industriais; compostos com atuação endócrina, tais como hormônios e

surfactantes; metais e metalóides; medicamentos; além de agentes tóxicos produzidos

acidentalmente como produtos gasosos, líquidos, particulados e sólidos decorrentes da

manipulação do lixo (EEA, 2005; Gupta, 2007).

O ressurgimento do programa nuclear pode ser apontado como outro fator que

aumenta a importância do monitoramento ambiental, pois além dos rejeitos gerados pelas

centrais nucleares, é sabido que a água de resfriamento dos reatores é retirada de coleções

hídricas presentes no local e devolvida em temperaturas acima do natural, ocasionando

variações ambientais para as formas de vida ali presentes. Outras atividades industriais

também utilizam água retirada do ambiente natural em processos de resfriamento,

contribuindo para desequilíbrios no ecossistema da região (Campos, 2007; State, 2007;

Beheshti, 2011; Safa, 2012).

Mesmo as hidrelétricas, que representam mais de 70% da produção de energia no

país, embora consideradas como uma alternativa relativamente limpa, também contribuem

para alterações ambientais, tendo participação no aquecimento global em decorrência da

decomposição da matéria orgânica submersa (Alves & Uturbey, 2010).

3.2.1 Moluscos como bioindicadores

O monitoramento dos ambientes impactados pela ação humana torna-se essencial

para manutenção da vida, a fim de detectar ameaças à sobrevivência das espécies e

alterações incompatíveis com as relações naturais nestes locais. Para isso, o

estabelecimento de organismos sentinela é uma estratégia relevante, considerando que

esses organismos estão naturalmente presentes no ambiente, servindo como sensores

naturais dos agravos acarretados pela poluição, 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 já foram estudados quanto à sua aplicabilidade como

bioindicadores; e alguns já estão estabelecidos em protocolos oficiais de monitoramento

ambiental aqui no Brasil (p. ex.: microcrustáceos, amfípodas, ouriços e peixes) (ABNT,

2004a; 2004b; 2006; 2007).
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Por sua ampla distribuição ambiental e interação com o meio em que vivem, os

moluscos aquáticos vêm ganhando cada vez mais interesse, e muitos são considerados

excelentes para experimentação e emprego como bioindicadores de contaminação aquática

(Fernandez et al., 2002; Rittschof & McClellan-Green, 2005; Gonzalez et al., 2009).

Em 1986, um amplo programa de monitoramento das águas costeiras dos Estados

Unidos foi realizado investigando os moluscos nativos da região. O Mussel Watch, como

foi denominado este programa, atestou os benefícios de empregar moluscos como

indicadores de contaminação ambiental (Kimbrough et al., 2008).

Frantsevich et al. (1995) também utilizaram moluscos aquáticos para analisar os

efeitos do acidente de Chernobyl, em relação à contaminação pelo 90Sr e 137Cs. A

concentração desses radionuclídeos em algumas amostras coletadas no reservatório de

Kiev durante o verão de 1986 ultrapassou 300 a 450 vezes os níveis de radioatividade

natural anteriores ao acidente. Praticamente todo o 90Sr presente nos moluscos estava

concentrado nas conchas, e, em comparação com moluscos terrestres, os espécimes

aquáticos apresentavam níveis de contaminação 3 a 4 vezes menor.

Fernandez et al. (2002) e Santos et al. (2002) analisando moluscos Thais

haemastoma e Buccinum undatum, respectivamente, verificaram o impacto da poluição de

ambientes aquáticos por compostos derivados orgânicos do estanho utilizados

principalmente como antiincrustantes em cascos de navios, embora sejam também

utilizados como acaricida e fungicida na agricultura.

Estes compostos são capazes de ocasionar desregulação endócrina que leva à

ocorrência de impossex, isto é, o desenvolvimento de caracteres sexuais masculinos em

fêmeas de moluscos gastrópodes, o que pode levar à esterilização e morte dos organismos

afetados. Santos et al.(2002) verificou ainda alterações enzimáticas nas fêmeas afetadas

pelo imposex. Os autores observaram redução da atividade da enzima P450 e aumento da

atividade da NADH citocromo C redutase.

Shaw et al. (2004) estudaram 12 pontos do mar Mediterrâneo, dos quais 3 não

foram considerados contaminados, 5 estavam medianamente contaminados e 4 foram

considerados contaminados. Os resultados mostraram interferências nos níveis da enzima

citocromo P450 na glândula digestiva de moluscos Mytilus galloprovincialis dos locais

contaminados. A proteína P4501A estava elevada nos organismos nestes locais, enquanto

que a proteína P4503A estava reduzida. Sabe-se que a primeira está envolvida na

biotransformação de contaminantes orgânicos (ex. PAHs e PCBs), enquanto que esta

última tem sido relatada como catalisadora na hidroxilação de hormônios esteróides. O
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resultado encontrado pelo grupo denota uma provável poluição por contaminantes

orgânicos nestes locais.

E, como observado nas citações anteriores, o caramujo B. glabrata também foi

apontado por diversos autores como um potencial bioindicador de contaminação

ambiental.

3.2.2 Biomarcadores

Quando submetido a condições de estresse, os organismos adotam estratégias para

se defender, como por exemplo, o aumento de enzimas detoxificantes e alterações

comportamentais, que nem sempre são suficientes para reverter os prejuízos decorrentes do

estímulo negativo. Essa capacidade que os seres vivos possuem para iniciar um grande

número de respostas adaptativas ao estresse é altamente conservada entre os diversos

táxons, e desempenha um papel central e obrigatório na resposta aos danos ambientais

(Rittschof & McClellan-Green, 2005; Gupta et al., 2010; Schreck, 2010).

É possível estimar quando um organismo está sob condições de estresse,

observando as tentativas de reverter a agressão por meio de alterações biológicas e

comportamentais. Dessas alterações, surgiu o termo biomarcador, definido por McCarty &

Munkittrick (1996) como sendo medidas da função biológica em níveis sub-orgânico,

fisiológico e comportamental, expressas após exposição do organismo a agentes

estressores. Os biomarcadores podem ser utilizados na prevenção, detecção precoce e

tratamento dos danos. A figura 4 esquematiza as possíveis rotas de manifestação dos

efeitos de um estressor ambiental (NAS/NRC, 1989; Amorim et al., 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 al., 2009).

Sistemas biológicos são considerados ferramentas sensíveis e promissoras para o

monitoramento de estresses ambientais. O monitoramento do impacto do ambiente sobre o

organismo vivo é de grande importância para prever e evitar os efeitos prejudiciais à

manutenção da espécie, e pode ser baseado em mudanças medidas em vários níveis de

complexidade nos seres vivos, como resumido na Figura 5 (NAS/NRC, 1989; Amorim et

al., 2003; Gonzalez et al., 2009).

FIGURA 5. Hierarquia dos níveis de complexidade dos sistemas vivos que sofrem
influência do ambiente (adaptado de Gonzalez et al., 2009).

Como demonstrado na figura 5 o nível do dano e a manifestação da resposta

também devem ser levados em consideração nos estudos com biomarcadores. Por

exemplo, lesões no DNA nem sempre implicam em distúrbios funcionais, podendo ocorrer

a recuperação do efeito lesivo antes que seja transcrito o produto final; assim, a

investigação dos prejuízos decorrentes da contaminação ambiental, se realizada em

moléculas mais diretamente envolvidas nas funções bioquímicas do organismo, pode ser

mais efetiva para determinar a ocorrência de danos fisiológicos (Azevedo & Chasin, 2003;

Ribeiro et al., 2003).
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As proteínas, por exemplo, sob condições fisiológicas são continuamente

ameaçadas por fatores externos desde os primeiros momentos de sua existência. Em uma

proteína nativa, os aminoácidos estão dispersos ao longo de sua cadeia polipeptídica, e

apenas após o dobramento da proteína eles começam a interagir se ligando uns aos outros,

determinando a estrutura conformacional da molécula proteica (Liberek et al., 2008).

A estrutura conformacional da proteína é essencial para que esta desempenhe suas

funções. As proteínas devem ter uma estabilidade estrutural grande o suficiente para evitar

que mudanças em sua conformação inativem sua capacidade funcional; entretanto, deve

haver um balanço entre a estabilidade e a flexibilidade conformacional da molécula, visto

que durante sua atuação as proteínas fazem ligações com outras estruturas presentes na

célula, o que requer uma flexibilidade para permitir uma alteração rápida e precisa em seu

arranjo estrutural, compatível com a interação (Somero, 1995; Somero, 2003).

A grande quantidade de moléculas trabalhando no meio celular, e as rápidas

mudanças do ambiente externo são capazes de interferir nos processos de dobramento das

cadeias polipeptídicas recém-sintetizadas e promover perda na conformação nativa da

proteína. Isto leva não apenas a depleção no número de proteínas funcionais no organismo,

mas também à agregação entre polipeptídeos (Liberek et al., 2008).

Quando estão sendo sintetizados, os peptídeos que constituem a proteína

encontram-se com suas cadeias laterais desprotegidas aumentando sua tendência de formar

agregados; Tartaglia et al. (2007) afirmaram que o nível de expressão gênica se mostra

inversamente correlacionado com as taxas de agregação de suas respectivas proteínas,

sugerindo que no ambiente celular as proteínas possuem uma margem de segurança muito

pequena em relação aos desequilíbrios fisiológicos que favorecem a agregação

polipeptídica.

Neste sentido, alguns grupos têm se dedicado a estudar as proteínas de choque

térmico (HSPs-heat shock proteins), também conhecidas como proteínas do estresse (SPs-

Stress Proteins).

3.2.2.1 As proteínas de choque térmico (HSPs)
As HSPs estão envolvidas na preservação do equilíbrio proteico do organismo,

reestruturando proteínas alteradas ou encaminhando as proteínas com danos irreversíveis

para serem eliminadas (Meyer & Silva, 1999; Piano et al., 2004; Farcy et al., 2007). Estas
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são chaperonas4, bem conservadas filogeneticamente, o que já oferece um indicativo do

seu importante papel nos processos fundamentais para a célula; cujas funções incluem,

entre outras: desenovelar proteínas com acomodação inadequada, possibilitando novo

enovelamento, conectar peptídeos, renaturar peptídeos lesados, solubilizar agregados

proteicos e transportar proteínas (Meyer & Silva, 1999; Bierkens, 2000; Kregel, 2002;

David et al., 2005).

Quando a agregação proteica forma estruturas danosas ao equilíbrio celular, cabe à

célula não apenas o processamento dos peptídeos agregados, mas principalmente assegurar

que quantidades suficientes das proteínas responsáveis por suas funções fisiológicas

estejam presentes. A célula pode processar os agregados proteicos de duas maneiras, seja

por meio da proteólise, originando um “pool” de aminoácidos que poderão ser utilizados

em novas sínteses proteicas, ou desagregando os peptídeos e reestruturando a proteína em

sua conformação nativa, tornando-a novamente funcional. Embora a célula possa utilizar

os dois processos, a desagregação é preferencial, visto que há menos gasto de energia

envolvido neste processo, e menos subprodutos para a célula administrar (Liberek et al.,

2008).

Por tais características, os estudos sugerem a aplicação dessas moléculas como

marcadores de contaminação ambiental (Sanders, 1993; Sanders & Martin, 1993;

Mukhopadhyay et al., 2003).

A primeira evidência destas proteínas foi observada por Ritossa em 1962, cujos

resultados foram complementados por suas novas observações em 1964. Suas pesquisas

constataram que pufes de cromossomos politênicos de glândula salivar de Drosophila

busckii foram ativados após exposição ao calor de 37 °C por 30 minutos, ao dinitrofenol, a

salicilatos, e também em resposta à anaerobiose, à azida sódica e ao dicumarol. Estes

resultados levaram aos primeiros indícios da existência das proteínas HSPs codificadas na

região ativada, o que foi posteriormente confirmado por Tissiéres et al. (1974) em glândula

salivar de drosófilas (Drosophila melanogaster) expostas ao calor, que resultou na síntese

de uma série de novas proteínas com massa molecular de 26 e 70 kDa, assim denominadas

proteínas de choque térmico ou proteínas de estresse.

3.2.2.1.1 A HSP70

4 Chaperonas são proteínas que asseguram a correta conformação de outros polipeptídeos in vivo, à medida
que eles emergem do ribossomo, mas que não são componentes dessas estruturas formadas (Borém & Vieira,
2005).
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A classe das HSPs é dividida em famílias, de acordo com suas seqüências de

aminoácidos e pesos moleculares, que podem variar desde proteínas grandes com mais de

100 kDa, até proteínas pequenas como a ubiquitina de 8 kDa (Moseley, 2000; Kregel,

2002; Gupta et al., 2010; Al-Whaibi, 2011).

 Entre as diversas famílias, a família das HSPs de 70 kDa é considerada a mais

conservada entre os diversos filos, com mais de 50% de homologia entre organismos tão

diferentes quanto o homem, a drosófila, o camundongo, a levedura e as bactérias

(Lindquist, 1986); também é a mais abundante e bem caracterizada, e, está envolvida nos

processos gerais de dobramento das proteínas celulares e quebra de agregados proteicos

(Sanders, 1993; Meyer & Silva, 1999; Lacoste et al., 2001; Gupta et al., 2010).

Sob condições de estresse, as HSPs da família 70 se associam, preferencialmente, a

complexos e organelas sensíveis a mudanças no ambiente celular como os pré-ribossomos,

os snRNPs e os ribossomos, desse modo, protegendo o processamento do RNA e a síntese

proteica, o que, por sua vez, permite aos tecidos críticos se recuperar de danos induzidos

pelo ambiente (Sanders, 1993; Gupta et al., 2010). Também é sabida sua localização

nuclear, citoplasmática e mitocondrial (Moseley, 2000); e Zahor et al. (2010) revelaram a

presença da proteína na região perinuclear, embora não dentro do núcleo.

A proteína HSP70 é regulada por fatores de transcrição (HSFs) presentes no citosol,

ligados à proteína, e mantidos em um estado inativo. Uma grande variedade de estímulos

pode ativar esses fatores de transcrição separando-os da proteína HSP. Os HSFs são

fosforilados por proteínas quinases e formam trímeros no citosol, capazes de entrar no

núcleo e se ligar aos elementos de choque térmico (HSE) na região promotora do gene

hsp70. O HSP70 mRNA é então transcrito e deixa o núcleo para o citosol, onde a HSP70

será sintetizada (FIG. 6) (Kregel, 2002; Amano et al., 2012).
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FIGURA 6. Sinais fisiológicos que ativam a expressão da HSP70 (adaptado de Kregel,
2002). (I/R: Isquemia/Reperfusão; ROS: Espécies reativas de oxigênio; RNS: Espécies
reativas de nitrogênio).

Quando os danos na proteína são tão intensos que a HSP70 não consegue restaurá-

la à sua conformação nativa, esta proteína danificada é carreada até os lisossomos onde

será digerida, sendo que a HSP70 funciona, também, como transportadora da molécula

comprometida (Powers & Workman, 2007).

A família HSP70 desfaz os agregados protéicos, transferindo os polipeptídeos para

uma proteína da família HSP100, onde serão desdobrados dentro de um canal central por

meio da hidrólise do ATP, e liberados para redobramento espontâneo ou por assistência de

outras chaperonas. Existe ainda a possibilidade que o sistema chaperona HSP70, além de

encaminhar o peptídeo para desdobramento pela HSP100, possua ainda um papel de

regulação do ciclo da ATPase durante o processamento do peptídeo na HSP100 (Liberek et

al., 2008; Al-Whaibi, 2011) (FIG. 7).
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FIGURA 7. Modelo do mecanismo de ação do sistema de chaperonas no processo de
desagregação dos polipeptídeos (Liberek et al., 2008).

A proteína HSP70 exerce suas funções em conjunto com muitos outros co-fatores,

entre eles HSPs de outras famílias (Moseley, 2000; Powers & Workman, 2007). Em

mamíferos, por exemplo, os polipeptídeos nascentes do ribossomo sofrem dobramento pela

HSP70 que é estimulada pela HSP40 como co-fator (Young et al., 2004).

Trabalhos relatam também o papel da HSP70 nos mecanismos de resposta imune

dos organismos (Moseley, 2000). Foi demonstrado em ratos que epítopos da HSP70 de

Plasmodium falciparum são reconhecidos por anticorpos, promovendo resposta imune

(Kumar & Zheng, 1998). Estudos sugerem também que a proteína HSP70 produzida pelo

parasita S. mansoni seja altamente imunogênica e interfira com vários mecanismos imunes

do hospedeiro intermediário B. glabrata. Alguns trabalhos sugerem que a proteína HSP70

no molusco sofre interferência dos produtos secretados pelo S. mansoni, o que evitaria o

reconhecimento e ataque do verme pelo sistema imune do caramujo B. glabrata (Ittiprasert

et al., 2009; Zahor, 2010); outros sugerem o oposto, que a proteína está envolvida com os

mecanismos imunes do molusco, estando presente em caramujos resistentes ao verme e

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

3.2.2.2 HSPs e o calor
A definição 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. Assim uma
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definição bastante pertinente de calor para esse trabalho é estabelecida por Holmstrup et al.

(2010) como sendo “a temperatura acima do limiar natural a que o organismo está

adaptado”.

O aquecimento foi um dos primeiros estímulos a partir do qual se observou indução

das HSPs, podendo ser considerado um controle positivo para os experimentos. Esse

agente físico é capaz de inativar pontes dissulfeto responsáveis por manter a estrutura

nativa das proteínas, e alguns trabalhos sugerem também que a exposição ao calor aumenta

a produção de radicais livres no meio, interferindo com as moléculas ali presentes

(Considine et al, 2007; Kim et al., 2007).

O calor altera a solubilidade das proteínas; em geral a solubilidade de uma proteína

é aumentada em temperaturas entre 40 e 50 °C; quando a temperatura é muito elevada,

durante um intervalo de tempo, a proteína é então desnaturada. O calor interfere com as

ligações não-covalentes (p. ex.: ligações iônicas, pontes de hidrogênio, interações

hidrofóbicas) envolvidas na estabilização da estrutura secundária e terciária da proteína.

Quando a estrutura secundária e terciária da proteína é desdobrada, os grupamentos

hidrofóbicos interagem reduzindo a ligação com a molécula de água. Interações

hidrofóbicas levam à agregação, seguida da coagulação e precipitação. A solubilidade de

proteínas desnaturadas é menor do que em seu estado nativo, e leva à agregação com uma

reversão mais difícil após o esfriamento (Pelegrine & Gasparetto, 2005).

O choque térmico em temperaturas letais foi referido como um indutor da transição

de permeabilidade mitocondrial, confirmado pela liberação de citocromo C (Samali et al.,

1999).

Os efeitos do calor que levam à morte do organismo são, freqüentemente, difíceis

de avaliar. Observou-se que o excesso de calor, além de desnaturar e coagular proteínas,

aumenta a viscosidade do protoplasma, o que é acompanhado pelo aparecimento de

vacúolos e liberação de cálcio dentro das células. Também foi sugerido que os complexos

de lipídios e proteínas ligados ao cálcio são rompidos pelo excesso de calor. O cálcio

liberado no meio celular tem a capacidade de interferir com a permeabilidade da

membrana plasmática e os sistemas membranosos celulares (Wood, 1973).

Em outros casos o calor interfere com a excreção dos produtos tóxicos originados

pelo metabolismo, que interfere com o pH do meio celular. Nos mamíferos a morte pelo

calor também parece estar relacionada com uma incapacidade para osmo-regulação; a

perda de água determina uma maior viscosidade no sangue, aumentando o esforço do

coração para bombeá-lo, resultando que o calor produzido pelo metabolismo não pode ser
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facilmente dissipado pela superfície corporal, além da redução nos níveis de oxigênio para

os tecidos, motivada pela viscosidade do sangue (Wood, 1973).

3.2.2.2.1 Termotolerância
A termotolerância pode ser definida como a capacidade que um choque térmico

subletal tem de induzir a resistência a uma exposição subsequente a uma temperatura

elevada, que de outro modo seria letal, sendo observada uma correlação positiva entre as

HSPs e esta resposta (Lindquist, 1986; Lindquist & Craig, 1988; Frankenberg et al., 2000).

Estudos nos quais uma pré-exposição a uma temperatura subletal, seguida por uma

exposição a uma temperatura elevada, resultaram em um incremento na sobrevivência dos

organismos a temperaturas letais. Essa abordagem foi realizada tanto em cultura de células

(Anderson et al., 1988; Samali et al., 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 al., 2009), plantas (Ahn, 2004; Amano et al.,

2012), equinodermos (Sconzo et al., 1986), microcrustáceos (Frankenberg et al., 2000),

rotíferos (Smith et al., 2012) e moluscos (Brun et al., 2009; Jackson et al, 2011). Os

trabalhos também mostram correlação da termotolerância com proteínas de choque

térmico, principalmente a HSP70.

Samali et al. (1999) observaram em seu estudo da termotolerância em cultura de

células Jurkat que as HSPs estão envolvidas também na proteção contra a destruição

celular, bloqueando a apoptose. Os autores sugerem as HSPs como um mecanismo

macromolecular de reparo celular e estratégia de defesa contra desafios subseqüentes.

Também é sabido que o calor pode desempenhar um papel no processo de

resistência cruzada, definida como o processo no qual a administração de um estresse

moderado protege a célula contra um estresse subseqüente que de outro modo seria letal.

Este fenômeno sugere que certos tipos de estresse têm processos celulares em comum

(Kim et al., 2007). Bond e Bradley (1995) verificaram o papel protetor da HSP70 no

microcrustáceo Daphnia magna, quando exposições prévias a temperaturas subletais (32 e

34 °C) proporcionaram maior proteção contra os efeitos tóxicos do inseticida malation.

Tedengren et al. (2000) analisando parâmetros fisiológicos como clearance,

consumo de oxigênio e crescimento mostraram que pré-exposição de moluscos Mytilus

edulis (M. edulis) a temperaturas elevadas aumentou sua tolerância ao cádmio. O pré-

aquecimento não apenas aumentou os níveis da HSP70, como também conferiu maior

resistência ao cádmio, visto que as taxas de filtração do animal se mantiveram inalteradas,
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e apenas pequenas alterações no crescimento foram observadas após exposição ao metal. O

trabalho indicou que uma pré-exposição a um fator de estresse aumenta a resposta

protetora a um estresse subseqüente. Analisando esses agentes separadamente, os autores

afirmaram que a temperatura foi mais impactante na produção de HSP70 do que o metal.

3.2.2.3 As HSPs no monitoramento ambiental (estudos em moluscos e outros filos)
Por seu papel na manutenção da homesostase proteica do organismo, e

considerando a importância das proteínas para as diversas funções fisiológicas, as proteínas

HSPs vêm sendo estudadas como um promissor biomarcador de estresse ambiental, seja

por agentes potencialmente poluentes, seja por estímulos naturais em condições fora dos

padrões normais de sobrevivência.

Visando à aplicação das HSPs na avaliação de estresse ambiental em moluscos,

diferentes estímulos já foram testados.

Lacoste et al. (2001) analisaram o efeito da sinalização neuroendócrina na indução

dos genes promotores da HSP70 em hemócitos de ostras Crassostrea gigas (C. gigas) e

abalones Haliotis tuberculata. Os achados do Western blot mostraram que a noradrenalina

e os receptores α-adrenérgicos estão relacionados com a indução genética e a síntese

protéica da HSP70, respectivamente.

Tomanek e Sanford (2003) analisaram o efeito das condições do habitat na

produção de HSP70 em moluscos do gênero Tegula, submetendo espécimes habitantes de

regiões de submaré à realocação para áreas de maré mais alta, onde os moluscos foram

submetidos a uma maior freqüência de ondas, e a uma maior temperatura conseqüente à

exposição solar. O Western blot comprovou a maior produção de proteínas HSP70 nesses

animais realocados para áreas de maré mais alta.

A primeira caracterização da resposta gênica de ostras C. gigas à exposição a

hidrocarbonetos foi realizada por Boutet et al. (2004), que observaram por RT-PCR e

ELISA a indução de várias proteínas envolvidas na detoxificação de hidrocarbonetos (Cyp,

citocromo b5, flavina monooxigenase, glutationa S-transferase) e na proteção contra o

estresse oxidativo (SOD), além da HSP70 cuja expressão foi duas vezes maior nos animais

expostos do que nos animais controle.

David et al. (2005) investigaram o efeito da hipóxia sobre a quantidade de proteínas

HSP70 de ostras C. gigas. Esses autores conseguiram observar, por meio do ELISA, uma

indução na expressão das proteínas em brânquias e glândula digestiva dos animais

submetidos à hipóxia.
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Cellura et al. (2006) constataram indução no gene hsp70 de Mytilus

galloprovincialis expostos a aumento de temperatura e injeção de bactérias Vibrio

anguillarum mortas pelo calor. Níveis significativos de indução da resposta proteica foram

observados através de PCR quantitativa após 3 horas da exposição ao calor e 12 horas após

injeção das bactérias.

Farcy et al. (2007) analisaram o efeito da radioatividade natural e das flutuações de

temperatura sobre a expressão 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 microscrustáceos Daphnia magna, os níveis de expressão das HSPs

apresentaram correlação negativa com as baixas temperaturas do ambiente onde os animais

foram coletados; entretanto, não foi possível realizar alguma correlação entre os níveis de

radioatividade e os níveis de expressão proteica analisados.

Brun et al. (2008) examinaram o efeito do estresse térmico na indução da HSP40 e

HSP70 em moluscos estuarinos Argopecten irradians e oceânicos Placopecten

magellanicus. Os resultados do ELISA e do Western blot demonstraram que depois de ser

submetido por 24 horas a uma variação de temperatura de 10 para

20 °C, o P. magellanicus apresentou resposta significativa de estímulo à produção de

ambas HSPs; o A. irradians, por outro lado, apresentou a mesma resposta após uma

variação de temperatura de 20 para 30 °C durante três horas. Esses autores também

encontraram estímulo à produção das duas HSPs em A. irradians, quando a temperatura

caiu de 20 para 3 °C durante três horas, ratificando os resultados de outros autores de que

as HSPs são induzidas sob estímulos tanto de aquecimento quanto de redução da

temperatura (Bradley & Ward, 1989; Farcy et al., 2007).

Fei e Feng (2008), por meio de Western blot, analisaram o efeito da hipóxia e da

suplementação com O2 sobre a HSP70 de caramujos Lymnaea stagnalis. Os resultados

mostraram indução da proteína nos animais submetidos apenas à hipóxia, e também nos

submetidos à suplementação com 80% de oxigênio. A suplementação de oxigênio a 40%

reduziu os níveis de HSP70 nos moluscos, se comparados aos níveis dos animais

suplementados com 80% de O2; embora, quando comparados aos animais controle, esses

níveis tenham se mostrado ainda significativamente altos.

Jara e Wiegand (2008) utilizaram o mexilhão-zebra Dreissena polymorpha como

indicador dos efeitos da renaturalização de uma área urbana de Berlim, previamente

utilizada como depósito de esgoto tratado. A análise por PCR quantitativa da expressão de

HSP70 nas brânquias dos moluscos implantados na área renaturalizada mostrou níveis
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elevados, se comparados aos moluscos do grupo controle mantido em laboratório.

Comparando com moluscos de uma área urbana próxima da área renaturalizada, não foram

observadas diferenças significativas nos níveis de expressão da HSP70. Os altos níveis de

organoclorados e metais encontrados nessas áreas justificam a indução de HSPs nos

moluscos.

Também já se observou que a exposição ao cádmio induziu a expressão da HSP70

em brânquia e glândula digestiva de ostras Ostrea edulis (O. edulis) (Piano et al., 2004) e

Crassostrea virginica (C. virginica) (Ivanina et al., 2009).

Todos estes trabalhos apresentados aumentam as evidências de que as HSPs de

moluscos são um excelente marcador de estresse decorrente de alterações ambientais.

Até o momento, segundo nosso conhecimento, o único trabalho estudando a HSP70

do B. glabrata analisou os efeitos da infecção pelo S. mansoni, onde foi demonstrado que o

parasita interfere com a HSP70 do caramujo, modificando a resposta imune. Entretanto,

nenhum trabalho foi realizado avaliando os efeitos de agressões ambientais sobre a

resposta da proteína neste molusco.

A primeira seqüência da proteína no caramujo B. glabrata foi relatada por Laursen

et al. (1997), que analisou a resposta de células embrionárias deste molusco frente a

exposições a temperaturas estressoras. As temperaturas subletais de 30, 37 e 43 °C por uma

hora produziram um padrão de peptídeos visualizados pela marcação com [35S]metionina.

As temperaturas de 30 e 43°C induziram um perfil similar de peptídeos; em 37 °C, além de

peptídeos com tamanho aproximado de 70 kDa, novos peptídeos de 74, 41 e 21,5 kDa

foram observados. O Nothern blot confirmou que a provável HSP70 não foi expressa

constitutivamente ou a baixos níveis na temperatura basal.

Os autores postulam que a identidade de 70% dos aminoácidos da HSP70 da célula

embrionária derivada do molusco B. glabrata com seu homólogo no S. mansoni, pode

fornecer mais uma molécula compartilhada por ambos os organismos, o que pode

contribuir para explicar o mecanismo utilizado pelo trematódeo para passar despercebido

pelo sistema de defesa do caramujo.

Os resultados encontrados com as HSPs respondendo a estímulos ambientais em

moluscos foram corroborados pela indução dessas proteínas em espécies de outros filos,

conforme esperado visto a conservação filogenética desta molécula. Nos parágrafos

seguintes foram selecionados alguns trabalhos demonstrando o papel das HSPs em

resposta aos estímulos ambientais em outras espécies diferentes dos moluscos.
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Estudos com peixes habitantes de regiões costeiras do Alasca correlacionaram a

presença de HSPs (60 e 70) com a exposição ao mercúrio, sendo este metal considerado

um poluente de grande relevância na região (Duffy et al., 1999; Scofield et al., 1999).

Embora não tenha sido observada uma correlação direta entre a concentração do metal e a

quantidade de HSPs presentes nos tecidos dos animais coletados do ambiente, os autores

observaram uma relação entre a HSP60 e a HSP70, onde a primeira mostrou-se sempre

mais elevada em relação à segunda.

Lee et al. (2006) observaram que a proteína HSP70 foi induzida por uma vasta

gama de estímulos agressores em larvas de Chironomus tentans. Tanto estímulos químicos:

metais tóxicos (cádmio, chumbo e cromo), inseticidas (organoclorado e organofosforado),

polímeros, herbicida, estrógeno sintético e hidrocarboneto policíclico aromático; como

estímulos físicos: aquecimento e hipóxia induziram tanto a porção indutível, como a

porção constitutiva desta família nos organismos.

Eder et al. (2009) observaram que os inseticidas clorpirifós e esfenvalerato foram

capazes de induzir HSP60, HSP70 e HSP90 em músculo e fígado de salmões jovens

(Oncorhynchus Tshawytscha). Em nematódeos (Caenorhabditis elegans), a cipermetrina

induziu HSP16 em concentrações subletais, a indução foi dependente da dose e

concentração do inseticida (Shashikumar & Rajini, 2010).

3.2.3 O papel ambiental e biológico do cádmio

Os metais têm se destacado entre os agentes químicos mais estudados em relação a

seus efeitos sobre o ambiente, visto que, embora naturalmente presentes na natureza, têm

sido excessivamente liberados em decorrência das aplicações pelo homem, especialmente

na indústria, que juntamente com a mineração, agricultura e processamento de

combustíveis fósseis constituem as principais fontes que liberam estes elementos para o

ambiente (Kimbrough et al., 2008).

Entre os metais, o cádmio tem recebido especial atenção como um poluente de

importância para o meio ambiente.

O cádmio é um metal flexível, maleável, dúctil de cor cinza prateada. Na natureza

existe na forma de 7 isótopos estáveis e um radioativo. Encontrado em minérios raros

como a esfalerita e a greenockita (FIG. 8), o cádmio é formado como um subproduto da

produção do zinco, cobre e chumbo. Na indústria é utilizado para fabricação de baterias,

revestimentos anti-corrosivos, semicondutores, corantes e pigmentos. A maior parte do
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cádmio chega à natureza por meio da mineração, fundição, combustão do carvão e

petróleo, e incineração de resíduos. É relativamente imóvel, com concentrações no solo

cerca de 80 vezes maiores do que na água intersticial (Joseph et al., 2007;

Joseph et al., 2009).

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

O cádmio está ranqueado como o 67° elemento em abundância entre os 90

elementos naturalmente presentes na terra. Grande quantidade deste metal é introduzida no

ambiente tanto por fontes naturais quanto por atividades antropogênicas; sendo que esta

última é 3 a 10 vezes mais eficaz para contribuir com a introdução do elemento no

ambiente que as fontes naturais. A atividade vulcânica, combustão de fósseis, incêndios

florestais e transporte pelo vento de partículas de solo contaminadas constituem as maiores

fontes naturais de introdução do cádmio no ambiente (Joseph et al., 2009).

No ciclo do combustível nuclear o cádmio é de grande importância como um dos

moderadores de nêutrons para controle da reação de fissão nuclear. Em decorrência disto,

pode ocorrer a formação de diversos isótopos, incluindo o 113mCd presente no combustível

nuclear queimado e nos resíduos associados à operação do reator e reprocessamento do

combustível, podendo chegar ao ambiente no ciclo de resfriamento do reator onde ocorre

interação da central nuclear com coleções hídricas. Traços de 113mCd estão presentes em

todo o mundo em decorrência dos vapores produzidos nos testes nucleares (Joseph et al.,

2007).
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Considerado um poluente extremamente tóxico, o cádmio e capaz de produzir

radicais livres, e de interagir com o mecanismo de transporte transmembrana através da

competição com íons Ca2+. Sua interação com os grupamentos sulfidrila presentes nas

proteínas e seus mecanismos de redução do glutation aumentam os níveis de estresse

oxidativo, acumulando proteínas alteradas no organismo em decorrência da produção de

radicais livres (Sanders & Martin, 1993; Wirth et al., 2002; Kim et al., 2005; Ansaldo et

al., 2006).

O cádmio é reconhecidamente um metal neurotóxico, que adentra o organismo pela

ingestão ou inalação, atuando na inibição do cálcio nos neurônios, afetando a transmissão

do impulso nervoso; também é nefrotóxico causando lesões no tecido tubular e glomerular

devido à proteinúria. No sistema hematológico, o cádmio interfere na absorção do ferro

pelas células do trato gastrintestinal, inibindo a síntese do heme. Devido à competição com

o cálcio, e aumento da excreção deste juntamente com o fosfato pelos rins, a intoxicação

pelo cádmio leva à desmineralização óssea e à osteomalácia, aumentando a probabilidade

de fraturas (ATSDR, 2004; Gupta, 2007; Bernard, 2008).

Segundo a IARC (International Agency for Research on Cancer), o cádmio é

considerado carcinogênico para humanos e animais. Trabalhos comprovam aumento na

incidência de câncer de pulmão em trabalhadores de indústrias de processamento desse

metal. Estudos com ratos também comprovaram aumento na incidência de leucemia,

tumores de intestino, pulmão, próstata e testículos nos animais (IARC, 1993).

Entretanto sabe-se que o cádmio não é fortemente genotóxico e não causa dano

direto no DNA, assim mecanismos como bloqueio da apoptose, alterações na sinalização

celular, expressão gênica aberrante, inibição do reparo no DNA e indução de estresse

oxidativo podem estar envolvidos na carcinogênese originada pela intoxicação por este

metal (Bernard, 2008; Joseph et al., 2009).

O cádmio interage no organismo alterando a integridade estrutural e funcional das

membranas celulares, aumentando sua permeabilidade e gerando radicais livres no meio,

onde se destaca a reação de Fenton, na qual o cádmio desloca íons cobre e ferro de vários

sítios intracelulares, que dissociados reagem com o peróxido de hidrogênio do meio,

formando o radical hidroxila, considerado extremamente tóxico para a célula. Além disso,

os produtos da decomposição lipídica podem ocasionar ligações cruzadas caóticas entre

proteínas e ácidos nucléicos, com importante papel na toxicidade induzida pelo cádmio

(Renugadevi & Prabu, 2010).

Na intoxicação pelo cádmio também se observa aumento nos níveis de proteínas
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carboniladas e decréscimo nos níveis dos tióis de proteínas, dois possíveis marcadores para

oxidação de proteínas induzida por radicais livres. Outro mecanismo de alterações

proteicas observado na intoxicação pelo cádmio é a interação do metal com grupamentos

(o que inclui outros metais) ou moléculas de importância para a atividade das proteínas,

especialmente enzimas. Em algumas situações os efeitos tóxicos do cádmio são tão

intensos que a ação dos antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos é tão requisitada

levando a inibição de sua atividade pela depleção dessas moléculas (Pena et al., 2007;

Renugadevi & Prabu, 2010).

Pena et al. (2007) mostraram que em contaminações com baixas concentrações de

cádmio a atividade do proteassoma 20S (uma protease compartimentalizada localizada no

núcleo e citoplasma dos eucariotos) é aumentada devido ao acúmulo moderado de

proteínas oxidadas no meio; ao contrário, em contaminações com alta concentração do

metal a atividade do porteassoma 20S é reduzida com concomitante acúmulo de proteínas

oxidadas e ubiquitinadas na célula.

Xuan et al. (2011) analisaram os efeitos da exposição do cádmio sobre caranguejos

Sinopotamon yangtsekiense. Os resultados mostraram alterações nos parâmetros medidos,

com aumento na mobilização de proteínas e carboidratos. Os efeitos deletérios foram

expressos após uma exposição longa (21 dias) às concentrações mais altas do metal (2,9

ppm). Os autores observaram decréscimo nos níveis de glicogênio, com transição do

mecanismo aeróbico do ciclo de Krebs para o mecanismo anaeróbico de glicólise,

necessário para o caranguejo reforçar a demanda energética durante a intoxicação pelo

cádmio, manifestada pela inibição na síntese de ATP e ineficiência no metabolismo

oxidativo mitocondrial. A deficiência na eliminação do lactato foi presumida como um dos

efeitos tóxicos do cádmio no caranguejo.

Uma das alternativas para atender a demanda energética é a utilização de proteínas.

Visto que os caranguejos possuem quantidade limitada de carboidratos, o aumento da

atividade de proteases no músculo e hepatopâncreas foi outro efeito observado por esse

grupo. Com o passar do tempo, no entanto, a síntese de proteínas detoxificadoras foi maior

que a quebra de proteínas no hepatopâncreas.

Outros trabalhos previamente citados mostraram a interferência do cádmio com os

mecanismos fisiológicos dos organismos, desencadeando outras alterações no que

concerne à manutenção da vida, como por exemplo: alterações na sobrevivência,

fecundidade e fertilidade, depleção energética, inibição do crescimento, diminuição da

sobrevivência, entre outros (Ravera, 1991; Abd Allah et al.,1997; Abd Allah et al., 2003;
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Piano et al., 2004; Ansaldo et al., 2006; Lee et al., 2006; Ansaldo et al., 2009, Ivanina et

al., 2009).

Muitos estudos foram realizados no intuito de investigar as interações ambientais

do cádmio; e embora os resultados não sejam consistentes para todos os membros deste

extenso e heterogêneo grupo, a maioria dos trabalhos mostra que o cádmio interage com

outros fatores ambientais, e os efeitos do metal são modificados dependendo do agente

com que interage. A maior parte dos estudos aponta que os efeitos do cádmio são

potencializados pelo calor, depleção de oxigênio, limitação de comida e infecção por

patógenos (Holmstrup, 2010).

A ABNT (2000) recomenda a remoção do íon cádmio de efluentes líquidos através

da precipitação do metal como sulfeto ou como hidróxido, com posterior separação do

precipitado através de processos físicos de filtração e/ou espessamento. Esse processo

possui a vantagem de ser uma tecnologia disponível, de fácil controle, realizada à

temperatura ambiente, com alta eficiência de tratamento do efluente

(> 99,0%), além da eliminação de outros elementos presentes, tais como cobre, cobalto,

manganês, chumbo e níquel. Porém, possui a desvantagem de necessitar de um local para

armazenar o precipitado gerado no processo, além de que a primeira necessita de controle

na adição do sulfeto, sendo aplicável apenas para soluções com concentração de cádmio

menor que 0,7 ppm.
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4 MATERIAL E MÉTODOS

4.1 Moluscos para experimentação

Foram utilizados caramujos B. glabrata adultos, pigmentados, sexualmente

maduros, com 5 a 6 meses de idade, e diâmetro médio de concha de 14,4 (± 1,7) mm;

cultivados no Laboratório de Parasitologia do Instituto Butantan durante várias gerações

(FIG. 9). Esses moluscos foram originalmente coletados em Barreiro (Belo Horizonte,

MG). Os caramujos estavam negativos quanto à presença do S. mansoni e foram mantidos

em aquários plásticos (medindo 50 x 23 x 17 cm), com cerca de 20 litros de água filtrada,

declorada e aerada, na proporção de ± 300 mL de água por caramujo, e com conchas no

fundo para obtenção de cálcio (FIG. 10). A água de cultivo apresentou pH  7,0 e

temperatura média de 25 °C (± 2 °C), ocorrendo a troca mensal durante a manutenção dos

cultivos. Os animais foram submetidos a ciclos de 8 horas no escuro e 16 horas sob luz fria

fluorescente, alimentados diariamente com alface fresca (Lactuca sativa) ad libitum, e

complementados nutricionalmente uma vez por semana com ração para peixes.

FIGURA 9. Caramujo Biomphalaria glabrata selvagem utilizado nos experimentos.
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FIGURA 10. Criação de caramujos Biomphalaria glabrata no laboratório de Parasitologia
do Instituto Butantan.

4.2 Exposição dos animais ao calor para indução de termotolerância

Com base no protocolo estabelecido por Laursen et al. (1997), o estudo da

resistência do caramujo B. glabrata ao calor e sua correlação com a proteína HSP70 foi

realizado com grupos de 20 caramujos expostos às 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 bioquímica de

oxigênio (DBO), com um grupo de 20 caramujos não expostos ao calor mantido como

controle (FIG. 11) para cada uma das temperaturas testadas. A alimentação dos animais foi

administrada diariamente com alface ad libitum. Os caramujos foram mantidos em copos

de vidro com capacidade para 180 mL vedados com tampa plástica, em água filtrada e

declorada renovada a cada 48 horas, e mantida nas temperaturas de exposição à razão de

36 mL de água por caramujo.

FIGURA 11. Caramujos Biomphalaria 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 análise da sobrevivência, e um grupo dissecado para extração

da glândula digestiva, cabeça/pé e ovoteste para análise da proteína HSP70. A

sobrevivência foi medida considerando o tempo médio de sobrevivência, caracterizado

como o intervalo no qual metade dos animais sobreviveram à exposição à 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 plástica, em água filtrada e

declorada, à razão de 36 mL de água por caramujo (FIG. 12), e alimentados durante a

exposição com alface ad libtum. A mortalidade foi registrada a cada hora a fim de

comparar a resistência à temperatura letal entre os grupos pré-expostos a 30, 33 e 36 °C e o

grupo controle não pré-exposto ao calor, sendo o batimento cardíaco o parâmetro de

escolha para confirmação da morte do animal, observado sob microscópio estereoscópico.

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

4.3 Exposição dos animais ao cádmio para determinação da CL50/96h e dos efeitos

sobre a proteína HSP70

Para a escolha das concentrações subletais a serem utlilizadas no estudo da indução

da HSP70 foi realizado inicialmente um ensaio de toxicidade.

De acordo com o protocolo seguido por Ansaldo et al. (2006), os caramujos,

divididos em grupos de 40 e 50 animais, foram expostos ao cádmio na forma CdCl2 (Sigma

Aldrich - C3141) nas concentrações de 0,09; 0,15; 0,22; 0,33; 0,5 ppm para os 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 não expostos ao cádmio. Os animais, divididos em

grupos de 5 indivíduos, foram colocados em copos de vidro com capacidade para 180 ml,

contendo as soluções de cloreto de cádmio nas concentrações teste, renovadas a cada

48 horas. O copo foi vedado com tampa plástica para que o animal permanecesse em

contato com a solução (FIG. 13). A exposição ocorreu à temperatura ambiente, e a

alimentação dos animais foi diária com alface ad libitum.

Em seguida, foi construída a curva de sobrevivência para determinação da

concentração letal para 50% da população de caramujos B. glabrata em 96 horas de

exposição (CL50/96h) ao cloreto de cádmio, com a ausência de batimentos cardíacos como

característica da morte do animal. Os animais sobreviventes foram dissecados para

extração e análise da proteína HSP70 na glândula digestiva.

FIGURA 13. Exposição dos caramujos Biomphalaria glabrata ao cloreto de cádmio.

4.4 Estudos de resistência cruzada

Após a determinação nos experimentos anteriores da temperatura e concentração do

metal cádmio ideais para indução da proteína HSP70 em condições subletais, os animais

foram testados quanto à resistência aos estímulos do calor e metal em condições letais,

também pré-determinadas em ensaios anteriores, após uma pré-exposição a esses

estímulos, em condições subletais.

4.4.1 Calor/Cádmio

Após a pré-exposição ao calor em temperatura subletal, os caramujos foram

submetidos ao cádmio em concentração letal, a fim de investigar se houve aumento na

sobrevivência em relação ao grupo controle, não pré-submetido ao calor.
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Os animais foram mantidos à temperatura de 33 °C por 120 horas em estufa DBO,

mantidos em copos de vidro com capacidade para 180 mL vedados com tampa plástica, em

água filtrada e declorada renovada a cada 48 horas, a uma proporção de 36 mL de água por

indivíduo, e alimentados diariamente com alface fresca ad libitum.

Um grupo de 50 animais pré-expostos à temperatura de 33 °C foi exposto a

0,7 ppm de CdCl2 dissolvido em água filtrada e declorada. A exposição foi realizada em

copos de vidro com capacidade para 180 mL de solução, e outro grupo foi mantido como

controle, não pré-exposto ao calor, porém exposto ao cádmio em concentração de 0,7 ppm.

As soluções foram renovadas a cada 48 horas de exposição. Os animais foram mantidos a

uma proporção de 5 animais por copo, totalizando 36 mL de solução por indivíduo,

alimentados diariamente com alface fresca ad libitum. A mortalidade foi registrada

diariamente para comparações entre o grupo pré-exposto ao calor e o grupo controle.

4.4.2 Cádmio/Calor

Após pré-exposição ao cádmio em concentração subletal, os animais foram

submetidos ao calor em temperatura letal, a fim de investigar o aumento na sobrevivência

em relação ao grupo controle, não pré-submetido ao cádmio.

Os animais foram mantidos por 96 horas em copos de vidro com 180 mL de

solução a 0,22 ppm de CdCl2, em uma proporção de 5 animais por copo, totalizando

36 mL de solução para cada indivíduo, e alimentados diariamente com alface fresca

ad libitum. Os copos foram vedados com tampa plástica, e a solução foi renovada após 48

horas de exposição.

Um grupo de 35 animais pré-expostos a 0,22 ppm de CdCl2 por 96 horas foi

submetido a 42 °C em banho-maria a fim de avaliar a proteção à temperatura letal para o

caramujo conferida pelo metal em concentrações subletais. A exposição foi realizada em

copos de vidro com capacidade para 180 mL de água filtrada e declorada à temperatura de

42 °C, tampados com tampa plástica para que os caramujos ficassem em contato com a

água. Durante a exposição ao calor os animais foram alimentados com alface ad libitum.

Um grupo com 35 caramujos foi mantido por 96 horas como controle, sem pré-exposição

ao cádmio, em seguida sendo submetido a 42 °C em banho-maria nas mesmas condições

dos pré-expostos ao cádmio. A mortalidade dos animais foi registrada a cada hora a fim de

comparar a resistência à temperatura letal entre o grupo pré-exposto a 0,22 ppm de cádmio

e o grupo controle não pré-exposto ao metal.
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4.5 Avaliação da proteína HSP70 na glândula digestiva dos caramujos

Após a exposição aos agentes estressores (calor e cádmio), os animais foram

sacrificados para avaliação da presença da proteína HSP70 quando em condições letais e

subletais, em relação aos grupos controle mantidos nas condições de criação, sem pré-

exposição a nenhum estímulo físico ou químico.

Os caramujos foram sacrificados, e os tecidos extraídos e acondicionados em

eppendorfs, na forma de pools de todos os animais testados. Para os animais testados no

experimento para a determinação da CL50/96h do CdCl2 os pools foram feitos com a

glândula digestiva dos animais sobreviventes; entretanto, para os grupos que tinham mais

de 5 animais sobreviventes à exposição ao cádmio os pools eram feitos com dois

subgrupos dos sobreviventes. Nos experimentos nos quais os animais foram submetidos a

estímulos subletais, a resposta da proteína HSP70 foi analisada nos pools de glândulas

digestivas, cabeça/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 pressão, cuidando para não esmagar o corpo do animal. Em

seguida, os fragmentos de concha foram removidos sob visualização em microscópio

estereoscópico (FIG. 14), e os caramujos foram dissecados para separação da glândula

digestiva (cuidando para descartar as áreas de intersecção com o ovoteste), cabeça/pé e

ovoteste (descartando as áreas de intersecção com a glândula digestiva), que foram

acondicionados em eppendorfs a -80 °C até a realização da etapa de extração das proteínas

totais.
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FIGURA 14. Dissecação do caramujo Biomphalaria glabrata para separação dos tecidos e
extração das proteínas totais.

Seguindo a metodologia de Todeschini et al. (2007), as proteínas foram extraídas

pela adição de tampão RIPA (25 mM Tris, pH 7,5; 150 mM NaCl;

5 mM EDTA; 1% Triton X-100; 0,5% deoxicolato de sódio; 0,1% SDS) acrescido de

coquetel inibidor de proteases (75 unidades aprotinina, 2 mM PMSF, 5 mM pirofosfato de

sódio, 10 mM NaF e 5 mM ortovanadato de sódio). Após a adição do tampão RIPA, o

tecido foi submetido a maceração, agitação em vórtex, permanência no gelo durante

45 minutos, e centrifugação a 14000 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi analisado

em eletroforese SDS-PAGE, após quantificação das proteínas em espectrofotômetro

NanoDrop.

A corrida eletroforética foi realizada com 100 µg de proteína 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 proteínas

foram transferidas do gel de corrida para uma membrana de nitrocelulose (0,45 μm)

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 realizado o tratamento da membrana com anticorpo primário de

coelho anti-HSP70 de Trypanosoma brucei (concentração de 1:1000), em seguida com

anticorpo secundário de cabra anti-coelho (concentração de 1:2000), conjugado com

peroxidase (Sigma Aldrich-A6154). O anticorpo primário foi gentilmente cedido pelo

Dr. James D. Bangs da University of Wisconsin-Madison. A revelação foi feita com kit de

quimioluminescência da Thermo Scientific (ECL Western Blot Substrate-32106). As

imagens obtidas foram analisadas por meio do software ImageJ (Abramoff et al., 2004;

Rasband, 2011), disponível para aquisição na internet via:

http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html.

4.6 Determinação da curva tempo-resposta de indução da proteína HSP70

Sabendo que o calor e o cádmio induziram a proteína HSP70 no caramujo

B. glabrata, foi realizado o experimento para determinar a curva tempo-resposta de

indução da proteína.

Os caramujos, divididos em grupos de 10 indivíduos, foram expostos a 33 °C em

estufa DBO, e 0,22 ppm de CdCl2 à temperatura ambiente durante 120 e 96 horas,

respectivamente. A exposição dos dois grupos foi realizada em copos de vidro com

capacidade para 180 mL de solução. Outros 5 grupos de 10 caramujos foram mantidos

como controle não expostos a nenhum agente estressor. Após a exposição ao metal e ao

calor, os animais foram sacrificados para dissecação e extração da glândula digestiva para

análise da proteína HSP70 a cada 24 horas, sendo que os grupos expostos ao cádmio foram

sacrificados após 24, 48, 72 e 96 horas de exposição ao metal, e os grupos controle e

expostos ao calor foram sacrificados após 24, 48, 72, 96 e 120 horas após o início do

experimento.

4.7 Análise estatística dos resultados

Os valores obtidos nos estudos dos diferentes grupos experimentais foram

submetidos à análise estatística no Departamento de Matemática e Estatística da
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Universidade de São Paulo (USP).

A análise da termotolerância a 42 °C, após prévia exposição às temperaturas

subletais de 30, 33 e 36 °C, foi realizada considerando o modelo Weibull para um intervalo

de dados censurados. A análise estatística foi efetuada utilizando dois softwares:

WinBUGS (Lunn et al., 2000) e R (R Development Core Team, 2010).

Para os demais experimentos de análise de sobrevivência dos caramujos aos

estímulos letais e para a curva de sobrevivência ao cloreto de cádmio durante 96 horas de

exposição, foram utilizados os modelos de Análise de Sobrevivência (Colosimo & Giolo,

2006), com base no modelo que melhor se ajustou para os dados entre os modelos testados:

Weibull, exponencial e lognormal.

Os resultados para a análise inferencial da toxicidade do cádmio e construção da

curva da CL50/96h para o CdCl2 em caramujos B. glabrata foram analisados por meio de um

gráfico Kaplan-Meier, com base no modelo exponencial, e a curva de sobrevivência

calculada por meio do teste Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977), com

correção de Abbott.

 Também os resultados de resistência cruzada entre os caramujos pré-expostos ao

calor e em seguida expostos à concentração letal de 0,7 ppm de cloreto de cádmio foram

analisados utilizando o gráfico Kaplan-Meier, com base no modelo exponencial.

Os resultados de resistência cruzada entre os caramujos pré-expostos ao cádmio e

em seguida expostos à temperatura letal de 42 °C, por outro lado, foram analisados

utilizando o gráfico Kaplan-Meier, com base no modelo Weibull.
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5 RESULTADOS

5.1 Análise da termotolerância e dos efeitos do cádmio sobre a sobrevivência do

caramujo B. glabrata

5.1.1 Estudos da termotolerância no caramujo B. glabrata

Os resultados de sobrevivência à temperatura letal de 42 °C estão apresentados na

TAB. 1 abaixo. Os dados mostraram que os animais pré-expostos às temperaturas subletais

sobreviveram por um período maior à temperatura letal que os animais não pré-expostos.

As maiores diferenças na sobrevivência à temperatura letal em relação ao grupo

controle foram observadas nos grupos pré-expostos a 33 e 36 °C por 120 horas, onde os

tempos de sobrevivência 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, após pré-exposição a temperaturas subletais por 120 horas.

Grupo

Experimental
Tempo de

sobrevivência(h)
Controle

(%)

(no=30)

Pré-expostos

a 30 °C (%)

(no=10)

Pré-expostos

a 33 °C (%)

(no=10)

Pré-expostos

a 36 °C (%)

(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) -
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Continuação da TABELA 1 - Mortalidade dos caramujos Biomphalaria glabrata em

temperatura de 42 °C, após pré-exposição a temperaturas subletais por 120 horas.

Grupo

Experimental
Tempo de

sobrevivência(h)
Controle

(%)

(no=30)

Pré-expostos

a 30 °C (%)

(no=10)

Pré-expostos

a 33 °C (%)

(no=10)

Pré-expostos

a 36 °C (%)

(no=10)

10 - - 2 (20) -

Total de caramujos

mortos ao fim do

experimento

30 (100) 10 (100) 10 (100) 10 (100)

A análise estatística para os tempos de sobrevivência foi realizada segundo o

modelo Weibull e, de acordo com os dados obtidos, a sobrevivência foi ordenada da

seguinte maneira: Controle < 30°C < 36°C < 33 °C, mostrando que existem diferenças

entre os grupos experimentais, e que o grupo pré-exposto a 33 °C mostrou o maior tempo

de médio de sobrevivência, enquanto que o grupo controle mostrou o menor tempo médio

de sobrevivência, como mostrado na tabela 2.

TABELA 2 – Medidas descritivas do tempo de sobrevivência para cada grupo testado.

Grupo experimental

Tempo médio
de

sobrevivência
(h)

SD IC 95% IC 99%

Controle 2.8283 0.1358 (2.547; 3.080) (2.489; 3.205)

Pré-exposto a 30 oC 4.0943 0.3287 (3.439; 4.729) (3.292; 5.012)

Pré-exposto a 33 oC 7.1317 0.5598 (6.005; 8.195) (5.827; 8.832)

Pré-exposto a 36 oC 5.6557 0.4331 (4.798; 6.492) (4.648; 6.873)

SD: Desvio Padrão; IC: Intervalo de confiança.

Após a estimativa do tempo de sobrevivência, a função da sobrevivência foi

calculada para todos os grupos, e o resultado apresentado na Fig. 15.
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FIGURA 15. Curva de sobrevivência 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 cádmio sobre a sobrevivência do caramujo B. glabrata

5.1.2.1 Determinação da CL50/96h para o cloreto de cádmio no caramujo B. glabrata

Na TAB. 3 são observados os efeitos do cádmio sobre a sobrevivência dos

caramujos B. glabrata em 96 horas de exposição. O método Trimmed Spearman-Karber,

com correção de Abbott, mostrou com 95% de confiança que, para esta espécie de

caramujo, o composto CdCl2 apresenta uma concentração letal de 0,34 (0,30-0,37) ppm,

nas condições deste estudo.
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TABELA 3 - Mortalidade dos caramujos Biomphalaria glabrata expostos ao cádmio (CdCl2) por

96 horas.

[CdCl2]

Tempo de

exposição (h)
Controle

(no=40)

0,09 ppm

(no=40)

0,15

ppm

(no=40)

0,22

ppm

(no=40)

0,33

ppm

(no=40)

0,5 ppm

(no=40)

0,7 ppm

(no=50)

24 0 7 2 2 3 8 14

48 1 0 1 0 10 13 27

72 0 0 1 4 5 4 5

96 1 1 0 0 3 8 4

Total de mortes

em

96 horas (%)

2(5) 8(20) 4(10) 6(15) 21(52,5) 33(82,5) 50(100)

No gráfico de Kaplan-Meier (Fig. 16) estão esquematizados os dados da tabela 3,

mostrando a diferença no percentual de caramujos sobreviventes para cada concentração

de cloreto de cádmio testada.

FIGURA 16. Curva de sobrevivência dos caramujos Biomphalaria glabrata expostos ao
cloreto de cádmio durante 96 horas.
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5.1.2.2 Estudos de resistência cruzada

Dois experimentos foram realizados para a avaliação da resistência 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 CdCl2; no segundo experimento, os animais foram expostos a

0,22 ppm de CdCl2 durante 96 horas, e em seguida a 42 °C.

5.1.2.2.1 Calor/Cádmio

Na TAB. 4, é mostrado o incremento da sobrevivência ao cádmio do grupo de

caramujos pré-expostos ao calor de 33 °C em relação ao grupo controle. Os resultados

mostram que a pré-exposição ao calor em temperatura subletal conferiu proteção

significativa contra os efeitos tóxicos do cádmio a 0,7 ppm.

TABELA 4 - Mortalidade dos caramujos Biomphalaria glabrata pré-expostos à temperatura de

33 °C durante 120 horas (no=50), e em seguida a 0,7 ppm de CdCl2.

Grupo experimental

Tempo de sobrevivência(h) Controle

(%)

Pré-expostos a 33 °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 mortos ao fim do

experimento
50 50

No gráfico de Kaplan-Meier (Fig. 17) é evidenciada a diferença entre as curvas dos

animais controles e dos pré-expostos a 33 °C. Pela análise do gráfico, observa-se a maior
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sobrevida para os animais pré-expostos ao calor. A análise estatística indicou que os

caramujos pré-expostos ao calor sobreviveram em média um dia e meio a mais que o grupo

controle.

Os resultados da análise estatística indicaram que a sobrevivência do caramujo

B. glabrata ao cloreto de cádmio na concentração letal de 0,7 ppm aumentou após uma

pré-exposição à temperatura subletal de 33ºC, em relação ao grupo controle, ao nível de

significância de 5%.

FIGURA 17. Gráfico Kaplan-Meier da sobrevivência dos caramujos Biomphalaria
glabrata ao CdCl2 (0,7 ppm), após pré-exposição a 33 °C por 120 horas.

5.1.2.2.2 Cádmio/Calor

Na TAB. 5 é apresentado o aumento da sobrevivência à temperatura de 42 °C dos

caramujos pré-expostos ao cádmio na concentração de 0,22 ppm, em relação ao grupo

controle. Observa-se que a pré-exposição ao metal em concentração subletal conferiu

proteção ao caramujo contra a temperatura letal, comprovada pelos testes estatísticos.
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TABELA 5 - Mortalidade dos caramujos Biomphalaria glabrata em temperatura de

42 °C, após pré-exposição a 0,22 ppm de CdCl2 por 96 horas (no=35).

Grupo experimental

Tempo de sobrevivência (h) Controle

(%)

Pré-expostos ao

cádmio (%)

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 gráfico de Kaplan-Meier (Fig. 18) está esquematizada a curva de sobrevivência

dos caramujos B. glabrata expostos à temperatura letal de 42 °C, mostrando o incremento

na sobrevivência quando a exposição à temperatura ocorre após uma pré-exposição a uma

concentração subletal de cloreto de cádmio (0,22 ppm). Segundo os dados estatísticos, o

grupo pré-exposto ao cádmio sobreviveu em média 39 minutos a mais que o grupo

controle. A análise estatística indicou que a pré-exposição ao cloreto de cádmio a 0,22

ppm, aumentou a resistência dos animais à temperatura letal a um nível de significância de

5%.
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FIGURA 18. Gráfico Kaplan-Meier da sobrevivência dos caramujos Biomphalaria
glabrata à temperatura de 42 °C, após pré-exposição a 0,22 ppm de CdCl2 por 96 horas.

5.2 Análise da indução da proteína HSP70 pelo calor e pelo cádmio

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

cádmio

Os animais foram analisados quanto à indução da HSP70 como pools dos

indivíduos expostos ao calor e ao cádmio. Na FIG. 19 é mostrada a indução da proteína

HSP70 nos animais expostos às temperaturas sub-letais (30, 33 e 36 °C); na FIG. 21 é

mostrada a indução da proteína nos animais sobreviventes ao cádmio nas concentrações

testadas para estabelecimento da CL50 em 96 horas.

Com base nos valores apresentados pelo software ImageJ (FIG. 20), observou-se

indução da HSP70 em todos os grupos expostos ao calor. Os animais submetidos a 30, 33 e

36 ºC apresentaram indução da proteína acima dos valores observados para o grupo

controle, e o grupo pré-exposto a 30 °C apresentou maior indução da proteína, seguido pelo

grupo pré-exposto a 33 °C e 36 °C, respectivamente.
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FIGURA 19 - Western blot da proteína HSP70 na glândula digestiva de caramujos
Biomphalaria glabrata expostos ao calor por 120 horas. (C): Grupo controle; (30, 33,
36 °C): Temperaturas de exposição.
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FIGURA 20 - Análise pelo software ImageJ da indução da proteína HSP70 na glândula
digestiva de caramujos Biomphalaria glabrata expostos ao calor por 120 horas. Cada barra
corresponde à leitura da indução da proteína HSP70 em um pool de glândulas digestivas de
10 caramujos (FIG. 19).

No que diz respeito à exposição ao cádmio, os animais expostos a 0,22; 0,33 e

0,15 ppm, respectivamente, apresentaram uma indução expressiva da proteína. O mesmo

resultado não foi observado para os grupos submetidos a 0,09 e 0,5 ppm de CdCl2, onde

não se observou uma expressão da proteína HSP70 diferente dos resultados apresentados

pelo grupo controle (Fig. 21 e 22). A concentração de 0,7 ppm de CdCl2 não pôde ser

testada quanto à indução da proteína HSP70 porque não houve animais sobreviventes.

FIGURA 21 - Western blot da proteína HSP70 na glândula digestiva de caramujos
Biomphalaria glabrata expostos ao cádmio (CdCl2) por 96 horas. (C): Grupo controle;
(0.09 - 0.5): Concentrações de CdCl2.
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A Análise do filme pelo software ImageJ resultou na leitura da expressão da

proteína para cada grupo de concentrações testadas, confirmando a maior indução da

HSP70 nos grupos expostos às concentrações de 0,22; 0,33 e 0,15 ppm de CdCl2,

respectivamente, enquanto que nos grupos expostos a 0,09 e 0,5 ppm a indução da HSP70

não diferiu do grupo controle.
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FIGURA 22 - Análise pelo software ImageJ da indução da proteína HSP70 na glândula
digestiva de caramujos Biomphalaria glabrata expostos ao cádmio (CdCl2) por 96 horas.
Cada barra corresponde à leitura da indução da proteína HSP70 em um pool de glândulas
digestivas dos caramujos sobreviventes à exposição ao cádmio em cada concentração
testada (FIG. 21).

5.2.2 Indução da proteína HSP70 em diversos tecidos de caramujos B. glabrata

expostos ao calor

Diferentes tecidos do caramujo B. glabrata (glândula digestiva, cabeça/pé e

ovoteste) foram testados quanto à indução desta proteína pelo calor. A glândula digestiva

foi o tecido mais responsivo, conforme observado na FIG. 23 e 24, ratificada na análise da

imagem pelo software ImageJ (FIG. 25), enquanto que os tecidos de cabeça/pé e o ovoteste

não demostraram correlação da indução da proteína HSP70 com a exposição ao calor.

O ovoteste não mostrou variação na expressão da proteína em relação ao grupo

controle em todas as temperaturas analisadas, enquanto que para o tecido de cabeça/pé foi

observado um decréscimo da HSP70 em relação ao grupo controle, exceto para a

temperatura de 36 °C onde a expressão da proteína foi maior em relação ao grupo controle.
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FIGURA 23 - Western blot da proteína HSP70 em diversos tecidos de caramujos
Biomphalaria glabrata expostos ao calor por 120 horas. GD: Glândula digestiva.
C/P: Cabeça/pé. OT: Ovoteste.

FIGURA 24 – Repetição da figura anterior, reestruturada, dando destaque aos tecidos
analisados. Western blot da proteína HSP70 nos diversos tecidos de caramujos
Biomphalaria glabrata expostos ao calor por 120 horas. GD: Glândula digestiva.
C/P: Cabeça/pé. OT: Ovoteste.
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FIGURA 25 - Análise pelo software ImageJ da indução da proteína HSP70 nos diversos
tecidos de caramujos Biomphalaria glabrata expostos ao calor por 120 horas. GD:
Glândula digestiva. C/P: Cabeça/pé. OT: Ovoteste. Cada barra corresponde à leitura da
indução da proteína HSP70 em um pool de tecidos de 10 caramujos (FIG. 23 e 24).
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5.2.3 Diferenças interindividuais observadas na indução da proteína HSP70 nos

caramujos B. glabrata expostos ao calor e ao cádmio

Foram analisados individualmente caramujos expostos aos estímulos que

apresentaram maior efetividade na indução da proteína, segundo os resultados já

alcançados; ou seja, a temperatura de 33 °C, e o cádmio (CdCl2) em concentração de 0,22

ppm.

Conforme apresentado nas FIG. 26 e 27, houve diferença na expressão da proteína

tanto entre os animais expostos ao calor, quanto entre os animais controle.

FIGURA 26 - Western blot da indução da proteína HSP70 na glândula 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 - Análise pelo software ImageJ da indução da proteína HSP70 na glândula
digestiva de caramujos Biomphalaria glabrata individualizados e em pool, expostos ao
calor de 33 °C por 120 horas. Cada barra corresponde à leitura da indução da proteína
HSP70 no extrato de glândula digestiva (FIG. 26). Tomou-se como referência a figura 26A
para os animais de 1 a 5, e a figura 26B para os animais  de 6-10.
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Os resultados apresentados nas FIG. 28 e 29 mostram que a indução da proteína

após exposição ao cádmio não foi homogênea entre os indivíduos testados, observando-se

também que o nível basal dos animais do grupo controle não foi igual para todos os

indivíduos testados.

 FIGURA 28 - Western blot da proteína HSP70 na glândula digestiva de caramujos
Biomphalaria glabrata individualizados expostos ao cádmio. A e B: Grupos controle e
expostos a 0,22 ppm de CdCl2 por 96 horas.
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FIGURA 29 - Análise pelo software ImageJ da indução da proteína HSP70 na glândula
digestiva de caramujos Biomphalaria glabrata individualizados expostos ao cádmio
(0,22 ppm) por 96 horas. Cada barra corresponde à leitura da indução da proteína HSP70
no extrato de glândula digestiva (FIG. 28). Tomou-se como referência a figura 28A para os
animais de 1 a 5, e a figura 28B para os animais  de 6-10.
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Em outro experimento, analisando as variações basais da proteína HSP70, onde

foram testados apenas os indivíduos mantidos sob condições-padrão de criação, não

expostos a agentes agressores, foi observada uma diferença na expressão da proteína entre

os indivíduos estudados (FIG. 30 e 31), indicando uma variação basal inerente à espécie.

FIGURA 30 - Western blot da proteína HSP70 na glândula digestiva de caramujos
Biomphalaria glabrata individualizados não expostos a agentes agressores (grupo
controle).

Análise individual dos caramujos controle

0,005
0,006
0,007
0,008
0,009
0,01

0,011
0,012
0,013

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 Pool

Caramujos individualizados e pool

Le
itu

ra
 d

o 
so

ftw
ar

e
Im

ag
eJ

(u
ni

da
de

s 
ar

bi
trá

ria
s)

FIGURA 31 - Análise pelo software ImageJ da indução da proteína HSP70 na glândula
digestiva de caramujos Biomphalaria glabrata individualizados, não expostos a agentes
agressores (grupo controle). Cada barra corresponde à leitura da indução da proteína
HSP70 no extrato de glândula digestiva de cada caramujo e no pool (FIG. 30).

5.3 Curva tempo-resposta da proteína HSP70 após exposição do caramujo B. glabrata

ao calor e ao cádmio

Os resultados do Western blot (FIG. 32) mostraram que a proteína HSP70 alcança o

valor máximo de indução nas primeiras 48 horas seguintes à exposição a 33°C. Em relação

à exposição ao cloreto de cádmio, os resultados mostraram que a proteína alcançou seu

nível máximo após 96 horas de exposição a 0,22 ppm deste metal, sendo que os dados não

75 kDa
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concluem que este é o pico de expressão da proteína para este estímulo, visto que

intervalos subsequentes não foram estudados neste trabalho.

FIGURA 32. Indução da proteína HSP70 pelo cádmio e pelo calor em caramujos
Biomphalaria glabrata, medida nos intervalos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas de exposição.

Os resultados da análise do filme pelo software ImageJ mostram os valores

máximos de indução da proteína após 48 horas de exposição à temperatura de 33 °C, e

após 96 horas de exposição ao cloreto de cádmio (FIG. 33).

Indução da proteína HSP70 pelo calor e pelo cádmio medida em
intervalos de 24 horas

0
0,0005
0,001

0,0015
0,002

0,0025
0,003

0,0035
0,004

0,0045
0,005

24 48 72 96 120

Tempo de exposição (horas)

Le
itu

ra
 p

el
o 

so
ftw

ar
e 

Im
ag

eJ
(u

ni
da

de
s 

ar
bi

tr
ár

ia
s)

Controle
Cádmio
Calor

FIGURA 33 - Análise pelo software ImageJ da curva tempo-resposta (FIG. 32) da indução
da proteína HSP70 na glândula digestiva de caramujos Biomphalaria glabrata expostos ao
cádmio (0,22 ppm) e ao calor (33 °C).

75 kDa



70

6 DISCUSSÃO

O caramujo B. glabrata tem sido bastante utilizado em protocolos experimentais,

notadamente em estudos de Parasitologia, visto seu papel como hospedeiro intermediário

no ciclo da esquistossomose mansônica. Contudo, novas linhas de pesquisa têm se

interessado pelo potencial da espécie em estudos de monitoramento ambiental, e vários

trabalhos já investigaram os efeitos de agentes estressores sobre o caramujo, analisando

biomarcadores diversos. Nesse contexto, a indução da proteína HSP70, potencial

biomarcador de estresse ambiental, por um agente químico e em estudos de

termotolerância demonstra o potencial experimental dessa espécie.

Os estímulos usados neste estudo em B. glabrata foram previamente descritos na

literatura como indutores da HSP70, proteína relacionada à proteção contra danos

provenientes de agressões, especificamente aquelas concernentes às proteínas que

participam do arsenal fisiológico do organismo. A proteína HSP70 foi estudada por meio

da técnica de Western blot, utilizando anticorpo específico para essa família de proteínas.

O caramujo B. glabrata é um animal que exibe bastante plasticidade, podendo ser

encontrado em uma grande variedade de coleções de água doce, e são capazes de

sobreviver em ambientes com ampla variação de temperatura, pH, irradiação UV e

salinidade; também apresentam uma diversidade na alimentação, ingerindo muitos

materiais diferentes como vegetais, fragmentos de animais e vegetais em decomposição e

excrementos. Foi observado que este molusco sobrevive em torno de 4 horas a 40 °C e no

máximo por alguns minutos a 50 °C. As temperaturas baixas, por outro lado, reduzem o

metabolismo e as posturas (Rey, 1991).

Embora os estudos realizados até o momento sugiram uma proveitosa aplicação do

caramujo B. glabrata em estudos de resposta ao estresse, a literatura carece ainda de

muitas informações a respeito da resposta deste animal a estímulos ambientais em níveis

subcelular, bioquímico e molecular; inclusive em estudos de resposta ao choque térmico, a

despeito do grande interesse despertado por este campo da biologia celular. Este trabalho

dá continuidade aos estudos do grupo de pesquisa do Laboratório de Parasitologia do

Instituto Butantan para estabelecimento da espécie B. glabrata como bioindicador em

estudos ecotoxicológicos (Nakano et al., 2003; Tallarico et al., 2004; Estevam et al., 2006;

Grazeffe et al., 2008).



71

A resposta do B. glabrata ao choque térmico e ao cádmio foi analisada

correlacionando com os efeitos sobre a proteína HSP70, sabidamente responsiva a esse

metal, considerado um poluente ambiental de importância; assim como ao calor,

considerado o estímulo de referência para esta molécula. Os resultados obtidos mostram

que o caramujo respondeu aos estímulos estressores, com indução de resistência às

exposições letais, possivelmente ligada à indução da proteína HSP70.

Inicialmente, foi realizado um experimento piloto para estudar a termotolerância

induzida e sua correlação com a indução da proteína HSP70 (TAB. 1 e FIG. 19 e 20).

Observou-se que a pré-exposição ao calor em temperaturas subletais ativou

mecanismos de proteção do organismo, incrementando sua sobrevivência (TAB. 1). Os

resultados demonstram que os animais pré-expostos a 33 °C obtiveram uma maior

resistência à temperatura de 42 °C, descrita como letal para esta espécie em 4-5 horas de

exposição (Rey, 1991), seguidos pelos pré-expostos a 36 °C e 30 °C.

Nossos resultados em relação à temperatura letal para o caramujo B. glabrata

corroboram os dados da literatura (Rey, 1991), visto que para o grupo controle exposto a

42 °C não havia mais nenhum sobrevivente após 5 horas de exposição. Os resultados da

sobrevivência a 42 °C após uma pré-exposição a temperaturas subletais indicam uma

resposta biológica protetora contra os efeitos da temperatura letal, permitindo a extensão

da sobrevivência dos animais. Essas observações corroboram a termotolerância como uma

reação ubíqua dos organismos para adaptações às mudanças térmicas do ambiente.

A análise estatística pelo modelo Weibull confirmou nossos resultados, indicando

que houve diferenças entre os grupos testados, e também que o grupo pré-exposto a 33 °C

teve o maior tempo de sobrevivência, e o grupo controle o menor. Entretanto, os resultados

foram tratados como um modelo de dados censurados, considerando que o desenho do

experimento objetivou o número de mortes por hora, e não o momento exato de cada

morte.

Contudo, foi observado que, embora tenha havido uma maior sobrevivência à

temperatura letal de 42 °C nos animais pré-expostos às temperaturas subletais em relação

ao grupo controle, os resultados da indução da proteína HSP70 não se correlacionaram

diretamente aos encontrados no experimento de sobrevivência, onde a temperatura

correspondente à maior sobrevivência não se correlacionou com a maior indução da

proteína na glândula digestiva; ao contrário, a temperatura de menor sobrevivência dos

animais apresentou a maior indução da proteína HSP70, o que nos leva a inferir que outras

moléculas estejam envolvidas no incremento da resistência do caramujo à temperatura
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letal, o que pode incluir, inclusive, outras classes de HSPs como observado por Smith et al.

(2012).

A literatura demonstra diversos exemplos de termotolerância em várias classes de

organismos. Apenas para citar alguns exemplos, podemos destacar os resultados de

Frankberg et al. (2000) que observaram aumento nas proteínas totais, incluindo a proteína

HSP70, do microcrustáceo Artemia franciscana quando submetido a choque térmico.

Sconzo et al. (1986), por outro lado, observaram o fenômeno oposto, onde embriões do

ouriço Paracentrotus lividus apresentaram diminuição em 50% da síntese de proteínas

totais quando expostos ao choque térmico, porém com aumento na síntese de HSP70.

Jackson et al. (2011) estudando ostras C. virginica e C. gigas, detectaram duas

isoformas constitutivas e uma indutível da família HSP70 nas duas ostras estudadas após

exposição às temperaturas subletal, letal e combinações de ambas. A indução da proteína e

a cronologia de expressão das proteínas variou conforme o tecido estudado. Os autores

observaram ainda que a termotolerância persistiu por mais tempo, mesmo após o retorno

das proteínas HSPs aos níveis basais. Também foi observada uma maior resistência à

temperatura na espécie C. gigas em relação à C. virginica, diferindo também que a

segunda não respondeu com indução de HSP70 à temperatura letal, exceto quando pré-

exposta à temperatura subletal.

Kalosaka et al. (2009) comprovaram um aumento na resistência de insetos Ceratitis

capitata a temperaturas letais, quando pré-expostos a diversas temperaturas subletais.

Comparando as curvas de sobrevivência com as de expressão da HSP70 eles encontraram

uma clara correlação entre a termotolerância induzida e a expressão da proteína. Essa

correlação não foi observada para todos os estágios de vida do inseto; as melhores

respostas foram obtidas com larvas de 6 dias de vida, seguidas pelos adultos e os embriões

de 48 horas. Nesses estágios, foi observada correlação entre a termotolerância e a

expressão da HSP70: a sobrevivência foi maior na temperatura de maior indução da

proteína e acompanhou o declínio da HSP70. A correlação entre a HSP70 e a

sobrevivência não foi tão evidente nos dois outros estágios de vida do inseto estudados

(larvas de 3 dias e embriões de 24 horas).

Neste trabalho não foram estudados embriões de B. glabrata, embora resultados de

outros estudos demonstrassem que os embriões mais jovens são mais sensíveis aos efeitos

de agentes agressores que os embriões em estágios de desenvolvimento mais avançados

(Perlowagora-Szumlewicz & Berry, 1964; Okazaki et al., 1996; Rapado et al., 2011;

Miyasato et al., 2012).
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Perlowagora-Szumlewicz (1964) verificaram em seu experimento com irradiação

de espécimes de B. glabrata de várias idades que os animais mais jovens foram mais

sensíveis que os animais adultos aos raios-x; assim como os animais menores foram mais

sensíveis que os animais maiores.

Esses autores ecolheram os caramujos de modo a incluir uma faixa etária na qual os

animais estivessem em plena maturidade sexual, com todas as suas funções biológicas

plenamente desenvolvidas. Segundo relatos da literatura, o caramujo B. glabrata começa

sua oviparidade por volta da 5ª a 7ª 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 experimentação com um organismo sabidamente adulto e de

posse de todas as suas funções fisiológicas.

O tamanho dos caramujos também foi um fator de importância na escolha dos

espécimes; foram selecionados animais com um tamanho entre 14-15 mm, compatível com

a idade de 5-6 meses escolhida para os testes. Observa-se que alguns animais nessa faixa

etária crescem menos ficando em torno de 11-12 mm, principalmente em decorrência da

densidade populacional do aquário de criação. No entanto, a fim de padronizar os grupos

experimentais e evitar a interferência do fator tamanho na resistência dos animais, foram

utilizados animais mais robustos, provenientes de aquários com número de caramujos

controlado.

A fim de investigar em que região anatômica a HSP70 estaria presente em maior

quantidade, e direcionar os futuros estudos desta proteína no caramujo B. glabrata,

extratos de diversos tecidos (glândula digestiva, cabeça/pé e ovoteste), mais comumente

citados na literatura científica em estudos com moluscos foram testados neste trabalho

quanto à indução da HSP70 por meio da marcação com anticorpo específico, e, como

observado nas FIG. 23, 24 e 25, a expressão da proteína mostrou-se mais elevada na

glândula digestiva dos animais estudados.

Nos demais tecidos, não foi observada correlação direta entre o processo de estresse

pelo calor e a produção de proteína HSP70; além disso, não se observou diferenças

apreciáveis na expressão da proteína nestes tecidos em relação ao grupo controle, mantido

sob condições ambientais ideais, livre do estresse térmico.

A glândula digestiva, também chamada de hepatopâncreas, é um órgão de

importância nas funções digestivas do molusco, onde são produzidas numerosas enzimas

pelas células constituintes de seu epitélio, que também se encarrega da absorção, acúmulo

de reservas nutritivas e excreção (Ruppert et al., 2005). No caso de contaminações
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ambientais por metais pesados, como o cádmio, foi verificado o hepatopâncreas como

órgão que retém as maiores quantidades do poluente (Verrengia Guerrero et al., 1997;

Ansaldo et al., 2006; 2009).

Xuan et al. (2011) estudando o efeito do cádmio em caranguejos Sinopotamon

yangtsekiense observaram depleção no nível de glicogênio no hepatopâncreas desse

invertebrado após 21 dias de exposição ao metal. Considerando que este órgão é o sítio da

gliconeogênese, a diminuição no nível de glicogênio sugere perda de função ocasionada

pela exposição ao cádmio, possivelmente em decorrência de danos em sua ultra-estrutura.

Embora diversos grupos tenham observado a indução da proteína HSP70 em

tecidos diferentes da glândula digestiva em outras espécies de moluscos, nossos resultados

apontam este tecido como o mais indicado para estudos desta natureza em caramujos da

espécie B. glabrata.

Tomanek e Sanford (2003) observaram indução de HSP70 em moluscos do gênero

Tegula, submetidos à realocação para áreas de maré mais alta, onde foram submetidos a

uma maior freqüência de ondas e maior temperatura conseqüente à exposição solar. Os

testes foram realizados com proteína extraída da brânquia deste molusco que é um

gastrópode herbívoro.

Os resultados de Piano et al. (2004) sobre os efeitos da temperatura, cádmio e zinco

em ostras O. edulis nos tecidos de brânquia e glândula digestiva mostraram que, com

relação ao calor, também as brânquias responderam mais satisfatoriamente à indução da

HSP70 que a glândula digestiva; enquanto que as respostas aos metais foram similares nos

dois tecidos após exposição ao cádmio. O zinco não ocasionou alterações expressivas nos

tecidos do molusco, contudo a combinação cádmio+zinco mostrou aumento da expressão

da família HSP70 nos dois tecidos, embora em níveis abaixo dos conseguidos com a

exposição ao cádmio apenas. Embora as respostas nos dois tecidos tenham sido similares,

observou-se que a expressão das proteínas de choque térmico estava levemente mais alta

na glândula digestiva que nas brânquias após exposição ao cádmio e cádmio+zinco. Os

autores sugerem que a glândula digestiva da ostra O. edulis não é afetada pelo calor e

possivelmente a proteína HSP70 tenha função apenas constitutiva neste órgão.

Os resultados deste grupo contrastam com os de Jackson et al. (2011) que também

avaliaram respostas ao estímulo térmico em ostras C. virginica e C. gigas, nas quais a

glândula digestiva apresentou respostas satisfatórias em relação à indução de HSP70 em

resposta ao calor.
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Jackson et al. (2011) estudaram a resposta à temperatura letal e subletal de tecidos

de glândula digestiva, brânquia, manto e músculo adutor em ostras Crassostrea gigas,

concluindo que a glândula digestiva e a brânquia tiveram respostas similares em relação à

indução da família HSP70, seguidas pelo manto, e o músculo adutor, que não apresentou

uma diferença considerável na resposta aos tratamentos estudados.

Brun et al. (2009), verificaram que moluscos de baía Argopecten irradians

irradians e oceânicos Placopecten magellanicus submetidos a estresse térmico

apresentaram indução da HSP70 juntamente com HSP40 em tecido do manto. A escolha

do tecido, segundo os autores, deu-se em decorrência da facilidade de obtenção das

amostras, além de que este tecido encontra-se próximo ao ambiente externo, facilitando a

interação do animal com o meio em que está inserido.

Sob este ponto de vista, a glândula digestiva do caramujo B. glabrata também é de

fácil obtenção. A dissecação do caramujo e separação da glândula digestiva é

extremamente simples; não obstante, em nossa experiência, esse é o tecido mais simples de

ser dissecado neste animal. Sua identificação é facilitada pela localização anatômica na

porção final do corpo do caramujo, e sua proximidade com o ovoteste constituindo dois

tecidos de rápida visualização e identificação considerando sua cor e aspecto morfológico

característicos.

A glândula digestiva é um dos órgãos mais expostos aos contaminantes ambientais,

considerando que uma das principais vias de acesso do caramujo aos contaminantes

dissolvidos no meio externo é pela ingestão, e sua função é produzir enzimas participantes

da digestão, além de absorver, acumular as reservas nutritivas, e encaminhar os resíduos

para excreção pelos intestinos.

Regoli et al. (2009) analisando os efeitos de contaminantes atmosféricos urbanos,

utilizando como organismo sentinela o molusco Helix aspersa, também confirmou a

glândula digestiva como alvo primordial de acúmulo de metais tóxicos, em relação aos

demais órgãos estudados (pulmão e pé).

Considerando os resultados obtidos com a exposição ao calor e o papel da glândula

digestiva na digestão, acúmulo e detoxificação de partículas ingeridas pelo molusco, esse

foi o tecido de escolha para todos os experimentos subseqüentes.

Além de Regoli et al. (2009), Zhou et al. (2010) também elegeram a glândula

digestiva como tecido de escolha para estudos de proteômica dos efeitos tóxicos de dois

disruptores endócrinos (o ftalato de dialilo e o bisfenol A) em abalones (Haliotis

diversicolor supertexta), observando alterações na expressão de diversos biomarcadores,
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entre eles, a indução da proteína HSP70, o que reforça a nossa escolha do tecido e da

metodologia.

Os experimentos para avaliação da toxicidade do cádmio no caramujo B. glabrata

(TAB. 3) nortearam a escolha das doses de exposição para indução da proteína HSP70, e

os experimentos subseqüentes mostraram que a exposição às concentrações de 0,15; 0,22 e

0,33 ppm de CdCl2 induziu a HSP70 na glândula digestiva (FIG. 21 e 22).

Abd Allah et al. (1997) discutiram em seu trabalho que os moluscos acumulam

metais rapidamente durante a alimentação com matéria contaminada (lodo, sedimentos,

algas, plâncton). Quando expostos a níveis relativamente baixos de metais dissolvidos no

meio aquático, os moluscos podem concentrá-los acima de cinco ordens de magnitude. Em

alguns casos os metais dissolvidos na forma inorgânica parecem mais eficientemente

acumulados do que quando os animais se alimentam da matéria contaminada. Deste modo,

considerando que nas nossas condições experimentais os caramujos foram expostos em

solução do metal dissociado em água, podemos ter a segurança que o metal foi acumulado

de maneira eficiente para o estabelecimento de seus efeitos e desenvolvimento do estresse

para indução da proteína HSP70.

A faixa de concentrações de cloreto de cádmio testada no caramujo B. glabrata foi

escolhida com base nos resultados de Ansaldo et al. (2006; 2009) que deram indicativos

que as concentrações 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

sobrevivência ao cádmio na forma cloreto (CdCl2) foi realizada partindo da concentração

de 0,5 ppm, onde se observou alta mortalidade, embora ainda não se caracterizasse como a

concentração letal para 100% da população nesta espécie em exposições de 96 horas

(TAB. 3 e FIG. 16). Os experimentos subseqüentes permitiram concluir que a

concentração de 0,7 ppm de CdCl2 foi eficiente para eliminar 100% de uma população de

B. glabrata em 96 horas de exposição.

A análise estatística da CL50/96h teve que ser ajustada para um modelo de dados

censurados, considerando que o experimento objetivou verificar a sobrevivência do

caramujo B. glabrata ao cloreto de cádmio durante uma exposição de 96 horas, portanto

foi encerrado antes da morte de todos os caramujos. O teste dos dados nos modelos

Weibull, exponencial e lognormal mostrou que o modelo exponencial se mostrou mais

bem ajustado para o resultado encontrado na curva de sobrevivência dos caramujos ao

CdCl2 durante 96 horas de exposição.
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Os experimentos mostraram que o cádmio é tóxico para

B. glabrata, e sua exposição em níveis subletais induz uma resposta protetora na qual a

HSP70 parece estar envolvida. A indução da proteína na glândula digestiva, analisada no

software de imagem ImageJ, 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 cádmio, intervalos

muito pequenos entre as concentrações tiveram que ser estabelecidos para que fosse

construída a curva de sobrevivência e determinada a CL50/96h.

Ansaldo et al. (2006; 2009) já haviam observado que o cádmio acumula-se

predominantemente na glândula digestiva do caramujo B. glabrata, em relação aos demais

órgãos estudados (gônadas, região cefalopedal e pulmões); o cádmio também modifica a

expressão das HSPs, induzindo sua síntese em decorrência da desnaturação e oxidação

proteica ocasionada por este metal (Bertin & Averbeck, 2006). Com base nessas

informações, uma possível explicação para o aumento da HSP70 na glândula digestiva dos

caramujos expostos ao cloreto de cádmio se dá em decorrência do acúmulo do metal por

este órgão, além da maior expressão da proteína neste tecido, conforme demonstrado nas

figuras 23, 24 e 25.

No presente trabalho observou-se ainda que nas concentrações de 0,33 e 0,5 ppm os

animais diminuíam (muito provavelmente alguns cessavam) a alimentação antes de

morrerem. Esta observação também foi realizada por Abd Allah et al., (2003) com

caramujos B. glabrata expostos ao cádmio, chumbo e mercúrio, e por Ruelas et al. (2006)

em caramujos B. glabrata expostos à radiação ultravioleta.

Xuan et al. (2011) também observaram redução da ingestão de comida em

caranguejos expostos ao cádmio. Como bem colocado por esses autores, a diminuição da

alimentação é, em muitos casos, uma das primeiras respostas às perturbações ambientais,

sendo um indicador sensível de estresse ambiental. A redução nutricional pode afetar o

status de reserva energética do organismo, interferindo com os processos fisiológicos;

assim a diminuição da ingestão de alimento, muito além de um sinal de redução no

metabolismo, é um indicativo de envenenamento pelo cádmio.

O grande problema associado à redução na alimentação quando o organismo está

exposto ao cádmio é a necessidade de um aporte maior de energia nesta situação, afinal a

resistência a agentes agressores é um processo energeticamente custoso para a manutenção

das funções vitais, tais como crescimento, reprodução e resistência parasitária (Schreck,

2010).



78

Abd Allah et al. (2003) obtiveram efeitos sobre a sobrevivência do caramujo

B. glabrata em concentrações de cádmio abaixo das utilizadas neste trabalho. Os autores

relatam mortalidade de 100% dos animais em 96 horas, após exposição a 0,55 ppm de

cloreto de cádmio. Os animais utilizados no estudo, entretanto eram menores (11,5-12,5

mm) que os utilizados nesse trabalho, e foram criados em água artificial, o que diminui a

probabilidade de exposição dos caramujos a interferentes externos, mesmo que em níveis

considerados abaixo do limiar de efeitos. Além disso, a exposição ao metal deste grupo foi

conduzida em incubadora (28 °C) e não à temperatura ambiente como foi o nosso teste. Em

nossa opinião, o tamanho menor dos caramujos, e a criação em água extremamente

controlada diminuiu a resistência dos animais ao metal, assim uma concentração menor do

metal foi suficiente para eliminar 100% da população em 96 horas.

Os autores observaram também aumento da sensibilidade dos animais mantidos à

temperatura de experimentação (28 °C), em relação aos animais nas condições de criação

(24 °C), mesmo quando foram realizadas tentativas de aclimatar os animais antes dos

experimentos.

A análise estatística neste trabalho confirmou a escolha da temperatura de 33 °C e

da concentração de 0,22 ppm como as mais adequadas para os experimentos de resistência

cruzada. Verificou-se que a concentração de cádmio de 0,22 ppm, foi a maior concentração

que não causou efeito letal significativo sobre os caramujos a um nível de significância de

5%; sendo observado um salto expressivo na mortalidade entre as concentrações de 0,22

ppm e 0,33 ppm (TAB. 3 e FIG. 16).

Após confirmação da indução da HSP70 pelo calor e pelo cádmio no molusco

B. glabrata, e determinação da temperatura e concentração do metal nas quais sua

expressão era maior, os experimentos de resistência cruzada foram conduzidos com base

nesses resultados.

Neste trabalho, a ocorrência de resistência cruzada foi observada quando os moluscos

pré-expostos a uma temperatura subletal de 33 °C apresentaram maior resistência ao

cádmio em concentração letal que o grupo controle não pré-exposto ao calor. Os resultados

do Western blot (FIG. 19 e 20) mostraram que essa temperatura induz a expressão da

proteína HSP70. Assim, esse parece ser um dos fatores envolvidos nesse incremento da

resistência dos animais ao metal, embora provavelmente não seja o único.

Os resultados confirmaram uma clara indução de resistência à concentração de 0,7

ppm de cádmio nos animais pré-expostos ao calor. Os animais controle, conforme esperado

segundo o experimento da curva para determinação da Cl50/96h (TAB. 3), sobreviveram por
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96 horas a esta concentração do metal, enquanto que os grupos pré-expostos a 33°C

apresentaram sobrevivência aumentada até 192 horas, demonstrando a indução de

resistência pela exposição prévia ao calor (TAB. 4).

Tedengren et al. (2000) também observaram aumento na resistência de moluscos

M. edulis ao cloreto de cádmio após pré-exposição a um choque térmico subletal. Os

efeitos do cádmio foram avaliados em relação aos parâmetros fisiológicos de consumo de

oxigênio, excreção de amônia, clearance e crescimento; além da expressão da HSP70 nas

brânquias dos moluscos. O pré-aquecimento não apenas aumentou os níveis da HSP70,

como também conferiu maior resistência ao cádmio, mantendo as taxas de filtração do

animal; e apenas uma alteração leve no crescimento foi observada subseqüente à exposição

ao cádmio. Embora o anticorpo utilizado pelo grupo fosse sabidamente efetivo para o

reconhecimento da proteína HSP70 e suas isoformas, e da proteína 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 cádmio, o que também foi observado neste

trabalho.

Resultados de resistência cruzada após exposição dos organismos à temperatura

subletal foram encontrados também por Bond e Bradley (1995), que investigando a

toxicidade do malation em Daphnia magna, concluíram que exposições prévias às

temperaturas subletais proporcionaram maior proteção contra os efeitos tóxicos do

inseticida, correlacionando essa maior proteção com a indução da proteína HSP70.

A plotagem dos resultados no gráfico de Kaplan-Meier mostrou que a curva de

sobrevivência dos indivíduos pré-expostos a 33°C foi maior que a curva dos animais

controle, não pré-expostos ao calor, confirmando a proteção conferida pelo estímulo

subletal, resultando em incremento da sobrevida (FIG. 17).

Como feito para os outros experimentos, foi efetuada a análise com base em três

métodos gráficos diferentes para verificar qual dos modelos (Exponencial, Weibull e

Lognormal) seria o mais adequado para os dados de sobrevivência do caramujo B. glabrata

ao cloreto de cádmio na concentração de 0,7 ppm após pré-exposição à temperatura de

33 °C. O modelo exponencial mostrou-se como o mais adequado, pois seu gráfico

apresentou a curva mais aproximada da curva de Kaplan-Meier construída a partir dos

dados do experimento.

Quando analisado o efeito contrário, ou seja, a indução de resistência à temperatura

letal pelo cádmio, os animais também apresentaram um incremento na sobrevivência,

observado na proporção de animais que morriam ao longo do experimento. A
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sobrevivência esteve aumentada no que concerne ao tempo, considerando que o grupo pré-

exposto ao metal sobreviveu uma hora a mais em relação ao controle não pré-exposto ao

cádmio, e a taxa de mortalidade foi mais lenta nos animais pré-expostos ao metal. Nas

três primeiras horas 88,5% dos animais controles já haviam morrido, enquanto que nos

animais pré-expostos ao cádmio a mortalidade foi de 51,4%. Após a morte de todos os

animais controle, ainda restavam 2,9% dos pré-expostos ao cádmio.

A comparação entre os três modelos (Exponencial, Weibull e Lognormal) feita com

base em três métodos gráficos diferentes, com o intuito de determinar o modelo mais

adequado aos dados, mostrou o modelo Weibull como o mais pertinente, pois este

apresentou o gráfico que continha os pontos que mais se aproximaram da curva de Kaplan-

Meier dos dados estudados (FIG. 18).

Durante a realização dos experimentos com o cádmio foram observadas também

variações entre as replicatas. Embora a proteína 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 diferença se mostrou mais discreta, inclusive

para o grupo controle, que em alguns experimentos apresentarou valores basais da proteína

HSP70 bastante elevados se comparados aos grupos pré-induzidos com os estímulos

estressores. Da mesma forma, em alguns grupos expostos a concentrações mais baixas do

metal, que antes não haviam apresentado resposta expressiva da proteína HSP70, foi

observada uma expressão maior da proteína, levando-nos a acreditar que existe uma

variação natural desta proteína na espécie de caramujos B. glabrata. Os testes estatísticos,

entretanto, confirmaram similaridades entre as replicatas experimentais em um nível de

significância de 5%.

Levando-se em conta que os níveis basais de expressão da HSP70 em

B. glabrata não são conhecidos, foi feita a avaliação individual da HSP70. Conforme

observado nas FIG. 26, 27, 28 e 29 a exposição aos agentes agressores selecionados para a

indução da HSP70 (calor de 33 °C e cloreto de cádmio a 0,22 ppm), ocasionou respostas

diferentes nos indivíduos, com maior indução em alguns e quase nenhuma indução em

outros; nestes, os níveis eram comparáveis aos dos grupos controles. Mesmo dentro do

grupo controle negativo, foi observado que alguns indivíduos apresentavam um nível

consideravelmente alto do que se imagina ser a forma constitutiva da proteína HSP70

(FIG. 30 e 31).

Com base em tais observações, ficou estabelecido neste trabalho que um mínimo de

10 animais deveria ser analisado como um pool por grupo experimental, visando
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homogeneizar as respostas para as condições testadas, e minimizar erros de interpretação

dos resultados. Acreditamos que a variação que observamos nos experimentos de indução

da proteína HSP70 pelo cádmio foi devido à análise da proteína em pool de 5 animais, o

que não seria suficiente para uniformizar a variação natural desta proteína na espécie

B. glabrata. Regoli et al. (2006), na discussão de seu trabalho com moluscos terrestres

também assinalou a importância de análises replicadas, em pool de animais, contudo para

estes autores a análise de 5 réplicas de pelo menos 4 animais cada uma seria suficiente para

evitar interpretaçãoes errôneas dos dados experimentais.

Há que ser levado em consideração ainda, que a família HSP, como proteína ubíqua

que é, está presente naturalmente na célula tanto na forma constitutiva como na forma

induzida, mantendo o funcionamento celular. Embora seja uma família bem conservada

filogeneticamente e responsiva a uma grande variedade de estímulos, as diversas isoformas

da proteína nem sempre são bem distinguidas em um único experimento, o que depende da

metodologia empregada e dos marcadores escolhidos, principalmente quando se trata de

anticorpos, como bem colocado por Jackson et al. (2011) na discussão de seu trabalho com

ostras C. virginica e C. gigas, onde observaram que a detecção de todas as isoformas da

proteína HSP70 presentes em um organismo pode se mostrar variável conforme o

anticorpo utilizado. Os autores comparando seus resultados com outros trabalhos

apontaram para as discrepâncias observadas entre os resultados da indução da proteína

HSP70 em ostras C. virginica e C. gigas nos trabalhos que utilizaram outro clone do

anticorpo, embora do mesmo fabricante.

Nem todos os anticorpos comercialmente disponíveis oferecem uma distinção

precisa entre as diversas isoformas da HSP70, e neste trabalho o anticorpo primário

utilizado para identificação da proteína no caramujo foi um anticorpo policlonal, que

embora reconheça a porção conservada filogeneticamente da proteína HSP70, pode não

diferenciar muito bem a porção constitutiva da induzida.

Isso nos leva a deduzir duas hipóteses para a expressão aumentada da proteína

encontrada em alguns dos nossos experimentos: talvez esses níveis elevados sejam uma

expressão basal da isoforma constitutiva, que nesta espécie seja naturalmente elevada, o

que não se relacionaria com a indução desta proteína por estímulos agressores. Fato este

que poderia ser elucidado com o desenvolvimento de um anticorpo específico para

reconhecimento da porção induzida da proteína HSP70 em B. glabrata, tal como fez

Kalosaka et al.(2009) em seu estudo com o inseto Ceratitis capitata. Outra explicação seria
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a inexistência da porção induzida da proteína HSP70 no caramujo, sendo uma mesma

proteína com função constitutiva e de resposta a agressões.

Tedengren et al. (2000) também observaram discrepâncias em seus experimentos

em relação ao anticorpo. Este grupo utilizou anticorpo policlonal de vertebrado para

estudar a proteína HSP70 da brânquia 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 seja sabidamente reativo não apenas para a HSP70 em várias

isoformas, como também para a HSP90, os autores encontraram apenas uma isoforma de

HSP70 indutível no Western blot.

Lee et al. (2006) por outro lado observaram um fenômeno diferente com larvas de

Chironomus tentans: em relação à exposição ao cádmio, a isoforma indutível apresentou

níveis 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 ambientais neste organismo.

Webb & Gagnon (2009) observaram diferenças na resposta da HSP70 entre os

tecidos e entre os indivíduos de peixes Acanthopagrus butcheri coletados de ambientes

estuarinos com alta variabilidade de poluentes. Os autores concluíram que, devido a essa

grande intervariabilidade tecidual e individual, o ensaio com a proteína deveria ser

complementado com os resultados de alterações em outros biomarcadores.

De fato, a proteína HSP70 não tem especificidade para nenhum agente agressor,

como já foi pontuado por Mukhopadhyay et al. (2003) e Lee et al. (2006). Isso, entretanto,

não invalida sua aplicabilidade em um screening inicial de possíveis efeitos decorrentes de

uma exposição ambiental a agentes agressores, dando subsídios para estudos mais

aprofundados e direcionados para marcadores específicos de interesse, conforme cada caso

investigado.

Qualquer organismo que apresente boa correlação entre a indução de proteínas

HSPs e estímulos do ambiente pode representar um potencial bioindicador para estudos

ambientais, visto a função das proteínas HSPs na resposta de proteção do organismo,

servindo como marcador de danos fisiológicos.

Os experimentos da curva de resposta correlacionada ao tempo de exposição neste

trabalho (FIG. 32 e 33) apontaram para um pico de indução da proteína HSP70 pelo calor

após 48 horas de exposição a 33 °C; enquanto que o cloreto de cádmio apresentou o pico

de indução a partir de 96 horas após a exposição ao metal, embora não seja possível
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afirmar este como o momento exato de maior indução da proteína durante uma exposição

prolongada ao metal, visto que o experimento não foi continuado além das 96 horas.

Os resultados da curva tempo-resposta nesse trabalho, de certo modo, não

surpreenderam visto que se esperava que o pico de indução pelo calor aparecesse mais

precocemente que pela indução pelo cádmio, considerando que este último sofre absorção

e transformações químicas no organismo, antes de ser bioacumulado pelo molusco.

Visto que não havia referências anteriores sobre as temperaturas subletais e tempo

de exposição ao calor para o molusco B. glabrata, e do mesmo modo a literatura carecia de

informações sobre os efeitos subletais do cádmio neste animal, o esquema experimental de

exposição durante 120 horas ao calor e 96 horas ao cloreto de cádmio teve o propósito de

garantir que houvesse tempo suficiente para que esses estímulos interagissem com o

caramujo, induzindo resposta de defesa, o que inclui indução da proteína HSP70.

Embora seja sabido que a indução de termotolerância não seja um efeito exclusivo

do calor, com indução de HSPs (Carretero et al., 1991; Boutibonnes et al., 1992), neste

trabalho os melhores resultados foram observados com este estímulo.

Concordando com outros autores (Abd Allah, et al., 1997; Aisemberg et al., 2005;

Ansaldo et al., 2006), nosso estudo também aponta para a potencial utilização do caramujo

B. glabrata como bioindicador de contaminação ambiental aquática, em particular para

metais (Ansaldo et al., 2009).

Outros autores já haviam apontado para o potencial deste molusco no

monitoramento ambietal: Aisemberg et al. (2005) comparando a resposta enzimática e de

acumulação de metal na exposição ao chumbo entre o caramujo B. glabrata e o poliqueta

Lumbriculus variegatus, concluiu que o caramujo se mostrou melhor modelo para estudos

de contaminação 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 recuperação mais rápida e acentuada que o

molusco (2006).

Aisemberg et al. (2005) e Kristoff et al. (2006) descreveram um tempo longo de

recuperação dos efeitos de agentes agressores (entre 5-11 dias) apresentado pelo caramujo

B. glabrata quando exposto a metal e inseticida. Acreditamos que em relação ao cádmio o

caramujo também necessitaria de um tempo prolongado para recuperação dos efeitos,

embora seja difícil precisar este tempo. Para o calor imaginamos que este tempo seria

menor em relação ao cádmio. Um dos objetivos iniciais deste trabalho era determinar a

cronologia de recuperação dos níveis basais da proteína HSP70, que daria um indicativo da
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recuperação do caramujo em relação aos efeitos do metal e do calor, entretanto não foi

possível realizar este experimento até o prazo final da tese.

O monitoramento com o caramujo ganha importância considerando que este animal

se mostrou sensível a metais em concentrações abaixo dos limites permidos em legislação,

e que os caramujos pulmonados habitam regiões litorâneas, que normalmente são as mais

expostas à contaminação, como bem colocado por Abd Allah et al. (2003).

Os resultados apresentados neste trabalho representam um ponto de partida para o

estudo da proteína HSP70 em caramujos B. glabrata. Contudo, os dados obtidos mostram

limitações na metodologia de Western blot para a padronização desta molécula como

biomarcador de estresse ambiental neste caramujo.

A investigação com novas metodologias, que forneçam outras informações sobre a

resposta das HSPs deste molusco frente a estresses ambientais, será de grande valia no

campo da ecotoxicologia. Uma das nossas sugestões é a análise da indução da proteína por

meio de estudos da transcrição do mRNA utilizando a técnica de PCR em tempo real.

Também acreditamos que a produção de um anticorpo específico para a proteína

HSP70 do caramujo B. glabrata favoreceria um melhor reconhecimento de sua porção

indutível, possibilitando, inclusive, a aplicação de ensaios mais quantitativos como o

ELISA.

Outra metodologia que acreditamos ser de grande valia é a análise proteômica do

caramujo, correlacionando todas as proteínas responsivas aos diferentes estímulos. Esse

estudo possibilitaria, além da investigação da resposta da proteína HSP70 aos estímulos

agressores, a construção de um panorama de todas as demais proteínas alteradas no

processo, seja por indução ou por inibição, por meio da comparação entre o grupo controle

e o grupo exposto.

A utilização de aminoácidos marcados constitui outra alternativa para a

identificação de proteínas recém sintetizadas após um estresse ambiental, o que permitiria

monitorar as proteínas que seriam produzidas após a exposição do animal.

Uma vez definida a melhor metodologia de análise da proteína HSP70 neste

organismo, a investigação de uma ampla variedade de estímulos, de diferentes classes

(químicos, físicos e biológicos) faz-se necessária para o conhecimento mais profundo do

comportamento da proteína no caramujo, e sua aplicação rotineira como biomarcador de

estresses ambientais. Este é um procedimento padrão no estabelecimento de

biomarcadores, como pode ser visto em citações de outros autores (p. ex.: Lee et al., 2006).
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Esta varredura da resposta do molusco B. glabrata a diversos estímulos permitiria o seu

maior conhecimento e padronização como bioindicador.
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7 CONCLUSÕES

- A pré-exposição do caramujo B. glabrata a estímulos subletais é capaz de induzir

resistência a estímulos normalmente letais para a espécie;

- A proteína HSP70 parece estar correlacionada com o aumento nesta resistência

dos caramujos aos agentes letais, após pré-exposição a estímulos subletais;

- A proteína HSP70 parece não ser o único fator envolvido no processo de

resistência do molusco nos fenômenos de termotolerância e tolerância cruzada;

- A proteína HSP70 alcança seu pico de indução no caramujo B. glabrata após

48 horas de exposição ao calor e não antes de 96 horas de exposição ao CdCl2;

- A glândula digestiva é o melhor tecido para estudos da resposta da proteína

HSP70 ao calor e ao cádmio em caramujos B. glabrata;

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

ambiental.
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