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RESUMO

O enriquecimento dos ecossistemas por nutrientes como nitrogénio e fosforo ¢
preocupante, por acarretar possiveis deterioragdes, comprometendo o estado de satide do animal,
por alteragdes citobioquimicas e/ou genotoxicas. A utilizagdo de andlises de citotoxicidade a
partir do ensaio vermelho neutro (VN), permite identificar danos celulares e efeitos toxicos. Para
avaliacdo da satde geral dos organismos em ecossistemas aquaticos ¢ a identificacdo de
alteracoes no funcionamento dos hemocitos. E por fim, a utilizagdo de métodos para a
identificacao e quantificacao de danos no DNA e de potenciais quimicos que possam causar estes
danos. Efeitos adversos dos quimicos podem ser influenciados pela complexidade do meio
ambiente, e por isso ¢ indispensavel a compreensdo destes mecanismos de toxicidade e de sua
interacao com diferentes variaveis. Para a avaliacdo da integridade ecologica diversos programas
de biomonitoramento de qualidade da agua utilizam invertebrados, o contato com o ambiente
onde vivem pode se tornar uma via de contaminagao, a partir da absor¢do de substancias, através
da alimentagdo, contato com a agua e sedimento. Para as condigdes experimentais, 0s animais
foram separados em 4 grupos (CTR, N, F e N+F) durante o periodo de 96 horas, com a utiliza¢ao
da hemolinfa para a contagem do nimero de hemocitos e os tecidos glandula digestiva e borda
do manto para as andlises de citotoxicidade e dano de dna (sitio AP). Os resultados nos tratamento
com nitrogénio (N) e nitrogénio e fésforo (N+F) para citotoxicidade (glandula digestiva)
apresentaram diminui¢do significativa, ja& para dano do DNA (borda do manto) houve um
aumento significativo, € o nimero de hemocitos totais, somente o tratamento (N+F) apresentou
diminuigdo significativa em relacao ao controle (CTR). Por fim demonstrando que o nutriente
nitrogénio tem potencial toxico sobre os caramujos P. canaliculata, assim como a suscetibilidade
dos tecidos para as analises utilizadas.

Palavras-chave: genotoxicidade; fosforo; nitrogénio; molusco; citotoxicidade.



ABSTRACT

The enrichment of ecosystems by nutrients such as nitrogen and phosphorus is worrisome
because it leads to possible deterioration, compromising the health status of the animal, by
cytobiochemical and/or genotoxic alterations. The use of cytotoxicity analyses from the neutral
red (VN) assay, allows the identification of cellular damage and toxic effects. For assessing the
general health of organisms in aquatic ecosystems is the identification of changes in hemocyte
function. And finally, the use of methods for the identification and quantification of DNA damage
and potential chemicals that may cause this damage. Adverse effects of chemicals can be
influenced by the complexity of the environment, and therefore an understanding of these
mechanisms of toxicity and their interaction with different variables is indispensable. For the
evaluation of ecological integrity several water quality biomonitoring programs use invertebrates,
contact with the environment where they live can become a pathway of contamination, from the
absorption of substances, through feeding, contact with water and sediment. For the experimental
conditions, the animals were separated into 4 groups (CTR, N, F, and N+F) during the 96-hour
period, using the hemolymph for hemocyte count and the digestive gland and mantle border
tissues for cytotoxicity and DNA damage analyses (AP site). The results in the treatments with
nitrogen (N) and nitrogen and phosphorus (N+F) for cytotoxicity (digestive gland) showed a
significant decrease, whereas for DNA damage (mantle border) there was a significant increase,
and the number of total hemocytes, only the treatment (N+F) showed a significant decrease
compared to the control (CTR). Finally, this demonstrated that the nutrient nitrogen has a toxic
potential on P. canaliculata snails, as well as the susceptibility of the tissues for the analyses used.

Keywords: genotoxicity; phosphor; illness; shellfish; cytotoxicity



APRESENTACAO

O presente trabalho estd divido em Introducdao geral, composto por: eutrofizagdo,
biomarcadores e utilizacdo de invertebrados, referéncias bibliograficas e o Capitulo 1, que ficou
dividido em: resumo, introducdo, materiais ¢ métodos, resultados, discussido, conclusao,

agradecimentos e referéncias bibliograficas, sob as normas ABNT.

Sumario



LISTA DE FIGURAS 10
LISTA DE TABELAS 11
1. INTRODUCAO GERAL 12
1.1.  Eutrofizacao 12
1.1.1. CONIEXTUALIZACAO ...t 12
1.1.2. Nutrientes: NitrOENnio € FOSFOT0 .........cccuoviiiiiieiiii ettt 13
1.1.3. Risco ecolOgico e efeitos NA DIOtA.................c.c..ccoueeviuieiciiiciiiciieecie e 16
1.2. Hemdcitos 17
1.3. Biomarcadores 17
1.3.1. CHOLOXICIAQAE ... 18
1.3.2. DANO 1O DINA € STtIO AP ..ottt ettt ettt ettt ssaeesseesseesaesseessaesnsennns 18
1.4.  Utilizacao de invertebrados 19
1.4.1. Pomacea canaliCUlQta .......................ccc.cocuiiiiiiiiiiiiciiecee et 19
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ouovvrveeeresreneeessessensens 21
2. OBJETIVOS 25
2.1.  Objetivo geral 25
2.2.  Objetivos especificos 25
3. HIPOTESE 25
CAPITULO 1 26
ABSTRACT 27
1. Introducio 28
2. Material e Métodos 30
2.1, Cultivo € Manejo de GastrOPOUES .........cecveeiieciieriieriieriertesteereeteeseesteessaessaesssessseesseenseesseesseens 30
2.2, Desenho eXPerimental........c..cciiiiiiiiiiiiiicieeie ettt e stee e eeereebeeveebe e taestaestbesrbeeabeebeeteesreens 31
2.3.  Anadlises dos Nutrientes e Categoriza¢@o do ambIEnLe ..............cc.cccoeceveciaiianiienieiieeieeie e, 32
2.4, HEIMOCIEOS. ..ttt ettt ea e sttt eh e b e b e e bt e s bt e she e e bt e eateeh e e e bt e eateebe e b e e bt e nbeenaes 32
2.5, BIOMATCAQOTES ... cotetieiiiiieiteieet ettt ettt b ettt b et sb et e st sb e et e s b e eatebe e bt et e sbe st eneenees 32
251, CHtOLOXICIAAAE ...ttt et e st e e s te e e abe e s abeesbae e sseesssaeenens 33
2.5.2. Extracdo do DINA € STt AP ........cccoeeeeeeeeeeeeeceeeeeeeee e eeeee e eeeee e e e e e e 33
2.0, ANGLISE ESIALISHICA ......veeeeveeeeeeeieeeeieeeieeeeiee et eeetteesve e s teeestaeesbeesstaeesssaeassseessseesnseessseessseeenssens 33
3. Resultados 34
3.1.  Analises dos Nutrientes e categorizagdo do ambiENLe.........c.eeevvieiirieerieercieeeiieerieeereeesveeeaeeens 34
3.2, NUMETO de HEMOCIIOS ... ccueiiieiieiiiieieeiee ettt sttt et sae et b e e 35
TG T O 11010 ¢ 15 1« - T LSS 35
3.4, Dano DNA/ STHO AP ..ottt ettt ettt e te et e beeneensesseeaeeees 36
4. Discussdo 37
5. Conclusao 40
6. Agradecimentos 41
7. Referéncias 41

LISTA DE FIGURAS



INTRODUCAO GERAL

Figura 1: Representacdo das formas de fosforo presentes em ambientes aquaticos. (Esquema: Adaptado
de Thomann e Mueller)

Figura 2: Representacdo das formas de nitrogénio presentes em ambientes aquaticos. (Esquema:
Adaptado de Thomann e Mueller)

Figura 3: Formagao dos sitios abasicos na molécula de DNA. (Imagem: Boiteux & Guillet 2004)

Figura 4: (A) Musculo do pé em Pomacea canaliculata. (B) Sifao exposto em Pomacea canaliculata.
(C) Ovos de Pomacea canaliculata.

CAPITULO 1
Figura 1: Desenho experimental (Esquema: Ingrid Pereira de Souza )

Figura 2: Niveis de fosforo no tempo inicial (T=0h) e no tempo final (T=96h) em todos os tratamentos.

Figura 3: Niveis de nitrogénio no tempo inicial (T= Oh) e no tempo final (T=96h) em todos os

tratamentos.
Figura 4: Numero de hemdcitos.
Figura 5: (A) Citotoxicidade na Glandula Digestiva. (B) Citotoxicidade na Borda do Manto

Figura 6: (A) Sitio AP Glandula Digestiva. (B) Sitio AP Borda do Manto



LISTA DE TABELAS
INTRODUCAO GERAL

Tabela 1: Classificagdo trofica dos estados dos lagos de acordo com OECD. ( Fonte: Adaptado por
Rivera 2003)

Tabela 2: Classificacao trofica dos estados dos lagos. ( Fonte: Adaptado de Wetzel 1983)

Tabela 3: Concentragdo de P-total em relagdo ao estado trofico de lagos. (Fonte: Adaptado de Esteves
1988, citado por Vollenweider 1968)

Tabela 4: Concentragao de fosforo total segundo a resolugdio CONAMA N° 357/05. (Fonte: Adaptado
CONAMA 2005)

Tabela 5 — Classificacdo dos ambientes aquaticos, seguindo as diferentes formas nitrogenadas (mg/1).
(Fonte: Adaptado de Esteves 1988)

Tabela 6 — Concentragdes médias de metais (mg/kg de peso seco) nos tecidos de Pomacea canaliculata
em estudos anteriores.



1. INTRODUCAO GERAL
1.1. Eutrofizacao:

1.1.1. Contextualiza¢do

As interacdes entre fatores bidticos (bactérias,vegetais, animais, entre outros) e abidticos
como caracteristicas fisico-quimicas: pH, temperatura, nitrogénio e fosforo, estdo ligados
diretamente com o estado de saude do ambiente (JAH, 2004). Os ecossistemas costeiros estao
sob pressdao ao aumento na entrada de nutrientes, o que reduz a qualidade da agua e leva a
eutrofizagdo (VAN WIINEN et al., 2015). A eutrofizacdo ¢ o aumento da concentragdo de
nutrientes, como fosforo e nitrogénio nos ambientes 16ticos e 1énticos, como um fendmeno natural
(ESTEVES, 1998). A reciclagem de nutrientes e o aporte de sedimentos causam um lento
envelhecimento dos ecossistemas aquaticos, que pode ser acelerado por acdes antrdpicas,
causando grandes prejuizos aos organismos presentes no ambiente (TELLES, 2013). O aumento
de a¢des antrdpicas muitas vezes contribui diretamente para o excesso de nutrientes nos corpos
de agua doce. Os despejos de esgotos domésticos ndo tratados, contaminantes agricolas e
industriais causam um aumento rapido na concentra¢do de foésforo (P) e nitrogénio (N) na agua,

oriundos de detergentes e fertilizantes por exemplo.

O processo de enriquecimento de nutrientes de um corpo de 4gua, seja por causas naturais
ou antropogénicas, pode ser classificado dentro da Limnologia com relacdo ao seu grau de
eutrofizacdo. Este processo iniciou-se com NUMANN (1909,1929) ¢ THIENEMANN
(1925,1931) e consistia na classificacao de diferentes lagos em diferentes categorias de estado
tréfico, este definido como uma resposta biologica a entrada de nutrientes. A TABELA 1
apresenta os valores para classificag@o de lagos, baseada no estado trofico em paises da Organizagao para

a Cooperagdo e o Desenvolvimento Economico (OECD).

TABELA 1 - CLASSIFICACAO DO ESTADO TROFICO DE LAGOS DE ACORDO COM OECD

Estado trofico Especificacoes

Ultraoligotrofico | Corpos aquaticos com produtividade muito baixa e concentragdes
insignificantes de nutrientes que ndo acarretam em prejuizos aos usos da

agua.

Oligotrofico Corpos aquaticos com baixa produtividade, em que ndo ocorrem
interferéncias indesejaveis sobre os usos da agua decorrentes da
presenca de nutrientes.

Mesotroéfico Corpos aquatico com produtividade intermediaria, com possiveis
implicagdes sobre a qualidade da agua.




Eutrofico Corpos aquaticos com alta produtividade, ¢ redugdo da transparéncia,
nos quais ocorrem alteragdes indesejaveis na qualidade da agua
decorrentes do aumento da concentragdo de nutrientes e interferéncias
nos seus multiplos usos.

Hipereutréfico Corpos aquaticos afetados pelas elevadas concentragdes de matéria
organica e nutrientes, com comprometimento acentuado dos seus usos,
associado a episodios de flora¢des de algas ou mortandade de peixes.

Fonte: Adaptado de Rivera (2003)

Consequentemente os parametros como: nitrogénio. fosforo, clorofila ou so6lidos totais
inorganicos podem ser utilizados para a classificacao do grau de trofia de ambientes aquaticos,
e estes podem converter o estado de eutrofizagdo para classes com maiores ou menores graus de
trofia, como exemplificado na TABELA 2 que apresenta valores de fosforo total, nitrogénio total,
solidos totais inorganicos e clorofila-a de diferentes estados troficos. Assim as condigdes
geograficas dos lagos podem alterar os critérios de classificagdo dos ambientes (JONES &

KNOWLTON, 1993).

TABELA 2 — CLASSIFICACAO DO ESTADO TROFICO DE LAGOS

Fésforo Total

Estado trofico Dissolvido (ng/L) Nitrogénio Total (ng/L)
Ultraoligotrofico -
Oligotrofico <1-5 <1-250
Oligotrofico - Mesotrofico
5-10 250 - 600
Mesotrofico - Eutréfico
10-30 500—-1100
Hipereutroéfico
30 ->5000 500 - > 15000

Fonte: Adaptado de Wetzel (1983)

Consequentemente o aumento da produtividade primdria se relaciona com o
enriquecimento de nutrientes e possiveis ocorréncias de proliferagdo de algas ou macrofitas

aquaticas que podem interferir na biodiversidade aquatica.

1.1.2. Nutrientes.: Fosforo e Nitrogénio

O fosforo pode ser encontrado nos corpos d’agua em diversas formas tais como fésforo
particulado (organico e inorganico) e fosforo dissolvido (organico e inorganico) (SHARPLEY &
HALVORSON, 1994; SHARPLEY, 1995). Tanto nas formas dissolvidas ou nas particuladas
estardoo fosforo estard sempre combinado ou complexado a outros elementos, a Figura 1

apresenta um esquema das formas do foésforo encontradas no meio aquatico.



Fosforo Tota
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Figura 1. Representagdo das formas de fosforo presentes em ambientes aquaticos.
Fonte: Adaptado de Thomann e Mueller (1987)

O fosfato inorganico a partir da matéria organica ¢ catalisado por enzimas fosfatases
produzidas por bactérias. Com a producao de fitases feita por bactérias e fungos, tem importancia
por transformar o fosfato inorganico em ortofosfatos (ESTEVES, 1988). Assim o fosfato pode
ser assimilado pelos organismos para processos metabolicos, porém este processo pode sofrer
interferéncia de fatores como luz e pH (WETZEL, 1983).

Além disso, pode estar relacionado ao grau de trofia dos ambientes aquaticos, assim sua
concentracao deve ser vista como um potencial de eutrofizagdo. A classificacdo de trofia pela
Agéncia de Prote¢ao Ambiental dos Estados Unidos (EPA) utiliza os valores de fosforo para a

classificagdo do grau de trofia, conforme a TABELA 3.

TABELA 3 — CONCENTRACAO DE P-TOTAL EM RELACAO AO ESTADO TROFICO DE
LAGOS

Estado trofico Fosforo Total Dissolvido (ng/L) ‘
Ultraoligotréfico <5
Oligotrofico 5-10
Mesotrofico 10 -30
Eutrofico 30 - 5000
Hipereutréfico > 100

Fonte: Adaptado de Esteves (1988), citado por Vollenweider (1968)

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabelece valores de fosforo total
para ambientes 16ticos e Iénticos em 4guas continentais que devem ser iguais ou inferiores aos
valores apresentados na TABELA 4 a fim do enquadramento dos corpos de agua e estabelecer

condigdes e padroes de langamentos de efluentes.

TABELA 4 - CONCENTRACAO DE FOSFORO TOTAL SEGUNDO A RESOLUCAO
CONAMA N° 357/05



CLASSES 1 e 2 - AGUAS DOCES

PARAMETRO VALOR ESTABELECIDO
Fésforo total (ambiente Iéntico) 0,02mg/L P

Fésforo total (ambiente intermediario,
com tempo de residéncia entre 2 e 40 0,025 mg/L P
dias, e tributarios diretos para
ambientes |énticos)

Fésforo total (ambientes I6ticos e
tributarios para ambientes 0,1 mg/L P
intermediarios)

CLASSE 3 - AGUAS DOCES

PARAMETRO VALOR ESTABELECIDO
Fosforo total (ambiente Iéntico) 0,05 mg/L P

Fosforo total (ambiente intermediario,
com tempo de residéncia entre 2 e 40 0,075 mg/L P
dias, e tributarios diretos para
ambientes |énticos)

Fosforo total (ambientes lbticos e
tributarios para ambientes 0,15 mg/L P
intermediarios)

Fonte: Adaptado CONAMA (2005)

O fosforo participa de processos biologicamente fundamentais, como estruturagdo de
membranas celulares, armazenamento de energia e metabolismo celular (ESTEVES, 2011). Em
ecossistemas aquaticos, o fosforo pode atuar como elemento limitante, contribuindo para o
aumento da biomassa fitoplanctonica, sendo assimilado biologicamente na forma de fosfato, e
tem suas origens tanto naturais quanto artificiais (ROCHA; ANDRADE; LOPES, 2015, VAROL,
2013). Embora seja um dos responsaveis pelo desencadeamento do processo de eutrofizagao, sua
associacdo a ecotoxicidade e/ou toxicidade ocorre principalmente a partir de sua disponibilidade
no ambiente aquatico propiciar o crescimento de algas responsaveis pela liberacao de toxinas e
citotoxinas.

Similarmente, o nitrogénio, encontra-se nos cursos d’dgua nas formas: N2 (nitrogénio
molecular), NH4" (ion aménio), NO2™ (nitrito) e NOj3™ (nitrato), NH3 (amonia), N2O (6xido
nitroso), nitrogénio organico dissolvido e nitrogénio organico particulado (ENRICH-PRAST,
2005). A representagdo esquematica das formas de nitrogénio encontradas no sistema aquatico
estd apresentada na Figura 2.

Assim, o nitrogénio ¢ um macronutriente importante presente na estrutura de proteinas e
na composicao celular, atuando como nutriente limitante da produgao primaria (WETZEL 1983).
Os residuos de nitrogénio adentram nos ambientes aquaticos por fontes naturais como excretas
dos animais e restos alimentares, ja suas ocorréncias antropicas sdo advindas da utilizagdo de
fertilizantes, detergentes, despejos domésticos e industriais (TOMASSO 1994; GROSS et al.,
2000; SPERLING 1996). As formas de nitrogénio, como o nitrato € o ion amdnio nos ambientes
aquaticos sdo importantes por representarem as principais fontes de nitrogénio para os produtores
primarios (ESTEVES, 1998). Tal excesso possibilita o crescimento de algas favorecendo também

a eutrofizacdo (SPERLING, 2005).



Nitrogénio o Nitrogénio
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Figura 2. Representagcdo das formas de Nitrogé€nio presentes em ambientes aquaticos.
Fonte: Adaptado de Thomann e Mueller (1987)

Como apresentado acima, nos ambientes aquaticos, tanto o nitrogénio quanto o fosforo
podem contribuir para definir o grau de eutrofizagdo de acordo com suas concentragde, a
TABELA 5, apresenta a concentragao de compostos nitrogenados e sua possivel relacdo com o

grau de trofia.

TABELA 5 — CLASSIFICACAO DOS AMBIENTES AQUATICOS, SEGUINDO AS
DIFERENTES FORMAS NITROGENADAS (mg/L)

ESTADO TROFICO N - Amoniacal Nitrato Nitrito

Oligotréfico 00-0,3 00-1,0 0,0-0,5
Mesotréfico 00-20 1,0-5,0 05-5,0
Eutréfico 2,0-15,0 5,0-50,0 50-150

Fonte: Adaptado de Esteves (1988)

Embora o nitrogénio seja um macronutriente importante para os organismos, em meio
aquatico, assume formas que podem se tornar toxicas, tais como a amonia, o nitrito € o nitrato. A
amoOnia encontra-se nos corpos d’agua na forma ionizada e ndo ionizada constituindo a amodnia
total. Segundo autores, a forma mais toxica ¢ a amonia ndo ionizada, por sua capacidade de
difusdo pelas membranas celulares (FROMM & GILLETTE, 1968; YU & HIRAYAMA, 1986)
O nitrito ¢ um composto toxico para organismos aquaticos presente no processo de nitrificagdo
da amdnia em nitrato ou ainda como produto da nitrifica¢do do nitrato (TSAI & CHEN, 2002).
O mecanismo de toxicidade do nitrito atua incapacitando a oxigena¢do dos tecidos, € como
consequéncia a diminuicdo a quantidade de oxigénio para o metabolismo, podendo ocorrer
hipdxia e mortalidade dos organismos (BROWNELL 1980; GROSS 2004; CHEN et al.,1986). J&
o nitrato possui baixa toxicidade, entretanto em sistemas fechados pode acumular-se e/ou atuar
em conjunto com outras formas nitrogenadas provocando efeitos letais e/ou subletais em

diferentes espécies (THURSTON et al., 1978; SANTOS et al., 1993).



Alguns trabalhos ja analisaram os efeitos de produtos nitrogenados, como OSTRENSKY
(1993) que determinou o efeito subletal/letal (24 a 96h) da amonia em diferentes fases do ciclo
de vida do camardo Farfantepenaeus paulensis € OSTRENSKY (1997) verificou o efeito letal
na mistura de nitrito € amonia. Ja as observacdes feitas por WOLFE & PATZ, 2002 descrevem
os efeitos de um dos compostos nitrogenados, como o nitrato que reduz reacdes endogenas de
nitrito e nitrosagdo produzindo compostos cancerigenos e ainda associado a efeitos genotdxicos

e citogenéticos.

1.1.3. Risco ecologico e efeitos na biota

O enriquecimento dos ecossistemas por estes nutrientes (fosforo e nitrato) ¢ preocupante.
Quando em excesso, estes nutrientes podem acarretar possiveis deterioragdes, como a mudanga
na composi¢ao de espécies, aumento da biomassa fitoplanctonica, aumento da turbidez da agua,
diminuindo a entrada de luz nos copos d'agua e a redugdo do oxigénio no fundo
(JOHANNESSEN & DAHL 1996; SHARP, 2010; ALEXANDER et al., 2008).
Consequentemente, pode ocorrer a predominancia de espécies toxicas, como floracio de algas e
cianobactérias que afetam a sobrevivéncia dos organismos, uma vez que estas produzem
citotoxinas (ZENG et al., 2019; CARPENTER, 2008; CARACO et al.; FISHER et al., 2006). As
citotoxinas afetam animais domésticos e selvagens, assim como podem afetar a saude humana
(CARMICHAEL,1992). Estudos com diferentes modelos biologicos descrevem casos de
envenenamento de organismos expostos a cianotoxinas geralmente produzidas pelos géneros
Anabaena, Aphanizomenon, Microcystis, Nodularia e Oscillatoria (RESSOM et al., 1994). O
nivel de contamina¢do dos corpos de 4gua, constitui um fator limitante para os organismos que
vivem nestes ecossistemas aquaticos, comprometendo a satide do animal, por alteracdes
citobioquimicas e genotoxicas (BRITO & LUZ, 2015; ARIAS et al., 2007).

Estabelecer uma associagao entre efeitos ecologicos gerados pela poluicao e a saude dos
organismos ¢ dificil (STAHL, 1991). Embora a anélise quimica das variaveis nitrogénio e foésforo
fornecam informagdes importantes sobre as condi¢des da agua, sdo incapazes de inferir dados
sobre os efeitos bioldgicos causados (CURADO et al., 2018; GRAZEFFE, 2009; COSTA &
OLIVI 2008). Mudanca nas caracteristicas fisicas e quimicas do ambiente, leva a mudancas na
composi¢ao de comunidades bioldgicas gerando uma perda na biodiversidade dos ecossistemas

de 4gua doce (MABERLY et al., 2002; CALISTO et al., 2004, 2005).

1.2. Hemocitos
Uma forma de avaliagdo da saude geral dos organismos ¢ através da analise da hemolinfa,
que desempenha um papel fundamental no transporte de metabdlitos, reparo de conchas e sistema

imunologico (GOPALAKRISHNAN etal., 2009 ; MICHELSON, 1980). As células da hemolinfa



possuem morfologia variavel, exibindo diferentes capacidades de adesdo e fagocitose
(MATRICON-GONDRANO & LETOCART, 1999) e sao utilizadas como um importante
biomarcador de poluentes em ecossistemas aquaticos, isto se deve pelo fato de que qualquer
alteragdo no funcionamento dos hemocitos pode comprometer a saude do organismo. Os
hemocitos circulantes desempenham um papel na imunidade inata e estdo relacionados ao
reconhecimento de agentes externos, resposta fagocitaria e reagoes citotoxicas (JOHNSTON &
YOSHINO, 2001).

Diversos trabalhos sdo descritos analisando os hemocitos, como Auffret e Oubella (1994)
que relataram uma diminui¢do no nimero de hemocitos em periodos de fome, ja Dikkeboom et
al., (1984) que descreveram que com o aumento da idade os moluscos tendem a diminuir o
nimero de hemdcitos. E o trabalho desenvolvido por CAJARAVILLE e colaboradores (1992) e
ZAROOGIAN & YEVICH, (1993), relataram sobre a mobilizagdo das células responsaveis pela

defesa imunoldgica em presenca de poluentes.

1.3. Biomarcadores

Alteragdes nas respostas bioldgicas sejam moleculares, celulares, morfoldgicas ou
fisiologicas relacionadas a exposi¢ao a determinadas substancias quimicas ou efeitos toxicos sao
denominados biomarcadores (VAN DER OOST et al., 2003). Os biomarcadores de exposicao,
refletem a distribuicdo das substincias quimicas através do organismo e sdo identificados como
dose interna, assim a concentracdo do quimico presente no ambiente refere-se a dose externa
(LYNCH et al., 2011). J& os biomarcadores de efeito refletem a interagdo da substancia quimica
com os receptores biologicos (CEBULSKA-WASILEWSKA, 2003).

Os biomarcadores genéticos a partir de analises de genotoxicidade verificam efeitos, e
fornecem informagdes relevantes sobre possiveis impactos no DNA. Organismos bivalves, tais
como os géneros Perna (SIU et al., 2008), Mytilus (BINELLI et al., 2010; VENIER &
ZAMPIERON; BOCCHETTI et al., 2008), Dreissena (PAVLICA et al., 2000) ¢ Crassostrea
(BOLOGNESI et al., 2006) sdo utilizados em estudos para investigar a genotoxicidade das aguas
(SOUZA & FONTANELLI, 2006; BUSCHINI et al., 2004).

1.3.1. Citotoxicidade

Anadlises de citotoxicidade sdo usadas para identificagdo de danos celulares, efeitos
toxicos, morte celular e proliferacdo celular. O vermelho neutro (VN) é um corante muito
utilizado na histologia, que ¢ absorvido por difusdo através da membrana dos lisossomos. Os
lisossomos sdo organelas responsaveis pela reciclagem de “detritos” celulares (BRENNER et al.,
2014). Entretanto compostos que podem danificar as membranas dos lisossomos resultam na
diminui¢do da reten¢do do corante, sendo possivel distinguir entre células danificadas ou mortas

das células vivas através da intensidade de cor (BRENNER et al., 2014). COUGHLAN e



colaboradores (2009), relataram os efeitos da salinidade no molusco Ruditapes philippinarum
usando o ensaio de reten¢ao de vermelho neutro com solugdes salinas adaptadas. MARTINEZ-
GOMEZ e colaboradores (2015) desenvolveram um trabalho sobre a estabilidade da membrana
lisossomal em mexilhdes. Assim, demonstrando que o a analide da integridade lisossomal pode
ser utilizado com sucesso como uma ferramenta ecotoxicoldgica sensivel, ajudando na
investigacao dos efeitos de varios estressores em organismos aquaticos ( GALLOWAY et al.,

2004).

1.3.2. .Dano do DNA/ Sitio AP

O DNA esta suscetivel a uma diversidade de danos, como quebras de fitas, oxidagao de
base, desaminacdo e depurinagdo/despirimidinas, por exemplo. Dentre varias lesdes no DNA
gendmico, as formadas pela perda de uma nucleobase, conhecida como sitios
apurinicos/apirimidinicos (Sitio AP), sdo formadas a partir da clivagem N-glicosidica, esta
responsavel pela ligacdo de uma base purina/pirimidina ao agucar desoxirribose (Figura 3).
Fatores fisicos, quimicos, agentes oxidantes e mutagénicos podem ser responsaveis pela
formacao dos sitios AP. Estas lesdes sdo reparadas por endonucleases durante o processo de
reparo por excisdo de base (BER), entretanto alguns sitios AP podem ndo ser reparados e assim
se tornarem mutagdes apos o processo de replicacdo e transmissdo do DNA, perpetuando ao longo
das geracdes (GRECO & TOR, 2005; LOEB & PRESTON 1986; LINDAHL & NYBERG 1972;
BOITEUX & GUILLET 2004).
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Figura 3. Formacao dos sitios abasicos na molécula de DNA.
Fonte: Boiteux & Guillet 2004

Erros durante a replicacio do DNA que ndo forem reparados, podem acarretar em
anomalias cromossOmicas e mutagdes, que podem ocorrer por causas naturais/genéticas. Ainda
assim, podem ser causadas por agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos que provocam alteragoes
cromossomicas, como quebras do material genético (clastogénicos), mutacdes no DNA

(mutagénicos), inseridos artificialmente nos ambientes aquaticos por agdes antropicas (LEE &



STEINERT, 2003; LARSEN, 2005).
Por isso a importancia em desenvolver métodos para identificar e quantificar estes danos,
assim como identificar o potencial de toxicidade genética de quimicos que possam causar este

tipo de dano no DNA.

1.3.3. Modelo Biologico

Ocupando diferentes habitats, os invertebrados sdo bons modelos para avaliagao da
integridade ecolégica (GOULART & CALLISTO, 2003). Devido a facilidade de coleta,
sensibilidade as mudangas fisico-quimicas dos ambientes, diversos programas de
biomonitoramento de qualidade da agua utilizam macroinvertebrados bentdonicos como
bioindicadores. Enquanto alguns sdo muito sensiveis aos fatores que afetam o ecossistema, outros
sdo tolerantes a estas perturbagdes (ALBERTONI & PALMA-SILVA, 2010). Os invertebrados
possuem importante papel na reciclagem de nutrientes e matéria organica, formando um elo entre
os produtores e como alimentos para outros niveis troficos (REECE & RICHARDSON, 1999).
O contato com o ambiente onde vivem, pode se tornar uma via de contaminagdo a partir da
absor¢ao de xenobiodticos, através da alimentagdo, contato com a dgua e sedimento (PEREIRA &
EBECKEN, 2009). Estes organismos devido a sua capacidade de acumular em seus tecidos
diferentes elementos, como Pb (chumbo) e Zn (zinco), Hg ( mercurio), As (arsénio) e U (urdnio)
descritos por (HAYES et al., 2015; VEGA et al., 2012)

A glandula digestiva tem diversas fungdes, como secrecdo de enzimas digestivas para
digestdo extracelular e intracelular, absor¢dao de nutrientes, além de um papel importante na
desintoxicacdo (DIMITRIADIS 2001; PONTE e MODICA 2017). J4 o manto ¢ o primeiro 6rgao
que separa o meio externo do meio interno do organismo, sendo responsavel pela regulacao idnica
do animal atuando principalmente no processo de formagio de concha (SILLANPAA; SUNDH;
SUNDELL, 2018), podem ser importantes ferramentas para estudos de biomonitoramento
ambiental .

A espécie Pomacea canaliculata (LAMARCK, 1822), mostrada na Figura 4 ¢ um
molusco endémico da regido tropical e subtropical da América do Sul, sendo considerada
invasora em regides ndo endémicas e praga em cultivos de arroz em muitos paises (BRITO &
JOSHI, 2016; HAYES et al., 2015). Em sua area endémica os caramujos invadem lavouras de
arroz no sul do Brasil, proximas a regides costeiras de banhados e lagoas (SOSBAI, 2018;

HICKEL & SCHEUERMANN, 2010).
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Figura 4 — (A) Musculo do pé em Pomacea
Estudos ecotoxicoldgicos sobre concentracdes de metais pesados demonstram que os

carac6is da maca possuem o potencial de acumular concentragdes desses metais nos tecidos, de

acordo com a TABELA 6. Assim em alguns casos existe uma correlacao positiva entre a carga

tecidual e a possiveis concentragdes de toxicos ambientais ( HAYES et al., 2015).

TABELA 6 — Concentragdes médias de metais (mg/kg de peso seco) nos tecidos de Pomacea
canaliculata em estudos anteriores.

Espécies e tecidos Cu Cd Pb Zn Localizacao Referéncias

Pomacea canaliculata

, 32-90  04-25 5.0-32 70-240 Guangdong, China Deng et al., 2008
(cabega - pé)

Pomacea canaliculata ¢ 176 50.29  160-620 3000-6400 Guangdong, China Deng et al., 2009

(viscera)
f;él;lacea paludosa 44145 - - - Florida, USA Hoang et al., 2007
Pomacea paludosa ;5 _5g ; ; ~ Florida, USA Hoang et al., 2008
(viscera)

Fonte: Hayes 2015

Efeitos adversos dos agentes toxicos podem ser influenciados pela complexidade do meio
ambiente, e por isso ¢ indispensavel a compreensdo destes mecanismos de toxicidade e de sua interagdo
com diferentes variaveis (FISCHER et al., 2013). Neste sentido, cabe ressaltar a importancia de estudos
que identifiquem potenciais toxicos em variaveis como nitrogénio e fosforo, assim como a utilizacao do

caramujo Pomacea canaliculata em estudos de monitoramento ambiental.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial toxico de niveis de nitrogénio e fosforo caracteristico de ambientes

eutrofizados sobre o caramujo Pomacea canaliculata.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o “estado de saude”, a citotoxicidade e a genotdxicidade nos organismos expostos
as variaveis isoladas (N e P) e associadas (N+ P), comparando as respostas dos diferentes

tecidos estudados (borda do manto e glandula digestiva) para as diferentes analises.

3. HIPOTESE

e Os niveis de nitrogénio ¢ de fosforo de um ambiente eutrofizado gerardo danos
genotoxicos e citotoxicos significativos em Pomacea canaliculata.
e A exposigdo as variaveis nitrogénio e fosforo isoladas e em conjunto gerardo

genotoxicidade nos tecidos: Glandula digestiva e Borda do Manto.



CAPITULO 1

Andlise do potencial toxico de variaveis de ambiente eutrofizado em caramujos de dgua doce Pomacea
canaliculata

Ingrid Pereira de Souza, Marta Marques de Souza, Simone Rutz Costa

(Manuscrito a ser submetido a revista Aquatic Ecology)



ABSTRACT

The enrichment of ecosystems by nutrients such as nitrogen and phosphorus is worrisome
because it leads to possible deterioration, compromising the health status of the animal, by
cytobiochemical and/or genotoxic alterations. The use of cytotoxicity analyses from the neutral
red (VN) assay, allows the identification of cellular damage and toxic effects. For assessing the
general health of organisms in aquatic ecosystems is the identification of changes in hemocyte
function. And finally, the use of methods for the identification and quantification of DNA damage
and potential chemicals that may cause this damage. Adverse effects of chemicals can be
influenced by the complexity of the environment, and therefore an understanding of these
mechanisms of toxicity and their interaction with different variables is indispensable. For the
evaluation of ecological integrity several water quality biomonitoring programs use invertebrates,
contact with the environment where they live can become a pathway of contamination, from the
absorption of substances, through feeding, contact with water and sediment. For the experimental
conditions, the animals were separated into 4 groups (CTR, N, F, and N+F) during the 96-hour
period, using the hemolymph for hemocyte count and the digestive gland and mantle border
tissues for cytotoxicity and DNA damage analyses (AP site). The results in the treatments with
nitrogen (N) and nitrogen and phosphorus (N+F) for cytotoxicity (digestive gland) showed a
significant decrease, whereas for DNA damage (mantle border) there was a significant increase,
and the number of total hemocytes, only the treatment (N+F) showed a significant decrease
compared to the control (CTR). Finally, this demonstrated that the nutrient nitrogen has a toxic

potential on P. canaliculata snails, as well as the susceptibility of the tissues for the analyses used.

Keywords: genotoxicity; phosphor; illness; shellfish; cytotoxicity



1. Introducio

As interacOes entre fatores bioticos (bactérias,vegetais, animais, entre outros) e
abidticos como caracteristicas fisico-quimicas: pH, temperatura, nitrogénio e fosforo, estdo
ligados diretamente com o estado de saide do ambiente (JAH, 2004). Os ecossistemas
costeiros estdo sob pressao ao aumento na entrada de nutrientes, o que reduz a qualidade da
agua e leva a eutrofizacao (VAN WIJNEN et al., 2015). O aumento de agdes antropicas muitas
vezes contribui diretamente para o excesso de nutrientes nos corpos de agua doce. Os despejos
de esgotos domésticos ndo tratados, contaminantes agricolas e industriais causam um aumento
rapido na concentragao de fosforo (P) e nitrogénio (N) na dgua, oriundos de detergentes e

fertilizantes por exemplo.

O fosforo pode ser encontrado nos corpos d’dgua em diversas formas tais como fésforo
particulado (organico e inorganico) e fosforo dissolvido (organico e inorganico) (SHARPLEY
& HALVORSON, 1994; SHARPLEY, 1995). Apesar de ndo trazer prejuizos diretos, elevados
indices de fosforo indicam fontes de poluicdo. Similarmente, o nitrogénio encontra-se nos
corpos d’agua nas formas de nitrogénio molecular, nitrogénio organico, nitrogénio amoniacal
(amoénia) e nitrato e nitrito, sendo componente de proteinas e células de microorganismos

(SPERLING, 2005).

O enriquecimento dos ecossistemas por estes nutrientes ¢ preocupante, por acarretar
possiveis deterioragdes, como a mudanga na composicao de espécies, aumento da biomassa
fitoplanctonicas, aumento da turbidez da 4gua, diminuindo a entrada de luz nos copos d’agua
e a reducdo do oxigénio no fundo (JOHANNESSEN & DAHL, 1996; SHARP, 2010;
ALEXANDER et al., 2008). O nivel de contaminacdo dos corpos de agua constitui um fator
limitante para os organismos que vivem nestes ecossistemas aquaticos, comprometendo a
saude do animal, por alteracdes citobioquimicas e genotdxicas (BRITO & LUZ, 2015; ARIAS
etal., 2007).

Entretanto, estabelecer uma associagdo entre efeitos ecologicos gerados pela polui¢ao
e a saude dos organismos ¢ dificil (STAHL, 1991). Embora essas variaveis nitrogénio e
fosforo, fornecam informagdes importantes sobre as condicdes da dgua, sdo incapazes de
inferir dados sobre os efeitos bioldgicos causados (CURADO et al., 2018; GRAZEFFE, 2009;
COSTA & OLIVI2008). Alteragdes nas respostas biologicas, sejam moleculares, celulares ou
fisiologicas, relacionadas a exposicao a determinadas substancias quimicas ou efeitos toxicos

sao denominados biomarcadores (VAN DER OOST et al., 2003). Os biomarcadores de
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exposicao indicam se o organismo foi exposto a substancias quimicas e poluentes (LYNCH et
al., 2011). Ja os biomarcadores de efeito sdo utilizados no monitoramento bioldgico da
interacdo entre fatores ambientais, demonstrando efeitos adversos nos organismos

(CEBULSKA-WASILEWSKA, 2003).

Um importante biomarcador de poluentes em ecossistemas aquaticos que faz uma
avaliacdo da saude geral dos organismos ¢ a partir da analise das células da hemolinfa. Os
hemocitos presentes na hemolinfa apresentam morfologia variavel e desempenham um papel
fundamental no transporte de metabolitos, reparo de conchas e sistema imunologico
(GOPALAKRISHNAN et al.,; MATRICON-GONDRANO & LETOCART, 1999). Isto se
deve pelo fato de que qualquer alteracao no funcionamento dos hemocitos pode comprometer
o estado de saude do organismo. Os hemocitos circulantes desempenham um papel na
imunidade inata e estdo relacionados ao reconhecimento de agentes externos, resposta
fagocitaria e reacdes citotoxicas (JOHNSTON & YOSHINO, 2001). Para identificagdo de
danos celulares, efeitos toxicos, morte celular, proliferacao celular e anélises de citotoxicidade
¢ utilizado o ensaio do vermelho neutro (VN). O vermelho neutro ¢ um corante utilizado na
histologia, que ¢ absorvido por difusdo através da membrana dos lisossomos. Entretanto,
compostos que podem danificar as membranas dos lisossomos resultam na diminui¢ao da
retencdo, sendo possivel distinguir entre células danificadas ou mortas das células vidveis

(CHEUNG et al., 1998; BRENNER et al., 2014)

Dentre vérias lesdes no DNA genomico, as formadas pela perda de uma nucleobase,
conhecida como sitios apurinicos/apirimidinicos (Sitio AP), sao formadas a partir da clivagem
N-glicosidica, esta responsavel pela ligacdo de uma base purina/pirimidina ao agtcar
desoxirribose. Estas lesdes sdo reparadas por endonucleases durante o processo de reparo por
excisdo de base (BER), entretanto alguns sitios AP podem ndo ser reparados e assim se
tornarem mutacdes apos o processo de replicagdo e transmissdo do DNA, perpetuando ao
longo das geragdes (GRECO & TOR, 2005; LOEB & PRESTON 1986; LINDAHL &
NYBERG 1972; BOITEUX & GUILLET 2004). Por isso a importancia em desenvolver
métodos para identificar e quantificar estes danos, assim como identificar o potencial de

toxicidade genética de quimicos que possam causar este tipo de dano no DNA.

Ocupando diferentes habitats, os invertebrados sao bons modelos para a avaliagao da
integridade ecologica (GOULART & CALLISTO, 2003). Alguns organismos sao muito
sensiveis aos fatores que afetam o ecossistema, enquanto outros sdao tolerantes a estas

perturbagdes (ALBERTONI & PALMA-SILVA, 2010). Os invertebrados possuem um
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importante papel na reciclagem de nutrientes e na matéria organica, formando um elo entre os
produtores e como alimentos para outros niveis tréficos (REECE & RICHARDSON, 1999).
Assim, estes organismos sdo bastante utilizados em estudos de monitoramento ambiental
devido a sua capacidade de acumular em seus tecidos diferentes elementos, como Pb e Zn, Hg,
As e U descritos por (HAYES et al., 2015; VEGA et al., 2012).

A glandula digestiva tem diversas fungdes, como secrecao de enzimas digestivas para
digestdo extracelular e intracelular, absor¢ao de nutrientes, além de um papel importante na
desintoxicacao (DIMITRIADIS 2001; PONTE ¢ MODICA 2017). J& o manto ¢ o primeiro
orgdo que separa o meio externo do meio interno do organismo, sendo responsavel pela
regulagdo i6nica do animal atuando principalmente no processo de formagdo de concha
(SILLANPAA; SUNDH; SUNDELL, 2018), podem ser importantes ferramentas para estudos
de biomonitoramento ambiental .

A espécie Pomacea canaliculata (LAMARCK, 1822) ¢ um molusco gastrépode
endémico da regido tropical e subtropical da América do Sul (HAYES et al., 2015), sendo
considerada invasora em regides ndo endémicas, e praga de cultivos de arroz em muitos paises
(BRITO& JOSHI, 2016). Estudos ecotoxicoldgicos sobre concentragdes de metais pesados
demonstram que os caracois da maga possuem o potencial de acumular concentracdes desses
metais nos tecidos. Assim em alguns casos existe uma correlagdo positiva entre a carga
tecidual e a possiveis concentragdes de toxicos ambientais ( HAYES et al., 2015).

Efeitos adversos dos agentes toxicos podem ser influenciados pela complexidade do
meio ambiente, e por isso ¢ indispensavel a compreensao destes mecanismos de toxicidade e
de sua interagdo com diferentes variaveis (FISCHER et al., 2013). Neste sentido, cabe ressaltar
a importancia de estudos que identifiquem potenciais toxicos em varidveis como nitrogénio e
fosforo, assim como a utilizagdo do caramujo Pomacea canaliculata em estudos de

monitoramento ambiental.

2. Materiais e Métodos

2.1. Cultivo e Manuteng¢ao das desovas

Desovas dos gastropodes foram obtidas de um unico ponto no lago dos Biguds,
localizado na Universidade Federal do Rio Grande -FURG (32° 04’ 43°” S ¢ 52° 10° 03”* W)
Rio Grande, RS — Brasil. Os ovos foram armazenados em incubadora a 24,5 °C
(ELETROlab®, Brasil), com fotoperiodo de 12h claro: 12h escuro. Em aproximadamente 45

dias, os ovos que no momento da coleta eram rosados estavam completamente brancos. Apos
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a eclosao, os filhotes de caramujos foram transferidos para caixa plastica (45 x 30 x 30 cm)
contendo 35 L de dgua desclorada. Ap6s um més da eclosdo, os caramujos foram divididos
em 4 aquarios (30 x 20 x 15 cm) com 8 L de agua desclorada a 22 °C e fotoperiodo e aeracao
constante. Os caramujos foram alimentados ad libitum com alface fresca a cada dois dias,
assim como a renovagao da agua, que ocorria apos alimentagao. Os parametros de qualidade
da 4dgua foram medidos com kits de aquarismo Alcon® a cada dois dias até que os caramujos
atingissem o tamanho desejado para os experimentos. Apos aproximadamente 80 dias, o
comprimento da concha dos caramujos foi medido aleatoriamente e apresentaram um valor

aproximado (~21 mm), considerado adequado para os ensaios de exposi¢ao.

2.2. Desenho Experimental e Amostragem

Os animais foram mantidos até¢ alcancarem o estagio juvenil, aproximadamente
(~21mm) para o inicio da exposi¢do. Foram realizados 4 grupos experimentais. Os animais
foram separados em grupos com n = 8 para cada tratamento, sendo um animal por recipiente
(500 ml). Para as variaveis nitrogénio e fosforo foram utilizados os sais nitrato de sédio e
fosfato de calcio, respectivamente. Para a simulagao do fosforo foi utilizado fosfato de calcio
(0,347g/L) e o nitrogénio foi utilizado nitrato de célcio (0,512g/L), estas concentragdes
nominais foram usadas para a obten¢do de condi¢des hipereutroficas. No total foram trés
tratamentos e o controle de acordo com a Figura 1. No primeiro tratamento, contendo somente
fosfato de célcio representando a condi¢ao com alta concentragao de fosfato, para o tratamento
do nitrogénio foi utilizado somente nitrato de sddio, e por fim no tratamento de fésforo mais
nitrogénio foi utilizado a mistura dos dois sais. No controle continha somente d4gua desclorada
(usada para o preparo das demais) e todos os tratamentos foram mantidos sob a mesma
temperatura, fotoperiodo e aeragdao constante, os mesmos utilizados durante o cultivo dos
animais. Apos o periodo de exposi¢ao (T= 96 h) os animais foram crioanestesiados e retirados

a hemolinfa e os tecidos: glandula digestiva e borda do manto
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DESENHO EXPERIMENTAL

Nitrogénio (N): 0,512mg/L
Fésforo (F) : 0,347mg/L.

N=8

osfato de alclo
U=l Ca3(PO4)2

Altura da concha:

s
j , Aeragao constante,
' _ _ temperatura:22°Ce

= — — — fotoperiodo 12C:12E.

Parametros:

b Ca3(P0O4)2 + NaNO3

-

CONTROLE

Nitrato de Sodio

Dureza

Animais nao foram
alimentados durante o

periodo de exposicao

Figura 1. Desenho experimental: Esquema detalhado da exposi¢ao dos organismos aos tratamentos

2.3. Amostragem

Os animais foram crioanestesiados por 15 min e, com auxilio de uma seringa, foi
perfurado o opérculo e retirada a cavidade pericardica, para a coleta da hemolinfa. A mesma
foi armazenada e mantida sobre o gelo até a fixacdo dos hemocitos para contagem. Na
sequéncia foram retiradas a glandula digestiva e a borda do manto, que foram pesados e
imediatamente submetidos a andlise de citotoxicidade por vermelho neutro. Parte destes

tecidos também foram armazenados a -20 °C para analises posteriores de genotoxicidade.

2.4. Analise das variaveis: Nitrogénio e Fosforo e Categorizagdo do Ambiente

Foram coletadas amostras de 4gua no inicio dos tratamentos (tempo Oh), e no final dos
tratamentos (tempo 96h), e a quantificagdo de fosforo total foi feita a partir da digestdo com
persulfato de potassio e acido sulfurico, método colorimétrico do acido ascérbico, e a do

nitrogénio total, por digestdo e titulagdo em meio acido (Mackereth et al.,1978).

2.5. Biomarcadores

2.5.1. Numero de Hemocitos
Para a contagem do niimero de hemocitos foi utilizado 100 pl de hemolinfa de cada

animal e acrescentado 400 pL de solugdo de fixagdao [Anticoagulante (em mM: 30 EDTA, 43
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NacCl, 1,8 KCI, 10 HEPES, pH 7,6 CUETO et al., 2013) e formaldeido (0,5% em 1% CaCl2)];
e as amostras foram refrigeradas at¢ o momento das analises. Posteriormente com auxilio da
camara de neubauer juntamente com o microscopio optico (Microscopio Optico O400S-

OPTICAM) foi feita a contagem de nimero de células.

2.5.2. Citotoxicidade

Para verificar a viabilidade lisossomal apds o periodo de 96 h, uma técnica conhecida
como ensaio de citotoxicidade baseada na reten¢ao de vermelho neutro foi realizada, de
acordo com adaptacao para amostras de tecido estabelecida por HAJ e Colaboradores (2019).
Os tecidos frescos foram pesados e incubados em solucao de vermelho neutro (400 pg/ml)
durante um periodo de 2 h e apds foram lavados em solugao salina (solu¢ao anticoagulante)
e fixados em formaldeido (0,5% em 1% CaCl2) durante 1 h e posteriormente congelando as
amostras. Finalizando com a extragdo do corante em alcool acido (50% de alcool etilico —
1% de acido acético), em temperatura ambiente, ¢ a produ¢do do homogeneizado,
posteriormente a centrifuga¢do, o sobrenadante analisado em espectrofotometro de

microplaca no comprimento de onda de 550 nm.

2.5.3. Extracdo do DNA e Sitio AP

O DNA dos tecidos foi extraido, em condigdes livres de DNAse, pelo Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega; A1125) seguindo as recomendacdes do fabricante.
A quantificagdo do DNA total foi avaliada em um espectrofotdmetro UV-VIS (Biodrop
pLite, Analitica) a 260 e 280 nm. As amostras de DNA foram armazenadas a -20 °C.

Os sitios abasicos (AP) foram detectados usando o kit de quantificagdo de danos ao
DNA (BioVision; K253). As analises foram realizadas em triplicata. O ensaio foi realizado
de acordo com as instrugdes do fabricante. O método ¢ baseado na reacao especifica do
reagente contido na sonda reativa de aldeido (ARP) com a forma de anel aberto dos sitios
AP. O DNA gendmico isolado foi tratado com reagente ARP e marcado com biotina. Os
sitios apurinicos/apirimidinicos no DNA foram entao quantificados usando um ensaio de
avidina-biotina, seguido de detec¢ao a 650 nm (leitor ELISA Synergy™ H1; BioTek). Os

resultados foram apresentados como os sitios AP/ 10° bp.

3. Analise Estatistica

Foram calculadas a média e o desvio padrao (X + SD) dos resultados para apresentagao
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em graficos e para analise estatistica. As analises de citotoxicidade e do dano do DNA (sitio
ap) foram feitas para cada tecidos (glandula digestiva e borda do manto) nos tratamentos. De

acordo com a andlise de interesse foi utilizado ANOVA de 1 fator e foram considerados os

resultados estatisticamente significantes com p < 0,05.

4. Resultados

4.4. Variaveis Nitrogénio e Fosforo e Categorizagdo do Ambiente

Os dados qualitativos dos niveis de fosforo no tempo 0 h e apos 96 h nos diferentes

tratamentos (Figuras 2A e 2B). E os dados qualitativos das concentracdoes de niveis de

nitrogénio no tempo 0 h e apos 96 h nos diferentes tratamentos CTR, F, N, e N+F sugerem uma
maior concentragcdo de nitrogénio (Figuras 3A e 3B). Nao foi utilizado andlise estatistica, pois

foi utilizado uma amostra de agua para o tempo Oh e uma parao tempo 96h.

(A) (B)

FOSFORO T= 0H FOSFORO T= 96H
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Figura 2. Niveis de fosforo (média) nos diferentes grupos experimentais observados no (A) tempo inicial (T=
Oh) e (B) no tempo final (T=96h).
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Figura 3. Niveis de nitrogénio (média) nos diferentes grupos experimentais no (A) tempo inicial (T= 0h) ¢ (B)
no tempo final (T=96h).

De acordo com a classificagdo de Wetzel (1983), as concentragdes escolhidas para os tratamentos se
enquadram em um grau de hipereutrofia.

4.5. Nuamero total de hemocitos

Em relagdo a analise com a hemolinfa de gastropodes, pode-se observar uma alteragdo
significativa no nimero de hemocitos de acordo com os tratamentos. Os tratamentos (N) e (N+F)
apresentaram uma diminui¢do significativa no nimero de hemocitos com relagdo ao controle

(CTR), mas ndo apresentaram diferenca ao tratamento (F).(Figura 4).
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CTR F N N+F
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Figure 4. Numero de hemocitos (média = SD) na hemolinfa de P. canaliculata exposta apenas a agua
(CTR), a concentragdo de fosfato de calcio (F), nitrato de sodio (N) ¢ a de nitrato de sodio + fosfato de

calcio apos 96 h de exposigdo. As letras diferentes indicam diferengas significativas entre os tratamentos
no tempo experimental avaliado (p<0,05).

4.6. Citotoxicidade

A Figura SA mostra que na glandula digestiva, o controle e o tratamento (F) foram
34



significativamente diferentes do tratamento (N+F) ap6s 96h de exposicao. No entanto, para
borda do manto em todos os tratamentos, ndo houve diferenca significativa (Figura 5B). A

glandula digestiva apresentou diferenga significativa em relagio a borda do manto.
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Figure 5 Citotoxicidade na glandula digestiva (A) e na borda do manto (B) (média = SD) de gastrépodes
P. canaliculata em diferentes grupos experimentais: controle (CTR), fosfato de calcio (F), nitrato de sodio
(N) e nitrato de sodio + fosfato de calcio apos 96 h de exposicao. As letras diferentes indicam diferengas
significativas entre os tratamentos (p<0,05).

4.7. Dano no DNA/ Sitio AP

Na glandula digestiva nao foram observadas diferencas significativas quanto ao dano de
DNA (Figuras 6A). J& na borda do manto, a exposi¢ao dos gastropodes aos diferentes
tratamentos mostrou um valor significativamente maior de sitios AP, quando os animais foram
expostos ao nitrato de sodio e ao fosfato de calcio (N+P),de maneira combinada, ap6s 96 h de

exposicao (Figuras 6B ).
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Figure 6. Danos de DNA relacionados a analise de sitios AP na (A) glandula digestiva e (B) na borda
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do manto de P. canaliculata nos diferentes grupos experimentais: controle (CTR), fosfato de calcio (F),
nitrato de sodio (N) e nitrato de sddio + fosfato de calcio (N+F) ap6s 96 h. As letras (a, b, ¢ € d) indicam
diferencgas significativas entre os tratamentos (p<0,05).

5. Discussao

Nos ultimos anos, a utilizagdo de biomarcadores de citotoxicidade, danos no DNA e

investigacdes de células especificas, como os hemdcitos, tém se mostrado promissores na

constatacdo de efeitos toxicos, especialmente envolvendo contaminantes e poluentes

nitrogenados. Nesse sentido, a avaliacdo da contagem do nimero de hemocitos totais (CHT)

pode fornecer informacgdes a respeito do estado de saude de invertebrados, bem como, avaliar

os possiveis efeitos sob condigdes estressantes (SANCHEZ et al, 2001; WINZER

2005).Considerando o papel destas células no sistema imune (reconhecimento e respostas

fagocitarias) e os demais resultados, as alteragdes observadas no presente estudo podem sugerir

uma avaliacdo geral da saude dos organismos (gastropodes).

A diminuicdo do niimero total de hemdcitos em dois tratamentos (N e N+F), com alta

concentracao de nitrogénio, indica que tal enriquecimento da agua pode ser prejudicial a P.

canaliculata. A pesquisa de SANCHEZ e colaboradores (2001) investigou alteragdes na

hemolinfa do camardo branco, Litopenaeus setiferus, sob o periodo de aclimatacdo em

laboratorio. Os autores afirmam que o “estresse de cativeiro”, associado a mudangas de agua e

alimentacdo, causaram diminui¢do na CHT. Por outro lado, alteragdes nos parametros de

qualidade da 4gua, como a presenga de poluentes, ¢ mudangas na concentragao natural de

compostos nitrogenados, podem tornar organismos aquaticos mais suscetiveis a doencas

(CHENG & CHEN, 2000; LE MOULLAC, 2000).

O trabalho de CHENG & CHEN, (2002) também suporta essa informacao sobre os

possiveis efeitos toxicos de formas nitrogenadas, associadas as alteragcdes no meio, como pH,

temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido. A pesquisa relatou diminui¢do das respostas

imunolodgicas (também associadas aos hemocitos) do lagostim de agua doce Macrobrachium

rosenbergii, atirmando que a diminui¢ao observada foi resultante da condi¢ao da dgua, na qual

os organismos foram expostos. Assim nossos resultados com P. canaliculata indicam uma

reducdo no estado geral de satde dos gastropodes submetidos as condi¢des (N) e (N+F).

Sabe-se que a glandula digestiva dos invertebrados, além da funcdo digestiva, esta

fortemente ligada aos processos de detoxificacdo e esta envolvida com respostas ao estresse

oxidativo, o que a torna um bom caminho de acesso a saude dos animais. Assim, a0 combinar
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os resultados, da integridade lisossomal (através do método do vermelho neutro), neste tecido,
indicou que a presencga de N e N+F, nos tratamentos, resultou em citotoxicidade, considerando
a menor retencdo do corante nos lisossomos (consequéncia de danos na membrana).

Vale destacar que a composi¢cdo quimica da agua ¢ essencial para definir o estado de
saude dos organismos aquaticos. Altas concentragdes de compostos dissolvidos, ainda que
naturais, podem causar alteracdes sé€rias nos organismos expostos. O estudo desenvolvido por
MOORE & BRINGOLF, 2020 ilustra alguns efeitos da quimica da dgua, especialmente sobre
a toxicidade de nitrato em larvas dos peixes dulcicolas Promelas pimephales. Os autores
utilizaram larvas de Promelas pimephales, Cyprinella trichoristia ¢ Oreochromis ssp., no
intuito de investigar se alteracdes na concentragdo de nitrato, associadas a distintos graus de
dureza da agua, interferem na sobrevivéncia larval. As concentragdes letais de nitrato variaram
de 228 a 1725 mg/L e os experimentos duraram por 7 dias. Os resultados revelaram que larvas
de P. pimephales foram mais sensiveis ao nitrato em aguas mais duras, enquanto C. trichristia
foram mais sensiveis em agua mole, e Oreochromis ssp. foi a espécie menos sensivel,
independente da dureza da agua.

De tal maneira, conclui-se que graus distintos de dureza da 4gua influenciam na
sensibilidade de larvas de peixes ao nitrato, ressaltando a importancia da concentragao de
nutrientes dissolvidos para organismos aquaticos. Em nossos dados, houve a utilizagdo apenas
de uma espécie de gastropode, mas que aparentemente apresentou uma alta sensibilidade, nos
tratamentos que continham nitrogénio ou a associagao deste com o fosforo. Por outro lado,
alguns trabalhos relatam a dificuldade em definir a toxicidade do fosfato (POs )* para
organismos aquaticos, pois a interacdo com outros compostos pode interferir em sua toxicidade
(FISHER et al., 1991). Utilizando o peixe Oryzias latipes € o microcrustaceo D. magna, KIM
etal., (2013) ndo conseguiu definir a toxicidade do (PO4 )*  usando os sais CaHPO4 e Caz(PO4)2
como fonte de fosfato, porém quando o fosfato interage com o sddio, aparenta ser menos toxico
do que as demais variagdes, uma vez que foram encontrados valores de toxicidade iguais a
3580 mg/L para D. magna e 720 mg/L para o do peixe-mosquito, Gambusia affinis, em
exposic¢odes de 48 h.

Ja em relagdo ao nitrogénio, suas formas possuem diferentes valores de toxicidade,
porém o nitrato ¢ considerado o composto com menor poder toxico para organismos aquaticos
quando comparado as formas de amoénia (NH3) ou amdnio (NHs ) (WASIELESKY, 2000).
Segundo ROMANO & ZENG (2007b) a toxicidade do nitrato ¢ maximizada na presenca de
potassio. Ao comparar a sensibilidade do caranguejo Scylla serrata e do siri Portunus

pelagicus ao NaNOs (nitrato de sodio) sozinho e em uma mistura desta substancia com o KCl,
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os valores de concentracdo letal foram menores na mistura do que na substancia de nitrato de
sodio somente com agua de diluicao.

Conforme apresentado anteriormente, a escolha de sais que representem o
enriquecimento de nutrientes (N e F) na 4gua ainda € dificil. Ainda sim apresentamos os valores
de fosforo: 0,347g/L e nitrogénio: 0,512g/L. que classificam o ambiente em hipereutrofico,
sendo assim um ambiente com excesso de nutrientes .Neste trabalho a utilizacao de nitrato de
sodio (NaNO:s) e fosfato de célcio (Ca3(POs)2) foi baseada em LAMBRECHT, et al., (2019).
No entanto, os resultados indicam que as formas nitrogenadas possuem um potencial toxico,
contribuindo para a diminuicdo no nimero de hemocitos o que reflete nas respostas
imunoldgicas dos organismos aquaticos, assim como a citotoxicidade afetando a membrana
dos lisossomos a partir do ensaio do vermelho neutro.

No estudo envolvendo o mexilhdo zebra Dreissena polymorpha e a améijoa-asidtica
Corbicula fluminea, FISHER e colaboradores (1991) apresentaram valores de toxicidade
distintos para esses organismos, onde a concentracdo letal encontrada para D. polymorpha foi
igual a 92 mg/L e para C. fluminea nao foi possivel encontrar mortalidade para concentragdes
até 2000 mg/L de KH>POy4 (fosfato de potassio) em 24 h de exposicgao.

No mesmo sentido, REISH (1970) trabalhou com a tolerancia de poliquetas das
espécies Nereis grubei, Neanthes arenaceodentata, Dorvillea articulata e Capitella capitata
ao fosfato, usando a substancia KH>PO4 como fonte de fosfato e obteve valores médios de
tolerancia iguais a 0,920 mg/L, 1,900 mg/L, 2,100 mg/L e 2,400 mg/L, respectivamente, ¢
observada mortalidade para as 3 primeiras espécies nas concentragcdes de 0,9 mg/L e para a
ultima de 1,2 mg/L. Esses dados mostram que a toxicidade da substancia tende a aumentar em
fun¢do do tempo de exposi¢do. Contudo, em nossos resultados o sal que utilizamos para a
representacdo do fosfato (CaPOs3) ndo trouxe prejuizos celulares, moleculares ou diminuicao
do numero de hemdcitos para os moluscos. Sugerindo que a P. canaliculata sao organismos
resistentes a toxicidade do fosfato como relatado nos estudos, e/ou ao s6dio da composicao do
sal, haja diminuindo a toxicidade do fosfato.

A utilizagdo de andlises de genotoxicidade sdo importantes ferramentas para
biomonitoramento ambiental. O ensaio cometa utilizado no estudo de LEMOS et al., (2005)
ajudou a conduzir uma avaliagdo ambiental de um lago, localizado na regido metropolitana de
Londrina-PR, resultando na presenga de agentes genotoxicos no ambiente. Varios autores tém
demonstrado a susceptibilidade de peixes Geophagus spp. aos efeitos genotoxicos (aumento
na frequéncia de microntcleos, indice de danos no DNA) e danos teciduais em branquias e

figado quando expostos a poluicao aquatica por metais pesados (DORIA et al., 2017; GOMES
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et al. 2019). Altas concentracdes de metais, podem ter um efeito negativo sobre a biota, € o
mesmo se aplica para concentragdes de nitrogénio estando relacionados também a indugdo de
metemoglobinemia e formagdo de nitrosaminas carcinogénicas (OLIVEIRA & SOUZA,
2015).

Lesdes detectadas pelo ensaio cometa, como quebras de cadeias podem resultar na
formagdo de aberragdes cromossomicas e ainda em modificagdes no DNA, como a formacao
de sitio abdasicos (sitios AP), induzindo a possiveis mutacdes genéticas. Entretanto, ¢
importante ressaltar que estas lesdes podem ser reparadas sem resultar em possiveis alteragcoes
genéticas permanentes (BRENDLER-SCHWAARB et al., 2005).

Estes caramujos foram propostos como bioindicadores de qualidade de dgua porém ¢
de extrema importincia saber a capacidade do animal de bioconcentrar e sua capacidade de
reter um determinando elemento toxico nos tecidos (VEGA et al., 2012). Alguns estudos
relatam a toxicidade de metais e pesticidas utilizando a Pomacea canaliculata e estes
apresentaram sensibilidade aos compostos (SAWASDEE & KOHLER, 2009), tornando os
organismos potenciais para ensaios de ecotoxicologia. Dom, 2013 descreveu que a toxicidade
do cobre em Pomacea spp, pode depender da idade do animal e de parametros de qualidade de
dgua, ja (PENA & POCSIDIO, 2007) observou que em Pomacea canaliculata adulta a
alimentacdo e o crescimento tem relagdo com o tempo de esposicdo e da concentracdo do
composto.

Assim, os estudos apresentados até aqui, corroboram com os resultados deste trabalho,
indicando o potencial toxico do nitrogénio, englobando analises citotoxicas, genotdxicas e
também no nimero total de hemdcitos, o que permite acessar, de modo geral, a satde dos
organismos. Evidenciando, ainda, a possivel influéncia do enriquecimento da 4gua por
nutrientes no estabelecimento de danos celulares e ou genéticos, demonstrando que a presenga,
especialmente de formas nitrogenadas, podem causar condigdes de estresse aos organismos.
Em contrapartida, ainda ha uma escassez de trabalhos que apontam nutrientes como possiveis
toxicos, sendo uma ferramenta de extrema importancia para o biomonitoramento ambiental.

Para a simulagdo do nitrogénio e do fosforo, a partir da utilizagao dos sais ( nitrato de
sodio e fosfato de célcio) observamos que houve uma diminui¢do no numero de hemocitos
(imunidade inata) nos tratamentos (N) e (N+F), ja com relagdo ao tratamento (F) ndo teve
nenhuma alteracdo. Os nossos resultados referentes ao ensaio de citotoxicidade, utilizando o
vermelho neutro nos mostrou que ha uma suscetibilidade a toxicidade que depende do tecido,
no nosso caso a glandula digestiva apresentou um nimero menor de células viaveis com relagao

a borda do manto que ndo houve diferenca significativa, lembrando ainda, que estes resultados
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foram para os tratamentos (N) e (N+F), e nos tratamentos (F) ndo houve diferenca. Ja com
relacdo ao dano no dna a partir dos sitios abasicos, os resultados foram distintos com relagdo
ao de citotoxicidade e com o numero de hemocitos, apresentando um niimero maior de Sitios

APs no tratamento (N+F).

6. Conclusao

De modo geral, verificamos os efeitos dos nutrientes isolados e combinados, e se os
mesmos apresentam algum potencial toxico, sobre os caramujos de dgua doce Pomacea
canaliculata. No primeiro ensaio, a avaliagdo do niimero de hemocitos apresentou uma
diminui¢do nos tratamentos somente com nitrogénio € em sua combinag¢do com o fosforo e
com relacao ao tratamento somente com fosforo nao houve alteracao com relagao ao controle,
indicando que o nutriente nitrogénio apresenta um grau de potencial toxico. No segundo
ensaio, verificou-se a integridade lisossomal utilizando dois tecidos: glandula digestiva e a
borda do manto, e observamos uma maior suscetibilidade da glandula digestiva em relagao
aos tratamentos que continham nitrogénio. Ainda, analisamos com o terceiro ensaio utilizando
uma técnica para a identificagdo de formagdes de sitios abasicos que podem ser formados por
agentes internos e/ou externos a0 DNA, identificando um maior niimero destes sitios no
tratamento que continha tanto o nitrogénio quanto o fosforo.

Por fim, os resultados demonstram que o nutriente nitrogénio tem um potencial toxico
sobre os caramujos P. canaliculata, assim como a suscetibilidade dos tecidos para este, porém
a literatura ainda ¢ escassa em relacdo dos efeitos destes nutrientes sobre as espécies de dgua
doce bem como gastropodes. Nesse sentido, o presente trabalho contribui com informagdes
relevantes a respeito das varidveis responsaveis pelo processo de eutrofizagdo, e abrem
precedentes para futuras pesquisas que aprofundem o entendimento nio s destas variaveis

mas também nas especificidades da espécie P. canaliculata.
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