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RESUMO

O presente trabalho objetiva avaliar a lipoperoxidacao (LPO), atividade das enzimas antioxidantes
catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD) em tecidos de animais expostos a poluicdo atmosfé-
rica da regido metropolitana de POA. Utilizou-se 0 molusco Helix aspersa (n=36) divididos em: -
grupo controle (C7 e C15), mantidos durante 7 ou 15 dias no laboratério de pesquisa na Ulbra; -
grupo experimental (E7 e E15), mantidos durante 7 ou 15 dias em ambiente aberto na Estacdo de
Climatologia da Ulbra. Apds o periodo de exposicdo 0s animais foram crioanestesiados e retirados
tecidos da glandula digestiva, pulmdo e masculo do pé. Os tecidos foram homogeneizados para a
quantificacdo de proteinas, substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), atividade da CAT
e da SOD. Na glandula digestiva e no pulmdo, animas E15 apresentam um aumento no dano
oxidativo em relagdo ao C15 do mesmo periodo. Na glandula digestiva a CAT e a SOD aumentam
sua atividade no grupo E15 em relacdo ao C15. No pulmdo, a atividade da CAT é maior nos
animais experimentais, enquanto que a atividade da SOD €é maior nos animais controles. No muscu-
lo do pé ocorre um aumento significativo na LPO nos animais E7, que é acompanhado por um
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aumento significativo na atividade da SOD. Néo houve diferenca significativa na LPO e na atividade
da CAT nos animais E15. Os dados sugerem que com 15 dias de exposi¢cdo ao ambiente, a glandula
digestiva e o pulmdo respondem as alteracfes ambientais aumentando a lipoperoxida¢do e ativando
suas defesas antioxidantes.
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ABSTRACT

More generally, work on invertebrate toxicology has been used to develop and refine protocols for the use of
sentinel species in pollution monitoring. The range of biological factors governing pollutant assimilation and
retention clearly determines the validity of using invertebrates to summarize pollution insults. Not the least of
these are differences between populations, perhaps as the result of adaptation, induced by the selective pressures
of a gross contamination. Our aims were to evaluate the effect of the environmental pollution on the oxidative
stress and antioxidant defenses in Helix aspersa mollusk. Thirty-six animals were randomly selected and divided
into four experimental groups with nine mollusk: two control groups with seven and fifteen days on laboratory
and two exposition groups with seven and fifteen days on ULBRA climatology unity (metropolitan/pollution
area). After the exposition period the animals were crio-anesthesized and lungs, digestive gland and foot muscle
were excised and tissue from each mollusc was homogenised to assess lipid peroxidation by thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS), catalase(CAT) and superoxide dismutase (SOD) activity. Environmental pollution
exposition after 15 days resulted in a significantly increase in the activities of the thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS), catalase (CAT) enzyme and the superoxide dismutase (SOD) enzyme.

Key words: Helix aspersa, oxidative stress, antioxidant enzymes, pollution.

antioxidantes. Quando esse balanco é rompido
em favor dos agentes oxidantes, diz-se que a cé-

INTRODUCAO

Emissbes de poluentes descartados via ar,
terra e agua, podem alterar o ambiente, conta-
minando os sistemas e a biota terrestre e aqua-
tica, podendo desencadear reaces formadoras
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
consequentemente a formacao de radicais livres
de oxigénio, nos animais expostos a poluicao
(Livingstone, 1997).

Em organismos aerdbios, a producdo normal
de ERO ¢ balanceada pela atividade das defesas

lula ou organismo encontra-se sob estresse
oxidativo. Essa condicdo pode levar o organismo
a desenvolver respostas adaptativas ou provocar
danos como lipoperoxidacdo das membranas ce-
lulares, degradacdo de proteinas e lesdo ao DNA
(Salo et. al., 1991).

Os antioxidantes podem ser definidos como subs-
tancias que, presentes em concentracles relativa-
mente baixas, inibem significativamente a taxa de
oxidacdo sobre locais alvo. Como antioxidantes nao
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enzimaticos existem as vitaminas A e E, o acido
ascorbico, o &cido Urico, a glutationa, a melatonina,
certos flavonoides, entre outros. Dentre os
antioxidante enziméticos responsaveis pela
detoxificacdo das ERO podemos citar a catalase, a
superoxido dismutase e a glutationa peroxidase
(Halliwell & Gutteridge, 1989).

Organismos expostos a poluicdo, podem revelar
inducdo ou inibigdo de suas defesas antioxidantes e
variagcBes nos componentes desse sistema podem ser
utilizados como biomarcadores da pressdo oxidativa
mediada pelo contaminante (DiGiulio et al., 1989;
Livingstone, 1994; Regoli, 2000).

Os moluscos sdo de grande importancia eco-
I6gica, pois desempenham importante papel na
cadeia tréfica, explorando uma ampla faixa de
recursos alimentares, podendo ser carnivoros,
detritivos, herbivoros e filtradores. Alguns
moluscos podem ser utilizados como indicadores
das condigdes tréficas em ambientes aquaticos,
como é o caso dos gastrépodes Ampullariidae, que
efetuam a remocdo de detritos e controlam po-
pulacdes de macrofitas aquaticas. Os bivalves, que
se alimentam de plancton e assimilam uma série
de substancias, também podem ser utilizados como
indicadores de polui¢do (Veitenheimer-Mendes
et al., 1986; Pereira et. al., 2000). A capacidade
de acumulagdo de metais por moluscos tem sido
utilizada no monitoramento de ambientes conta-
minados por metais pesados (Shiber &
Shatila,1978; Zadory,1984; Lakatos et. al.,1990).

Ha grande namero de trabalhos utilizando
moluscos, peixes, crustaceos e outros animais
como indicadores de poluicdo, porém esses es-
tudos concentram-se na avaliagdo da poluicdo
aquatica ou do solo e sedimentos. Sdo escassos
os trabalhos que utilizam animais, seja verte-
brados ou invertebrados, como indicadores de

poluicdo atmosférica. O molusco Helix aspersa
é um gastrépode terrestre, pulmonado, conhe-
cido popularmente como escargot, sendo muito
utilizado na alimentacdo e no monitoramento
de ambientes contaminados por metais pesados.

O Banco Mundial (World Bank Report, 1998)
através de seu relatorio sobre as emissdes atmos-
féricas no Brasil constatou que a regido metro-
politana de Porto Alegre ocupa a 5% posi¢do, no
pais, em quantidade de PM, existente na atmos-
fera. A maior fonte de emissdo de PM,; origina-
se no escapamento dos veiculos. Trabalhos re-
centes mostraram que uma das maiores fontes de
emissdo de PM,, em areas urbanas originam-se
de rodovias pavimentadas devido, primariamen-
te a ressuspensao do material depositado nas ro-
dovias asfaltadas (Chan et. al., 2001; Kuhler et.
al., 1988; Marcazzan, 2001; Pfeffer, 1994; Roorda-
Knape et. al., 1998; Venkatran, 2000).

O presente trabalho tem como objetivo, ava-
liar o efeito da poluicdo atmosférica, sobre a glan-
dula digestiva, pulméo e masculo do pé em Helix
aspersa.

MATERIAL E METODOS

PROCEDIMENTO
EXPERIMENTAL

A drea de estudo foi a Regido Metropolitana
de Porto Alegre, que se encontra atravessada
pela rodovia BR 116. O trabalho foi realizado
no més de outubro de 2003, na primavera.
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Foram utilizados 36 moluscos Helix aspersa,
provenientes de heliciario comercial de Séo
Paulo. Permaneceram uma semana no labora-
torio de Pesquisa de Poluicdo Ambiental da
ULBRA, para adaptacdo ao novo ambiente.
Apos, este periodo os animais foram divididos
em: grupo controle C7 (n=7) e C15 (n=7)
mantidos durante 7 ou 15 dias no laboratorio
de pesquisa; e grupo experimental E7 (n=10)
e E15 (n=12) mantidos durante 7 ou 15 dias
em ambiente aberto na Estacdo de Climatologia
da ULBRA. Os moluscos foram acondiciona-
dos em caixas plasticas, com tampa de tela de
malha fina (0,18 mm), o fundo da caixa foi co-
berto por uma camada de terra preta de jardim
esterilizada e umedecida a cada dois dias. Os
animais foram alimentados com uma ra¢ao mo-
dificada por Mansur & Machado (1994), na
medida de 0,1 grama para cada animal, ofere-
cida a cada dois dias.

Processamento dos tecidos

Apas cada periodo (7 ou 15 dias), os ani-
mais foram crioanestesiados para retirada da
glandula digestiva, pulmédo e musculo do pé,
o0s gquais foram identificados e congelados em
nitrogénio liquido. Os tecidos foram manti-
dos a —70° C, para posteriores analises. Para
as analises bioquimicas, os tecidos foram pe-
sados e colocados em solucdo de tampéo
fosfato 20mM (KCI 140mM) na proporcdo de
9 ml por grama de tecido. Em homogeneizador
ULTRA-TURRAX (IKA-WERK), os tecidos
foram homogeneizados durante 80 segundos,
a temperatura de 0-2°C. Os homogeneizados
foram centrifugados em centrifuga refrigera-
da (SORVALL ® RC-5B Refrigerated

Superspeed Centrifuge), durante 10 minu-
tos a 4000 rpm (Llesuy et. al., 1985). Reti-
rou-se o sobrenadante que foi utilizado para
dosagem de proteina, determinacdo da
lipoperoxidacdo e atividade das enzimas
catalase e superdxido dismutase.

Quantificacdo de Proteinas

A proteina dos tecidos homogeneizados foi
guantificada, segundo o método de Lowry et.
al., (1951). Como padréo utilizou-se albumina
bovina (SIGMA) e a leitura foi realizada a
625nm em espectrofotbmetro (UV Vis
Spectrophotometer METROLAB 1700).

Avaliacado da Lipoperoxidacao
(LPO):

Método de Substancias Reativas
ao Acido Tiobarbiturico (TBARS)

A técnica de TBARS, foi realizada confor-
me o0 método de Buege & Aust, (1978). Utili-
zou-se solucdo de acido tricloroécetico (TCA)
10%, o homogeneizado obtido de cada tecido
do molusco, cido tiobarbiturico (TBA) 0,67%
e agua destilada. Essa mistura foi aquecida a
100°C, em banho-maria, durante 15 minutos
e resfriada em gelo por aproximadamente 10
minutos. Apds, acrescentou-se alcool n-
butilico, agitando por 40 segundos em
VORTEX, e centrifugado por 10 minutos a
3000 rpm. Assim obteve-se um sobrenadante
corado, resultante da reacdo de
malondealdeido e outros subprodutos libera-
dos na LPO. O sobrenadante foi retirado e
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colocado em cubeta de vidro para leitura a
535 nm em espectrofotémetro. Os resultados
foram expressos em nanomoles por miligrama
de proteina (nmoles/mg prot.).

Atividade das enzimas
antioxidantes:
Superoéxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima antioxidante SOD, foi
avaliada segundo a técnica descrita por Myrsa e
Fridovich (1983) para determinacdo em
espectrofotémetro da capacidade da SOD em
inibir a reacdo do radical superéxido com
adrenalina. Na cubeta de quartzo, coloca-se tam-
pao glicina 50mM com pH 11, uma aliquota de
homogeneizado e adrenalina. ApGs agitacdo €
realizada leitura a 480 nm em espectrofotdmetro.
Os dados sdo expressos em unidades de SOD por
miligrama de proteina (u SOD/ mg prot.).

CATALASE (CAT)

A atividade da enzima catalase foi avaliada,
conforme descrito por Boveris & Chance (1973),
através da determinacdo em espectrofotémetro
da velocidade de decomposicdo do peroxido de
hidrogénio 0,3 M, adicionado a amostra. Sendo
a decomposicdo do perdxido de hidrogénio di-

retamente proporcional a atividade da CAT. Sao
colocados em cubeta de quartzo o tampao fosfato
50mM com pH 7, 0 homogeneizado e o perdxido
de hidrogénio. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro a 240nm e 0s dados expressos
em pico moles por miligrama de proteina
(pmoles/mg prot.).

Analise estatistica

A analise estatistica utilizada para a compa-
racdo entre os grupos foi o teste “t” de Student
(GraphPad InStat ). Valores de p < 0,05 foram
considerados significativos. Os resultados foram
expressos como média = erro padrdo da média
para cada grupo de n valores.

RESULTADOS

No tecido da glandula digestiva, a
lipoperoxidacdo medida nos animais experimen-
tais e controle foi maior aos 7 dias. Aos 15 dias,
a LPO diminuiu, em ambos grupos, porém os ani-
mais experimentais apresentaram aumento sig-
nificativo no dano oxidativo medido pela LPO
guando comparados ao seu controle. A CAT
apresentou maior atividade no grupo C7. En-
guanto que a SOD foi significativamente maior
no grupo E15 (Figura 1).
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Figura 1 - Determinacdo dos niveis de lipoperoxidagéo, pelo método de TBARS, (A). Atividade da enzima catalase
(B) e atividade da SOD (C) na glandula digestiva. (*) diferenca significativa do grupo experimental em
relacdo ao controle do mesmo periodo, onde p<<0,05.

No pulmao, assim como na glandula digesti- A catalase apresentou maior atividade nos gru-
va, a LPO foi maior nos grupos C7 e E7 quando  pos E7 e E15 quando comparados aos seus con-
comparados com o0s grupos C15 e E15. Porém, troles. A superdxido dismutase foi significativa-
no grupo E15 o dano oxidativo foi significativa- mente maior nos animais do grupo controle C7
mente maior quando comparado ao grupo C15.  (Figura 2).
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Figura 2 - Determinacé@o dos niveis de lipoperoxidagdo, pelo método de TBARS (A) atividade da enzima
catalase (B) e atividade da SOD (C), no pulméo. (*) diferencga significativa do grupo exposto em
relacdo ao controle do mesmo periodo, onde p<0,05.
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No musculo do pé, o grupo E7 apresentou
niveis de LPO significativamente maiores em
relacdo aos demais grupos, o que foi acom-
panhado, também, por aumento significativo

na atividade da SOD neste grupo, assim
como no grupo E15. A CAT néo apresentou
variag@es significativas nos diferentes grupos
(Figura 3).
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Figura 3 - Determinacé@o dos niveis de lipoperoxidagdo, pelo método de TBARS (A) atividade da enzima
catalase (B) e atividade da SOD (C), no musculo do pé. (*) diferenca significativa do grupo
experimental em relagcdo ao controle do mesmo periodo, onde p<0,05.

DISCUSSAO E
CONCLUSAO

A avaliacdo da qualidade ambiental é realiza-
da através das analises fisico-quimicas e biol6gi-
cas no ambiente. O monitoramento ativo com
bioindicadores deve ser utilizado como
complementacdo das andlises fisico-quimicas, uti-
lizando como critério bioldgico o grau de sobrevi-
véncia do organismo exposto, sua vitalidade e al-
teracBes fisiologicas subletais. (Schafer, 1985).

Os moluscos mantidos durante 15 dias expos-
tos ao ambiente da regido metropolitana de Porto
Alegre apresentaram, na glandula digestiva e no
pulmdo, aumento no dano oxidativo das mem-
branas quando comparados aos seus controles. Ao

mesmo tempo houve aumento na atividade da
enzima superoxido dismutase na glandula diges-
tiva e aumento na atividade da catalase no pul-
médo dos animais expostos ao ambiente. Esse au-
mento na atividade das enzimas antioxidantes
pode estar atuando como mecanismo de prote-
¢do a um dano maior no tecido.

Estudos com glandula digestiva de Ostra
(Saccostrea cucullata, Born, 1778) demostraram
um aumento significativo na atividade das
enzimas antioxidantes CAT, SOD e Glutationa
peroxidase em populacfes que vivem em ambi-
entes poluidos quando comparadas a populactes
de ambientes ndo poluidos (Niogy et. al., 2001).

Mariscos (Chamelea gallina (Linnaeus, 1758))
retirados de ambientes poluidos apresentaram
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aumento na atividade enzimética e baixos ni-
veis de malondealdeido, o que sugere que ani-
mais expostos cronicamente a poluicdo estdo
melhor protegidos contra o estresse oxidativo
qgue animais das regifes de referéncia
(Rodrigues-Ortega et. al., 2002).

Estudos com Helix aspersa coletados de um
local poluido e outro grupo de local ndo polui-
do aos quais adicionou-se chumbo (Pb) na ali-
mentacdo, mostrou que animais do ambiente
nao poluido armazenaram mais Pb gue animais
do local poluido. Provavelmente, os animais de
uma area considerada poluida podem estar con-
dicionados a eliminar mais rapidamente os
xenobioticos. (Beeby & Richmond, 1987).

O tecido do masculo do pé, apresentou au-
mento significativo na LPO no grupo E7 em rela-
¢do aos demais grupos. Este aumento da LPO foi
acompanhado por um aumento significativo na
atividade da SOD em relacdo ao controle que se
manteve no periodo de 15 dias de exposicdo. A
catalase nao apresentou variacdo expressiva nos
grupos durante o periodo de estudo.

Com os resultados obtidos neste estudo, po-
demos sugerir que com 15 dias de exposi¢do ao
ambiente, a glandula digestiva e o pulméao res-
pondem as modificacBes ambientais, ativando
suas defesas antioxidantes. Em relacdo ao mus-
culo do pé, talvez seja necessario um tempo maior
de exposicdo para evidenciar respostas
adaptativas ao ambiente.
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