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Resumo

Neste trabalho foram avaliados os niveis de lesdes oxidativas
em DNA (8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina, 8-oxodGuo) de
glandulas digestivas de mexilhées Perna perna expostos a diferentes
metais por 24 horas, bem como de mexilhdes de cultivo e de costao.
Com isso, pretendeu-se avaliar a influéncia de fatores abiéticos
nao controlados na produgéao desta lesao em mexilhées, a qual é
amplamente utilizada como indicadora de ambientes
contaminados. MexilhGes expostos ao chumbo e ao caddmio por
24 horas apresentaram maiores niveis 8-oxodGuo em relacao ao
grupo controle, e nenhuma diferenga foi observada em relacao
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aos animais expostos ao ferro, indicando que a contaminagao
por metais pode ocasionar um aumento nos niveis de 8-oxodGuo
nestes organismos. Por outro lado, mexilhées de costéao
apresentaram niveis significativamente maiores de 8-oxodGuo em
relacao aos animais de cultivo, provavelmente associado a um
maior estresse em funcao das oscila¢oes decorrentes do batimento
de ondas e os ciclos de marés. Estes dados indicam que apesar da
contaminagéo por metais ocasionar um aumento nos niveis de 8-
oxodGuo em mexilhdes, fatores ambientais nao controlados podem
influenciar nos resultados obtidos. Assim, para que este tipo de
lesao possa ser usado como um indicativo de estresse, tais como a
poluicdo marinha por metais, deve-se ter especial atengao as
condicdes de coleta.

Unitermos: mexilhao, Perna perna, 8-oxodGuo, lesao ao DNA.

Abstract

In this work, the levels of DNA damage (8-oxo-7,8-dihidro-
2'-desoxiguanosina, 8-oxodGuo) were evaluated in digestive glands
of mussels exposed to different metals for 24 hours, as well as in
coastal and farmed mussels. These experiments were carried out
in order to evaluate the influence of uncontrolled abiotic factors on
the production of 8-oxodGuo in mussels, since such lesions are
extensively used as an indication of environmental contamination.
Mussels exposed to lead or cadmium showed higher levels of
oxidative DNA damage compared to the control group, and no
difference was observed in mussels exposed to iron, indicating that
metals can increase the levels of 8-oxodGuo in these organisms.
On the other hand, wild mussels showed higher levels of 8-oxodGuo
than farmed mussels, probably associated with high wave incidence
and tidal oscilations. This data indicates that metals can increase
8-oxodGuo levels in mussels, but it also indicates that other
environmental factors are capable of provoking such increases.
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Thus, for more appropriate use of DNA oxidative damage as a
stress index related to the environmental contamination by pollutants
such as metals, the sampling conditions should be considered, since
this influences the observed results.

Key words: mussel, Perna perna, 8-oxodGuo, DNA damage.

Introducao

Na maior parte dos organismos aerébicos, espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio (ERON), tais como o radical anion
superéxido (O,"), peréxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxil
(*OH), monéxido de nitrogénio (NO) entre outros, sao produzidas
como produtos secundérios da respiracao (Davies, 1995). Além
disso, uma grande producao de ERON pode ser decorrente da
biotransformacao de diversas classes de poluentes. Estas ERON
podem causar uma série de lesées as biomoléculas tais como
proteinas, acidos graxos e DNA, causando efeitos citotdxicos e
teratogénicos, podendo inclusive levar a morte celular (Timbrel,

1991).

Diversos tipos de lesdes ao DNA téem sido analisados
como indicativos de estresse oxidativo em animais, tais como
quebras simples e/ou duplas nas fitas do DNA, e mais
recentemente a oxidagao da 2’-desoxiguanosina (dGuo) por
ERON, formando a 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-
oxodGuo, figura 1) (Kasai, 1997).

Algumas espécies reativas tais como o 0,” e NO, nao
reagem com nenhuma das bases do DNA em pH fisioldgico.
Entretanto, devido a alta reatividade do radical *OH, sua reacao
com o DNA pode gerar diversos produtos, uma vez que este
radical ataca aglcares, purinas e pirimidinas, em diversas
posigdes. O radical *OH pode, por exemplo, reagir com uma 2’-
desoxiguanosina nas posigoes 4, 5 ou 8 do anel purinico. A adicao
do *OH na posigao 8 produz 8-oxodGuo (Breen e Murphy, 1995).
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FIGURA 1: Esquema da oxidagao da 2’-desoxiguanosina pelas espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ERON), formando a 8-0x0-7,8-dihidro-2’-
desoxiguanosina.

Além disso, estudos in vitro também tém demonstrado a
acao do oxigénio singlete (*O,; estado eletronicamente excitado
do oxigénio molecular) sobre certas bases nitrogenadas do DNA,
e mostram que essa espécie possui reatividade preferencial por
residuos de guanosina, havendo formagao principalmente de 8-
oxodGuo (Ravanat et al., 2001; Ravanat et al., 2002, Martinez
et al., 2002).

Sabe-se hoje que os niveis de 8-oxodGuo representam de
30 a 50 % do total de modificacdes de bases do DNA analisadas
em diferentes modelos experimentais, sendo que a presenga deste
dano no DNA contribui para transversdes do tipo GC—TA
(Kuchino et al., 1987; Breen e Murphy, 1995).

Recentemente, o uso de biomarcadores de contaminagao
ambiental, ou seja, alterages biolégicas a nivel molecular, celular
ou fisiolégico, que possam expressar a exposicao e os efeitos
téxicos causados pela presenga de poluentes no ambiente, tém
sido recomendado em estudos de diagnéstico da contaminagao
marinha (Burgeot et al., 1996). Dentre os biomarcadores mais
comumente utilizados neste tipo de estudo, destacam-se aqueles
relacionados a uma situagao de estresse oxidativo, em especial
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enzimas de defesa antioxidantes, danos oxidativos a membranas
e mais recentemente danos oxidativos ao DNA (Livingstone,

2001).

Nesse contexto, mexilhdes tém sido um dos organismos
mais utilizados como organismos sentinela por apresentarem uma
série de caracteristicas especiais que facilitam o seu uso
(Krishnakumar et al., 1997). Apesar disso, existe uma caréncia
de informagdes a respeito da formagao de 8-oxodGuo em DNA
de invertebrados marinhos em reposta a contaminacéo ambiental
(Livingstone, 2001; Torres et al., 2002; Almeida et al., 2003a).
Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a producao
8-oxodGuo em glandulas digestivas de mexilhées Perna perna
expostos por 24 horas a ferro, chumbo e cadmio. Foram também
avaliados comparativamente, os niveis de 8-oxodGuo de
glandulas digestivas de mexilhées de costao, em relacao a
mexilhGes de cultivo. A partir dos resultados obtidos, pretendeu-
se verificar a influéncia de fatores abiéticos nao controlados tais
como oscilagoes dos niveis de maré e batimento de ondas na
produgao de 8-oxodGuo nestes organismos, uma vez que a
avaliacdo desta lesao tem sido bastante utilizada como indicadora
da contaminagdo marinha.

Materiais e Métodos

Experimento de exposicao aos metais

Mexilh6es Perna perna de tamanhos similares (8-12 cm)
foram adquiridos de um cultivo particular localizado na praia de
Sambaqui, Florianépolis, SC. Os mexilhdes foram colocados em 4
aquéarios contendo cada um 0,5 litros de 4gua do mar por mexilhao,
a uma temperatura média de 18°C, aerados com o auxilio de dois
aeradores, sendo 4 mexilhGes por tanque. Apés 1 dia de adaptagao
aos tanques, os mexilhoes foram submetidos a diferentes tratamentos.
O tanque 1 (grupo 1), foi escolhido como grupo referéncia, sendo
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que nao foi exposto. Ao segundo, terceiro e quarto, foram adicionados
sulfato de ferro II (500ug/L, de acordo com Viarengo et al., 1999),
acetato de chumbo (200mg/L, de acordo com Prakash e Rao, 1995)
e cloreto de cadmio (200ug/L, de acordo com Viarengo et al., 1997,
e Prakash e Rao, 1995), respectivamente. Apés 24 horas de
exposicao, os mexilhoes foram retirados dos tanques e tiveram suas
glandulas digestivas dissecadas, as quais foram imediatamente
imersos em nitrogénio liquido.

Coleta dos mexilhoes de costao e de cultivo

Mexilhdes P perna de tamanhos similares (7-9 ¢cm) foram
coletados no costao da praia da Joaquina (n=6), e em um cultivo
particular localizado na praia de Sambaqui (n=8), Florianépolis,
SC, Brasil. Os mexilhdes tiveram suas glandulas digestivas (GD)
dissecadas e imediatamente imersas em nitrogénio liquido.

Extracao e hidrdlise do DNA

O DNA foi extraido das glandulas digestivas e hidrolizado
de acordo com metodologia previamente publicada (Torres et
al., 2002). Aproximadamente 500 mg de tecido foi homogenizado
em 10 mL de tampao A (Sacarose 320mM, MgCl, 5mM, Tris
HCI 10mM , desferroxamina 0,1mM, Tritonx 100 1%, pH 7,5), e
centrifugados a 1500 x g por 10 minutos. Em seguida, o pellet foi
ressuspenso em mais 10mL do tampao A e centrifugado a 1.500
x g por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado.

Ap6s essa primeira etapa, adicionou-se ao pellet coletado,
5mL de tampao B (Tris HCl 10mM, EDTA-Na, 1mM,
Desferroxamina 0,15mM, pH 8), 180uL. de SDS 10%, 150uL de
RNAse A (1mg/mL de tampao C — Tris HCl 10mM, EDTA 1mM,
desferroxamina 2,5mM, pH 7,4) e 40uL. de RNAse T1 (1U/uL
em tampao C) e deixou-se incubando a 50°C por 30 minutos
para digestao do RNA.
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Posteriormente foi adicionado 150uL de proteinase K
(20mg/mL de agua miliQ) e as amostras foram deixadas
incubando a 37°C por duas horas para hidrélise das proteinas.
As amostras foram entéo centrifugadas a 5.000 x g por 15 minutos
e ao sobrenadante adicionou-se 5mL de solucdo de Nal (Nal
7,6 M, Tris HCl 40mM, EDTA-Na, 20mM, desferroxamina 0,3mM,
pH 8,0) e 10mL de isopropanol 100% para a precipitacao do
DNA. Em seguida, o DNA foi submetido a 2 lavagens, uma com
isopropanol 60% e outra com etanol 70%, para retirada do
excesso de Nal, centrifugando-se a 5.000 x g por 15 minutos em
cada lavagem. Ao final, o DNA foi diluido em &gua MiliQ. A
medida da concentragao de DNA foi feita através da absorbancia
a 260nm (Wang et al., 1994; Helbock et al., 1998).

Para cada 200pg de DNA foi adicionado um volume de
4uL de tampéo acetato 1M pH 4,8 para um volume final de 200
uL (concentracdo do tampéao acetato 20mM). A este volume foi
adicionado Nuclease P1 (10U/100ug DNA) e incubado a 37°C
por 4 horas. Apés este periodo, foi adicionado tampao Tris HCL
pH7,4 e fosfatase alcalina (10U/2000mg DNA) para remocao
dos grupos fosfato, incubando-se por 2 horas a 37°C (Fiala et al.,

1999).

Em seguida, as amostras foram acrescidas de 1 volume de
cloroférmio 100% para a precipitagao de impurezas e
centrifugadas a 10000 x g por 3 minutos. A fase aquosa
(sobrenadante) foi entao coletada para a dosagem de 8-oxodGuo.

Medidas de 8-o0xodGuo

A deteccao e quantificacao da 8-oxodGuo nas amostras
foram feitas por HPLC acoplado a um detector eletroquimico
coulométrico ESA com potenciais de 0,12 e 0,28 V para os
eletrodos 1 e 2 respectivamente. O detector UV/Vis foi programado
para detecgao da dGuo em comprimento de onda de 254 nm. O
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monitoramento dos picos tanto da 8-oxodGuo (detector
eletroquimico) quanto da dGuo (detector de UV) foram feitos
simultaneamente em dois canais distintos, através do software
ClassLC-10, da Shimadzu. A coluna usada foi a LC-18 (250 x
4.6 mm, tamanho de particula 5um) da Supelco. A fase mével
consistia de fosfato de potassio 50 mM, 8 % metanol, com fluxo
de 1 mL/min.

Analises estatisticas

Os dados obtidos expressando os niveis de 8-oxodGuo nos
animais coletados foram comparados estatisticamente pelo teste
paramétrico Analise de Variancia (ANOVA), através do Microsoft
Microcal Origin versao 6.0. Os dados séo expressos como média
+ desvio padrao, e apenas P<0,05 foi aceito como significativo.

Resultados e Discussao

A formagao de 8-oxodGuo em mexilhdes P perna ja foi
observada em resposta a contaminagao marinha por esgoto
doméstico, onde verificou-se que mexilhdes de local
contaminado (embaixo da Ponte Hercilio Luz, Florianépolis,
SC) apresentaram maiores niveis desta lesao em relagao a
mexilhées coletados num local referéncia (Sambaqui,
Florianépolis, SC). Discussdes comparativas sobre os niveis
desta lesao encontrados em diferentes tecidos de mexilhoes P
perna, em relagao a outros organismos marinhos e em relagéo
a humanos foram feita por Almeida et al. (2003b). Neste trabalho
verificou-se que apesar de os niveis de 8-oxodGuo encontrados
em P perna serem muito superiores aos encontrados em
mamiferos, foram inferiores aos encontrados em outras espécies
de moluscos e de peixes, o que poderia estar relacionado as
diferentes metodologias usadas em cada trabalho, apesar de
que nas comparagbes feitas com mamiferos, as metodologias
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de extragéo e hidrélise de DNA, assim como de deteccao das
bases oxidadas foram as mesmas.

Afigura 2 apresenta os dados obtidos em relacao a exposicao
dos mexilhées aos diferentes metais. Mexilhées expostos ao ferro
nao apresentaram niveis diferenciados de 8-oxodGuo (4,94 + 0,45
8-0x0dGuo/10° dGuo) em relagéo ao grupo controle (6,05 + 1,70
8-0x0dGuo/10¢ dGuo), indicando que sob nossas condicoes
experimentais, a exposigao ao ferro por 24 horas nao causou
nenhum aumento nos niveis de 8-oxodGuo. Apesar de estar bem
estabelecido o papel pré-oxidante do ferro em sistemas biolégicos
(Matos et al., 2001), a inobservancia de efeitos nos niveis de 8-
oxodGuo nos mexilhées poderia estar relacionada a concentracao
utilizada neste experimento, na qual poderia ser captado por
quelantes intracelulares nos tecidos, diminuindo seus efeitos téxicos.
Desta forma, mais experimentos devem ser feitos para se verificar
os efeitos de maiores concentragées deste metal na formagao de
8-oxodGuo em P, perna.

Mexilhes expostos ao chumbo e ao cadmio apresentaram
niveis significativamente maiores de 8-oxodGuo (13,40 + 6,68
e 9,88 + 4,87 8-oxodGuo/10° dGuo, respectivamente) em relacéao
ao grupo controle. Estes dados indicam que a contaminagao
ambiental por metais pode ocasionar um aumento nos niveis de
lesdes oxidativas ao DNA de mexilhées, e portanto a utilizagao
de anélises quantitativas desta lesdo como um indicativo de
contaminagao ambiental pode ser adequada.

De acordo com esta idéia, recentemente foi demonstrado
que mexilhées P perna transferidos de um local limpo para um
local poluido apresentaram maiores niveis de 8-oxdGuo que os
animais do local referéncia o que poderia estar relacionado a
uma possivel contaminacdo do ambiente por metais (Almeida et
al., 2003a). Da mesma forma, mexilhées de mangue da espécie
Muytella guyanensis de ambiente potencialmente poluido também
apresentaram maiores niveis de 8-oxodGuo, em relacdo a um
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grupo referéncia, apresentando grande correlacao com maiores
niveis de metais pesados encontrados (Torres et al., 2002).
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FIGURA 2: Niveis de 8-oxodGuo em glandulas digestivas de mexilhdes P perna do
grupo controle e expostos a ferro (Fe), chumbo (Pb) e cadmio (Cd), por 24
horas. * indica diferenca estatistica (p<0,05), em relagao ao grupo controle
(N=4).

E sabido que mexilhdes de costao estdo diariamente
sujeitos a periédicas oscilagoes ambientais tais como o
batimento de ondas e as oscilacoes de maré, o que pode
ocasionar grandes variagdes nos niveis de oxigénio dissolvido,
alimento, pH e temperatura da &gua (Storey e Churchill, 1995).
Estas condicées néo sao vivenciadas pelos mexilhdes de cultivo,
que passam o tempo todo imersos na dgua do mar, em locais
mais protegidos. Além disso, os ciclos periédicos de exposicao
dos mexilhées ao ar e posterior re-submersao na agua do mar
podem ser responséaveis por um grande aumento na produgéao
de ERON, devido ao re-fluxo de oxigénio nos tecidos e a
conseqiiente oxidagdo de produtos &cidos do metabolismo
fermentativo acumulados durante o periodo de exposigao ao
ar (Jones, 1986).
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FIGURA 3: Niveis de 8-oxodGuo em glandulas digestivas de mexilhdes P perna de
costao e de cultivo. * indica diferenca estatistica (p<0,05). N = 6 - 8.

De acordo com os dados da figura 3, mexilhées de costao
apresentaram niveis de 8-oxodGuo significativamente mais altos
(67,40 + 13,40 8-0xodGuo/105 dGuo) do que mexilhdes de
cultivo (12,80 + 5,40 8-0xodGuo/10¢ dGuo), o que pode indicar
uma situacd@o de maior estresse no costao e indica que as
condigbes de coleta podem influenciar drasticamente nos
resultados obtidos em estudos de monitoramento da
contaminag¢ao marinha utilizando mexilhdes como organismos
sentinela.

De acordo com esta idéia, foi demonstrado que mexilhées
P perna de costao possuem menor capacidade antioxidante que
animais de cultivo, pois apresentaram menores atividades em
diversas enzimas antioxidantes e complementares, tais como a
superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, glutationa
S-transferase, glutationa redutase e glicose 6-fosfato desidrogenase,
assim como também foi observado um menor contetido de
glutationa total nos animais de costao (comunicacao pessoal).

Além disso, foi demonstrado que mexilhées mais préximos
da superficie, e que por conseqiiéncia recebem maior incidéncia
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de luz solar do que mexilhdes de maiores profundidades,
apresentam maiores quantidades de quebras no DNA. Este fato
poderia estar provavelmente associado a uma maior produgéao
de espécies reativas, especialmente o 'O,, por processos de
fotossensibilizacao através da irradiagao da luz solar nos tecidos
dos mexilhdes quando estes animais abrem suas valvas (Steinert

et al., 1998).

Deve-se também levar em consideracao os procedimentos
experimentais utilizados neste trabalho, os quais poderiam também
influenciar nos resultados. Os mexilhdes do experimento de
exposicao aos metais, foram acondicionados em tanques dentro
de um laboratério, ou seja, com aeragao continua e, de certa forma,
protegidos de grandes variagbes de temperatura e incidéncia
luminosa. No costao rochoso, além de se tratar do ambiente natural
dos animais, com todas as suas variaveis nao controladas, deve-
se considerar o esforco para retirada dos mexilhées firmemente
presos as rochas (o que poderia causar um estresse no animal).
Em ambos os experimentos, os mexilhdes eram retirados um de
cada vez da 4gua e imediatamente dissecados e congelados em
nitrogénio liquido, porém os diferentes ambientes dos dois
experimentos devem ser levados em consideragao.

Em conclusao, os dados apresentados neste trabalho
indicam que poluentes como metais podem ocasionar um
aumento nos niveis de 8-oxodGuo em mexilhdes P perna, e que
por isso a avaliagao desta lesao em mexilhes poderia servir como
indicadora da contaminacado ambiental. Apesar disso, fatores
ambientais nao controlados tais como batimentos de ondas e
variacdes nos niveis de maré também podem provocar alteracoes
nos niveis de 8-oxodGuo nestes mexilhdes, o que deveré ser levado
em consideracao em programas de diagnéstico e/ou
monitoramento da contaminacdo marinha.

Assim, os dados obtidos neste trabalho indicam que se deve
ter especial atengdo as condigdes de coleta dos mexilhées em
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estudos de diagnéstico da contaminacio ambiental onde niveis
de 8-oxodGuo sejam usados como biomarcadores. Uma vez que
diferentes ambientes de coleta podem resultar na obtencao de
dados artefatuais. Deve-se ter o cuidado de coletar mexilhdes
em condigbes ambientais, tais como profundidade e condicoes
climéticas, o mais semelhante possivel entre os diferentes locais
selecionados para o estudo.
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