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EXPRESSAO DO FENOTIPO MXR EM Emerita almeidai (CRUSTACEA:
HIPPIDAE): POTENCIAL BIOINDICADOR EM ECOSSISTEMAS DE PRAIAS
ARENOSAS

EXPRESSION OF THE MXR PHENOTYPE IN Emerita almeidai (CRUSTACEA:
HIPPIDAE): POTENTIAL BIOINDICATOR IN SANDY BEACH ECOSYSTEMS

Lilian Cristina Balint Pereira’™
Enelise Marcelle Amado?**

RESUMO

A identificagdo precoce dos efeitos da contaminagdo ambiental em organismos
aquaticos € fundamental para a conservagcao dos ecossistemas. Nesse contexto, o
fendtipo de resisténcia a multixenobidticos (MXR) € um mecanismo de defesa celular
amplamente reconhecido como biomarcador de contaminagdo aquatica, que
promove o0 bombeamento de substratos exdégenos e enddgenos para fora das
células dos organismos. Emerita almeidai, € uma espécie de crustaceo bastante
abundante e com grande potencial para o biomonitoramento das praias arenosas, e
que, até o momento, ndo possui nenhum trabalho investigando o fenétipo MXR
nessa espeécie. Para identificar a atividade desse fendtipo na espécie, foram
realizados ensaios in vitro de acumulo de rodamina-B na presencga dos inibidores
para as bombas de efluxo do mecanismo: cloridrato de verapamil (especifico para a
P-gp) e o MK571 (caracteristico para a MRP). Além disso, o ensaio de acumulo de
rodamina-B foi realizado sob a influéncia de metais, como cadmio e cobre, bem
como em duas diferentes salinidades, avaliadas isoladamente e em combinacao
com os metais, a fim de investigar possiveis interacbes desses fatores com as
proteinas que medeiam da atividade MXR. Esse ensaio consiste na medicdo da
fluorescéncia emitida pelas células que acumularam e expulsaram a rodamina-B
durante as exposi¢des com os inibidores, metais pesados e salinidade reduzida. Os
resultados indicaram que nao houve diferengas significativas no acumulo de
rodamina-B quando os inibidores foram testados, nem diante de exposi¢cdo aos
metais. No entanto, no ensaio in vivo quando o metal foi combinado com a redugao
de salinidade, houve um aumento significativo do acumulo de rodamina-B nas
células branquiais do Emerita almeidai. Este estudo indicou que o Emerita almeidai
nao expressou o fendtipo MXR nas condi¢gdes analisadas, sugerindo limitagdes ao
seu uso como bioindicador em praias arenosas. Recomenda-se a necessidade de
realizacdo de novos testes com outros inibidores e condigdes experimentais para
avaliar seu real potencial como bioindicador.

Palavras-Chave: rodamina-B; cloridrato de verapamil;, MK571; P-gp; metais
pesados.
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ABSTRACT

Early identification of the effects of environmental contamination on aquatic
organisms is essential for the conservation of ecosystems. In this context, the
multixenobiotic resistance (MXR) phenotype is a cellular defense mechanism widely
recognized as a biomarker of aquatic contamination, which promotes the pumping of
exogenous and endogenous substrates out of the cells of organisms. Emerita
almeidai is a very abundant crustacean species with great potential for biomonitoring
of sandy beaches, and to date, there has been no study investigating the MXR
phenotype in this species. To identify the activity of this phenotype in the species, in
vitro rhodamine-B accumulation assays were performed in the presence of inhibitors
for the efflux pumps of the mechanism: verapamil hydrochloride (specific for P-gp)
and MK571 (characteristic for MRP). Furthermore, the rhodamine-B accumulation
assay was performed under the influence of metals, such as cadmium and copper,
as well as at two different salinity concentrations, evaluated alone and in combination
with the metals, in order to investigate possible interactions of these factors with the
proteins that mediate MXR activity. This assay consists of measuring the
fluorescence emitted by cells that accumulated and expelled rhodamine-B during
exposure to inhibitors, heavy metals and reduced salinity. The results indicated that
there were no significant differences in rhodamine-B accumulation when the
inhibitors were tested, nor when exposed to the metals. However, in the in vivo assay
when the metal was combined with salinity reduction, there was a significant increase
in rhodamine-B accumulation in the gill cells of Emerita almeidai. This study indicated
that Emerita almeidai did not express the MXR phenotype under the conditions
analyzed, suggesting limitations to its use as a bioindicator on sandy beaches. It is
recommended that new tests be carried out with other inhibitors and experimental
conditions to evaluate its real potential as a bioindicator.

Keywords: rhodamine-B; verapamil hydrochloride; MK571; P-gp; heavy metals.

1 INTRODUGCAO

A identificagcdo precoce dos efeitos da contaminagdo ambiental em
organismos aquaticos € fundamental para a conservacéo dos ecossistemas. Nesse
contexto, biomarcadores tém se destacado como ferramentas sensiveis para
detectar alteragbes biologicas em individuos de espécies que precedem impactos
nas dinamicas populacionais (Hook et al., 2014; De Coen et al., 2000).
Biomarcadores séo alteragbes bioquimicas, moleculares, celulares, ou fisiolégicas
que podem ser medidas em amostras de tecidos ou fluidos corpéreos de um
organismo, permitindo ndo apenas indicar a exposicdo de organismos a
contaminantes, mas também evidenciar possiveis efeitos adversos (Walker et al.,
2012). Diversas respostas biolégicas ja vem sendo reconhecidas como
biomarcadores de contaminagao aquatica e incluem: expressdo de proteinas de
defesa e detoxificagao celular, atividade de enzimas de biotransformagao, expressao
de proteinas de estresse, peroxidagao lipidica, dano ao DNA, altera¢des na fungao
celular, alteracdes histoldgicas, resposta imune, etc. (Amiard-Triquet et al., 2016).

O fendtipo de resisténcia a multixenobidticos (MXR) € um mecanismo de
defesa celular amplamente reconhecido como biomarcador de contaminagao
aquatica (Bard 2000; Achard et al., 2004; Szakacs et al., 2008; Kurelec, 1992;
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Kurelec, 1995; Kurelec et al., 2000). Nesse contexto, a base molecular desse
mecanismo € modulada pela acdo das proteinas transportadoras da familia ABC
(ATP Binding Cassette), as quais estdo localizadas nas membranas celulares de
todos os organismos, e podem ser classificadas em dois tipos: 1) proteinas ABC de
efluxo, representam um exemplo de biomarcadores que dificultam a entrada e o
acumulo de xenobidticos nas células, agindo como primeira linha de defesa, e
também expulsando metabdlitos téxicos, atuando na ultima defesa; e 2) proteinas
ABC de influxo, que exercem a funcédo de importacao de nutrientes criticos, como
aminoacidos e agucares (Epel et al., 2008; Abbott, 2017). Nesse sentido, esses
transportadores compdéem uma grande familia de proteinas que exercem as fungdes
de importagao e exportacdo de diferentes tipos de substratos para dentro e fora das
células, onde essa translocacdo ocorre a partir de uma fonte de energia que é
proveniente da hidrélise do ATP (To et al., 2020; Wilkens, 2015).

De forma geral, esses transportadores ABC s&o organizados estruturalmente
em quatro dominios (unidades funcionais): dois dominios TMDs (dominios
transmembrana) (TMD1 e TMD2) que reconhecem e auxiliam o transporte do
substrato, e dois dominios NBDs (dominios de ligacdo de nucleotideos) (NBD1 e
NBD2) que realizam a ligagdo com o ATP para gerar a energia da importagcao ou
exportacdo desse substrato (To et al., 2020; Holland, 2011; Wilkens, 2015). Para
isso, o substrato se liga a cavidade dos dominios TMDs, induzindo uma mudanga
conformacional temporaria dos dominios NBDs. Em seguida, ocorre a ligagdo do
ATP aos dominios NBDs, o que reduz a afinidade de ligacdo do substrato pela
cavidade dos TMDs e promove uma nova mudanga conformacional nestes
dominios. Assim, o substrato & liberado para dentro ou fora da célula, ao mesmo
tempo em que ocorre a hidrolise do ATP, resultando na liberacido de ADP e Pi. Por
fim, o transportador retorna ao seu estado conformacional padrao, caracterizando o
término do mecanismo dos transportadores ABC (Figura 1) (Oldham et al., 2008;
Holland, 2011; Litman et al., 2001; Pohl, 2012; Krewulak e Vogel, 2008; Linton,
2007).

Figura 1 - Esquema representativo do funcionamento do mecanismo das
proteinas transportadoras ABC.

Extracelular
O
Estado ligado ao Estado ligado ao
substrato substrato
TMDA1 TMD2
NBD1 NBD2
ADP
o ATP 0 Bi

Substrato e}

Intracelular
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025. Legenda: Dominios TMDs e NBDs, das proteinas
transportadoras ABC de efluxo, sofrendo mudangas conformacionais para realizar o transporte
do substrato para fora da célula.

Além disso, é importante ressaltar que o Mecanismo de Resisténcia a
Multixenobidticos (MXR) é modulado por essas proteinas transportadoras de efluxo
ABC, as quais sao capazes de promover o bombeamento de substratos exégenos e,
também, enddgenos (do proprio metabolismo) para fora das células dos organismos,
que as possuem. E, assim, esse mecanismo (MXR) garante que as células possuam
um tipo de defesa ao controlar a acumulagédo e o grau de toxicidade desses
contaminantes (Lopes et al., 2021; Bard, 2000; Szakacs et al., 2008). Nesse
contexto, duas subfamilias de transportadores ABC estdo envolvidas com o
mecanismo MXR: a ABCB e a ABCC (Lopes, 2019).

A subfamilia ABCB é representada pela glicoproteina-P (glicoproteina de
permeabilidade ou P-gp), esta que transporta uma molécula por vez, seguindo um
mecanismo de efluxo unidirecional para fora das células, apés uma mudanca
conformacional temporaria em sua estrutura (Safhi et al., 2017; Litman et al., 2001).
Além de ser uma das proteinas transportadoras de efluxo ABC que nao precisa do
metabolismo do xenobidtico para atuar, confere o fenétipo de resisténcia a multiplas
drogas (MDR) e é inespecifica, o que Ihe permite acompanhar a evolugéo das novas
moléculas biolégicas e gerar protecdo contra novos produtos quimicos
antropogénicos (Epel et al., 2008). Contudo, esse extenso reconhecimento dos
substratos pode levar a competicdo no sitio de ligacdo e, como consequéncia,
agentes malignos que seriam expulsos, acabam acumulando no interior da célula
(Epel et al., 2008; Higgins, 2007).

Em relacdo a subfamilia ABCC, compreende-se um segundo tipo de
mecanismo conhecido como MRP (Proteina de Resisténcia a Mdultiplas Drogas), este
realiza o efluxo de diferentes drogas ndo metabolizadas e, também, metabolizadas
dentro da célula do organismo, além de expulsar substancias enddgenas
provenientes do préprio metabolismo do animal (Deeley et al., 2006; Epel et al.,
2008).

Por essa razdo, no ambiente natural diversos organismos expressam o
fendtipo MXR, porém essa defesa pode ser limitada por alguns fatores, como: uma
elevada concentracdo de xenobidticos, que ira gerar competicdo e permitir que
alguns substratos toxicos se acumulem nas células; a estrutura molecular do
substrato, que promove o nao reconhecimento de algumas moléculas pelas
proteinas transportadoras, e estas acabam entrando e se acumulando nas células; e
a quimiossensibilizacdo, quando ocorre a inibicdo da acdo dos transportadores
devido alguns produtos quimicos, € como consequéncia ha um aumento na
concentragao de toxicos dentro das células (Szakacs et al., 2006; Epel et al., 2008).

Em relagdo a acdo antropica, os produtos quimicos de origem humana
também interferem neste mecanismo. Estes produtos, geralmente, apresentam uma
estrutura molecular diferente, a qual pode nao ser reconhecida pelas proteinas
transportadoras de efluxo e entrar livremente nas células, causando efeitos nocivos
aos organismos (Epel et al., 2008). Além disso, quando ha uma mistura de
xenobidticos, as regides de ligacdo dos transportadores podem saturar, apresentar
competicdo ou serem inibidas diretamente, e, isso, influenciar no mecanismo de
expulsdo dos produtos quimicos (Epel et al., 2008; Higgins, 2007).

Dessa maneira, fica evidente a importancia que o mecanismo MXR tem para
uma grande diversidade de organismos que habitam em areas poluidas, ja que ele
permite a existéncia e reproducao destas espécies ao mesmo tempo que garante
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uma resisténcia ao estresse poluidor (Kurelec, 1992). Contudo, os diferentes
substratos e suas concentragcdes podem interferir na acdo desses transportadores
de efluxo, onde essa interagdo ao longo do tempo demonstra uma adaptagéo a
histdria evolutiva das espécies (Hamdoun e Epel, 2007).

Um método amplamente utilizado para identificar a atividade MXR € o ensaio
do acumulo de rodamina-B. Onde a rodamina-B, um corante fluorescente
considerado um substrato da P-gp e MRP, entra no interior da célula e pode ser
langada para fora pela agao das bombas de efluxo localizadas na membrana celular,
evitando seu acumulo interno (Figura 2). Assim, esse método consiste na
associacdo da rodamina-B com um inibidor, este que €& capaz de promover o
acumulo dos substratos fluorescentes do corante dentro das células por inibir a acéo
das bombas de efluxo, onde a partir da medicdo da fluorescéncia emitida pela
rodamina-B, agora, acumulada em células ou tecidos, sera possivel agir como um
indicador indireto, mas confiavel, da atividade do transportador, podendo revelar
alteracbes na capacidade de efluxo em resposta a estressores ambientais ou
exposicdo a agentes quimicos (ver Figura 2). Dada sua sensibilidade e
aplicabilidade em diversos taxons, o ensaio de acumulo de rodamina-B tornou-se
uma ferramenta util em estudos ecotoxicolégicos que investigam a modulagédo dos
mecanismos de defesa celular (Kurelec, 1995; Kurelec et al., 2000; Lopes, 2019).

Ainda nessa linha, € comum utilizar os inibidores das bombas de efluxo para
as proteinas ABC, pois eles conseguem inibir a atividade MXR, promovendo um
acumulo de rodamina-B no interior da célula, e, assim, identificar a expressao desse
fendtipo em determinados tecidos (Anjos et al., 2017). Muitos artigos demonstraram
0 acumulo da rodamina-B na presenca de inibidores, indicando que este € um dos
métodos ideais para identificar qual bomba de efluxo esta envolvida no fendtipo
MXR (Anjos et al., 2017; Lopes, 2019; Jeong et al., 2014; Bard, 2000; Campos et al.,
2014). Nesse contexto, cabe destacar dois inibidores modelos que serdo utilizados,
na atual pesquisa, para a identificacdo da expressao do fenétipo MXR: o cloridrato
de verapamil (especifico para a P-gp) e o MK571 (caracteristico para a MRP)
(Lopes, 2019; Lluders et al., 2009). Esses inibidores podem ser classificados em
competitivos e ndo competitivos (Figura 2). Em relagdo aos inibidores competitivos,
exemplificados pelo cloridrato de verapamil, atuam bloqueando a ligagdo do
substrato ao sitio ativo da proteina, o que impede o transporte de xenobidticos para
fora da célula, isso é explicado devido a alta afinidade dos inibidores pela P-gp. Ja
os inibidores ndo competitivos, como o MK571, agem impedindo que ocorra a
atividade da ATPase, esta que é essencial para haver o transporte de efluxo de
substratos (Stein, 1997; Barnes et al., 1996; Lopes, 2019).
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Figura 2 - Representacédo esquematica do funcionamento do ensaio do acumulo de rodamina-B.

Extracelular

a) @ b) @ ) @ @
@ : @ @ @ Q o Inibidor @ Q o Inibidor
Substrato o @ Inibigiio competitiva o @ Inibigéo.r_léo
i fluorescente ? Proteina ABC ‘ i competitiva

Intracelular

Fonte: Elaborada pela autora, 2025. Legenda: a) Representa como ocorre a interagdo entre a rodamina-B e a proteina ABC sem a agao dos inibidores,
onde a rodamina-B tende a ser bombeada para fora da célula e evitar seu acumulo interno; b) llustra a inibigdo competitiva, onde o inibidor compete com a
rodamina-B por ter uma maior afinidade pelo sitio ativo da proteina ABC, essa interagcdo impede que a rodamina-B seja bombeada para fora da célula e
permite seu acumulo no interior, o qual sera identificado pela emissao de fluorescéncia; ¢c) Demonstra a inibicdo ndo competitiva, em que o inibidor bloqueia
a atividade da ATPase e resulta no acimulo da rodamina-B no interior da célula, a qual é percebida pela emissao de fluorescéncia.
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Além dos inibidores modelo, as funcbes das proteinas do fendtipo MXR
também podem ser influenciadas pela presencga de alguns metais pesados, como
por exemplo: cobre, cadmio, mercurio, zinco e chumbo (Achard et al., 2004; Rocha e
Souza, 2012; Torre et al., 2014; Amado, 2010). Nesse contexto, sabe-se que o
cadmio, mesmo em concentragdes mais baixas, € capaz de alterar a fisiologia dos
organismos aquaticos interferindo diretamente na sobrevivéncia destes (Ivanina e
Sokolova, 2008), e o cobre pode ser considerado um substrato para as proteinas
transportadoras ABC visto que apresenta um fendtipo de resisténcia a multiplos
xenobidticos, além de ser encontrado em corpos d’agua vindo dos esgotos
domésticos e industriais (Anjos, 2017; Barbosa et al., 2012; Wallner-Kersanach et
al., 2016). Foi mostrado em Corbicula fluminea, um bivalve de agua doce, que a
exposigao ao cadmio pode aumentar a expressao da P-gp e, consequentemente,
induzir o fenétipo MXR, e a exposicao ao cobre pode resultar na alteracido das
funcdes das proteinas ABC (Achard et al., 2004; Legeay et al., 2005). Jeong et al.
(2014) utilizou o copépode Tigriopus japonicus para demonstrar que o cobre pode
atuar como um substrato para as proteinas ABC, visto que quando essas séo
inibidas, ha um acumulo maior do cobre no interior das células.

Por conseguinte, as ultimas décadas vém sendo marcadas pelo aumento da
urbanizacao e de atividades sociais e econbémicas, as quais tém promovido impactos
e degradacao de toda a zona costeira, incluindo os ecossistemas das praias
arenosas (Davenport e Davenport, 2006; Defeo e McLachlan, 2005). Além disso, a
descarga de efluentes € um exemplo de interferéncia humana que resulta em
eventos de alto impacto sobre as espécies que compdem a macrofauna bentbnica e
as populacbes das praias arenosas, nao sO pela presenca de poluentes, mas
também porque os efluentes domésticos e pluviais podem alterar a salinidade no
local do despejo, impondo um desafio osmoético para os organismos que habitam
esse ecossistema (Defeo et al.,, 2009; Jorge-Romero et al., 2019; Memon et al.,
2021).

E preciso acentuar que, a salinidade é um fator ambiental capaz de controlar
a distribuicao das espécies e afetar os processos fisioldgicos e comportamentais dos
organismos, tanto nos ecossistemas marinhos, como nos estuarios, além de alterar
a composicao das espécies e influenciar nas fungdes ecossistémicas das praias
arenosas, uma vez que a reducado de salinidade pode induzir uma diminuicdo na
producdo de biomassa e na abundéncia de predadores (Lercari e Defeo, 1999;
Davenport, 1979; Navarro, 1988; Lercari e Defeo, 2006; Attrill, 2002; Bergamino et
al., 2009; Jorge-Romero et al., 2019; Fanini et al., 2012; Laurino et al., 2020). Além
disso, ha registros de diminuicdo da diversidade e abundancia de invertebrados nas
proximidades de uma descarga pluvial (Lercari e Defeo, 2003; Bergamino et al.,
2009; Jorge-Romero et al., 2019). Segundo Anjos et al. (2016), as branquias de
Mesodesma mactroides, um molusco filtrador, apresentou um aumento do fendétipo
MXR quando exposto em uma solugdo hiposmoética. Isto significa que os
mecanismos de defesa dos organismos aquaticos podem ser ativados dependendo
da salinidade, logo € importante verificar se a expressdo do fendtipo MXR em
Emerita almeidai também ¢é afetada pela exposig¢ao a diferentes salinidades.

Em relacdo ao Emerita almeidai, este invertebrado € uma espécie criptica
recentemente descrita por Mantelatto et al. (2023), a qual era anteriormente
reconhecida de forma equivocada como Emerita portoricensis (Schmitt, 1935),
devido suas semelhancgas morfolégicas. Além disso, E. almeidai (familia: Hippidae) é
uma espécie de crustaceo decapode representante da macrofauna benténica das
praias arenosas, sendo endémica da costa brasileira, onde vivem enterrados na
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zona entre marés (Mantelatto et al., 2023). Nesse contexto, as espécies do género
Emerita sao caracterizadas por terem um tempo de vida curto, pelas fémeas
possuirem uma carapaga maior devido sua estratégia de reproduc¢do, por serem
adaptados ao ambiente das praias arenosas (como por exemplo a alimentagao
através de filtragdo das anténulas) e possuirem um tamanho médio de mais ou
menos 26,48 mm (Eutropio et al., 2006; Defeo e Cardoso, 2004; Subramonian e
Gunamalai, 2003). Ademais, esses crustaceos, popularmente conhecidos como
Tatuis ou Tatuiras, sdo capazes de contribuir para as analises ecotoxicologicas, uma
vez que apresentam sensibilidade pelas agdes antrépicas e respostas fisioldgicas
quando em contato com produtos quimicos, e por possuirem uma elevada taxa de
plasticidade explicada pela sua histéria evolutiva (Lercari e Defeo, 1999; Spritzer et
al., 2015; Neto et al., 2019; Dugan et al., 1991; Dugan et al., 1994; Contreras et al.,
1999).

Figura 3 - Registros fotograficos do Emerita almeidai utilizado na atual pesquisa.

Fonte: Elaborada pela autora, 2025. Legenda: Vista dorsal (a), lateral (b) e ventral (c) da fémea
ovada do Emerita almeidai.

Além disso, a expressado do fenotipo MXR ja foi amplamente estudada em
diversos filos aquaticos, como os cnidarios, moluscos, cordados e poriferos (Anjos et
al., 2019; Achard et al., 2004; Smital e Sauerborn, 2002; Muller et al., 1996), contudo
quando se trata dos artropodes (especificamente dos crustaceos) ainda existem
poucos artigos abordando este tema, principalmente no ambito do ecossistema das
praias arenosas. Alguns trabalhos costumam utilizar um crustaceo conhecido como
Daphinia magna para estudar bioensaios ecotoxicologicos, como o Mecanismo de
Resisténcia a Multixenobidticos, porém esta € uma espécie que habita corpos de
agua, e nao sao encontrados nas praias arenosas (Campos et al., 2014; Vehnidinen
e Kukkonen, 2015; Georgantzopoulou et al., 2016). Um outro estudo muito
importante utilizou o Emerita brasiliensis (encontrados nas zonas entre-marés das
praias arenosas) como bioindicador para avaliar os efeitos que as descargas de
agua doce provocam na fauna das praias arenosas, € concluiram que existem
consequéncias na distribuigdo, abundancia e no ciclo de vida (Lercari e Defeo, 1999;
Machado et al., 2018). Nesse contexto, pouco se sabe sobre a expressao desse
fendtipo nos Tatuis (em especial Emerita almeidai), ficando claro a importéncia de
estudar essa caracteristica na espécie como uma possivel ferramenta de
biomonitoramento das praias arenosas. Além disso, as branquias sao bastante
utilizadas para realizar os testes do fenétipo MXR em crustaceos, pelo fato de serem
o primeiro contato com o meio aquatico, podendo absorver diferentes tipos de
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substratos, e por agirem como primeira linha de defesa no organismo (Anjos et al.,
2016). Assim, a atual pesquisa utilizou as branquias do Emerita almeidai para avaliar
sua expressao do fenétipo MXR.

Figura 4 - Amostras das branquias do Emerita almeidai vistas ao microscopio.

Fonte: Elaborada pela autora, 2025. Legenda: Branquias do Emerita almeidai.

2 OBJETIVOS

Verificar o fen6tipo MXR nas branquias do crustaceo Emerita almeidai, bem
como sua modulacdo por estressores ambientais, visando avaliar seu potencial
como ferramenta de bioindicagdo em praias arenosas.

Objetivos especificos

- Avaliar, in vivo e in vitro, a atividade do fendétipo MXR por meio do ensaio de
acumulo de rodamina-B.

- Avaliar in vitro o efeito dos inibidores de proteinas ABC pelo método do
acumulo de rodamina-B nas branquias.

- Testar in vitro a modulagao do acumulo de rodamina-B por metais como cobre
e cadmio.

- Verificar in vivo o impacto da variagdo de salinidade, isoladamente e
combinada a metais, na atividade do fené6tipo MXR.

3 METODOLOGIA

3.1 Local de coleta

As coletas dos espécimes de Emerita almeidai foram realizadas em uma praia
de Cabedelo e duas praias de Jodo Pessoa - PB: Praia de Intermares, Praia de
Manaira e Praia de Cabo Branco, nas imedia¢cdes de descargas de aguas pluviais
(Figura 5).
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Figura 5 - Mapa dos pontos de coleta em duas praias de Jodo Pessoa e uma de
Cabedelo - PB.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025.

3.2 Coleta e manutengao dos animais

Os individuos foram coletados manualmente durante a maré baixa e
acondicionados em recipientes de plastico contendo areia e agua do local de coleta,
em seguida foram transferidos para o Laboratério de Ecofisiologia Animal (LEFA)
localizado no Campus V da UEPB em Joao Pessoa - PB.

No laboratério, os animais foram mantidos em aquarios de plastico contendo
agua do mar e areia do local de coleta, com aeragéo constante e fotoperiodo natural.
Os animais eram alimentados diariamente com ragao flocada para peixes. Durante o
periodo de aclimatacido em laboratdrio foi possivel observar os animais ativos e com
as antenas expostas (Figura 6).
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Figura 6 - Registro fotografico do periodo de aclimatagdo do E. almeidai em
laboratorio.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025.

3.3 Ensaio in vitro do efeito da inibicao de bombas de efluxo relacionadas ao
fenétipo MXR

Para a caracterizagao in vitro da expressao do fenotipo MXR em Emerita
almeidai o ensaio de acumulo de rodamina-B na presencga de inibidores de proteinas
ABC foi realizado, uma vez que o aumento do acumulo de rodamina-B dentro das
células na presenga de um inibidor de bomba de efluxo indica o envolvimento do
transportador com o fenétipo MXR (Lopes, 2019). Para tanto, individuos aclimatados
por ao menos 4 dias foram crioanestesiados e tiveram suas branquias removidas
com auxilio de tesoura e pinga de acgo inoxidavel. Assim que removidas as branquias
eram distribuidas em eppendorfs previamente pesados contendo: PBS (solugao
salina para invertebrados marinhos) (grupo autofluorescéncia); PBS + rodamina-B 1
MM (grupo R); PBS + rodamina-B 1 uM + cloridrato de verapamil 20 yM (grupo R +
VE); ou PBS + rodamina-B 1 yM + MK571 20 pM (grupo R + MK) (ver Figura 7). Em
seguida, os eppendorfs foram protegidos da luz e a exposigdo as condigdes
experimentais durou uma hora.

Apds 1 hora, os eppendorfs foram centrifugados durante 1 minuto (Biopet,
mini centrifuga de bancada), houve o descarte do sobrenadante e as branquias
passaram por um processo de lavagem com PBS. Esses eppendorfs foram
centrifugados por mais 1 minuto, onde o PBS foi descartado e substituido por 500 pl
de agua destilada, em seguida as amostras foram congeladas por no minimo 2
horas. Posteriormente os tecidos foram entdo homogeneizados com um
homogeneizador de tecidos (Homomix, D-500 Ultra). Essa etapa consiste em liberar
o conteudo de rodamina-B acumulado dentro das células branquiais.

ApoOs homogeneizagao, as amostras foram centrifugadas em 4.000 rpm por 5
minutos (Eppendorf, 5804R). O sobrenadante foi pipetado, onde 100 ul das
amostras foram distribuidas, em triplicatas, em pocos individuais da microplaca preta
de 96 pogos que foi levada para uma leitora de placas (EspectraMax 13, Molecular
Devices) e a fluorescéncia emitida pela rodamina-B acumulada no tecido foi lida em
544 nm de excitagdo e 590 nm de emissao. Esse protocolo foi repetido até totalizar
um numero amostral de no minimo 6 individuos.
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Os valores de fluorescéncia sao obtidos na leitora como unidades relativas de
fluorescéncia (URF). A partir dos valores brutos de URF foi calculada a média das
triplicatas e em seguida o valor médio foi dividido por 1000. Essa corregédo foi
realizada, em todas as condi¢gbes experimentais, para melhorar a apresentagao dos
valores. Uma vez que os valores de fluorescéncia obtidos indicam o acumulo de
rodamina-B no tecido, foi necessario normalizar os valores obtidos pela quantidade
de tecido amostrada. Essa normalizacao foi realizada ou pelo peso umido do tecido
(mg), ou pela quantidade de proteinas totais presentes no homogeneizado (ug/ul). O
peso umido foi obtido pesando os eppendorfs antes e depois de receberem as
branquias. A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford
(1976).

3.4 Ensaio in vitro do efeito de metais sobre o acumulo de rodamina-B

Para a avaliagao in vitro da expressao do fenétipo MXR sob a influéncia dos
metais, os individuos de Emerita almeidai, apds aclimatagdo por no minimo quatro
dias, foram crioanestesiados. Em seguida, foram usados tesoura e pinga de ago
inoxidavel para remocao das branquias, onde estas foram distribuidas em
eppendorfs previamente pesados contendo: PBS + rodamina-B 1 uM (grupo R); PBS
+ rodamina-B 1 yM + metal 10 uM (grupo R + Cd/Cu 10); ou PBS + rodamina-B 1
MM + metal 100 pM (grupo R + Cd/Cu 100) (ver Figura 7). A partir deste ponto,
seguiu-se conforme descrito na se¢éo anterior.

Em outro momento, foi realizado um teste in vitro para analisar os efeitos do
cobre na presenca do inibidor cloridrato de verapamil. Para esse ensaio, as
branquias, apés removidas como explicado na seg¢ao anterior, foram distribuidas em
eppendorfs previamente pesados contendo: PBS + rodamina-B 1 uM (grupo R); PBS
+ rodamina-B 1 yM + cloridrato de verapamil 20 uyM (grupo R + V); PBS +
rodamina-B 1 yM + cobre 100 yM (grupo R + Cu); ou PBS + rodamina-B 1 pM +
cloridrato de verapamil 20 yM + cobre 100 uM (grupo R + Cu + V) (ver Figura 7).
Deste ponto em diante, os procedimentos seguiram conforme especificado na segao
anterior.

Figura 7 - Desenho experimental das metodologias in vitro utilizadas nesta
pesquisa.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025. Legenda: Esta figura mostra um esquema do protocolo e das
concentragbes utilizadas para realizar as metodologias in vitro (a, b e ¢, dos topicos 3.3 e 3.4
respectivamente).

3.5 Ensaios in vivo do efeito de metais isoladamente ou combinados com
variagao de salinidade

Nessa etapa, para a verificagao in vivo da expressao do fenétipo MXR, os
individuos de Emerita almeidai foram submetidos ao ensaio de acumulo de
rodamina-B e tiveram suas branquias removidas apos o ensaio. Os espécimes
aclimatados por no minimo 4 dias foram previamente expostos por 24 horas a
salinidade padrdao do ambiente marinho 35%0 e a salinidade reduzida 20%.. A
exposigao ocorreu em aquarios contendo 500 mL de agua reconstituida (agua
destilada + sal marinho Ocean Tech, ajustado a salinidade experimental) e 500 g de
areia provenientes do local de coleta. Apds esse regime de pré-exposigao, a
rodamina-B na concentracdo de 2,5 uM foi adicionada a agua (ver Figura 8), o
aquario foi protegido da incidéncia de luz, e o ensaio de acumulo de rodamina-B
seguiu-se por 2 horas. Apds o0 ensaio, 0os animais foram crionestesiados e tiveram
suas branquias removidas. As branquias removidas foram acondicionadas em
microtubos previamente pesados contendo 500 pl de agua deionizada. A
homogeneizagao do tecido, distribuicdo do sobrenadante na microplaca e leitura de
fluorescéncia ocorreu conforme descrito anteriormente.

Além do efeito da exposicdo dos animais a variacao de salinidade, nessa
etapa também verificamos o efeito da salinidade combinada ao metal. Para isso, o
mesmo procedimento acima foi realizado, porém no periodo de pré-exposi¢ao foi
acrescentado a agua do aquario Cadmio ou Cobre na concentragcdo de 1000 pg/L
(ver Figura 9). Todo o processo seguiu-se como descrito anteriormente.

Figura 8 - Registro fotografico do Emerita almeidai durante a exposigao aos
metais em salinidade reduzida.

Fonte: Elaborada pela autora, 2025.
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Figura 9 - Desenho experimental das metodologias in vivo utilizadas nesta
pesquisa.

a) Efeito da salinidade isolada sobre o acimulo de rodamina-B
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025. Legenda: a) representa a metodologia do efeito da salinidade
isolada e b) mostra o procedimento para a metodologia do efeito da salinidade combinada a metais
pesados.

3.6 Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média £ erro padrdo da média. As
analises estatisticas e a confeccdo dos graficos foram realizadas pelo software
SigmaPlot 12.0. A normalidade e a homocedasticidade foram testadas
automaticamente pelo software e quando tais pressupostos foram atendidos, nos
ensaios in vitro, as comparag¢des entre dois grupos foram realizadas utilizando o
teste t de Student, enquanto comparagdes entre trés ou mais grupos foram feitas por
meio de analise de variancia de um fator (One Way ANOVA). Para dados que nao
apresentaram distribuicdo normal ou homogeneidade, foram aplicados os testes nao
paramétricos de Mann-Whitney (dois grupos) ou Kruskal-Wallis (trés ou mais
grupos). Quando avaliados os efeitos combinados da salinidade e da exposi¢cao ao
metal nos ensaios in vivo, uma vez que os dados apresentaram distribuicdo normal e
variancias homogéneas, utilizou-se a ANOVA de dois fatores (Two-Way ANOVA)
seguido de Holm-Sidak method como pos teste. O nivel de significancia adotado foi
de p <0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Efeitos dos inibidores no acumulo de rodamina-B

Nao houve diferenca estatistica no acumulo de rodamina-B nas branquias de
E. almeidai quando os inibidores cloridrato de verapamil e MK571 foram
empregados no ensaio in vitro de acumulo de rodamina-B (ANOVA, p = 0,886). No
entanto, a diferenca significativa foi identificada entre a autofluorescéncia do tecido

(ou seja, na auséncia de rodamina-B) e a fluorescéncia emitida pelas branquias
submetidas a rodamina-B durante o ensaio in vitro (Mann-Whitney, p < 0,05) (Grafico

1).

Grafico 1 - Grafico do efeito dos inibidores no ensaio de acumulo de
rodamina-B nas branquias do E. almeidai.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025. Legenda: Autofluorescéncia (A) e fluorescéncia emitida
pelo acumulo de rodamina-B nas branquias de E. almeidai na auséncia (R) ou na presenga dos
inibidores: cloridrato de verapamil 20 uM (R + VE) ou MK571 20 uM (R + MK). Os dados estéao
apresentados como média * erro padréo. (* indica diferenga estatistica entre o os grupos A e R,
Mann-Whitney p < 0.05, n = 6).

Os dados obtidos demonstram que o acumulo de rodamina-B nas branquias
de Emerita almeidai foram consistentes, independentemente do método de
normalizacdo adotado. Dessa forma, nos proximos ensaios seguiu-se apenas com o
método de normalizacéo pelo peso umido, uma vez que este representa uma opcgao
mais rapida e economicamente viavel. O aumento significativo de fluorescéncia nas
branquias expostas a rodamina-B, quando comparados ao controle
(autofluorescéncia), indica que o fluorescente acessa as células branquiais
acumulando no interior das mesmas. No entanto, a presenca dos inibidores
cloridrato de verapamil e MK571, frequentemente utilizados para bloquear proteinas
de efluxo da familia ABC, ndo alteraram significativamente os niveis de acumulo de
rodamina-B nas branquias. Esse resultado sugere duas possiveis explicagdes para
esta espécie: 1) os transportadores usualmente sensiveis a esses inibidores nao
desempenham papel relevante na modulagdo do efluxo de rodamina-B sob as
condigdes experimentais aplicadas; 2) a auséncia desse efeito pode indicar uma
baixa expressao desses transportadores.

Em diversas espécies, a rodamina-B é um substrato classico de proteinas de
efluxo, sendo seu acumulo frequentemente aumentado pela aplicagao de inibidores
como cloridrato de verapamil, que bloqueia P-glicoproteinas, e MK571, inibidor de
MRPs. De acordo com os resultados de Georgantzopoulou et al. (2016), esses
inibidores modelos foram capazes de confirmar que a espécie de crustaceo Daphnia
magna possui o fenétipo MXR e, consequentemente, que as proteinas que atuam
nesse mecanismo sédo a P-gp e a MRP. Um outro estudo identificou o fenétipo MXR
em trés espécies de sanguessugas que habitam um riacho proximo a uma estacao
de tratamento de efluentes, cada uma apresentando um nivel especifico de
fluorescéncia, determinado por meio do ensaio de acumulo de rodamina-B, com o
cloridrato de verapamil sendo utilizado como inibidor (Assef et al., 2014). Contudo,
nem sempre esses inibidores vao ter os efeitos esperados. Vehnidinen e Kukkonen
(2015), também utilizaram a Daphnia magna em seus testes e tanto o cloridrato de
verapamil, quanto o MK571, nao afetaram o acumulo de rodamina-B no tecido.
Porém, quando utilizaram a reversina 205, um outro inibidor para as proteinas ABC,
houve um aumento da fluorescéncia, indicando que ocorreu a inibicdo dos
transportadores e a rodamina-B ficou acumulada no interior do tecido. Nesse
contexto, seria adequado investigar, futuramente, se a reversina 205 poderia ser um
bom inibidor para as proteinas ABC do Emerita almeidai, ja que o cloridrato de
verapamil e MK571 nao afetaram o acumulo de rodamina-B nas branquias. Um outro
estudo identificou o fendtipo MXR dos copépodes (Tigriopus japonicus), onde as
proteinas ABC foram inibidas pelo uso dos inibidores (cloridrato de verapamil e
zosuquidar), resultando em um aumento significativo da fluorescéncia de
rodamina-B acumulada (Jeong et al., 2014). Além disso, cabe destacar que, mesmo
ndo havendo a inibigdo da expressdo do fenotipo MXR, n&o significa que o
organismo nao apresenta mecanismos de efluxo (Vehnidinen e Kukkonen, 2015;
Lopes et al., 2021).



24

4.2 Efeito de metais no acumulo de rodamina-B

A co-exposigdo das branquias de E. almeidai a rodamina-B e aos metais

cadmio e cobre durante o ensaio in vitro nao resultou em diferencas estatisticamente

significativas nos niveis de fluorescéncia emitida (Cd ANOVA p = 0,551, Cu

Kruskal-Wallis p = 0,576) (Grafico 2).

Grafico 2 - Grafico do efeito dos metais no ensaio de acumulo de
rodamina-B nas branquias do E. almeidai.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025. Legenda: Fluorescéncia emitida pelo acumulo de
rodamina-B na brénquia de E. almeidai isolada (R) ou em co-exposi¢do com Cadmio 10
MM (R + Cd 10), Cadmio 100 uM (R + Cd 100), Cobre 10 uM (R + Cu 10) ou Cobre 100 uM
(R + Cu 100). Os dados estao apresentados como média + erro padréo (n = 6-12).

Esse resultado indica que, nas condi¢cdes experimentais adotadas, a presencga
desses metais ndo afetou substancialmente o acumulo de rodamina-B, sugerindo
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que as bombas de efluxo nas branquias ndo foram modulados pelos metais. No
entanto, no ensaio do cobre ha uma tendéncia de acumulo, o que pode indicar que o
tamanho amostral pode néo ter sido suficiente para detectar o efeito desse metal em
particular.

A literatura aponta que os metais podem interferir na atividade das proteinas
de efluxo, seja por inibicdo direta, ou por aumentar a expressao dessas proteinas.
De acordo com Achard et al. (2004) e Legeay et al. (2005), a exposigdo ao cadmio
pode aumentar a expressao da P-gp e, consequentemente, induzir o fenétipo MXR
em Corbicula fluminea, um bivalve de agua doce. Em relacdo ao cobre, Jeong et al.
(2014) demonstraram que este metal pode atuar como um substrato para as
proteinas ABC do copépode Tigriopus japonicus, uma vez que as proteinas
transportadoras ABC foram inibidas e houve o acumulo do cobre no interior do
tecido. No caso do nosso ensaio, o tempo experimental ndo seria suficiente para
promover um aumento de expressao de modo que nosso objetivo aqui seria testar a
interacdo do metal com as proteinas de efluxo ja existentes.

Os resultados de Timofeyev et al. (2007) mostraram que a exposicado ao
cadmio ocasionou em uma elevada inibicado das proteinas transportadoras ABC em
anfipodes de agua doce, e consequentemente em um maior acumulo de
rodamina-B. Um outro estudo apontou que, quando duas espécies de Collembola (F.
candida e Cyphoderus sp.) foram expostas a solos contaminados com metais
pesados, o acumulo de rodamina-B foi evidenciado, indicando uma inibicado dos
transportadores ABC pelos metais, e 0 oposto ocorreu quando foram expostas em
solos ndo contaminados por metais pesados (Lopes et al., 2024). Bielen et al. (2014)
também comprovou que as exposi¢gdes dos tecidos de lagostins ao mercurio e ao
zinco foram capazes de causar a inibicao da atividade MXR e, assim, promover um
aumento significativo na fluorescéncia da rodamina-B.

Contudo, existem dados que demonstram que a exposi¢cao a metais pesados
pode induzir a expressdao do fendtipo MXR em diferentes taxa e ocasionar uma
diminuicdo do acumulo da rodamina-B (lvanina e Sokolova, 2008; Campos et al.,
2014; Achard et al., 2004; Wu et al., 2013), ou, simplesmente, ndo influenciarem no
fendtipo MXR, assim como o estudo atual (Anjos et al., 2017). Partindo do principio
de que as proteinas de efluxo ABC podem responder de diferentes formas a
diferentes situagdes quando expostas a metais pesados (devido aos diversos tipos
de metodologias utilizadas nesses diferentes trabalhos), € indicado que sejam
realizados mais estudos para entender como ocorre a relacdo entre os metais e a
expressao do fenodtipo MXR (Lopes et al., 2024).

4.3 Efeito da interagcao entre metal e inibidor

Nao foram observadas diferengas significativas na fluorescéncia emitida pela
rodamina-B entre os diferentes tratamentos testados nesta etapa (Kruskal-Wallis, p =
0,325) (Grafico 3).

Vale ressaltar que nesta etapa o MK571 — outro inibidor frequentemente
empregado para bloquear proteinas de efluxo, particularmente do tipo MRP — néao
foi utilizado por restricdes associadas ao custo elevado do reagente e a sua
disponibilidade limitada no laboratério. Também vale ressaltar que apenas o cobre
foi testado, por ter apresentado os resultados mais promissores na etapa anterior.
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Grafico 3 - Grafico do efeito da interacdo entre o metal e o inibidor nas branquias
do E. almeidai.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025. Legenda: Fluorescéncia emitida pelo acimulo de rodamina-B
na branquia de E. almeidai isolada (R), na presenga do inibidor cloridrato de verapamil 20 yM (R +
V), na presencga de Cobre 100 pM (R + Cu) e na associagado de Cobre 100 uM com cloridrato de
verapamil 20 uM (R + Cu + V). Os dados estao apresentados como média * erro padréo (n = 11).

Os resultados seguem consistentes com as etapas anteriores e indicam que
nao houve interagdo dos metais e inibidores com as bombas de efluxo. Porém, na
literatura, a analise da atividade MXR de Bunodosoma cangicum, uma espécie de
anémona-do-mar, na presenca de cloridrato de verapamil e diferentes concentragao
de cobre, evidenciou uma inibicdo do fenétipo MXR em todas as concentragbes do
metal, onde nas concentragcdes mais baixas do cobre o cloridrato de verapamil
promoveu um acumulo de rodamina-B 2 vezes maior, e em concentragbes mais
altas do cobre o cloridrato de verapamil influenciou em um aumento de 6 vezes no
acumulo da rodamina-B (Anjos et al., 2017). Os resultados de Jeong et al. (2014)
mostraram que, os metais utilizados juntamente com os inibidores na analise com os
copépodes, foram capazes de inibir as proteinas ABC e promover tanto uma alta
fluorescéncia da rodamina-B acumulada, quanto um acumulo do metal no tecido.
Para Ivanina e Sokolova (2008), as branquias e hepatopancreas da espécie de ostra
Crassostrea virginica quando expostas ao metal (cadmio) e aos inibidores,
apresentaram um aumento de 2 a 2,5 vezes na expressao da P-glicoproteina.

E importante destacar que todos os ensaios in vitro realizados foram
independentes, com grupos controle (R) proprios. Ainda assim, observou-se notavel
consisténcia nos resultados: a faixa de valores de emissdao de fluorescéncia foi
semelhante entre os ensaios, e tratamentos equivalentes apresentaram respostas
compativeis. De modo geral, os resultados dos ensaios in vitro sinalizam a
necessidade de estudos futuros, empregando outros inibidores e talvez outros
metais, em diferentes concentragdes para aprofundar a compreensao sobre o
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envolvimento de proteinas de efluxo e a resisténcia a multixenobidticos em E.
almeidai.

4.4 Efeito da reducao de salinidade no ensaio de acumulo de rodamina-B
Quando espécimes de E. almeidai foram submetidos ao ensaio de acumulo
de rodamina-B apds passarem por 24 horas de exposi¢cdo a salinidade padrao do
ambiente marinho (35%o) e a salinidade reduzida (20%.), observou-se que nao houve
diferenca significativa na fluorescéncia emitida pelo acumulo de rodamina-B no

tecido branquial (Mann-Whitney p = 0,751) (Gréfico 4).

Grafico 4 - Grafico do efeito da reducdo de salinidade no ensaio de acumulo da
rodamina-B nas branquias do E. almeidai.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025. Legenda: Fluorescéncia emitida pelo acumulo de rodamina-B
nas branquias de espécimes de E. almeidai submetidos ao ensaio de acumulo de rodamina-B
apos 24 horas de exposi¢cao a salinidade 35%o0 e a salinidade reduzida 20%.. Os dados estao
apresentados como média + erro padrédo (n = 12).

Esse resultado indica que uma reducdo de salinidade n&o interferiu na
dindmica do acumulo de rodamina-B e provavelmente nao afetou a integridade da
barreira do epitélio branquial.

A escolha de testar salinidade reduzida nessa etapa se fundamenta na
problematica das descargas de aguas pluviais em praias arenosas, muitas vezes
contaminadas com esgoto doméstico, que resultam em episédios agudos de
reducao de salinidade e configuram um estressor osmotico relevante para a fauna
de praias arenosas (Lercari e Defeo, 1999; Lercari e Defeo, 2006; Attrill, 2002).
Segundo Anjos et al. (2019), seus resultados demonstraram que as diferentes
salinidades testadas em Bunodosoma cangicum, espécie de anémona do mar, néo
foram suficientes para haver diferenca significativa, e nao foram capazes de interferir
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na atividade do MXR. Contudo, este mesmo artigo completa com a informagao de
que, a quantidade de fluorescéncia emitida em Bunodosoma cangicum, quando em
solugdo salina hiposmética, parece ter sido menor, sugerindo um aumento no
fendtipo MXR. Um outro estudo mostrou que o acumulo de calceina (um corante
fluorescente) nas células do sistema imunolégico do ourigo-do-mar tropical
(Echinometra lucunter), foi maior na exposi¢do a salinidade reduzida (25%.) e ao
inibidor MK571, em comparagdo com salinidades mais altas (45%o) e ao inibidor
reversina 205 (Honorato et al., 2017).

4.5 Efeito de metais combinado a reducao de salinidade

Quando os animais foram expostos a um estresse salino associado a um
agente contaminante (metais) e entdo submetidos ao ensaio de acumulo de
rodamina-B, ndo houve diferenga significativa na fluorescéncia emitida pelas
branquias quando o metal empregado foi o cadmio (Two Way Anova, p > 0,05).
Entretanto, a exposigédo simultanea a salinidade reduzida (20%o) € ao cobre resultou
em um aumento significativo no acumulo de rodamina-B nas branquias de E.
almeidai (Two Way Anova, p < 0,05) (Grafico 5).

Grafico 5 - Grafico do efeito dos metais combinado a reducédo de salinidade no
ensaio de acumulo de rodamina-B nas branquias do E. almeidai.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025. Legenda: Fluorescéncia emitida pelo acimulo de rodamina-B
nas branquias de espécimes de E. almeidai submetidos ao ensaio de acumulo de rodamina-B
ap6s 24 horas de exposicdo a salinidade 35%. e a salinidade reduzida 20%. na auséncia e
presenga dos metais Cadmio e Cobre. Os dados estao apresentados como média + erro padrao.
(* indica diferenca estatistica entre os grupos salinidade 20%. com e sem Cobre, Two Way Anova p
<0.05,n=4).

Esse maior acumulo de rodamina-B nas branquias dos animais em salinidade
reduzida, indica que as bombas de efluxo podem ter sido comprometidas pelo metal
nessa salinidade, uma vez que na salinidade padrao nao houve efeito do metal.
Sabe-se que em salinidades reduzidas a disponibilidade do cobre aumenta, e isso
promove um aumento da sua toxicidade. Diferentemente das salinidades padroes,
onde os metais tendem a se associar aos sais ja presentes na agua, formando
compostos que reduzem sua disponibilidade para os animais (Wang, 1987).

De acordo com Anjos et al. (2019), a presenca do metal pesado aparenta
reduzir os efeitos da salinidade, pois em seus resultados, a exposicdo ao cobre
aumentou o fenotipo MXR em solugbes com salinidade reduzida, na espécie
Bunodosoma cangicum. Porém, um outro estudo demonstrou que, na solugéo salina
hiposmotica o cobre a 1 uyM néo interferiu no acumulo de rodamina-B, mas as
concentracdes de 5 e 10 yM do cobre foi capaz de mostrar uma tendéncia no
acumulo da rodamina-B (Anjos et al., 2016).

Esse resultado reforca a importancia de considerar multiplos estressores
ambientais simultaneamente, uma vez que sua combinagcdo pode induzir efeitos
fisiolégicos que ndo seriam previsiveis a partir da exposigao isolada a cada fator.

5 CONCLUSAO

A atual pesquisa objetivou realizar um estudo para avaliar a expressao do
fendétipo MXR em Emerita almeidai. Nossos resultados do efeito dos inibidores no
ensaio de acumulo da rodamina-B, evidenciaram que nao houve diferencga
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estatistica no acumulo de rodamina-B quando os inibidores modelo estavam
presentes, porém a diferenga significativa ocorreu entre a autofluorescéncia do
tecido (sem rodamina-B) e a fluorescéncia emitida pelas branquias expostas a
rodamina-B. Isso indica duas possiveis interpretacbes para esta espécie: 1) os
transportadores normalmente que respondem a esses inibidores, podem néo ter
participacado significativa na modulacdo do efluxo de rodamina-B nas condigdes
experimentais utilizadas; e 2) a auséncia da resposta esperada pode refletir uma
baixa expressdo desses transportadores. Um outro estudo obteve os mesmos
resultados que os nossos ao utilizar os inibidores modelos, porém quando fizeram
uso da reversina 205 (um outro inibidor) obtiveram uma maior fluorescéncia de
rodamina-B em Daphnia magna (Vehnidinen e Kukkonen, 2015), logo é interessante
realizar uma pesquisa futura para saber se esse inibidor (reversina 205) teria uma
melhor resposta em comparagao com os outros para o Emerita almeidai.

Avaliamos também a modulacdo do acumulo de rodamina-B sob efeito dos
metais, cobre e cadmio. De acordo com os resultados dessa etapa, a presenca dos
metais nao gerou diferengas estatisticas significativas nas emissbes de
fluorescéncia de rodamina-B, indicando que as bombas de efluxo nas branquias do
Emerita almeidai nao foram moduladas pelo efeito dos metais. No entanto, foi
perceptivel que no ensaio do cobre houve uma tendéncia de acumulo de
rodamina-B, isso pode ser explicado devido ao tamanho amostral ndo ter sido
suficiente para constatar a acdo deste metal em especifico. Além disso, também
ficou demonstrado uma nao interacdo entre os metais e os inibidores com as
proteinas ABC. Em suma, os resultados obtidos nos ensaios in vitro indicam a
importancia de realizar investigagdes adicionais, utilizando diferentes inibidores e,
possivelmente, outros metais em diferentes concentra¢gdes, a fim de aprofundar o
conhecimento sobre as interagdes das proteinas transportadoras ABC de efluxo e a
resisténcia a multixenobidticos em Emerita almeidai.

Por fim, verificamos o efeito das variacbes de salinidade isoladas e
combinadas a metais no ensaio de acumulo de rodamina-B. Nossos resultados
nessa etapa demonstram que, as branquias expostas as salinidades reduzidas nao
resultaram em diferencgas significativas na emissao da fluorescéncia do acumulo de
rodamina-B, isto sugere que a diminuicdo de salinidade n&o influenciou o processo
de acumulo de rodamina-B, e, também, n&o provocou danos a integridade da
barreira do epitélio branquial. Além disso, a redugdo de salinidade quando
combinada aos metais mostrou que, na exposi¢cdo ao cadmio nao houve diferenca
significativa na fluorescéncia emitida, mas quando exposta ao cobre houve um
aumento significativo do acumulo de rodamina-B nas células branquiais do Emerita
almeidai. Isto pode ser explicado pelo possivel comprometimento das bombas de
efluxo em funcdo do metal nesta salinidade reduzida, uma vez que seu nivel de
toxicidade aumenta. Portanto, é importante destacar que seja feita uma avaliagao de
acdes conjuntas dos multiplos estressores ambientais, ja que suas interagdes
podem resultar em efeitos fisioldgicos inesperados, que poderiam ser evitados pela
exposicao isolada a cada um deles.

Portanto, este estudo nao identificou evidéncias robustas da atividade do
fendtipo MXR em Emerita almeidai nas condicdes experimentais analisadas, o que
limita, momentaneamente, sua aplicabilidade como biomarcador de contaminagao
aquatica em praias arenosas. Assim, em futuras analises, recomenda-se que o E.
almeidai seja testado com diferentes metodologias, inibidores e concentragbes de
contaminantes, a fim de verificar se a auséncia de resposta observada reflete uma
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baixa expressao dos transportadores associados ao mecanismo MXR, ou limitacdes
metodologicas relacionadas aos protocolos empregados.
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