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RESUMO 

 

O Limnoperna fortunei é responsável por impactos econômicos, principalmente no setor 

hidrelétrico responsável pela maior parte da produção de energia elétrica no Brasil. Atualmente o cloro 

é o agente mais empregado no combate às infestações pelo L. fortunei, entretanto, sua utilização é 

limitada pelas agências ambientais devido ao potencial tóxico.  A substância 2-acetolyloxy-N-(5-nitro-

2-thiazolyl)-benzamide (NTZ)  induziu mortalidade de 80 a 60% em concentrações de 5 a 1 ppm 

respectivamente. Nessas concentrações, a droga possui baixa toxicidade em organismos superiores 

aeróbicos. Estudos em peixes demonstraram baixo potencial toxicológico, indicando que pode ser usada 

com segurança na dose 1 ppm.  Visando alcançar melhor desempenho da droga e utiliza-la em menores 

concentrações, a amônia foi associada a 1 ppm para ampliar o efeito moluscicida do NTZ. Nossos 

resultados mostram uma potencialização do efeito e uma mortalidade de 80% com um dose 10 vezes 

menor associada a 1 ppm de ammonia. A droga pode ser facilmente removida da água de descarte logo 

após o tratamento de tubulações, se recolhida em reservatório contendo 1% de suspensão de cravão 

ativado sob agitação. Essa suspensão remove pelo menos 99% de pulsos de concentrações de 5 ppm em 

15 segundos de exposição. Além disso, a capacidade máxima de retenção do carvão atinge 10% do seu 

peso. Esse estudo traz como perspectiva imediata a criação de um sistema de fluxo contínuo de remoção 

do NTZ da água de rejeito e a possibilidade dispensa-la em águas fluviais sem causar danos 

ambientais. O NTZ foi imobilizado em Sepharose, com o objetivo de isolar e identificar as proteínas 

que interagem de forma específica ao NTZ. Empregando-se a espectrometria de massas foram 

identificadas algumas proteínas ligantes que foram analisadas como possíveis alvos de ação. A arginina 

quinase, considerada alvo de drogas antiparasitárias e enzima fundamental para a manutenção do 

organismo em anaerobiose, foi identificada na fração retida. Os resultados de ensaios enzimáticos 

demonstram que o NTZ inibe arginina quinase em concentrações molares de 10-4M. Devido a 

importância dessa enzima e a possiblidade de acúmulo da droga durante a filtração de água realizada 

por esses organismos consideramos a possibilidade   que esse mecanismo possa explicar o efeito tóxico 

do NTZ sobre o L. fortunei. Além disso, a interação entre a droga e proteínas envolvidas na regulação 

da apoptose também poderiam contribuir para essa atividade tóxica. 
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ABSTRACT  

 

The Limnoperna fortunei is responsible for economic impacts, mainly in the 

hydroelectric sector responsible for most of the Brazil electricity production. Chlorine is 

currently the most widely used agent for controlling L. fortunei infestations, however, its use is 

limited by environmental agencies due to toxic potential. The substance 2-acetolyloxy-N- (5-

nitro-2-thiazolyl) -benzamide (NTZ) induced mortality from 80 to 60% in concentrations of 5 

to 1 ppm respectively. At these concentrations, the drug has low toxicity in upper aerobic 

organisms. Studies in fish have shown low toxicological potential, indicating that it can safely 

be used at the dose of 1 ppm. In order to achieve better performance of the drug and to use it at 

lower concentrations, ammonia was associated with 1 ppm to increase the molluscicidal effect 

of NTZ. Our results show potentiation of the effect and a mortality of 80% with a 10-fold lower 

dose associated with 1 ppm of ammonia. The drug can be easily removed from the wastewater 

soon after treatment of pipes if collected in a reservoir containing 1% activated charcoal 

suspension under agitation. This suspension removes at least 99% of pulses at concentrations 

of 5 ppm in 15 seconds of exposure. In addition, the maximum retention capacity of coal reaches 

10% of its weight. This study has as an immediate perspective the creation of a continuous flow 

system for the removal of NTZ from waste water and the possibility to dispense it in river 

waters without causing environmental damages. NTZ was immobilized on Sepharose, in order 

to isolate and identify proteins that specifically interact with NTZ. Using mass spectrometry 

some ligand proteins were identified and analyzed as possible targets for action. Arginine 

kinase, considered a target of antiparasitic drugs and an enzyme essential for the maintenance 

of the organism in anaerobiosis, was identified in the retained fraction. Results from enzymatic 

assays demonstrate that NTZ inhibits arginine kinase at molar concentrations of 10-4M. Due to 

the importance of this enzyme and the possibility of accumulation of the drug during the 

filtration of water performed by these organisms, we consider the possibility that this 

mechanism can explain the toxic effect of NTZ on the L. fortunei. In addition, the interaction 

between the drug and proteins involved in the regulation of apoptosis could also contribute to 

this toxic activity.  

.  
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1- Introdução  

 

 

1.1- Bioinvasão 

 

 

Uma espécie exótica (não nativa) pode ser considerada invasora quando entra em um 

novo ambiente e passa a dominá-lo, se reproduzindo de forma descontrolada, causando 

impactos econômicos, ambientais ou sociais (“Executive Order 13112 - National Invasive 

Species Council – EUA”). 

Especificamente em ecossistemas de agua doce, que possuem diversos tipos de 

detrimentos como poluição, esgotamento pela agricultura e desvios hidrológicos, existe um 

elevado risco a introdução de espécies bioinvasoras devido a sua exposição a diversos meios de 

transporte com diferentes origens ecológicas, sendo que estes podem auxiliar no sucesso da 

bioinvasão de novas espécies ao servirem como carreadores. (Dudgeon, 2006; Strayer, 2010; 

Gallardo & Aldridge, 2013; Anderson, 2015) 

Uma das principais vias de disseminação de espécies bioinvasoras de agua doce é 

através da agua de lastro de navios mercantes que podem transpor distâncias continentais 

carregando espécies de peixes, crustáceos e plantas não nativas a sua destinação. Devido a 

elevada capacidade de algumas espécies de sobreviverem em condições extremas, as medidas 

de biossegurança atualmente adotadas não são completamente eficientes e sua utilização é 

pouco fiscalizada, como exemplo, a troca da agua de lastro dos navios em alto mar. 

Uma vez estabelecida a invasão, a erradicação dessas espécies é virtualmente impossível 

e medidas de controle possuem custos elevados. A prevenção da introdução inicial e 

disseminação é considerada a melhor estratégia para o controle de bioinvasões (Ludwig & 

Leitch, 1996; Buchan & Padilla, 1999; Pimentel, 1999; Johnson, et al., 2001; Costello, et al., 

2007; Gates, et al., 2008; Mahon, et al., 2011; Stebbing, et al., 2011; Stasko, et al., 2012; 

Bacela-Spychalska, 2013; Ghabooli, et al., 2013; Anderson, 2015). Ainda assim, apenas uma 

pequena quantidade de indivíduos não nativos que chegam a um novo ambiente são capazes de 

estabelecer populações e de se tornarem pragas disseminadas, sendo seu sucesso relacionado a 

sua plasticidade fenotípica (Pastorino, et al., 1993). Sendo os bivalves um dos mais antigos e 

disseminados tipos de invertebrados, não é uma surpresa que algumas das espécies mais 

invasivas sejam desta taxonomia (Uliano-Silva, et al., 2014). 
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No Brasil a NORMAM-20/DPC estabelece as diretrizes referentes a prevenção da 

poluição por parte das embarcações em Águas Jurisdicionais Brasileiras (AJB), em relação ao 

Gerenciamento da Água de Lastro. As normas ditam a obrigatoriedade da troca da Água de 

Lastro de acordo com a Convenção Internacional de Controle e Gestão da Água de Lastro e 

Sedimentos de Navios, adotada em fevereiro de 2004 e assinada pelo Brasil em 25 de Janeiro 

de 2005 e com a Resolução de Assembléia da Organização Marítima Internacional (IMO) 

A.868(20), de 1997. Entretanto as medidas tomadas vieram tarde, visto que a bioinvasão pelo 

Limnoperna fortunei já estava estabelecida no território nacional. 

 

 

1.2- Limnoperna fortunei 

 

 

O Limnoperna fortunei (Dunker, 1857), da família Mytilidae, é um bivalve de água doce 

natural do suldeste Aziático e foi capaz de invadir múltiplos ecossistemas em Hong Kong, no 

Japão e na América do Sul, possuindo a capacidade de gerar danos ecológicos e econômicos 

similares ao Dreissena polymorpha na América do Norte e Europa (Miller & McClure, 1931; 

Darrigran & Pastorino, 1995; Sieracki, et al., 2014).  

 

 

Classificação 

FILO Mollusca 

CLASSE Bivalvia 

SUBCLASSE Pteriomorpha 

ORDEM Mytiloida 

SUPERFAMÍLIA  Mytiloidea 

FAMÍLIA Mytilidae 

GÊNERO Limnoperna 

ESPÉCIE Limnoperna fortunei (Dunker, 1856) 

TABELA 1 – Classificação trófica do Limniperna fortunei  

 

Análises em escala global demonstraram que o L. fortunei possui a capacidade de 

colonizar a maior parte das aguas da américa do sul assim como do sul da américa do norte. 
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Com base em diversos parâmetros utilizados como pH, concentração de cálcio, temperatura da 

agua, entre outras, o Brasil corre o risco de ter todas suas bacias hidrográficas, desde o sul até 

o extremo norte na região da Amazônia, infestadas por esta espécie bioinvasora (Ricciardi 1998; 

Kluza & McNyset, 2005; Boltovskoy, 2006; Karatayev, et al., 2007; Oliveira, et al., 2010) 

Sua presença no continente sul americano foi reportada pela primeira vez em 1991, no 

estuário do rio La Plata na Argentina (Pastorino, et al., 1993). Em 1994 foi identificado em 

Artilleros na costa do Uruguai. No caso do Brasil, é dito que a infestação ocorreu dois locais 

distintos na mesma época, em 1998, no rio Paraná no Mato Grosso do Sul, através da migração 

de peixes do rio La Plata assim como com o auxílio do tráfego de barcos rio acima. No mesmo 

ano, ocorreu a introdução no rio Jacuí, próximo a Porto Alegre, provavelmente através de agua 

de lastro (Mansur, et al., 1999). Atualmente o L. fortunei está presente em rios, lagoas e 

reservatórios de água de grande parte do sul e suldeste brasileiro. (Uliano-Silva, et al., 2013). 

Desde sua primeira aparição no continente sul Americano, foi calculado que a dispersão 

do L. fortunei atinge 240 km por ano correnteza a cima (Boltovskoy, 2006). Entretanto, 

aparentemente, sua dispersão na direção norte está limitada a cidade de Cáceres no pantanal 

brasileiro, a explicação mais aceita atualmente sobre o rompimento de sua disseminação são os 

ciclos de cheia e de vasão naturais do pantanal, onde o nível da agua chega a 10% do volume 

total durante a estação seca, o que geraria condições inóspitas tais como alta temperatura e 

baixos níveis de oxigênio na água, que por sua vez dificultariam a fixação de populações de L. 

fortunei no local (Oliveira & Calheiros, 2000; Matsui, et al., 2002; Oliveira, et al., 2006). 
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FIGURA 1 – Mapa de ocorrência da presença de L. fortunei no Brasil (Adaptado de Uliano-Silva, et al., 2013). 

 

O grande sucesso da invasão pelo L. fortunei está relacionado com sua alta capacidade 

de adaptação. Este, tende a se fixar em qualquer substrato sólido disponível através de seu bisso 

e possuem uma elevada taxa de proliferação, atingindo maturidade sexual com menos de 1 ano. 

Apesar de possuir uma expectativa de vida relativamente curta (2 a 3 anos), sua capacidade de 

formar agregados densos promove uma invasão exponencial. Em 1991, foram identificados 5 
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organismos/m² em rochas no rio La Plata em Bagliardi na Argentina, em 10 anos este número 

atingiu 150.000 organismos/m². 

 

 

FIGURA 2 – Estruturas presentes no L. fortunei (modificado de Morton, 1977). 

 

Além disso, sua fase larval planctônica, e o grande número de fibras bissais secretadas 

(>100), o auxiliam em seu deslocamento e em sua fixação em novos locais. Sua capacidade em 

habitar locais com baixos níveis de cálcio e de pH, e tolerância a grandes variações de 

temperatura (TABELA 2), elevam ainda mais sua capacidade de colonizar uma grande 

variedade de habitats.  (Morton, 1977; Morton, 1982; Orensanz, et al., 2002; Karatayev, et al., 

2007). 

 

Parâmetro Limites 

Salinidade 0-12% 

Cálcio 3,96 mg/mL 

pH 6,2 – 8,9 

Temperatura desenvolvimento larval 16 – 28 ºC 

Temperatura sobrevivência do adulto 8 – 35 ºC 

Oxigênio > 1,0 mg/L 

Exposição ao ar Até 7 dias 

TABELA 2 - Limites de diferentes parâmetros ambientais de suportados pelo L. fortunei (Adaptada de 

Darrigran, 2002). 

 

Devido à similaridade ecológica entre o L. fortunei e o Dreissena polymorpha, existem 

predições de que eles possuam impactos semelhantes no ecossistema, sendo o último, 

atualmente, considerado o invasor mais agressivo de água doce do hemisfério norte. Diferentes 
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pesquisadores demonstraram seus impactos ecológicos, entre eles a alteração entre as interações 

tróficas e disponibilidade de comida para espécies bentônicas e da zona pelágica, além de 

alteraram os níveis de diversos outros nutrientes dissolvidos assim como de oxigênio (O’Neill, 

1997; Karatayev, et al., 2002; Mingyang, et al., 2008). 

No caso do L. fortunei na América do Sul, poucos estudos foram concluídos sobre os 

impactos ecológicos causados até o momento. Acerca de parâmetros abióticos, este é similar 

ao Dreissena polymorpha em suas taxas de filtração (200-300 mL/h-¹), desta forma eles elevam 

a transparência da agua e consequentemente a penetração de luz, o que é prejudicial a algumas 

das espécies nativas, causam ainda a diminuição de matéria orgânica em suspensão além de 

elevarem as concentrações de nitrato, fosfato e amônia na água (Karatayev, et al., 2007). 

Em relação a alterações tróficas, pode se citar casos como os de peixes omnívoros como 

o Armado (Oxydoras kneri) e Pacu (Prochilodus variegatus), que passaram a consumir quase 

exclusivamente o L. fortunei, sendo descrito que todos os peixes capturados no rio La Plata 

continham L. fortunei em seu trato digestivo. Da mesma forma, foi descrito o aumento de duas 

a quatro vezes no número de peixes mortos atingindo as margens em locais de água doce na 

argentina no período de 1992-1993 e 2000-2001, o que foi associado a introdução do L. fortunei 

ao habitat (Ferriz, et al., 2000; Penchaszadeh, et al., 2000; Cataldo, 2002). 

Darrigran (2002), associou a presença de L. fortunei com o aumento da densidade de 

isopodes, anfípodes, oligoquetas, quironomídeos e turbelários. Mansur e colaboradores (1999), 

demonstram que o L. fortunei coloniza a carapaça de crustáceos e válvulas de mexilhões como 

do Anodontites trapezeus impedindo que esses abram suas válvulas seja para reprodução, 

alimentação ou mesmo respiração, eventualmente os levando a morte. Informações a respeito 

de parasitas e comensais envolvendo o L. fortunei não estão disponíveis até o momento.  

Devido a fase larval planctônica, o L. fortunei possui a capacidade de colonizar 

rapidamente sistemas de captação de água municipais e industriais, mesmo os que utilizam de 

telas capazes de inviabilizar a entrada de adultos. Uma vez dentro dos canos o mexilhão inicia 

sua fixação inicial pelas fendas e articulações do sistema sendo capaz de colonizar 

posteriormente toda a superfície disponível levando a uma redução de fluxo inicial, podendo 

atingir o completo interrompimento do fluxo de água (Morton, 1977). 

A limpeza destes sistemas condutores de água, além de complicada é custosa. Em 1995, 

Darrigran e Pastorino, reportam o primeiro caso de uma grande incrustação no sistema de 

captação de água de uma companhia de coleta de água para tratamento urbano da cidade de La 
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Plata (Argentina), sendo outros eventos semelhantes reportados concomitantemente no sistema 

de captação na cidade de Buenos Aires.  

Entretanto, o maior impacto econômico gerado pela macro-incrustação de mexilhões é 

no setor de geração de energia como exemplificado na Figura 3. Em uma hidrelétrica com 

produção diária de 120 MW, com problemas de macro-incrustação em seu sistema de 

resfriamento (Figura 4), as perdas atingiriam a casa de dezenas de milhares de dólares ao dia. 

Tendo sido reportado casos como da hidrelétrica de Yaceratá (Argentina/Paraguai) que teve de 

desligar suas turbinas diversas vezes desde o início da colonização. 

Após o relato de Yaceratá, os técnicos da hidrelétrica de Itaipú iniciaram um 

monitoramento extensivo para a detecção precoce da presença do L. fortunei. Em 2001, ocorreu 

a primeira detecção. Ao consideramos que mais de 80% da energia elétrica no Brasil é 

proveniente de fontes hidrelétricas, os prejuízos sãço incalculáveis (Darrigran, 2002, Zanella & 

Marenda, 2002). 

 

FIGURA 3 – Gastos relativos relacionados a presença de Dreissena polymorpha nos EUA (Modificado de 

Zanella & Marenda, 2002). 
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FIGURA 4 - Trocador de calor de usina hidrelétrica (Zanella & Marenda, 2002). 

  

Nesse contexto, diversos autores buscaram uma maneira de combater a infestação por 

L. fortunei, e diversas substâncias demonstraram eficiência em matar o mesmo, entretanto, 

geralmente seus mecanismos de ação assim como o seu impacto ambiental não foram bem 

compreendidos ou em alguns casos nem mesmo estudados. Ainda, métodos físicos para limpeza 

e manutenção de sistemas foram amplamente explorados por diversos autores como alternativa 

do tratamento químico atingindo graus variáveis de sucesso, porem, o tratamento químico 

continua sendo considerado o mais eficaz no combate a infestação por L. fortunei, enquanto 

métodos físicos são considerados apenas complementares. 

 

 

1.3- Formas de combate a infestação por Limnoperna fortunei 

 

 

O controle da infestação pelo L. fortunei e da minimização de seus impactos é complexo, 

sendo o grau de complexidade elevado proporcionalmente ao tempo gasto para implementar 

esses métodos. Até o presente momento não existe uma forma definitiva de combate à 
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infestação. As iniciativas que contam com controle biológico, seja pela introdução de 

predadores, competidores ou parasitos é altamente controversa, uma vez que a introdução de 

novas espécies ao ambiente pode, ao contrário do esperado, trazer ainda mais prejuízos 

ambientais e socioeconômicos. Assim, os métodos físicos e químicos são os mais 

recomendados. A utilização da pintura antincrustante é eficiente em determinados casos, 

principalmente levando-se em conta na instalação de novos locais, por outro lado, torna-se 

inviável no caso de instalações em funcionamento, visto que a troca ou substituição de 

tubulações e sistemas de captação de agua é virtualmente impossível. 

 

1.3.1- Métodos físicos 

 

Os métodos físicos, apesar de não serem os mais efetivos, são considerados bons 

complementares a métodos químicos. Entre os métodos físicos melhor estudados encontram-se 

a radiação ultravioleta, o tratamento por meio de choque térmico, o tratamento através de 

descargas elétricas, magnetização da água, anóxia (diminuição na concentração de oxigênio) e 

hipóxia (ausência de oxigênio dissolvido na água) além dos métodos acústicos. 

A exposição de organismos como cracas e outras formas de larvas a radiação ultravioleta 

demonstra uma redução do assentamento em tubos transparentes circulando água salgada 

(Homan ,1991; Preston, et al., 1999). De acordo com Homan, 1991, o Dreissena polymorpha 

exposto a radiação ultravioleta possui uma atividade de incrustação reduzida, o que sugere um 

potencial para aplicação desse método. A grande desvantagem dessa técnica é o tempo elevado 

de exposição para que radiação ultravioleta tenha efeito, inviabilizando sua utilização em 

sistemas com grande vasão de água.  

Claudi, 1995, demonstrou que o tratamento térmico pode ser empregado de forma 

eficiente, desde que a elevação da temperatura da água seja rápida, caso este aumento seja 

gradual, o molusco pode sofrer um processo de aclimatização, suportando temperaturas mais 

elevadas. O autor destaca que, para o D. polymorpha, 48 horas de exposição a 32ºC é suficiente 

para sua morte, assim como uma exposição a 40ºC durante 1 hora. No caso do L. fortunei, essas 

temperaturas devem ser desconsideradas devido a sua adaptação a climas tropicais, mas, ainda 

assim, o tratamento térmico poderia ser eficiente ao se elevar essas temperaturas. Entretanto, o 

problema deste metodo surge ao se descarregar a água tratada no ambiente, pois agencias 

ambientais costumam regular a temperatura da água tratada a ser descarregada, fora o consumo 
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de energia para o aquecimento em sistemas de alta vasão e o tempo necessário para realização 

do tratamento. 

Diferentes autores realizaram estudos de forma a determinar a eficácia da utilização de 

métodos elétricos no controle da incrustação de mexilhões no interior de equipamentos 

utilizados para captação de água de lagos e rios (Ostlie, et al., 1994; Smythe, et al.,1994; 

Smythe, 1995; Schoenbach, et al., 1996; Smythe, et al., 1996; Smythe, et al., 1998). A principal 

discussão que os autores abordam sobre as vantagens deste método é a minimização de 

impactos ambientais quando comparado a métodos químicos de controle. 

No geral, o método elétrico utiliza eletrodos imersos na água de forma a gerar um campo 

elétrico através da diferença de potencial elétrico. Os trabalhos desenvolvidos podem ser 

divididos em metodolos de corrente contínua, que não apresenta muita eficácia devido a camada 

externa isolante presente em algumas larvas, ou de pulsos elétricos de alta potência 

(Smythe,1995). 

Resultados obtidos por diferentes autores, demonstram que o tratamento magnético 

pode ser utilizado em alguns casos específicos, como no tratamento de água em locais parados 

ou de baixa vasão, como no caso de navios cargueiros. Estes resultados indicam que o 

tratamento magnético causa a degeneração do tecido associado ao aparelho respiratório e outras 

estruturas relacionadas a alimentação, assim, como a diminuição da absorção de cálcio pelos 

organismos submetidos ao tratamento (Smythe, et al., 1996; Ryan, 1997; Barnes, 1998). 

 Em relação aos métodos acústicos, o início dos estudos data da década de 70 na União 

Soviética, tendo como objetivo específico reduzir a incrustação em sistemas de refrigeração. O 

método empregado divide-se em três partes, cavitação, tratamento sonoro e vibração (Donskoy 

& Ludyanskit 1995; Frenia, et al., 1995; Donskoy, et al., 1996; Bates, 2003; Mason, et al., 

2003). A cavitação, utilizando uma faixa de frequência contínua de 20 a 380 kHz, é capaz de 

matar 100% dos mexilhões zebra em experimentos laboratoriais, enquanto a vibração tem sido 

utilizada para evitar o incrustamento dos mexilhões adultos às estruturas. Foram desenvolvidos 

equipamentos específicos comerciais utilizados em embarcações (Bates, 2003) e também em 

usinas hidrelétricas (Donskoy, et al., 1996), entretanto sua eficácia de fato é drasticamente 

reduzida quando comparada aos expereminetos controlados. 

 O tratamento por anóxia é fatal para organismos aeróbicos e uma condição de hipóxia 

pode debilitar os organismos, tornando-os presas fáceis, prejudicando sua capacidade de 

reprodução e até mesmo levando-os a morte. Foi demonstrado que o D. polymorpha, exposto a 

condição de hipóxia, gerada pela gaseificação constante com N2, em temperaturas superiores a 
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15ºC, possui taxas consideráveis de mortalidade, sendo essa, diretamente proporcional a 

elevação da temperatura. Outro parâmetro levado em consideração é o tamanho do mexilhão, 

sendo que os moluscos menores necessitam de uma quantidade maior de oxigênio para 

sobreviver. Essa estratégia possui um tempo muito variado de exposição, de 5 a 800 horas, 

sendo inviável para utilização em sistemas de refrigeração (Matthews & McMahon, 1994; 

O’Neill & Charles, 1996; Mackie, 1995). 

 

1.3.2- Métodos químicos 

 

De maneira geral, os métodos físicos não substituem a utilização de métodos químicos. 

As ações que aplicam substâncias químicas para o combate e a prevenção da incrustação por L. 

fortunei e D. polymorpha são as que apresentam os melhores resultados, assim como o melhor 

custo benefício. A utilização de métodos físicos, como filtros, consideradas auxiliares, não são 

aplicáveis uma vez que esses não atingem os mesmos resultados quando exercitados em 

sistemas industriais, além de seu alto custo de implementação.  

Entretanto, a utilização de agentes químicos não é amplamente empregada devido a 

fatores como incompatibilidade com os materiais presentes no sistema de resfriamento ou pelo 

possível impacto ambiental causado pela utilização de substâncias tóxicas com capacidade de 

poluir as águas a jusante da usina (Filippo, 2003; Kowalski & Kowalski, 2008). 

Os métodos químicos mais comuns utilizam dióxido de cloro, dicloroisocianurato de 

sódio, hidróxido de sódio, sulfato de cobre e ozônio (Giordani, et al., 2005). Devido ao baixo 

custo, assim como por possuir licenciamento para uso, o cloro é a substância mais comum no 

tratamento e prevenção da incrustação de L. fortunei, sendo que, sua utilização para o 

tratamento de água data do início do século XIX (Chambers, 1956; Meyer, 1994). Entretanto, 

a eficiência é relativamente baixa e os riscos ambientais são altos, uma vez que, altas 

concentrações e tempos prolongados de exposição são necessários para se obter a atividade 

desejada, e que a decomposição do cloro pode gerar compostos halogenados cuja toxidade 

ambiental e a humanos é bem conhecida (Tominaga & Mídio, 1999; Antizar-Ladislao, 2008; 

Bergmann, 2010).  

Além disso, o cloro pode reagir se combinando a substâncias como amônia e nitratos 

remanescentes gerando a formação de subprodutos, entre eles os trihalometanos, associados ao 

aumento do risco de câncer, problemas no sistema reprodutor e abortos espontâneos (Tominaga 

& Mídio, 1999). 
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De acordo com Claudi e Mackie (1994), os organismos aquáticos mais afetados são os 

peixes e fitoplânctons. Além de matar os organismos, o cloro pode alterar o comportamento, 

reprodução, crescimento e mutagênese dos organismos expostos. Devido a seu elevado poder 

oxidante, o cloro pode também levar a corrosão nos materiais presentes nos sistemas de 

resfriamento industriais, dependendo do tempo de exposição e da concentração, implicando 

também em impactos econômicos devido a sua ação corrosiva nos sistemas hidráulicos. 

Bivalves são capazes de perceber algumas substâncias tóxicas dissolvidas na água, entre elas o 

cloro, fazendo com que estes fechem suas válvulas, morrendo mais por asfixia e fome do que 

devido a exposição direta a estas substâncias (De Kock e Bowmer, 1993). 

 

 

1.4- 2-acetolyloxy-N-(5-nitro-2-thiazolyl)-benzamide 

 

2-acetolyloxy-N-(5-nitro-2-thiazolyl)-benzamide (NTZ) é um thiazol originalmente 

desenvolvido como um antihelmintico veterinário por Jean François Rossignol no Instituto 

Pasteur com efeitos cestocidas (Rossignol & Maisonneuve, 1984). Este consiste em uma porção 

nitrothiazol ligada a uma porção de ácido salicílico por uma ligação amida. Estudos em 

diferentes modelos indicam que as duas regiões do NTZ possuem atividades funcionais 

diferentes.  

O grupamento nitro e a região nitrothiazol é responsável pela atividade contra parasitas 

extracelulares. Essa região também pode ser convertida em radical livre, que desencadeia 

eventos levando a morte celular ou a interferência nas vias de sinalização celular. O grupamento 

nitro está também envolvido na inibição da piruvato ferrodoxina oxiredutase (PFOR) 

encontrada em organismos anaeróbicos. Estudos com alguns patógenos indicam uma atividade 

de amplo espectro por meio de interferência em várias vias de sinalização (Fan-Minogue, et al., 

2013). 

O NTZ foi planejado de forma a exercer uma atividade por meio de um mecanismo 

semelhante ao do metronidazol (MET). Após a administração da droga, MET é transformado 

em um composto ativo com a redução do grupo nitro por nitrorredutases (NRs), incluindo o 

sistema PFOR presente em muitos microorganismos anaeróbicos (Horner, et al., 1999). A 

resistência encontrada contra MET está correlacionada com baixos níves de atividade de PFOR 

em bactérias e parasitas, como G. lamblia (Dan, 2000) ou Trichomonas vaginalis (Samuelson, 

1999; Rasoloson, et al., 2002; Dunne, et al., 2003). Algumas destas estirpes resistentes à MET, 
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no entanto, ainda são sensíveis a outros nitroidazoles (Megraud, et al., 1998; Upcroft, et al., 

1999, Upcroft, et al., 2006) e para NTZ (Adagu, 2002).  

Embora estruturalmente semelhante aos análogos do MET, a redução do grupo 5-nitro 

no anel tiazol do NTZ não ocorre pela ação do metabolismo como nesse grupo de 

medicamentos. Desta forma, o efeito farmacológico do NTZ não está vinculado a essa alteração 

química (Broekhuysen, 2000; Anderson, 2015). O mecanismo de ação mais explorado pela 

literatura envolve o sequestro de elétrons na reação de desidrogenação do piruvato promovida 

pela PFOR. A interrupção dessa transferência de elétrons ao nível do cofator tiaminapirofosfato 

(TPP), impede a descarboxilação e produção de AcetilCoA.  Além disso, o NTZ não é 

quimicamente modificado durante a reação enzimática, mas sofre protonação, podendo ser 

novamente utilizado após o equilíbrio (Hoffman, 2007). 

In vivo, NTZ é rapidamente desacetilado e convertido em um composto de mesma 

eficácia e espectro de ação antiparasitários denominado tizoxanide (TIZ) (Broekhuysen, 2000; 

Adagu, 2002). No fígado, TIZ é conjugado com ácido glicurônico e excretados via bílis ou urina 

(Broekhuysen, 2000), a natureza iónica da forma ativa de NTZ e a sua capacidade captar prótons 

de reações enzimáticas podem ser responsáveis pela ampla gama de atividade relatadas para 

esta substância, sendo ainda que a resistência à NTZ não foi observada clinicamente e a partir 

de experimentos in vitro (Megraud, et al., 1998). 

Esta droga demonstrou um amplo espectro de atividade in vitro e in vivo contra diversos 

parasitas intestinais como G. lamblia, Entamoeba histolytica, Cryptosporidium parvum, assim 

como diversas bactérias anaeróbicas que infectam animais e humanos (Adagu, 2002; Fox & 

Saravolatz, 2005). 

Estudos em HCV sugerem que o NTZ exibe uma atividade anti-viral ao induzir PKR 

(proteína kinase ativada por RNA de cadeia dupla) a mediar a fosforilação de eIF2α que por 

sua vez aumenta as defesas antivirais celulares (Elazar, 2009). Estudos com Mycobacteria 

Turbeculosis segerem que NTZ inibe a via de sinalização de mTORC1, que é conhecido por 

regular a atividade de c-Myc. Outro estudo em macrófagos de camundongos demostrou 

atividade inibidora de NTZ contra a produção de IL-6. 

Em diferentes tipos de linhagens de células cancerígenas, a validação de NTZ revela 

uma alta eficiência para a inibição de c-Myc com uma IC50 variando entre 10 e 500nM, sendo 

sua administração oral em camundongos capaz de suprimir de forma significativa o crescimento 

do tumor pela inibição de c-Myc e indução de apoptose, o que sugere um potencial do NTZ 
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como uma nova droga antitumoral para inibição de c-Myc associada a neoplasia (Fan-Minogue, 

et al., 2013). 
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O Limnoperna fortunei está estabelecido em várias regiões do país e, além disso, gera 

prejuízos em várias hidrelétricas brasileiras em decorrência da incrustação em sistemas 

hidráulicos. Nesse sentido, o desenvolvimento de estratégias para mitigar e prevenir a 

incrustação são fundamentais para redução do número de manutenções que ocasionam paradas 

da geração de energia. 
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3.1- Objetivo Geral 

 

 

Avaliar substâncias potencialmente ativas na prevenção e controle da incrustação do L. 

fortunei e avaliar seus mecanismos de ação por meio de análises proteômicas. 

 

3.2- Objetivos específicos 

 

Realizar ensaios de atividade biológica no campo com L. fortunei em sistema isolado 

com água local para avaliação de possíveis agentes moluscicidas. 

Investigar prováveis mecanismos de ação por meio da avaliação da expressão 

diferencial de proteínas a partir de abordagem proteômica em extratos de L. fortunei ao 

tratamento com moluscicida. 
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4.1- Ensaios de atividade moluscicida 

 

As análises de substâncias com potencial moluscicida ocorreram em dois locais, 

Barragem de Itaipú e Barragem de Igarapava. Todos os testes foram realizados sob aeração 

constante em triplicata técnica com n=25 por teste (n final = 75). Os L. fortunei foram 

selecionados após a coleta de forma aos testes conterem somente mexilhões adultos (maiores 

que 1 cm). Água local foi utilizada e o ensaio conduzido após 1 hora de ambientação em 

recipientes de plástico com volume de 1L de modo a minimizar o estres do animal. O oxigênio 

dissolvido foi verificado a cada 6 horas e se manteve entre 5,4 e 5,5 ppm. O pH da água local 

variou entre os locais dos testes estando entre 7,8 e 8,2 em Itaipú e entre 8,3 e 8,7 em Igarapava 

dependendo da época em que os testes foram conduzidos. A temperatura da água se manteve 

entre 19 e 23,5ºC em ambos locais. Os ensaios foram iniciados pela adição dos produtos a serem 

testados previamente diluídos em 100 mL de água local para um volume final de 1L.  

Em Itaipú o tempo corrente foi de 24 horas com troca das soluções a cada 8 horas para 

renovação das substâncias com potencial moluscicida. A avaliação do iôn cobre obtido a partir 

de sulfato de cobre, foi realizada para as concentrações finais de 10-7 M, 10-6 M e 10-5 M. 

Também foi avaliado um composto promissor dotado de atividade biocida mas muito bem 

tolerado por mamíferos denominado 2-acetolyloxy-N-(5-nitro-2-thiazolyl)-benzamide (NTZ) 

nas concentrações de 1,63 x 10-6 M, 1,63 x 10-5 M e 1,63 x 10-4 M.  

Afim de explorar os resultados obtidos, novos ensaios foram realizados na barragem de 

Igarapava com a NTZ em uma maior abrangência de concentrações assim como sua associação 

com 1ppm de amônia. Estes ensaios ocorreram sem a renovação das soluções de forma a 

analizar sua atividade com decaimento natural. 

 

  

 

 

 

 

4.2- Análise da expressão diferencial de proteinas  
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Devido aos resultados satisfatórios obtidos com a NTZ, foram selecionadas duas 

concentrações, 2 ppm e 5 ppm, para determinação do proteôma dos mexilhões expostos a fim 

de se explorar possíveis mecanismos envolvidos em sua atividade no L. fortunei.  

 

4.2.1- Extrato proteico de Limnoperna fortunei 

 

De forma a minimizar a presença de interferentes os extratos foram realizados apenas 

com seções musculares dos mexilhões coletadas diretamente no local dos testes como é 

exemplificado na figura 5. 

 

 

FIGURA 5 -  L. fortunei preparado para extração da região muscular (em branco). 

 

O tecido coletado de nove mexilhões vivos até o final dos ensaios foi acondicionado em 

microtubos contendo coquetel de inibidor de proteases (PIC) e imediatamente congelados. Para 

a extração, o tecido foi homogeneizado em tubo Potter’s durante 10 minutos em banho de gelo 

contendo tampão tris HCl 25 mM pH 7,5, 1 µM de PIC, 1mM de DTT (ditiotreitol) e 1% de 

glicerol na proporção 1mL/100g de tecido. O homogenato foi submetido a sonicação durante 

três ciclos de 20 pulsos em banho de gelo. Após a sonicação, o tecido foi centrifugado a 40.000g 

a 4ºC durante 2 horas e meia e precipitado por TCA/Acetona overnight a -20ºC. Após a 

precipitação a amostra foi novamente centrifugada a 18.000g durante 15 minutos a 4ºC, o 

sobrenadante descartado e o pellet lavado com 1 mL de acetona e centrifugado novamente nas 

condições anteriormente descritas. O pellet foi ressuspendido em água ultra pura e dialisado 

contra 0,01 M de carbonato de amônia durante 24 horas em membrana de diálise com corte 
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molecular de 8.300 KDa. Após a diálise a amostra foi liofilizada, ressuspendida em água ultra 

pura e sua concentração dosada por BCA (Thermo Scientif, EUA), segundo recomendações do 

fabricante. 

 

4.2.2- Eletroforese SDS PAGE bidimencional 

 

Cerca de 200 µg de proteína, enriquecida de acordo com o item anterior, foram 

submetidas a eletroforese SDS PAGE 2D. A eletrofocalização foi realizada em uma strip pH 3-

10 não linear reduzida com 1% de DTT e alquilada com 4% de iodoacetamida após a 

isoeletrofocalização. A segunda dimensão foi realizada na concentração de 12,5% de 

poliacrilamida. Foi utilizado como padrão de peso molecular o Molecular Weight Marker Kit 

(Sigma Aldrich, EUA). A voltagem utilizada foi de 50 mV por gel. Após a corrida os géis foram 

corados pela técnica de comassie coloidal. 

 

4.2.3- Análise das eletroforeses bidimencionais 

 

A análise dos géis foi realizada de forma macroscópica com o objetivo de garantir a 

existência de diferença visível entre os grupos teste e controle. A análise quantitativa da 

diferença de expressão e a identificação das proteínas será realizada por espectrometria de 

massas através da técnica de shotgun. 

 

4.2.4- Preparo de coluna de afinidade 

 

Para auxiliar na busca por um possível mecanismo de atividade do NTZ no L. fortunei, 

foi realizado o acoplamento de NTZ em Sepharose 4B e o extrato do grupo controle (não 

tratado) foi passado pela coluna para determinar os ligantes da substância. Para isso, 4mL de 

Sepharose 4B foi lavada e secada à vácuo e ressuspendida em 20 mL de NaOH 0,4 M com 5% 

de epicloridrina a 40ºC sob agitação constante durante 2 horas. A resina foi lavada em sequência 

com 1 L de água destilada, 50 mL de NaOH 0,4M, 1 L de água destilada e ressuspendida em 

8mL de tampão carbonato 0,2M pH 12. Foram adicionados 30mg/mL de NTZ para reação 

overnight a 40ºC sob agitação constante. A resina foi então lavada com 1L de água destilada e 

ressuspendida com 10 mL de etalonamina 1M, pH 9 e mantida a 40ºC overnight sob agitação 
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constante sendo novamente lavada com 1L de água destilada para acondicionamento. Todos os 

passos descritos foram realizados com ausência de luz a partir da adição da droga. 

 

4.2.5- Cromatografia de afinidade com coluna de Sepharose 4B conjulgada a NTZ 

 

1 mL da resina foi lavada inicialmente com 1L de NaCl a 0,3M e equilibrada com 

200mL de tampão salina fosfatada. 2mL do extrato de L. fortunei obtido de acordo com o item 

4.2.1 na concentração de 10mg/mL foi mantido em contato com a coluna durante 10 min, a 

coluna foi então lavada com 100mL de tampão salina fosfatada. Após a lavagem a coluna foi 

eluida com 10mL de NTZ em tampão salina fosfatada nas concentrações de 10-5M, 10-4M e 10-

3M e com 10mL de ácido salicílico a 10-4M. A coluna foi lavada com 1L de NaCl 2M para 

armazenamento e o eluato dialisado contra acetato de amônia 0,01 M. O volume obtido foi 

liofilizado e submetido a análise por eletroforese SDS PAGE unidimensional e posteriormente 

analisado em espectrômetro de massas. 

 

4.2.6- Eletroforese SDS PAGE unidimensional 

 

O eluato obtido no item anterior foi submetido a eletroforese SDS PAGE 

unidimensional de acordo com Laemmli (1970), com gel de separação a 12,5% de 

poliacrilamida e gel de concentração a 5% em condições desnaturantes. As amostras foram 

diluídas em 10µL de tampão de amostra (Tris-HCl 0,125 M pH 6,8; SDS 4%; glicerol 20%, 

azul de bromofenol 0,002%) e desnaturadas com banho de água fervente durante 1 minuto. Foi 

utilizado como padrão de peso molecular o Molecular Weight Marker Kit (Sigma Aldrich, 

EUA). Foi adotada a amperagem de 20 mA por gel. Após a corrida em tampão Tris-HCl (25 

mM, glicina 0,19 M e SDS 0,1%), o gel foi corado com Coomassie Blue R-250 0,025% em 

40% de etanol e 7% de ácido acético. 

 

 

 

 

4.2.7- Identificação de proteínas por espectrometria de massas 
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Cerca de 3µg de proteína foram injetadas no cromatógrafo de alta eficiência UntiMate 

3000 UHPLC system (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) equipado com um nano-trap C18 

Acclaim PepMap100 (75 μm × 2 cm, 3 μm, 100 Å; Thermo Scientific) e uma coluna C18 RSLC 

Acclaim PepMap100 (75 μm × 15 cm, 2 μm, 100 Å; Thermo Scientific). Os peptídeos retidos 

foram eluídos em gradiente com os solventes (A) Água com 0,1% (V/V) de ácido fórmico e 

solvente (B) 80% (V/V) ACN, 20% (V/V) de água e 0,08% ácido fórmico. Foi adotado o 

gradiente de 4% de solvente (B) tempo 0, 20% solvente (B) tempo 10 min, 50% solvente (B) 

30 min, 96% solvente (B) 35 min e retornando à 4% de solvente (B) em 50 min. A separação 

dos peptídeos foi realizada a 40ºC. Após a separação, os peptídeos foram enviados ao 

espectrômetro de massas Q-exactive, Thermo Scientific. A amostra foi ionizada por uma fonte 

nanospray (eletrospray manométrico), por meio de uma agulha (emitter) de aço, aplicando-se 

uma voltagem de 2-3kV, em modo positivo e com a temperatura do capilar de 250 graus 

Celsius. As varreduras de MS1 foram realizadas com uma resolução de 70.000 e com tempo de 

injeção de 100ms e janela de detecção de 300-2000 m/z. Ions específicos foram fragmentados 

em uma cela via HCD (high collisional dissociation) utilizando N2 com uma energia de colisão 

de 30V. para a aquisição de espectros MS2 foi adotada uma resolução de 17500 e com tempo 

de injeção de 150ms.  Para as demais análises, o Software Proteome Discovery v 1.4 (Thermo 

Scientific) foi adotado, incluindo algoritmos para combinar resultados de MS1 e MS2 com o 

banco de dado SequestHT. Os peptídeos identificados foram ser agrupados em graus de 

confiança, refinando o resultado, sendo confrontados com o banco de dados para oferecer 

informações sobre as possíveis proteínas contidas nas amostras. As análises dos grupos tratados 

e controle serão análizados com método idêntico logo após os problemas técnicos do 

equipamento serem solucionados. 

 

 

4.3- Ensaio de atividade da PFOR 

 

 

Os ensaios enzimáticos para PFOR foram conduzidos de acordo com Hoffman (2007), 

com algumas modificações. Para isso, foi utilizado um espectofotômetro UV-Vis Shimadzu 

duplo feixe. Todas as reações foram conduzidas sobre condições anaeróbicas após 

borbulhamento com N2. O tampão para as reações possui 100 mM fosfato de sódio (pH 7.4), 

10 mM piruvato de sódio, 5 mM de benzyl viologen (BV; ε _ 9.2 mM_1 cm_1 at 546 nm), 0.18 
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mM CoA, 1 mM MgCl2 e 5 µM TPP. A reação foi iniciada pela adição da enzima e a redução 

de BV monitorada no comprimento de onda de 546 nm. Foi utilizado um extrato de 

Saccharomyces cerevisiae nas mesmas condições do item 4.2.1 como controle para PFOR. A 

concentração proteica das amostras foi determinada pela técnica de BCA. 

 

 

4.4- Remoção do NTZ da água por adsorção em carvão ativado 

 

 

Inicialmente, uma coluna de carvão ativado contendo 300 mg de carvão foi montada em 

lã de vidro. 480mL de solução contendo NTZ a 10-5 M foi passada a 0,25 mL/min para a 

avaliação da capacidade de retenção da coluna sendo coletadas frações de 30 mL que foram 

posteriormente liofilizadas e ressuspendida em 1 mL de Tris HCl 0,15M pH 8,8. 

Posteriormente, em uma nova coluna, foram passados 3L da solução de NTZ a 10-4 M para a 

avaliação da condição de saturação da coluna, foram coletadas frações de 5 mL e as amostras 

foram mantidas em pH 8,8 pela adição de tampão Tris HCl para se obter a concentração final 

de 0,015M. Em um segundo momento foi realizado ensaio de adsorção por bath. Para isso, uma 

solução de 1 L de carvão ativado a 1% foi mantida sob agitação constante e NTZ foi adicionado 

para uma concentração final de 10-4M. Frações de 2 mL foram coletadas após 10 minutos, 1 

minuto e 15 segundos de contato e filtradas em papel em ensaios independentes com n=6 sendo 

o pH das frações ajustado para 8,8. As concentrações foram determinadas a partir da curva de 

calibração e leituras obtidas no comprimento de onda de 418 nm. 

 

 

4.6- Análise estatística 

 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas com o software GrafPad Prism 5.0®. Para 

as taxas de mortalidade foi considerado a média dos valores de mortalidade das triplicadas e 

realizado o teste two-way ANOVA para determinação da correlação entre os resultados. 
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5.1 – Atividades molucicidas  

 

O cobre é um conhecido moluscicida cuja concentração máxima na água é controlada 

por agências de regulação ambiental sendo considerado um dos fatores de risco presente em 

águas poluídas. Testes de atividade demonstram uma toxidade entre 1 e 100 mg/L (1 e 100 

ppm) de DL50 para a maioria das espécies de moluscos aquáticos após 24 horas de exposição 

(Wang, et al., 2013). 

O cobre causou aproximadamente 24% de mortalidade no L. fortunei na concentração 

de 10-5M (29 ppm de íon cobre) (Figura 6). Esse resultado ilustra que esse metal possui 

atividade moluscicida em concentrações elevadas, em concordância com a literatura. A agência 

de Proteção Ambiental dos Estados Unidos da América (U.S. Environmental Protection 

Agency), no Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) através da Resolução 

nº 357/2005 limita a quantidade de cobre dissolvido na água a 0,009mg/L. Por essa razão os 

ensaios com cobre serviram apenas com referência de muluscicida no presente trabalho. 

A atividade do NTZ foi de aproximadamente 96% de mortalidade na concentração de 

1,63 x10-5 M (5 ppm). Essa atividade foi três vezes maior em 5 ppm que a do cobre na 

concentração de 29 ppm.  Em concentração 0,5 ppm o NTZ se equipara sem diferenças 

estatísticas em atividade ao cobre a 29 ppm demonstrando uma atividade 10 vêzes maior do 

NTZ em relação ao cobre.  

A atividade do NTZ foi explorada comercialmente no tratamento de gastroenterites 

virais, helmintíases, amebíases, giardíases e criptosporidíase, como discutido item 1.4. A 

escolha como substância com potencial atividade moluscicida se apoiou na proximidade 

filogenética entre platelmintos, nematelmintos e moluscos, além do amplo espectro de atividade 

apresentado por esta substância. A ausência de referencial bibliográfico sobre a atividade dessa 

droga em moluscos deixa claro que os resultados aqui apresentados são inéditos. Devido à 

elevada atividade do NTZ, estudos subsequentes foram realizados visando o aprofundamento 

da investigação a respeito mecanismo de ação e desenvolvimento de uma possível aplicação. 
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FIGURA 6 – % de L. fortunei mortos após a exposição a diferentes concentrações de Sulfato de Cobre (Cu) e do 

fármaco Nitaxoxanide (NTZ) durante 24 horas em ambiente aerado com troca das soluções a cada 8 horas. N = 

25. 

 

Para avaliar atividade do NTZ em condições brandas, novos testes foram conduzidos 

com uma população diferente de L. fortunei, originários do Rio Grande na Usina de Igarapava. 

Os ensaios foram realizados, logo após a coleta, com água local, sob aeração e sem renovação 

das soluções ao longo da exposição (Figura 7).  
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FIGURA 7 – % de L. fortunei mortos após a exposição a diferentes concentrações de NTZ durante 3 tempos em 

ambiente aerado sem troca das soluções. N = 25. 

 

Conforme pode ser observado na Figura 7, uma expressiva atividade do NTZ surge a 

partir da concentração de 3,25 x 10-6 M atingindo mortalidade próxima do valor máximo a 1,63 

x 10-5 M. Os resultados diferem ligeiramente daqueles apresentados na Figura 6 com L. fortunei 

originários de Itaipu em Foz do Iguaçu com a troca periódica da solução de NTZ durante a 

exposição à droga. Claramente é notado o efeito dependente da dose e do tempo de exposição 

e que a partir de 24 horas de exposição se obteve maior mortalidade em relação ao tempo de 12 

horas. 

Visando alcançar melhor desempenho da droga e utiliza-la em menores concentrações, 

a amônia foi associada a 1 ppm para ampliar o efeito moluscicida do NTZ. De acordo com 

Montresor, 2013, a amônia exerce efeito moluscicida em L. fortunei cultivado em laboratório. 

Nossos resultados mostram uma mortalidade inferior a 20% dos mexilhões expostos a 5,87 x 

10-6 M de NH4OH (1 ppm). A baixa mortalidade em relação ao trabalho de Montresor, 2013, 

que verificou uma LC50 em 24 horas de exposição na concentração de 0.58 ppm, pode estar 

relacionada a uma resposta específica da população de mexilhões de Igarapava ou às condições 

especiais do ensaio realizado no campo em grupos de moluscos mantida com a água local sob 

adequada aeração e minimamente submetidos ao estresse. Considerando que não ocorre 
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alteração do pH da água local observada após a adição da amônia a 1 ppm, o efeito tóxico 

observado tem relação intrinseca a ação tóxica da própria espécie química.  

Uma vez que molusculos possuem uma alta sensibilidade a substâncias tóxicas 

dissolvidas na água, fechando suas válvulas e causando uma situação de anaerobiose, a amônia 

presente em solução altera o comportamento normal desses animais os levando a um estado de 

estresse metabólico (De Kock & Bowmer, 1993). Além disso, a eliminação de amônia nesses 

animais ocorre na forma de ureia que é o principal produto de excreção do excesso de nitrogênio 

proveniente do catabolismo dos aminoácidos pelo ciclo arginina-ornitinauréia (OUC). Este 

ciclo apresenta quatro passos enzimáticos onde, inicialmente, a ornitina recebe o grupo carbamil 

do fosfato e forma a citrulina com liberação de fosfato inorgânico, sendo a catálise realizada 

pela enzima ornitina-transcarbamoilase. Um segundo grupo amido, originado do aspartato, é 

adicionado à citrulina, formando argininosuccinato após a catálise pela enzima citosólica 

arginino succinato sintetase com consumo de ATP. O argininosuccinato é degradado por uma 

argininosuccinase, liberando arginina e fumarato. A enzima citosólica arginase hidrolisa a 

arginina, formando ornitina e uréia. 

Como pode ser apreciado na figura 8, comparando-se com a figura 7, foi possível 

associando-se ao tratamento 1 ppm de amônia reduzir 10 vezes a concentração de NTZ para se 

obter a mortalidade próxima de 80%. A dose de 1,63 x 10-6 M de NTZ produziu mortalidade 

de apenas 10% isoladamente, mas associada a amônia a 1 ppm de amônia atingiu 80% dos 

indivíduos. A associação potencializa o efeito do NTZ gerando uma resposta maior do que o 

somatório das respostas individuais.  

Em outras faixas de concentração também foi observado a potencialização do efeito: o 

tratamento com 1,63 x10-7 M de NTZ a mortalidade foi praticamente nula após 36 horas de 

exposição. Com a associação 1,63 x10-7 M de NTZ e 1 ppm de amônia observa-se 40% de 

mortalidade após 36 horas de exposição. 
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FIGURA 8 – % de L. fortunei mortos após a exposição a diferentes concentrações do fármaco Nitaxoxanide (NTZ) 

em associação com amônia durante 3 tempos em ambiente aerado sem troca das soluções. N = 25. 

 

A amônia está presente naturalmente na água como produto da degradação de 

compostos orgânicos e inorgânicos do solo e da água, resultado da excreção da biota, redução 

do nitrogênio gasoso da água por micro-organismos ou por trocas gasosas com a atmosfera. A 

amônia é, também, constituinte comum no esgoto sanitário, resultado direto de descargas de 

efluentes domésticos e industriais, da hidrólise da ureia e da degradação biológica de 

aminoácidos e outros compostos orgânicos nitrogenados. De acordo com a resolução 

CONAMA 357/2005 a concentração permissível de nitrogênio amoniacal total é de 1,0 mg/L, 

para faixa de pH entre 8,0 e 8,5 para águas doces usada no abastecimento para consumo 

humano, de proteção das comunidades aquáticas, recreação de contato primário, irrigação de 

hortaliças e aquicultura e pesca. A utilização de NTZ para tratamento e controle da infestação 

por L. fortunei em plantas industriais possui uma elevada aplicabilidade uma vez que esse é 
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utilizado para o tratamento de diversas parasitoses humanas assim como em peixes. A posologia 

indicada para humanos é de 500 mg duas vezes ao dia, sendo o tempo do tratamento variado 

para diferentes parasitoses (Rossignol & Maisonneuve, 1984; Megraud, et al., 1998; Horner, et 

al., 1999; Samuelson, 1999; Upcroft, et al., 1999; Dan, et al., 2000; Adagu, 2002; Rasoloson, 

et al., 2002; Dunne, et al., 2003; Upcroft, et al., 2006; Fan-Minogue, et al., 2013). Em peixes, 

Sutili e colaboradores, 2013, utilizaram o NTZ com sucesso para o tratamento dos patógenos 

Ichthyophthirius multifiliis e Aeromonas hydrophila em peixes-gato prata (Rhamdia quelen) 

com de 1mg/L na água por 48 horas. O mesmo autor determina que apenas em uma 

concentração de 3mg/L (3 ppm), provocam mortalidade de 20%. 

 

 

5.2 – Ensaio de adsorção do NTZ em carvão ativado 

 

 

Considerando que os agentes propostos para o tratamento de infestações por L. fortunei 

em plantas industriais seriam utilizados em baixas as concentrações, e que os sistemas 

hidráulicos fechados dos trocadores de calor apresentam vazões desprezíveis em relação aos 

rios, espera-se que o impacto ambiental seja muito reduzido. A dose moluscicida de NTZ 

associado à amônia, com 80% de eficiência é três vezes menor do que a dose terapêutica citada 

acima para peixes. Mesmo assim, visando remover o NTZ da água de descarte, foi avaliada a 

possibilidade do clareamento da solução de NTZ com carvão ativado. A capacidade de adsorção 

da droga pelo carvão foi avaliada por três abordagens 

 

- Teste de adsorção em fase estacionária de carvão para avaliar a capacidade de retenção em 

baixo fluxo de solução de NTZ a 10-4M e retenção em colunas de dimensões maiores. 

 

Uma solução de NTZ a 10-4M foi bombeada a um fluxo de 0,25 ml/min para uma coluna 

cromatográfica com 300 mg de carvão ativado. Após a passagem de aproximadamente 1L de 

solução (Figura 9), o eluato começa a apresentar leve coloração amarela que foi monitorada a 

418 nm. A figura 10 apresenta os resultados como percentagem da concentração original 

recuperada após a adsorção. Considerou-se para efeito de cálculo da capacidade de retenção o 

volume de solução de NTZ até o início de aparecimento de absorções a 418 nm maiores que 

0,010. Desta forma, como a mudança na absorção ocorre após a passagem de 1L de solução, a 



Freitas, L.M.A.                                                                                        Resultados e Discussão 
 

34 
 

massa de NTZ retida foi estimada em 30,7 mg.   Essa capacidade corresponde a um desempenho 

excepcional que é equivalente a 10% do peso do adsorvente. Além dessa avaliação, foram 

realizados testes de adsorção em coluna contendo 1 Kg de carvão ativado empregando-se um 

fluxo de 350 ml/min. O tratamento resultou na remoção capaz de clarear 100% de 25L da 

solução de NTZ a 10-4M cuja absorvância em pH 8,8 apresentava valor igual a 0,215 
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Figura 9 – Concentração relativa a 10-4 M de NTZ presente nas frações de 5mL coletadas a partir de uma solução 

inicial contendo uma concentração de 10-4M de NTZ, com limite de detecção de 10-5M. 

 

  

- Teste de adsorção em fase estacionária de carvão para avaliar a capacidade de clareamento de 

solução de NTZ a 10-5M 

 

Uma solução de 10-5M de NTZ foi introduzida em uma coluna de 300mg de carvão 

ativado com intuito de se avaliar se ocorreria adsorção do composto pela coluna nessas 

condições. Aplicou-se 480 mL da solução de 10-5M de NTZ na coluna sob o fluxo de 

0,25mL/min. Foram coletadas frações de 30 mL que foram liofilizadas e posteriormente 

ressuspendidas em 1mL de Tris HCl 0,015 M pH 8,8. A medida da absorção a 418 nm 

demonstrou a remoção completa do NTZ conforme apresentado na Tabela 3. Esse resultado 
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permite concluir que há pelo menos uma redução de 30 vezes da concentração inicial da 

solução, considerando o limite de detecção do ensaio.  

 

Fração coletada (30mL) ressuspendida 

em 1mL de Tris HCl 0,015 M pH 8,8 

Leitura a 418 nm 

1 0 

4 0 

8 0 

12 0 

16 0 

TABELA 3 – Concentração molar de NTZ detectado nas frações coletadas após a concentração de 30 vezes do 

volume com limite de detecção de 10-5M. n = 5. 

 

- Clareamento em pequenos intervalos de tempo da solução de NTZ a 10-4M em batelada com 

suspensão de carvão a 1% 

 

Uma solução de 200 mL de carvão ativado a 1% foi mantida sob agitação constante e 

acrescida de pulsos de 30,7 mg de NTZ obtendo-se com a essa adição solução em concentração 

final de 10-4M. Alíquotas de 2 mL foram retiradas nos tempos de tratamento de 10 minutos, 1 

minuto e 15 segundos e imediatamente filtradas em papel de filtro repetindo-se o experimento 

cinco vezes em cada tempo. A medida da absorção a 418 nm demonstrou a remoção completa 

do NTZ conforme apresentado na Tabela 4.  

  

Tempo de coleta das frações Leitura a 418 nm 

10 minutos 0 

1 minuto 0 

15 segundos 0 

TABELA 4 – Concentração molar de NTZ detectado nas frações coletadas após contato com solução de 1% de 

carvão ativado em três diferentes tempos a concentração de 30 vezes do volume com limite de detecção de 10-5M. 

N = 5. 

 

 

5.3 – Ensaio de atividade da piruvato ferrodoxina oxirredutase (PFOR) 
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O mecanismo de ação mais explorado para o NTZ envolve a inibição da enzima piruvato 

ferredoxina oxidoredutase (PFOR). Entretanto ao realizar ensaios enzimáticos com extrato 

celular total do L. fortunei não foi observada atividade dessa enzima. Esse resultado era 

esperado uma vez que a enzima PFOR é considerada exclusiva de organismos anaeróbicos, 

enquanto organismos aeróbicos possuem a PDH, que não é inibida por NTZ. Assim sendo, 

esperase que a atividade do NTZ sobre o L. fortunei é proveniente de outras interações que não 

envolvem a PFOR.  
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FIGURA 10 – Medidas da atividade enzimática de PFOR para extratos de L. fortunei e Saccharomyces cerevisiae 

(controle). Relação entre unidades de absorvância (UA) e volume do extrato utilizado para o ensaio em microlitros. 

 

 

 

5.4 – Análise da expressão diferencial de proteínas de mexilhões dourados expostos a 

NTZ 

 

 

Uma vez que o NTZ demonstra uma atividade promissora ao combate da infestação por 

L. fortunei, o estudo da expressão diferencial de proteínas decorrente do tratamento com NTZ 

e a identificação da alteração metabólica e possíveis causas de vulnerabilidade do organismo 

serão úteis na compreensão do mecanismo de ação e desenvolvimento de novas drogas. 

Uma abordagem proteômica foi empregada para investigar o mecanismo de ação do 

NTZ em L. fortunei expostos a doses subletais. A expressão diferencial de proteínas foi avaliada 

inicialmente por meio da eletroforese bidimensional de forma a identificar macroscopicamente 
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se os extratos realizados com as doses subletais apresentariam diferenças significativas para 

determinação da melhor estratégia de identificação. A análise dos géis de eletroforese 2D de 

extratos proteicos dos mexilhões tratados com NTZ 1 e 5 ppm comparadas ao controle (Figuras 

11, 12 e 13) demonstra uma clara alteração do proteôma (destaque em vermelho). Dessa forma, 

a adoção de uma estratégia de análise por shotgun foi adotada para se maximizar o número de 

proteínas a serem identificadas e proporcionar uma avaliação quantitativa e qualitativa da 

diferença de expressão entre tratamento e controle.   

 

 

FIGURA 11 – Eletroforese bidimensional SDS PAGE em uma concentração de 12,5% de acrilamida com 

isoeletrofocalição de 3-10 pH de 200 microgramas de extrato de L. fortunei controle. 
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FIGURA 12 – Eletroforese bidimensional SDS PAGE em uma concentração de 12,5% de acrilamida com 

isoeletrofocalição de 3-10 pH de 200 microgramas de extrato de L. fortunei exposto a 1ppm de NTZ durante 24 

horas. 
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FIGURA 13 – Eletroforese bidimensional SDS PAGE em uma concentração de 12,5% de acrilamida com 

isoeletrofocalição de 3-10 pH de 200 microgramas de extrato de L. fortunei exposto a 5ppm de NTZ durante 24 

horas. 

 

 

5.5- Imobilização de proteínas em coluna de afinidade de NTZ 

 

Além da alteração do proteoma entre controle e tratamento, o NTZ foi imobilizado em 

Sepharose 4B ativada por epoxilação N-hidroxisuccinimida para o isolamento de proteínas que 

interagem especificamente com a droga. Condições estringentes determinadas por um tampão 

de equilíbrio contendo fosfato 0,03M e NaCl 0,3M em pH 7,0 foram estabelecidas para 

minimizar interações não específicas. O deslocamento da coluna de afinidade foi realizado de 
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forma escalonada com aumentos da concentração de NTZ a partir de 10-6M, mas somente foi 

observado a presença de proteínas no eluato a 10-4M no gel de poliacrilamida. Essa estratégia 

permitiu a separação de frações de proteínas que apresentaram interação específica com NTZ. 

A SDS-PAGE da fração retida revela de forma destacada de três bandas de proteínas na posição 

de aproximadamente 43, 28 e 18 KD (Figura14). Devido a possibilidade de existirem nessa 

fração proteínas em concentrações abaixo do limite de detecção na revelação da eletroforese, 

foi adotada a utilização de análise por shotgun que corresponde a análise de proteínas presentes 

na fração sem separa-las pela eletroforese com o intuto de identificar o máximo de proteínas 

ligantes ao NTZ que constituem possíveis alvos de ação. 

 

FIGURA 14 – Eletroforese unidimensional SDS PAGE em uma concentração de 12,5% de acrilamida. (PPM) 

Padrão de Peso Molecular, (A) eluição com 5 mL de NTZ 10-6 M, (B) eluição com 5 mL de NTZ 10-6 M, (C) 

eluição com 5 mL de NTZ 10-5 M, (D) eluição com 5 mL de NTZ 10-5 M, (E) eluição com 5 mL de NTZ 10-4 M, 

(F) eluição com 5 mL de NTZ 10-4 M, (G) eluição com 5 mL de ácido salicílico 10-4 M, (H) eluição com 5 mL de 

ácido salicílico 10-4 M. 

5.6 – Caracterização da proteínas da coluna de afinidade de NTZ 
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A identificação de moléculas proteicas que interagem com a droga pode auxiliar na 

compreesão do mecanismo de ação que muitas vezes pode estar relacionado com mais de um 

alvo molecular, tornando a identificação e caracterização de suas interações fundamental para 

a elucidação de seus possíveis mecanismos de ação. A cromatografia de afinidade quando 

acoplada a espectrometria de massas e bioinformática, para identificação e caracterização de 

proteínas, auxilia na diminuição da complexidade da amostra assim como pode apontar 

possíveis alvos de interação específicos (Azarkan, 2007; Katayama & Oda, 2007; Rix, et al., 

2012). 

A estratégia adotada, consistiu na imobilização de NTZ em um suporte sólido. Após a 

interação das proteínas presentes no extrato, a coluna de afinidade foi extensivamente lavada 

com tampão em elevada concentração salina para diminuição de ligações inespecíficas. 

Utilizou-se a própria droga para deslocamento progressivo das frações nas concentrações de 

10-6 M, 10-5 M e 10-4 M. Dessa forma, diferentes proteínas foram identificadas e 

caracterizadas como pode ser apreciado na Tabela 05.  

 

Descrição Processo biológico Função Eluição 

Proteína 

hipotética 

CGI_10022426 
[Crassostrea gigas] 

Regulação do processo 

apoptótico; transdução de 

sinal 

Superfamilia de proteínas 

de interação com domínios 

de morte; domínio de 

recrutamento e ativação da 

caspase  

10-4 M 

Proteína 

hipotética 

CGI_10004855 
[Crassostrea gigas] 

Regulação do processo 

apoptótico  

Domínio N-terminal do 

Fator de interação nuclear 

2 de TERF1  

10-6 M 

10-5 M 

PREDITA: 

subunidade beta 

tipo 3-like do 

proteasome 

[Aplysia 

californica] 

Subunidade beta tipo 3 do 

proteassoma 20S  

Sítio de interação da 

subunidade beta  

10-4 M 

Corrente X, 

estrtura em cristal 

de K63-Specifica 

Fab Apu.3a8 

ligado a K63-

ligado a Di-

Ubiquitina 

 

Proteína de ligação para 

atividade específica do 

proteassoma  

Ligante proteico para 

degradação proteassomal 

10-6 M 

10-5 M 
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Proteína 

calponina-like 

[Mytilus 

galloprovincialis] 

Proteína calponina-like 

envolvida na regulação 

associada ao filamento fino 

da contração de músculos 

lisos em molusculos  

Inibidor da atividade de 

Mg2+-ATPase em 

actomiosina de maneira 

dose dependente 

10-6 M 

10-5 M 

10-4 M 

Arginine quinase 
[Aplysia kurodai] 

 

Transfosforolização entre N 

-fosfo-L-arginina e ADP 

 

Ligante de ATP; atividade 

de quinase  

10-4 M 

 

Nucleosideo 

difosfate quinase 

B [Crassostrea 

gigas] 

 

CTP processo biossintetico, 

GTP processo biossintetico, 

UTP processo biossintetico 

 

Atividade catalítica ATP + 

nucleosidio difosfatase = 

ADP + nucleosidio 

trifosfate; Ligante de 

ATP    

 

10-6 M 

Dual oxidase 
[Crassostrea gigas] 

Resposta ao estresse 

oxidativo  

Ligante do íon de cálcio; 

ligante do grupo heme; 

atividade de peroxidase; 

Oxidoredutase 

10-4 M 

Pequena proteína 

de choque térmico 

22 [Mytilus 

galloprovincialis] 

Resposta ao estresse Atividade chaperona-like 

10-6 M 

PREDITA: 

Proteína de 

choque térmico de 

70 kDa  
[Diaphorina citri] 

Resposta ao estresse 

Formação de proteína; 

translocação de proteína; 

regulação de proteína 

10-5 M 

Actina 

citoplasmatica 
[Pinctada fucata] 

Pertence a família das 

actinas 
Componente Celular 

10-6 M 

10-4 M 

Beta-actina, 

parcial [Microplitis 

mediator] 

Domínio de ligação 

nucleotídica da açúcar 

quinase/HSP70/superfamília 

das actinas 

Ligante de ATP; 

Componente Celular 

10-6 M 

10-5 M 

10-4 M 

Tropomiosina 

[Argopecten 

irradians] 

Pertence a família das 

tropomiosinas 
Componente Celular 

10-6 M 

10-5 M 

10-4 M 

 

Beta-actina, 

parcial [Anas 

platyrhynchos] 

Domínio de ligação 

nucleotídica da açúcar 

quinase/HSP70/superfamília 

das actinas  

 

Ligante de ATP; 

Componente Celular 

 

10-6 M 

10-4 M 

Actin tipo 1, 

parcial [Ostrea 

edulis] 

Pertence a família das 

actinas 
Componente Celular  

10-5 M 

Histona H1-delta 
[Crassostrea gigas] 

Local de ligação do DNA; 

montagem do nucleossoma   
Ligante ao DNA  

10-4 M 

Proteina 

ribossomal  
Enlongamento translacional 

Constituinte estrutural do 

ribossoma  

10-5 M 
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[Mytilus 

galloprovincialis] 

Cadeia leve 

essencial de 

miosina 
[Crassostrea gigas] 

Pertence a família das 

miosinas  
Ligante do íon de cálcio   

10-6 M 

10-5 M 

10-4 M 

Tropomiosina 
[Mytilus 

galloprovincialis] 

Pertence a família das 

tropomiosinas  
Componente Celular 

10-5 M 

10-4 M 

Histona H4 
[Heterocephalus 

glaber] 

Transcrição do DNA; reparo 

do DNA; replicação do 

DNA; estabilidade 

cromossomica 

Ligante ao DNA   

10-6 M 

Proteína 

CBG24447 
[Caenorhabditis 

briggsae] 

Pertence a família das 

actinas  
Componente Celular  

10-6 M 

Tabela 05 – Proteinas identificadas por espectrometria de massas e caracterizadas por bioinformática utilizando as 

ferramentas InterPro, protonet, UniProt, SAAS annotation e BLAST após cromatografia de afinidade com NTZ. 

 

Em relação a proteínas envolvidas na regulação do processo apoptótico, foram 

identificadas a proteínas hipotética CGI_10004855 [Crassostrea gigas] e a proteína hipotética 

CGI_10022426 [Crassostrea gigas]. Apesar de ambas participarem da regulação do processo 

apoptótico elas não possuem a mesma função. CGI_10004855 [Crassostrea gigas] foi associada 

a TERF1 (telomeric repeating binding fator 1). Essa proteína faz parte do complexo 

denominado ‘shelterin’, composto pela TERF1 (telomeric repeat binding factor 1), TERF2 

(telomeric repeat binding factor 2), TERF2IP (TERF2-interacting protein), POT1 (protection 

of telomeres 1) e TIN2-organizing protein TPP1 (também conhecida por ACD). Enquanto 

TERF1, TERF2 e POT1 são responsáveis pelo reconhecimento da sequência de repetição 

telomérica TTAGGG, TIN2, TPP1 e RAP1 realizam a função de conectores entre as outras 

proteínas do complexo (Mamdani, 2015). 

Esse complexo ‘shelterin’, em conjunto com outras proteínas associadas, preservam os 

telômeros da fusão entre extremidades (end-to-end fusion), da degradação e de recombinações 

atípicas, realizando assim a manutenção da estabilidade genômica (Moon & Jarstfer, 2007, 

Mirabello, 2012). A grande maioria desses componentes são altamente conservados entre as 

espécies tanto em relação a sequência como função, sendo proposto que níveis elevados de 

variação genética podem não ser comportados por essas proteínas devido a seu papel 

fundamental na manutenção dos telômeros (Nakamura and Cech, 1998; Li et al., 2000; Kanoh 

and Ishikawa, 2003; de Lange, 2004; de Lange, 2005; Savage, et al., 2005, Mirabello, 2012).  
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As repetições teloméricas diminuem a cada divisão celular devido a inabilidade da 

maquinaria de replicação do DNA em completar a duplicação total do cromossomo (“the end 

replication problem”). No momento onde essa sequência se torna criticamente curta, a 

senescência celular ou apoptose é induzida em células normais devido a inabilidade das 

proteínas do complexo ‘‘sheterin’’, como TERF1, de se ligar aos telômeros resultando em uma 

resposta de dano ao DNA (Gilley et al., 2005; Rodier et al., 2005, Mirabello, 2012, Kulak, 

2015). 

O comprimento dos telômeros está diretamente relacionado a atividade da enzima 

telomerase, responsável pela adição da sequência de repetição TTAGGG na porção final 3′ dos 

cromossomos (Mamdani, 2015). Diferentes autores citam TRF1 como um regulador negativo 

do aumento dos telômeros mediado pela telomerase, uma vez que a expressão de um alelo 

negativo dominante resulta no enlongamento dos telômeros e uma superexpressão de TERF1 

causa um encurtamento dos telômeros. Entretanto, essa atividade não pode ser atribuída 

unicamente a atividade de TERF1, sendo então descrita como uma atividade em cis que afeta a 

habilidade da telomerase em alongar os telômeros (Bianchi, et al.; 1999; Cook, et al., 2002; 

Kaminker, et al., 2001; Karlseder, et al., 2002; Karlseder et al, 2003). 

Apesar do alelo negativo dominante hTRF1 não afetar o crescimento e a viabilidade de 

diversas células, diferentes observações sugerem funções diferentes da regulação do tamanho 

dos telômeros para o hTRF1 como a proteção dos telômeros através da ligação com o 

heterodimero Ku 70/80, sendo que a perda desse heterodimero concomitante a perda da proteína 

quinase DNA (DNA-PK) é fator conhecido que culmina na remoção dos grupos protetores dos 

telômeros (Karlseder, et al., 2002;, Smogorzewska, 2002; Bailey, et al., 1999; d’Adda di 

Fagagna, et al., 2001; Hsu, et al., 2000; Seiser, et al., 1993; Karlseder et al, 2003). 

Ainda, outros relatos indicam funções como regulação do fuso mitótico, promoção da 

polimerização de microtubulos in vitro, determinação de danos estruturais no DNA e indução 

direta da apoptose em casos de hiperexpressão de hTRF1, indicando que a função de TRF1 não 

está limitada somente a regulação do comprimento dos telômeros (Kishi, et al., 2001; 

Nakamura, et al., 2002; Seiser, et al., 1993; Karlseder et al, 2003). 

Por sua vez, CGI_10022426 [Crassostrea gigas], está presente na região DD (Death 

Domain Superfamily of protein-protein interaction domains), mais especificamente na região 

CARD (Caspase activation and recruitment domain: a protein-protein interaction domain). A 

apoptose é um processo biológico presente em vertebrados e invertebrados e, apesar de sua 

complexidade e função sofrer variação de acordo com a espécie, possui funções essenciais para 
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o desenvolvimento dos organismos assim como para manutenção da homeostase do sistema 

imune, além de seu papel nos mecanismos de defesa contra infecções virais e bacterianas (Tittel 

& Steller, 2000; Opferman & Korsmeyer, 2003; DeLeo, 2004). 

Durante o fenômeno de apoptose, as caspases possuem os papeis de transmitir o sinal 

para a morte celular e de clivar diversas proteinas, o que resulta em grande parte das alterações 

bioquímicas e morfológicas associadas a apoptose. As caspases apoptóticas podem ser dividas 

entre iniciadoras, responsáveis por mediar a transdução do sinal e ativar o segundo tipo de 

caspase, as efetoras, através de oligomerização. Após ativadas, as efetoras completam a cascata 

degradando diversas outras proteínas (Hale et al., 1996; Boatright & Salvesen, 2003; Riedl & 

Shi, 2004).   

Em moluscos a apoptose está presente durante o desenvolvimento larval e, 

aparentemente, contribui de maneira essencial para resposta imune perante a diferentes 

estimulos. Devido a seu comportamento sedentário e o fato de serem filtradores, os bivalves 

são diretamente influenciados pelo ambiente a sua volta, sendo comumente utilizados como 

bioindicadores em estudos ecotoxicológicos. Essa natureza leva ao acumulo de substâncias 

tóxicas em seus organismos como metais pesados, pesticidas e polihidroalcaloides. Devido a 

sua sucetibilidade a alterações climáticas, patógenos e poluentes, é sugerido que a apoptose é 

um fator determinante para a sobrevivência desses animais ao ser um dos principais 

mecanismos que garantem sua homeostase (Terahara & Takahashi, 2008; Sokolova, 2009; 

Huang, et al., 2010; Romero et al., 2011). 

Quanto as proteínas da fimília das kinases, foram identificadas a arginine kinase 

[Aplysia kurodai] e nucleoside diphosphate kinase B [Crassostrea gigas]. Fosfoquinases de 

maneira geral são enzimas que catalisam a transferência reversível de fosfato entre ATP e 

compostos naturais de guanidinas, sendo responsáveis pela manutenção energética em células 

com alta demanda de ATP (Ellington, 2001). Atualmente, fosfoquinases de diferentes parasitos 

e hospedeiros intermediários estão sendo apontadas como potenciais novos alvos para o 

desenvolvimente de compostos quimioterápicos (Jarilla et al., 2014).  

Devido a sua grande distribuição, arginina quinase é considerada a fosfoquinase mais 

próxima das fosfoquinases ancestrais, estando presente em Annelida, Coelenterata, 

Platyhelminthes, Nemertea, Mollusca, Phoronida, Arthropoda, Echinodermata, 

Hemichordata, and Chordata. Ela utiliza um aminoácido não modificado, arginina, como 

substrato, enquanto outras fosfoquinases utilizam compostos de guanadina específicos. Além 
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disso, arginina quinase é um monômero funcional de aproximadamente 40 kDa, enquanto 

outras fosfoquinases são multimeros funcionais (Suzuki & Yamamoto, 2000; Ellington, 2001).  

De acordo com Suzuki et al. 2000, a arginina quinase de molusculos origina de um 

ancestral comum e possui uma taxa moderada evolucionaria, mantendo um elevado nível de 

conservação entre as diferentes espécies de moluscos. Além disso, foi sugerido que a arginina 

quinase em bivalves sofreram uma evolução molecular única, o que resultou em uma atividade 

elevada dessa enzima nesses organismos em relação a outros invertebrados analisados. Assim, 

sua elevada eficiência catalítica em bivalves pode sugerir um papel fundamental na manutenção 

de sua homeostase energética (Takeuchi et al., 2004). 

Responsável pela catálise reversível de transfosforilação entre N -phospho-L-arginine e 

ADP, a fosfoarginina possui um papel fundamental como reserva energética devido a 

capacidade de transferência do fosfato para ADP quando a demanda de ATP aumenta, sendo 

proposto que ela é a principal responsável pelo suporte de elevações repentinas de atividade 

celular até o início de outros eventos metabólicos como gliconeogenese, glicolise e fosforilação 

oxidativa serem ativados, principalmente em células com elevada flutuação e demanda 

energético como células musculares e neuronais (Ellington, 2001).  

Além disso, a expressão de arginina quinase durante o crescimento de T. cruzi sugere 

uma correlação entre a atividade enzimática, disponibilizade de nutrientes e a densidade celular 

ou taxa de replicação, desta forma, ela poderia atuar como regulador de reservas energéticas 

em condições de baixa disponibilidade de nutrientes ou estres ambiental (Alonso et al, 2012). 

No caso de moluscos, Ellington, 2001, propõem que a arginina quinase eleva a habilidade 

desses organismos em lidar com o estresse ambiental relacionado a condições de hipóxia e 

acidose. Estudos proteômicos e transcriptômicos demonstram a alteração da concentração de 

arginina quinase em resposta a estres gerado pela elevação da temperatura do meio, entretanto 

com respostas inconsistentes entre diferentes espécies (Gracey et al., 2008; Martinez-Fernandez 

et al., 2008). 

Outros autores discutem sobre diferentes funções atribuídas a essa enzima, como 

aclimação da exposição a cádmio em Eriocheir sinensis e defesa contra infecções virais em 

Penaeus stylirostris, Macrobrachium rosenbergii e Fenneropenaeus chinensis entre outros, 

sugerindo funções essências em diversos processos biológicos em invertebrados. Assim, a 

função enzimática da arginina quinase pode ser descrita como ampla e fundamental para 

diversas atividades metabólicas, seja como fornecedora imediata de energia em casos de 

demanda ou como principal fornecedora de ATP para diferentes processos celulares durante o 

http://jeb.biologists.org/content/213/20/3559#ref-24
http://jeb.biologists.org/content/213/20/3559#ref-24
http://jeb.biologists.org/content/213/20/3559#ref-30
http://jeb.biologists.org/content/213/20/3559#ref-55
http://jeb.biologists.org/content/213/20/3559#ref-55
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estado de anaerobiose (Astrofsky et al 2002; Morris et al, 2005; Yao et al, 2005; Silvestre et al, 

2006; Wang, et al., 2006). 

Por sua vez a nucleoside diphosphate kinase B [Crassostrea gigas] é um membro da 

família das nucleosídeo disfofatase kinases que está amplamente distrubuida em diferentes 

organismos. Ela é crucial para a transferência do grupo fosfato de um nucleosidio trifosfato 

(NTP) para um nucleosidio difosfato (NDP), utilizando um mecanismo reversível que envolve 

a intermediação de fosfohistidina (Parks et al., 1973; Moreira & Murta, 2016). Essa família de 

enzimas possui funções essenciais em diferentes organismos, como na patogênese bacteriana 

(Chakrabarty, 1998), regulação da expressão de diferentes genes em mamíferos (Postel, 2003) 

e na participação de vias de salvamento de purinas em parasitos protozoários (Landfear et al., 

2004), além de ser um importante precursor durante a síntese de RNA e de DNA em espécies 

distintas (Lascu & Gonin, 2000). 

Além disso, Moreira & Murta 2016, demonstram uma conservação de cerca de 60% 

entre a nucleoside diphosphate kinase B de leishimania em relação a mamíferos, o que ele 

aponta como um indicador de um bom nível de conservação dessa proteína em diferentes 

organismos. Em mamíferos, está associada também a regulação de angiogênese dependente de 

VEGFR2, através da ativação de proteína G pela formação de um dímero (Hippe, 2009; Feng, 

et al., 2014). Outros estudos ainda demonstram a ativação de canais de potássio via fosforilação 

de histidina, que é necessário para o estímulo do fluxo de cálcio de receptores de células T 

humanas assim como ploriferação e ativação de células T CD4 (Hippe, 2009).  

Por sua vez, a small heat shock protein 22 [Mytilus galloprovincialis] e a PREDICTED: 

heat shock 70 kDa protein cognate 4-like [Diaphorina citri], fazem parte da família das heat 

shock proteins (HSPs). Esta classe de proteínas está associada a sobrevivência celular sobre 

diferentes fatores de estres que incluem oxidantes, hiperemia, metais pesados, entre outros, 

sendo sua função e massa molecular fatores que dividem essas proteínas em diferentes famílias 

que incluem HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 e as small HSPs (sHSPs) consideradas 

conservadas entre as espécies (Trent, 1996; Lewis et al., 1999). 

 Diferentes funções são atribuídas as sHSPs e grande parte delas exibe uma atividade 

chperona-like prevenindo a agregação de proteínas alvo, mantendo essas proteínas em um 

estado de enovelamento e reenovelando elas com ou sem mediação de outras chaperonas ATP 

dependentes. Dentre os diversos papeis atribuídos a essa família de sHSPs podemos citar a 

diferenciação celular, autofagia, degradação proteassomal além de uma robusta propriedade 

antiapoptótica, que envolve vários estágios mediados pela atividade mitocondrial, apoptose 
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extrinsica assim como outras vias de sobrevivência celular. No caso específico das sHSPs 22, 

suas principais características associadas são uma atividade chaperona like assim como na 

regulação da autofagia celular (Bakthisaran, et al., 2015).  

Quanto as Hsps 70, foi atribuido a assistência a um amplo espectro de processos de 

enovelamento, incluindo o enovelamento de novas proteínas sintetizadas, reenovelamento de 

proteínas mal enoveladas ou agregadas, translocação membranar de proteínas secretadas e de 

organelas e o controle da atividade de proteínas regulatórias (Hartl & Hayer-Hartl, 2002; Young 

et al, 2003; Pratt & Toft, 2003). Todas essas propriedades são associadas a interação da HSP 

70 com segmentos peptídicos hidrofóbicos de proteínas de forma dependente de ATP. Além de 

suas funções específicas, as HSPs 70 cooperam com outras HSPs, co-chaperonas e outras 

proteínas chaperona-like ampliando ainda mais seu papel ao constituir grandes complexos de 

enovelamento proteico (Mayer & Bukau, 2005) 

A dual oxidase [Crassostrea gigas] possui função dupla e oposta. De acordo com Fleury 

e colaboradores 2009, essa proteína é uma enzima transmembrana que possui a mesma função 

da NADPH oxidase, atuando na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) durante 

infecções microbianas em ostras, sendo sua expressão em hemocitos associada a resposta desses 

organismos a infecção de vibrios virulentos (De Lorgeril et al, 2011; Bachère et al, 2015). Por 

sua vez, Timmins-Schiffman e colaboradoes 2014 assim como Wang e colaboradores 2013, 

apontam uma atividade de resposta ao estresse oxidativo atuando na redução de ROS livre 

através de um processo de oxirredução peroxidase-like. 

Devido a sua presença em organismos desde archiobactérias a mamíferos, o 

proteassoma é considerado um importante mecanismo celular, sendo o principal responsável 

pela degradação de diversas proteínas tanto no citosol quanto no núcleo por via não lisossomal, 

assim como possui envolvimento com diversas respostas celulares principalmente através de 

seu mecanismo de ubiquitinação. A proteasome subunit beta type-3-like [Aplysia californica], 

é considerada a principal subunidade proteolítica do proteassoma possuindo uma atividade 

treonina-like. Em relação a Chain X, Crystal Structure Of K63-Specific Fab Apu.3a8 Bound 

To K63-Linked Di- Ubiquitin, sua identificação representa a presença de ubiquitina na amostra 

(Seemüller, et al., 1995; Löwe, et al., 1995; Myung, et al., 2001; Jung, et al., 2009; Kisselev, et 

al., 2012).  

A calponina é uma proteína envolvida na contração muscular lisa interagindo com 

proteínas envolvidas na contração muscular de maneira ATP-dependente. Em relação a 

calponin-like protein [Mytilus galloprovincialis], de acordo com Sirenko 2016, esta possui uma 



Freitas, L.M.A.                                                                                        Resultados e Discussão 
 

49 
 

atividade envolvida na regulação da contração de músculos lisos ao inibir a atividade de Mg2+-

ATPase do complexo actomiosina de maneira dose dependente. 

As demais proteínas identificadas são consideradas proteínas estruturais que podem ser 

dividas em proteínas associadas a contração muscular como beta-actin partial [Microplitis 

mediator], tropomyosin [Argopecten irradians], beta-actin partial [Anas platyrhynchos], actin 

type 1 partial [Ostrea edulis], myosin essential light chain [Crassostrea gigas], RecName: 

Full=Tropomyosin [Mytilus galloprovincialis] e Protein CBG24447 [Caenorhabditis briggsae] 

(tropomiosina), do citoesqueleto celular cytoplasmic actin [Pinctada fucata], da organização do 

DNA Histone H1-delta [Crassostrea gigas] e Histone H4 [Heterocephalus glaber] e da estrutura 

básica ribossomal a ribosomal protein [Mytilus galloprovincialis].  

 

 

5.7- Efeito do NTZ sobre a arginina quinase 

 

 

Devido a sua identificação no experimento com a coluna de afinidade de NTZ e sua 

ampla distribuição nos seres vivos, foi realizado um ensaio para determinar como a interação 

dessa quinase com a molécula de NTZ alteraria sua atividade. Assim, foi utilizado um ensio 

onde a oxidação de NADH ocorre através de sua interação com lactato desidrogenase e 

piruvato, que foi gerado através do fosfoenolpiruvato e o ADP formado pela atividade da 

arginina quinase. A reação foi monitorada a 340 nm em relação ao tempo. 

 

FIGURA 15 – Representação do ciclo de atividade da arginia quinase. 
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O grupo de guanidinas quinases ou família de fosfato quinases (PK) é um grupo de 

enzimas que possuem papel fundamental na regulação dos níveis de ATP celular. Essas enzimas 

catalisam a transferência reversível do grupo γ-fosfato do ATP para um substrato de guanidina 

(creatinina, arginina ou lombricina). Apesar de sua variação estrutural dos receptores, fosfato 

quinases possuem um nível de conservação de cerca de 40% da identidade da sequência de 

aminoácidos entre eles em diferentes espécies (Ellington, 2001; Gattis et al., 2004).  

Arginina quinase (AK) e a creatina quinase (CK) são as enzimas da família de fosfato 

quinases mais representativas. Enquanto creatinina quinase está presente em vertebrados sua 

análoga arginina quinase é encontrada em invertebrados (Gattis, et al., 2004). No caso das 

arginina quinases, seu nível de identidade entre as diferentes espécies estudadas até o momento 

atinge 70% de identidade entre a sequência de aminoácidos (Alonso, et al., 2012; Pruett, et al., 

2003). Estudos estruturais demonstram que as arginina quinases possuem uma estrutura 

monomérica com dois domínios, sendo um C-terminal em folha-β e um N-terminal em α-hélice, 

com substratos se ligando em ambos domínios (Yousef, et al., 2003).  

A inibição da arginina quinase prejudica o equilíbrio energética celular. Uma vez que a 

célula encontre uma situação de alta demanda de ATP, a ausência ou diminuição de atividade 

dessa enzima acarreta na depleção das reservas celulares de ATP levando a diminuição do 

metabolismo/atividade celular o que, acoplado a alta demanda energética, leva a célula a 

senescência ou diretamente à apoptose (Davulcu, et al., 2009; Alonso, et al., 2012). 

Após o ensaio, foi realizada a regração linear no intervalo de tempo de velocidade 

constante de cada um dos experimentos para a determinação da velocidade da reação, expressa 

na figura 16. Neste, fica clara a tendência inibitória do NTZ em relação ao controle da reação 

uma vez que, nas concentrações utilizadas, atingiu-se uma inibição de aproximadamente 40% 

com a concentração de 10-4 M de NTZ. Esses dados nos trazem um resultado inédito em relação 

a um novo mecanismo de inibição enzimática por parte dessa drogra. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2826323/#R20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2826323/#R20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2826323/#R46
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2826323/#R46
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2826323/#R58
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FIGURA 16 - Velocidade de degradação de NADH em nano moles/min pela atividade da arginina quinase em 

relação a diferentes concentrações de inibidor (NTZ) utilizado. 
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6- CONCLUSÕES 

 

 

A utilização de NTZ como moluscicida demonstrou atividade significativa em relação 

aos grupos controle, atingindo mortalizadade superiores a 80%. Além disso, sua associação 

com amônia a 5,87 x 10-6M foi capaz de reduzir a concentração de NTZ necessária para 

obtenção de resultados similares em concentrações dez vezes menores.  

A capacidade do carvão ativado de remover a droga da água demonstra que sua 

utilização pode ser acoplada a sistemas com capacidade industrial e de rápido fluxo afim de 

garantir que não exista qualquer variável ecológica que por ventura possa ocorrer com a 

utilização de NTZ. 

O ensaio enzimático para PFOR demonstra que os mexilhões não possuem essa enzima, 

sugerindo um mecanismo de ação diferente do apontado pela literatura no caso desses animais. 

O método de afinidade utilizando a droga obteve dez identificações de proteínas não 

extruturais envolvidas e atividades que podem ser agrupadas em proteínas envolvidas na 

regulação da aposptose, proteínas proteassomais, proteínas envolvidas na contração da 

musculatura lisa de molusculos, proteínas da fmília das quinases e proteínas de resposta ao 

estresse celular.  

A confirmação da inibição de arginina quinase por NTZ, em combinação com os dados 

da coluna de afinidade, sugerem um novo mecanismo alvo dessa droga relacionado a 

diminuição da disponibilidade de ATP em momentos de alta demanda energética celular que 

ainda não foi explorado. Uma vez que a droga é capaz de inibir a arginina quinase em 

concentrações de 10-4M e que a mesma pode ser acumulada no mexilhão ao longo do tempo 

de tratamento, a toxidade apresentada pelo NTZ para o L. fortunei pode, em parte, ser explicada 

através desse mecanismo   

 Proteínas envolvidas na apoptose interagem com o NTZ e podem representar alvos 

moleculares relacionados ao mecanismo molucicida, indicando outro possível mecanismo para 

sua atividade tóxica. 
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