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Resumo. Muitos tipos de drogas sdo usados na medicina veterinaria para controlar e melhorar a satude animal através de trata-
mentos terapéuticos e profilaticos. A desvantagem desta pratica é que os produtos farmacéuticos e seus metabdlitos séo libe-
rados no ambiente e podem influenciar a fauna do solo através da excregédo do esterco ou pela posterior aplicagdo ao campo
agricola. As avermectinas sdo vastamente utilizadas na medicina veterinaria e na agricultura. Estudos anteriores demonstraram
que a ivermectina (IVM), um parasiticida amplamente utilizado, € muito toxico para diversas espécies de invertebrados ndo-alvo.
Tendo em vista que a IVM é pouco metabolizada, excretada de forma relativamente inalterada e pela escassez de dados sobre
a toxicidade aos invertebrados do solo, foram investigados, neste estudo, os efeitos agudos e crénicos deste parasiticida sobre
a glutationa-s -transferase (GST) da oligoqueta Eisenia foetida. As minhocas Eisenia foetida foram expostas a concentrages de
IVM a0, 1, 5,10, 50 e 100 mg kg, e as amostras foram tomadas nos dias 7, 14 e 28 para determinacao da atividade da GST.
Os resultados mostraram que a duragao da exposicao alterou significativamente os efeitos do parasiticida investigado sobre a
atividade de GST. Especificamente, ap6s uma reducao inicial, o prolongamento da exposi¢éo causou a indugao da atividade da
GST. Com o aumento da concentragéo de IVM, as atividades da GST foram inibidas significativamente apds 7 dias de exposigao.
Em particular, o efeito inibitério foi significativo nas concentragcdes mais elevadas de tratamento (10, 50 e 100 mg kg'). Por outro
lado, aos 14 e 28 dias foram observadas indugdes na atividade da enzima. A atividade da GST pode ser considerada como pa-
rametro sensivel para avaliar a toxicidade da ivermectina para minhocas.
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Abstract. Many types of drugs are used in veterinary medicine to control and improve animal health through therapeutic and pro-
phylactic treatments. The disadvantage of this practice is that pharmaceuticals and their metabolites are released into the envi-
ronment and may influence soil fauna through manure excretion and subsequent application to agricultural field. The avermectins
are extensively and increasingly used in veterinary medicine and agriculture. Previous studies have shown that ivermectin (IVM),
a widely used parasiticide, is very toxic to many non-target invertebrate species. In view of the little metabolism and most of the
ivermectin dose given to the animal is excreted, relatively unaltered, primarily in the feces and the scarcity of data on toxicity to
soil invertebrates, acute and chronic effects of the parasiticide on the glutatione-s-transferase (GST) of the oligochaete Eisenia
foetida were investigated. Earthworms of Eisenia foetida were exposed to IVM at 0, 1, 5, 10, 50 and 100 mg kg™ concentrations;
samples were taken at days 7, 14, and 28 exposure for determination of GST activities. The results showed that duration of the
exposure significantly changed the effects of the investigated parasiticide on the GST activity. Namely, after the initial decrease,
the prolongation of exposure caused the induction of the GST activity. With increasing IVM concentration, GST activities were
inhibited significantly after 7 days of the exposure. In particular, the inhibition effect was significant at the higher treatment levels
(10, 50 and 100 mg kg). On the other hand, at 14 and 28 days were observed inductions of enzyme activity. GST activity can be
regarded as sensitive parameter for evaluating the toxicity of ivermectin to earthworms.
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Introducao

Substancias farmacologicamente ativas sao prevencdo de varias doencas (Diaz-Cruz et al.
amplamente utilizadas na medicina humana e 2003; Sarmah et al. 2006), entretanto, atual-
veterinaria, para o diagnostico, tratamento e mente, sdo considerados importantes poluen-
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tes organicos emergentes, tanto em ambien-
tes terrestres como aquaticos (Carlsson et al.
2006; Morley, 2009; Lin et al. 2010; Horvat et al.
2012; Iglesias et al. 2012; Nie et al. 2013).
Embora estes farmacos sejam produzidos
para alvos especificos, quando introduzidos no
meio ambiente, eles podem agir sobre organis-
mos nao-alvo (Fent et al. 2006; Rombke et al.
2007), principalmente, devido ao fato destas
substancias e seus metabdlitos manterem ati-
vidade e persistirem no ambiente (Zhou et al.
2007; Kwon-Rae et al. 2011).

De acordo com a orientac&o atual sobre a ava-
liacdo de risco ambiental na Unido Europeia,
os medicamentos veterinarios sdo uma amea-
¢a para os organismos do solo e devem ser
avaliados através de dados experimentais so-
bre o seus destinos e potenciais efeitos adver-
sos (Rémbke et al. 2010; Torre et al. 2012).
Medicamentos veterindrios e seus metabdlitos
sao eliminados principalmente pelas fezes ou
urina dos animais tratados e podem ser poten-
cialmente perigosos para espécies nao-alvo
como a fauna que habita tanto o solo como
os estercos de origem animal (Sommer y Bibby
2002). Neste sentido, os efeitos de antiparasi-
tarios de uso veterinario frente a organismos
que habitam estercos estdo bem documen-
tados (Sommer et al. 1992; Holter et al. 1993;
Jensen et al. 2003).

A ivermectina (IVM) é um principio ativo per-
tencente a classe das avermectinas, que sao
substancias semi-sintéticas derivadas do mi-
croorganismo de solo Streptomyces avermitilis,
possuindo atividade inseticida, acaricida e an-
ti-helmintica, fazendo parte do grupo quimico
chamado de macrolactonas ou lactonas ma-
crociclicas (Shoop et al. 1995).

A eficacia das avermectinas esté relacionada
ao seu mecanismo de acgao, interagindo com
0os canais cloreto dependentes de glutama-
to em invertebrados. O parasiticida impede
o fechamento desses canais, aumentando a
permeabilidade aos ions Cl-, que gera hiper-
polarizagdo e transmissdo neuronal reduzida,
resultando em paralisia € morte dos parasitas.
Além disso, também inibem os canais de clo-
ro ligados ao acido g-aminobutirico (GABA),
que ocorrem no sistema nervoso periférico de
invertebrados e no sistema nervoso central
dos vertebrados (Forrester et al. 2003; Omura
2008).

Devido ao seu largo espectro de atividade, alta
eficiéncia e elevada margem de seguranca, a
ivermectina é um farmaco amplamente utiliza-

do (Shoop et al. 1995; Omura 2008), no entan-
to, o uso indiscriminado deste produto pode
originar consequéncias danosas ao meio am-
biente (Herd 1995).

A caracteristica da ivermectina de forte ad-
sorcao ao solo e a matéria organica (Halley et
al. 1989; Krogh et al. 2008), produz um baixo
potencial de dessorcdo (Krogh et al. 2008) e,
consequentemente, um baixo potencial de li-
xiviacao (Halley et al. 1989; Oppel et al. 2004),
devido a isso, segundo Mougin et al. (2003)
este farmaco se dissipa lentamente.

Essas propriedades fisico-quimicas fazem
com que a ivermectina seja muito persistente
em fezes bovinas, mesmo quando expostas
as condi¢cdes ambientais (Sommer y Steffan-
sen 1993; Suarez et al. 2003; Fernandez et al.
2009), apresentando concentracbes relativa-
mente constantes durante um periodo de até
60 dias (Iglesias et al. 2006).

Desta forma, os residuos medicamentosos dos
endectocidas desta classe ou seus metabdli-
tos em fezes de bovinos ocasionam efeitos ad-
versos em alguns organismos que habitam o
esterco e invertebrados ndo-alvo que vivem no
solo (Lumaret y Errouissi 2002; Suarez 2002).
Tem-se demonstrado que os insetos detritivo-
ros e os coledpteros copréfagos sédo os princi-
pais organismos afetados pela presenca de re-
siduos de lactonas macrociclicas nos estercos
(Errouissi et al. 2001; Suarez 2002; Iglesias et al.
2006; Suarez et al. 2009, Iglesias et al. 2011),
entretanto ndo ha consenso na literatura cien-
tifica em relacdo aos efeitos adversos e toxi-
cidade das avermectinas sobre a atividade de
minhocas (Madsen et al. 1990; Sommer et al.
1992; Wratten et al. 1993; Svendsen et al. 2003).
Entre os organismos pertencentes a comuni-
dade dos decompositores, as minhocas séo
um dos componentes mais importantes, con-
tribuindo significativamente para a decomposi-
¢ao da matéria organica, ciclagem de nutrien-
tes e formacgao do solo (Lavelle et al. 2007). No
entanto, sdo altamente afetadas pela conta-
minac&o do solo; seu modo de alimentacéo e
elevada relagcéo superficie/volume facilita a as-
similacao e a rapida distribuicao de substan-
cias toxicas para os seus tecidos (Nadeau et
al. 2001). Dentro deste contexto, as minhocas
tém sido utilizadas como um organismo mode-
lo para a avaliacdo de risco dos ecossistemas
terrestres (Ratte et al. 2003).

Desde 1984, minhocas da espécie Eisenia foe-
tida s&o preconizadas por organizacdes de pa-
dronizacdo de testes para uso em ensaios de
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ecotoxicologia terrestre (OECD 1984; ISO 1998),
porque elas podem ser facilmente cultivadas em
laboratorio e séo sensiveis a uma vasta gama
de produtos toxicos (Lowe y Butt 2007).

O uso excessivo e indiscriminado de lactonas
macrociclicas resulta em residuos de avermec-
tinas e consequente poluicdo ambiental (Lu-
maret y Errouissi 2002; Suarez 2002; Floate et
al. 2005).

Quantidades crescentes desses tipos de pro-
dutos quimicos sintéticos no ambiente exigem
o desenvolvimento de biomarcadores para
avaliar e monitorar os seus efeitos, que tradi-
cionalmente eram apenas identificados pelos
parametros de mortalidade e os danos a repro-
ducao e crescimento dos organismos. Biomar-
cadores bioquimicos sao cada vez mais utiliza-
dos nas avaliagcdes dos riscos ecolégicos dos
ecossistemas aquaticos e terrestres (Rizwan-ul
-Haq et al. 2012).

Neste sentido, as enzimas de detoxificacdo sao
largamente utilizadas para detectar toxicidade
em diferentes ambientes. Entre estas enzimas,
a glutationa-s-transferase (GST) desempenha
um papel fundamental na desintoxicacdo de
uma ampla gama de compostos (Bainy et al.
2000; Frova 2006; Aly y Schroder 2008).

As glutationa-S-transferases (Mannervik y Da-
nielson 1988) (GST, EC 2.5.1.18) sdo membros
de uma superfamilia de proteinas diméricas
multifuncionais envolvidas na detoxificacao ce-
lular de compostos citotoxicos e genotdxicos
e na prevencdo de danos oxidativos aos teci-
dos (Mannervik et al. 1992; Armstrong 1997).
Seu mecanismo catalitico é promover a adicao
nucleofilica do peptideo glutationa (GSH-Glu-
Cis-Gli) a uma extensa variedade de eletréfilos
hidrofébicos enddgenos e exdgenos, formando
produtos conjugados que sdo mais polares e
mais facilmente excretados do que os seus cor-
respondentes precursores (Lannutti et al. 2012).
Estudos comparando a sequéncia de aminoa-
cidos confirmam que as classes de GSTs exis-
tem numa gama surpreendentemente ampla de
organismos (Sheehan et al. 2001). Em mamife-
ros, por exemplo, as GSTs sdo principalmente
citosdlicas, com estrutura proteica homodimé-
rica e classificadas em oito classes distintas:
o, M, T, 0, o, x, § and o (Sheehan et al. 2001;
Lannutti et al. 2012). Enquanto que, em minho-
cas da espécie Eisenia foetida, Bogeraas et
al. (1996) e Rizwan-ul-Haq et al. (2012) carac-
terizaram a enzima glutationa-S-transferase e
identificaram como pertencente a classe Pi ().
Pesquisas relacionadas a elucidacao de pro-

Acta Toxicol. Argent. (2018) 26 (2): 71-82

cessos detoxificantes e respostas adaptativas
de proteinas como a GST podem ser Uteis para
uma melhor compreensao da toxicidade em
organismos expostos a substancias quimicas
(Otitoju y Onwurah 2007). Dentro deste con-
texto, estudos demonstraram a aplicabilidade
das enzimas GSTs como biomarcadores bio-
quimicos em minhocas contra diferentes clas-
ses de poluentes ambientais (Booth et al. 2000;
Lukkari et al. 2004; Velki y Hackenberger 2013).
Saint-Denis et al. (1998) demonstraram que
essas oligoquetas sdo metabolicamente bem
equipadas para responderem a presenca de
substancias quimicas, principalmente devido
a existéncia de atividade substancial da GST.
Neste sentido, Lacourse et al. (2009) sugeriram
esta enzima como potencial candidata a bio-
marcador molecular em estudos de poluicdo
ambiental.

Pesquisas recentes tém demonstrado altera-
¢des na atividade da GST em minhocas apds
exposicdo a solos contaminados por metais,
herbicidas, inseticidas e outros diversos agen-
tes quimicos (Booth et al. 2000; Saint-Denis et
al. 2001; Lukkari et al. 2004; Xiao et al. 2006; Aly y
Schroder 2008; Maity et al. 2008; Xie et al. 2011;
Rizwan-ul-Hag et al. 2012), mas pouco tem sido
relatado em relacdo a esta enzima como bio-
marcador frente a lactonas macrociclicas.

O objetivo do presente estudo foi examinar os
efeitos agudos e crénicos da ivermectina (IVM),
um importante membro da classe das lactonas
macrociclicas, sobre a enzima glutationa-S-
transferase em minhocas da espécie Eisenia
foetida.

Materiais e métodos

Substancias quimicas

Para os testes, a substancia padrao de iver-
mectina (22,23 dihidroavermectina-B1, pureza,
> 98%), glutationa reduzida (GSH) e 1-cloro
-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) foram adquiridos
da industria quimica Sigma-Aldrich Co. (St.
Louis, MO, USA). Todos os outros reagentes
quimicos foram de grau laboratorial padrao.

Organismo teste

Minhocas do género Eisenia da espécie foetida
(Lumbricidae, Annelida) foram obtidas a partir
do Minhocério da UFPel — Pelotas/RS e poste-
riormente multiplicadas e mantidas no minho-
cario da URCAMP/Bagé-RS de acordo com as
condicbes descritas por (Morselli 2009). Pos-
teriormente, foram selecionadas 50 minhocas
adultas e com clitelo desenvolvido para dar ini-
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cio a uma colénia mantida em esterco bovino
e sob condi¢cdes padronizadas de temperatura
(20° + 1°C), fotoperiodo (12:12 h: ciclo claro-es-
curo) e umidade (75%) em camara climatizada.
As minhocas utilizadas nos experimentos fo-
ram adultas com clitelo desenvolvido e obtidas
a partir da colbénia padronizada, com pelo me-
nos trés meses de idade, mas ndo mais que
um ano, com pesos individuais variando entre
350 e 550 mg. Entao, estas foram retiradas do
substrato de manutencao 24 h antes do inicio
dos testes, selecionadas e armazenadas em
placas de Petri sobre papel filtro Umido no La-
boratério de Bioquimica e Toxicologia Animal —
CCR/URCAMP-Bagé, RS, sob temperatura de
20 + 1 °C com luz 12:12 h: ciclo claro-escuro,
para esvaziamento do conteldo intestinal.

Procedimento experimental

Foi utilizado esterco bovino como substrato
teste neste estudo, oriundo dos mesmos ani-
mais e do mesmo local do esterco usado para
a manutengdo, livre de residuos de produtos
veterinarios.

Para o experimento foram selecionadas con-
centracoes de IVM (1 mg kg-1, 5 mg kg™ e 10
mg kg') ambientalmente relevantes com base
em estudos anteriores Halley et al. (1989);
Sommer y Steffansen (1993); Herd et al. (1996)
e Iglesias et al. (2006) assim como, concen-
tragcdes subletais (50 mg kg' e 100 mg kg™)
determinadas em trabalhos desenvolvidos por
Halley et al. (1989); Gunn y Sadd (1994); Sun et
al. (2005) e Wang et al. (2012).

Desta forma, as minhocas foram divididas
aleatoriamente em seis grupos, com quatro re-
peticdes: (1) controle: 0 mg kg™, (2) ivermectina
(IVM): 1 mg kg™, (3), 5 mg kg™ (4), 10 mg kg™
(5), 50 mg kg e (6) 100 mg kg™.

A substéancia quimica teste (ivermectina [[IVM])
foi dissolvida em acetona e em seguida, mis-
turada ao esterco para alcangar as concentra-
¢des nominais nos tratamentos a serem efe-
tuados com base na massa seca do substrato.
Agua destilada foi adicionada a mistura, para
atingir 75% da massa. Os substratos depois
de serem misturados com a substancia qui-
mica foram colocados em gabinete ventilado,
para permitir a evaporacdo da acetona resi-
dual e posteriormente transferidos para reci-
pientes plasticos. Agua foi adicionada para
compensar a massa perdida, devido a evapo-
racdo de acetona e, em seguida dez minhocas
foram introduzidas em cada recipiente. Este
teste segue as recomendacdes preconizadas

por Gao et al. (2007).

Para evitar que as minhocas escapem e que
ocorra presenca de organismos indesejados,
os recipientes foram fechados com tampas
perfuradas que permitem também uma ade-
quada ventilacéo.

Os recipientes teste foram de poliestireno com
uma base de 110 a 155 mm e com altura de 60
mm, mantidos sob temperatura de 20 + 2°C
com luz 12:12 h: ciclo claro-escuro Laborato-
rio de Bioquimica e Toxicologia Animal — CCR/
URCAMP-Bagé, RS.

O teste de toxicidade para avaliar os efeitos
sobre a enzima glutationa-S-transferase de
Eisenia foetida foi conduzido durante um perio-
do de 7, 14 e 28 dias de exposicédo de acordo
com as recomendacdes de OECD (1984).

Avaliacdo da enzima GST em Eisenia foetida
Preparo das amostras

As minhocas foram retiradas dos recipientes
ao término de cada periodo experimental, lava-
das com agua deionizada e antes das andlises
bioquimicas foram incubadas sem alimenta-
¢ao por vinte e quatro horas em papel de fil-
tro Whatman n°® 1 umedecido, a temperatura
ambiente para esvaziar seu conteudo do trato
digestério (Reinecke y Reinecke 2007).

As oligoquetas inteiras, apds o esvaziamento
digestério foram congeladas em nitrogénio li-
quido e em seguida armazenadas a - 20°C até
a andlise (ndo superior a uma semana) no La-
boratério de Bioquimica e Toxicologia Animal
(CCR/URCAMP-Bagé/RS).

Os organismos teste foram homogeneizados
em tampao Tris-HCI (0,1 M, pH 7,6) em qua-
tro partes (4:1 peso:volume), contendo fluore-
to de fenilmetilsulfonil (PMSF; 0,1 mM) em um
homogeneizador de tecidos Heidolph a 6.000
rpm. Em seguida, o homogeneizado foi centri-
fugado a 9.000g por 30 min em uma centrifuga
Coleman modelo 90-1, resultando em um so-
brenadante (S1) que foi utilizado para a medida
da atividade enzimatica da GST. Todos os pre-
paros teciduais foram realizados a 4°C.

Descricdo do método enzimatico

A atividade da enzima glutationa-S-transfera-
se (GST) foi medida usando o método preconi-
zado por Habig et al. (1974) com CDNB como
substrato para a medicao espectrofotométrica
em 340 nm a 25° C, utilizando o analisador bio-
quimico semiautomatico TP Analyzer - Ther-
moplate. O ensaio foi realizado com a adicao
sucessiva de 960 pL de tamp&o Tris (0,1 mol
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L, pH 7), 10 yL de CDNB (100 mmol L), 10
pL de glutationa (GSH, 100 mmol L) e 20 pL
do sobrenadante de minhoca. A reacao foi ini-
ciada pela adicao de GSH.

Uma unidade da GST foi calculada como pmol
de CDNB conjugado por mg de proteina (U
mg' proteina), usando o coeficiente de extin-
cao molar de 9,6 mM" cm™. Para o célculo da
atividade enzimatica, foi utilizado a variagcéo
da absorbancia por minuto 1 (A ABS/minuto)
durante 60 segundos conforme Habig et al.
(1974), desta forma, a atividade enzimatica foi
expressa em mmol mg-1 proteina minuto™.

O conteudo de proteinas totais para o extrato
enzimatico foi mensurado pelo método de Biu-
reto por meio de um kit diagndstico (Labtest
— Lagoa Santa, MG/Brasil). Todas as determi-
nacodes foram realizadas em ftriplicata.

Andlise estatistica

Todos os resultados sdo apresentados como a
meédia = desvio padrdo (DP). Os dados foram
submetidos primeiramente ao teste de norma-
lidade e homogeneidade das variancias (Teste
de Levene), como pressuposto para a realiza-
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cao do teste de ANOVA de uma via entre os
grupos testados, seguidos de comparacoes
post-hoc (teste de Duncan em dois niveis de
significancia: P < 0,05 e P < 0,01) para indicar
a diferenca entre grupos tratados em relacéo
ao grupo controle.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o software IBM SPSS 20 e os da-
dos plotados por intermédio do software Sig-
maPlot 10.0.

Resultados

Conforme observado na Figura 1, aos sete dias
de exposicdo a ivermectina detectou-se dife-
rencas (ANOVA, F = 9.39) entre os grupos tes-
tados. Foi verificado um pequeno aumento na
atividade da glutationa-s-transferase (GST) nas
concentracdes de 1 e 5 mg kg™, embora nédo
seja estatisticamente diferente do controle. Na
concentracéo de 10 mg kg™ pode-se observar
que houve uma reducéo significativa (P < 0,05)
na atividade da GST, enquanto nas concentra-
¢cdes de 50 e 100 mg kg™, foi verificado uma
maior reducéo (P < 0,01) na atividade da GST
em relagdo ao grupo controle.
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Figura 1. Atividade da enzima glutationa-S-transferase de Eisenia foetida exposta
a diferentes concentracdes de ivermectina durante sete dias. Os resultados
sdo expressos como média + desvio padréo. * Difere significativamente do

controle (P < 0,05); ** Difere significativamente do controle (P < 0,01).
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Aos catorze dias de exposicao a ivermectina,
diferencas (ANOVA, F = 4.80) entre os grupos
também foram detectadas, houve um aumen-
to (P < 0,01) na atividade da enzima glutationa
-s-transferase na concentragéo de 50 mg kg™,
enquanto que nas demais concentracdes ndo
foram verificadas diferencas estatisticas em re-
lac&o ao grupo controle (Figura 2).

Foi observado que aos vinte e oito dias de ex-

1,6

posicédo a ivermectina diferencas (ANOVA, F =
7.05) entre os grupos, devido a um aumento
(P < 0,01) da atividade da enzima glutiona-s-
transferase, nas concentracdes de 50 mg kg™
e 100 mg kg™, em quanto que nas demais con-
centracoes (1 mg kg™, 5 mg kg™ e 10 mg kg™)
estatisticamente ndo houveram diferencas em
relacdo ao grupo controle, conforme observa-
do na figura 3.
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Figura 2. Atividade da enzima glutationa-S-transferase de Eisenia foetida exposta a
diferentes concentragdes de ivermectina durante catorze dias. Os resultados s&o expressos
como média + desvio padrao. ** Difere significativamente do controle (P < 0,01).
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Figura 3. Atividade da enzima glutationa-S-transferase de Eisenia foetida exposta a dife-
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Discussao

Durante este estudo, foi verificado que aos
sete dias de exposicdo a ivermectina houve
uma redugdo significativa na atividade da GST
de Eisenia foetida nas concentracdes de 10 mg
kg™ a 100 mg kg, enquanto que nas concen-
tracbes mais baixas ndo foi observado altera-
¢ao em relagdo ao grupo controle. Esta inibi-
¢éo evidenciada na atividade da GST pode ser
atribuida ao estresse téxico ocasionado pela
ivermectina sobre a Eisenia foetida.

De acordo com Halley et al. (1989) o nivel de
avermectinas excretado nas fezes varia con-
forme o tipo de animal, doses administradas
e formas de aplicacéo, podendo alcangar con-
centracOes de até 18.5 = 7.4 mg kg™ (Herd et
al.1996).

Embora tenha sido demonstrado em alguns
estudos que os efeitos da ivermectina em mi-
nhocas sejam improvaveis em concentragoes
ambientalmente relevantes (Svendsen et al.
2003; Kaneda et al. 2006), os resultados ob-
tidos neste trabalho mostram que a atividade
da GST é inibida nestes organismos dentro das
condicdes de ensaio utilizadas.

A diminuicdo da atividade desta enzima pode
ser atribuida ao acumulo de conjugados de
GSH, possivelmente pela inibicdo seletiva da
expressao génica da GST como demonstra-
do por Srivastava et al. (1999). Somando-se a
isso, o estresse oxidativo gerado pelo excesso
de radicais livres ocasionado pela exposicao a
produtos quimicos também pode ajudar a ex-
plicar este fato (Xie et al. 2001; Xue et al. 2009).
Entre os sistemas enddgenos de detoxifica-
¢ado, a GST possui um papel critico na prote-
cao contra eletrofilos e produtos do estresse
oxidativo, por catalisar a conjugacédo da GSH
com uma ampla variedade de compostos,
desta forma a inibicdo da enzima resulta em
menor protecao celular, menor metabolizacdo
de xenobidticos e aumento na suscetibilidade
ao estresse oxidativo (Sheehan et al. 2001).
Tém-se demonstrado em outras pesquisas que
a atividade da GST de Eisenia foetida também
pode ser reduzida durante a exposicao a altas
concentracdes de substancias como o deca-
bromodifenil éter (Xie et al. 2011) e tetrabromo-
bisfenol A (Xue et al. 2009).

Por outro lado, Lin et al. (2010) mostraram que
a atividade da GST de E. foetida foi estimulada
apo6s uma exposicado de dois dias ao triclosan
com a dose de 300 mg kg™, no entanto, o efei-
to prolongado deste produto resultou em inibi-
¢ao da enzima.
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Ha escassez de dados na literatura em relagéao
aos efeitos de lactonas macrociclicas sobre a
GST de Eisenia foetida, entretanto trabalhos
conduzidos em outras espécies revelam que a
exposicdo a concentracdes crescentes (100 e
300 mg kg™ solo) de abamectina diminui a ati-
vidade da GST de Porcellio scaber (Kolar et al.
2010), enquanto que Jr. Vaz et al. (2004) nao
observaram alteragdo na GST de Boophilus
microplus frente a ivermectina.

Neste estudo, foi observado que aos catorze
dias de exposi¢éo a IVM houve flutuagdes na
atividade da enzima glutationa-S-transferase,
com elevacéo registrada de 1,27 + 0,05 mmol
mg™" proteina minuto™ na concentragao de 50
mg kg™, enquanto que nas demais concentra-
¢des ndao houveram diferencas em relagdo ao
grupo controle (0,97 + 0,039 mmol mg™ protei-
na minuto™).

As exposicdes a fatores de estresse ambien-
tal podem regular varios genes, estimulando ou
inibindo a expressao génica de proteinas rela-
cionadas a funcbes de protecdo celular (Riz-
wan-ul-Haq et al. 2012). Desta forma, o conta-
to com a ivermectina durante 14 dias poderia
desencadear o estimulo de genes responsaveis
pela sintese da enzima GST, explicando o fato
do aumento da atividade neste periodo.

Ao contrario da redugéo na atividade da GST
observada aos sete dias de exposi¢éo a IVM,
aos vinte oito dias de tratamento os resultados
mostram claramente valores elevados na ativi-
dade enzimatica em resposta as concentragoes
de 50 mg kg’ e 100 mg kg™ (1,29 + 0,06 e 1,36
+ 0,19 mmol mg™" proteina minuto™, respectiva-
mente) em relagdo ao controle com atividade
1,03 + 0,08 unidades de GST mg™" proteinas.
Dados semelhantes foram observados por Riz-
wan-ul-haq et al. (2012) que relataram indugao
da GST de Eisenia foetida expostas a elevadas
concentracdes de roxarsona e acido arsenilico.
Da mesma forma, em estudos in vitro condu-
zidos por EI-Shenawy (2010) houve aumento
na atividade da GST em hepatécitos de ratos
expostos a abamectina. Também foi demons-
trado que a substancia decabromodifenil éter
induz a atividade da GST, embora somente em
baixas concentragdes (Xie et al. 2011).

A inducado da GST é um processo fundamen-
tal na protegdo celular contra uma variedade
de substancias toxicas pro-oxidantes (Otitoju
y Onwurah 2007). Além disso, promove uma
melhor detoxificagdo dos xenobidticos através
da formacédo de um complexo com a GSH (El-
Shenawy 2010).
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O aumento na atividade da GST aos 28 dias de
exposicdo observado neste estudo, pode ser
devido a uma resposta adaptativa da Eisenia
foetida frente a ivermectina, como demonstra-
do por (EI-Shenawy 2010), que relataram em
hepatécitos de ratos a adaptacao a varios in-
seticidas pela indugéao da GST.

Respostas adaptativas a substancias quimicas
estdo relacionadas com um incremento na ex-
pressao génica da GST, como verificado por
Nadeau et al. (2001) apds a exposicao de Eise-
nia foetida a metais e a compostos como a ro-
xarsona e ao acido arsanilico (Rizwan-ul-Haqg
et al. 2012).

Conclusao

Neste trabalho, foi observado que a ivermecti-
na em altas concentragdes (10 mg kg™, 50 mg
kg’ e 100 mg kg) reduz a atividade da GST
de Eisenia foetida aos sete dias de exposicéo,
possivelmente ocasionado pelo estresse toxi-
co. Entretanto, com o prolongamento da expo-
sicao (14 e 28 dias) houve uma inducéo da ati-
vidade enzimatica, provavelmente resultante de
uma adaptagcédo metabdlica neste organismo.
Este estudo foi Util para compreender o papel da
GST como um biomarcador potencial de expo-
si¢éo a substancias contaminantes do solo co-
mo a ivermectina em Eisenia foetida, no entanto
pesquisas adicionais necessitam ser realizadas
para avaliar o efeito deste farmaco por intermé-
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