CLARISSA PELLEGRINI FERREIRA

BIOMARCADORES BIOQUIMICOS E SUA RELA(;:AO COM METAIS EM OSTRAS
Crassostrea gasar MANTIDAS EM UM ESTUARIO NO SUL DO BRASIL

Dissertacdo apresentada ao Curso de Pos-
Graduacao em Bioquimica e Biologia Molecular,
apresentado ao Centro de Ciéncias
Agroveterinarias — CAV, da Universidade do Estado
de Santa Catarina, como requisito para obtencao
do grau de mestre.

Orientadora: Karin Hahn Lichmann Dr.

LAGES
2018



Ficha catalografica elaborada pelo(a) autor(a), com
auxilio do programa de geragdo automatica da
Biblioteca Setorial do CAV/UDESC

Pel l egrini Ferreira, Carissa

Bi omar cador es bi oquim cos e sua rel agdo com netais
em ostras Crassostrea gasar mantidas em um Estudrio
no sul do Brasil / Carissa Pellegrini Ferreira. -
Lages , 2018.

96 p.

Oientadora: KarimHahn Lichmann

Di ssertacao (Mestrado) - Universi dade do Estado de
Santa Catarina, Centro de G éncias
Agroveterinarias, Programa de P6s-G aduacdo em

Bi oqui m ca e Biol ogia Mdl ecul ar, Lages, 2018.

1. Crassostrea gasar. 2. Sistema Estuarino de
Laguna. 3. Metais. 4. Biomarcadores bioquimcos. |I.
Hahn Lichmann, Karim 11. Universidade do Estado de
Santa Catarina. Programa de POs- G aduacgdo. 111.
Titul o.




CLARISSA PELLLEGRINI FERREIRA

BIOMARCADORES BIOQUIMICOS E SUA RELAC;AO COM METAIS EM OSTRAS
Crassostrea gasar MANTIDAS EM UM ESTUARIO NO SUL DO BRASIL

Dissertacao apresentada ao Programa de Pdés-graduacdo em Bioquimica e Biologia
Molecular como requisito para obtencao do titulo de Mestre em Bioquimica e Biologia
Molecular, da Universidade do Estado de Santa Catarina.

Banca Examinadora:

Orientador: _ RO yn o advn o hyvnWorn Y =
(Dra. Karim Hahn Lichmann)
UDESC
i ¥ -
Membros:

(Dr. Eduardo Alves de Almeida)
FURB

(Dra. Indianara Fernanda Barcarolli)
UDESC

Floriandpolis, 18 de julho de 2018.


INDI
Stamp





AGRADECIMENTOS

Aos meus pais Wilson e Magda, minha tia Regina Célia, que me apoiaram em
todas minhas decisdes, por terem compreendido minhas auséncias e, ajudarem a
cuidar do meu filho Davi em alguns periodos de auséncia.

Em especial a minha mae que me motivou a continuar, mesmo quando parecia
ter esgotado todas minhas forcas.

Ao meu marido Bruno que esteve sempre ao meu lado, viajando comigo
sempre que necessario e, me ajudando principalmente na coleta das ostras.

Aos meus irmaos Marcus Vinicius e Carla, pela ajuda nos estudos e conselhos
dados.

A minha orientadora Karim Hahn Luchmann que foi de vital importancia para o
trabalho e pessoa a quem pude me reportar quando o trabalho passava por alguma
fase critica e, pelo auxilio de forma ardua e exaustiva me incentivando e ndo me
deixando desistir.

A Equipe do LABCAI, Daina, Rapha, Barbara, Flavia, Isis, Jac6 e Clei, pela
colaboragéo nas coletas das ostras em Floriandpolis e, por ter permitido utilizar seu
espaco, para as analises da pesquisa, sem eles seria impossivel atender os requisitos
que permearam este trabalho.

Ao Laboratério LMM na pessoa do professor Claudio Mello e Carlos Henrique
Gomes pelo fornecimento das ostras para o referido estudo.

Ao Laboratério de UFMA, em especial a professora Marianna Basso Jorge,
pelas andlises quimicas realizadas.

A Equipe do CERES, Juliano, Nicole, Ju Moser, Thais Agda e Jodo que
auxiliaram nas coletas das ostras na lagoa e pelo companheirismo ao longo de todo o
caminho percorrido durante o Mestrado.

A Mariana que sempre se prontificou em ajudar nas minhas anélises e, em me
acolher na sua residéncia quando de minha ida para Lages.

Ao apoio financeiro da FAPESC pela Bolsa de Estudos e ao CNPq por tornar
realidade este projeto.

Agradego as pessoas que diretamente e indiretamente me auxiliaram neste

trabalho, tornando possivel seu término. Obrigada!






... E saber se sentir infinito, num universo tao vasto e bonito, é saber sonhar...
(Ana Vilela)






RESUMO

PELLEGRINI FERREIRA, Clarissa. Biomarcadores bioquimicos e sua relacao
com metais em ostras Crassostrea gasar mantidas em um Estuario no Sul do
Brasil. 97p. 2018. Centro de Ciéncias Agroveterinarias — CAV da Universidade do
Estado de Santa Catarina, Lages. 2018.

O Sistema Estuarino de Laguna, representa importante fonte econémica para o sul
de Santa Catarina, Brasil, contudo, recebe contaminacdo de variadas fontes.
Quando organismos sao expostos a xenobiéticos o sistema de biotransformacéao é
acionado, eliminando-os mais facilmente. Entretanto, pode aumentar a producéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). Buscando homeostase, os organismos
possuem o sistema de defesa antioxidante responsavel por remover EROs. Ainda,
muitos contaminantes podem afetar processos neurotéxicos. Representantes destes
sistemas, sao utilizados como biomarcadores bioquimicos em estudos
ecotoxicolégicos. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar os padrées de
bioacumulacdo de metais e as respostas bioquimicas em ostras do mangue,
Crassostrea gasar, expostas por 45 dias no Sistema Estuarino de Laguna, SC. Para
tanto, em outubro de 2017, ostras C. gasar foram transplantadas de um local
referéncia na Caiera da Barra do Sul em Florianépolis, SC, para dois locais
impactados por atividades antrépicas no Sistema Estuarino de Laguna, sul de SC.
Dez animais nao foram expostos e considerados como tempo inicial (T0), enquanto
os demais foram expostos por 7 dias, 15 dias, 30 dias e 45 dias. Ao final de cada
tempo de exposicdo, as atividades das enzimas catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPX), glutationa redutase (GR) e glicose 6-fosfato desidrogenase
(G6PDH), glutationa S-transferase (GST), e acetilcolinesterase (AChE) foram
determinadas em branquias e glandulas digestivas de ostras provenientes do local
referéncia e daquelas expostas, assim como a bioacumulacado dos metais (Al, Ba,
Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, P, Pb, Sb, Sc, Se, Sn, V e Zn). As ostras bioacumularam
metais, em especial o cadmio, nas branquias e glandulas digestivas, em
concentragdes semelhantes a de locais considerados contaminados, principalmente
nas branquias dos individuos mantidos no P2. A presenca de contaminantes pode
ter aumentado a producdo de EROs, consequentemente levando a deplecado da
GSH. Fato este, explicado, pelo decréscimo na atividade da GST, junto ao aumento
da atividade da GPx e a nao alteracdo na atividade da GR, nas branquias dos
organismos expostos apds 45 dias. As respostas do presente estudo indicam o
potencial da C. gasar como bioindicadores de contaminacao aquatica e recomenda
a implantagcdo de um programa de biomonitoramento no Sistema Estuarino de
Laguna.

Palavras-chave: Crassostrea gasar. Sistema Estuarino de Laguna. Metais.
Biomarcadores bioquimicos.






ABSTRACT

PELLEGRINI FERREIRA, Clarissa. Biochemical biomarkers and their relationship
with metals in oysters Crassostrea gasar kept in an estuary in southern Brazil.
97p. 2018. Centro de Ciéncias Agroveterindrias — CAV da Universidade do Estado de
Santa Catarina, Lages. 2018.

The Laguna Estuarine System represents an important economic source on the south
of Santa Catarina state, Brazil. The system receives contamination from various
sources. When organisms are exposed to xenobiotics it activates the biotransformation
system, which helps eliminating them more easily. On the other hand, that can lead to
the increased production of reactive oxygen species (ROS). Seeking homeostasis,
organisms have the antioxidant defense system responsible for ROS removal. Yet,
many contaminants can affect neurotoxic processes. Representatives of these
systems are utilized as biochemical biomarkers on ecotoxicological studies. Therefore,
this paper had the objective of assessing the metal bioaccumulation patterns and the
biochemical response by mangrove oysters, Crassostrea gasar, exposed for 45 days
at the Laguna Estuarine System, SC. In October 2017, C. gasar oysters were moved
from a reference site in Caiera da Barra do Sul in Florian6polis, SC, to two new
locations impacted by anthropic activities on the Laguna Estuary System, south SC.
Ten specimens were not exposed and considered as the initial time (T0), while the
others were exposed for 7, 15, 30 and 45 days. At the end of each exposure, the
activities of the catalase enzymes (CAT), glutathione peroxidase (GPX), glutathione
reductase (GR) and glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PDH), glutathione S-
transferase (GST), and acetylcholinesterase (AChE) were determinate on gills and
digestive glands from oysters coming from the reference site and from the exposed
sites, also was determinate the bioaccumulation of metals (Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,
Mn, Ni, P, Pb, Sb, Sc, Se, Sn, V and Zn). The oysters bioaccumulated metals, in special
cadmium, on the qills and digestive glands similar to known contaminated sites,
especially on the gills of the oysters kept in P2. The presence of these contaminants
could raise ROS generation, leading to a depletion in GSH, since there was an
inhibition of GST together with an increase in GPx activities, while GR activities did not
change in any significant form on the gills of the specimens exposed for 7, 15, 30 and
45 days. The study shows the potential C. gasar has as an aquatic contamination
biomarker and recommends the implantation of a biomonitoring program on the
Laguna Estuary System.

Keywords: Crassostrea gasar. Laguna Estuarine System. Metals. Biochemical
Biomarker.
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1 INTRODUGCAO
1.1 ESTUARIOS: IMPORTANCIA E IMPACTOS AMBIENTAIS

Os estuarios, localizados na zona costeira, possuem um dos gradientes
ambientais mais acentuados, onde terra, mar e atmosfera interagem de modo Unico,
trocando energia e matéria. Sdo considerados corpos d’agua semifechados, pois
possuem uma ligacao livre com o oceano, e a medida que a agua do mar adentra vai
sendo diluida pelo aporte de agua fluvial, determinando o grau de mistura entre estas
duas massas de agua (PRITCHARD, 1967). Desta maneira, os sistemas bioldgicos,
fisicos e quimicos sdo dinamicamente intensos nos estuarios, uma vez que flutuacées
de salinidade, aporte de agua doce, maré, luz e estratificacdo de temperatura séo
constantes (CARLETON RAY; MCCORMICK-RAY, 2013). Sendo assim, o0s
organismos precisam ser adaptados para residir nos estuarios, até mesmo para
aqueles que passam apenas uma fase de sua vida nestes.

Os estuarios ocupam 18% da superficie da Terra e contam com 0,5% do
volume dos oceanos. Possuem as mais diversas funcbes ecologicas, em que
fornecem 50% da desnitrificacdo global, 80% da matéria organica, 90% da
mineralizacdo sedimentar e 50% da deposicdo de carbonato (CARLETON RAY;
MCCORMICK-RAY, 2013). Adicionalmente, promovem "2 da producdo primaria
mundial, aproximadamente 14% da producao oceanica e 90% da captura pesqueira
mundial. Contudo, cerca de 75 a 90% dos efluentes de rios, incluindo os elementos
quimicos e contaminantes associados, também acabam nos estuarios (CROSSLAND
et al., 2005). De acordo com Crossland e colaboradores (2005), cerca de 45% da
populacdo humana e 75% das cidades estdo localizados proximo a regides
estuarinas. Entretanto, a ma conduta antrdpica impacta a sustentabilidade dos
estuarios resultando em pressdes, como contaminacao, eutrofizacao, industrializacao,
desenvolvimento urbano desordenado, desmatamento, producao agricola e aquicola
em areas nada propicias, além da pesca predatoria (CROSSLAND et al., 2005).

A exploracao de recursos naturais durante décadas, associada a falha em
proteger tais ecossistemas, resultam em impactos negativos da urbanizagao ao longo
dos estuarios. Portanto, o desenvolvimento urbano, juntamente a aquicultura, pesca
predatéria, lancamento continuo de contaminantes e alteragbes hidrologicas

contribuem para a degradacao e podem levar a um decréscimo na biodiversidade de
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tais ambientes (SAAD; CUNHA; COLPO, 2018). Ainda, a contaminacdo ambiental
pode gerar efeitos deletérios nos organismos aquaticos e também na saude humana
(MACEDA et al., 2015). Desta forma, é possivel observar um conflito entre os bens e
servicos ecoldgicos e econbmicos providos pelos estuarios e a ma gestao destes
recursos afetado pela pressao antrépica.

1.2 O SISTEMA ESTUARINO DE LAGUNA

O Sistema Estuarino de Laguna (Figura 1) localiza-se ao sul do estado de Santa
Catarina, entre os municipios de Imbituba e Laguna, sendo composto por trés
principais lagoas: Lagoa do Mirim, Lagoa de Imarui e Lagoa de Santo Antdnio dos
Anjos (MACHADO, 2008). O Sistema Estuarino é a porgéao final da Bacia Hidrografica
do Rio Tubarao. O Rio Tubarao, responsavel pelo principal aporte de agua doce na
regiao, nasce nas encostas da Serra do Rio do Rastro, no municipio de Lauro Miller
com a confluéncia do Rio Rocinha e o Rio Bonito, e percorre um trajeto de 120 Km até
encontrar seu destino, a Lagoa Santo Anténio dos Anjos, em Laguna.

Figura 1 — Sistema Estuarino de Laguna, Santa Catarina. Em vermelho as principais
cidades em seu entorno. Em amarelo as lagoas que o compdem e 0
principal rio que desagua no sistema estuarino
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

O Sistema Estuarino de Laguna é ecologicamente rico e bastante produtivo
(EICHLER et al., 2006), sendo fonte de sustento para muitas familias da regidao. Ao
longo dele distribui-se grande numero de comunidades que exercem atividades de
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agricultura, pesca artesanal e turismo (MACHADO, 2008). Entretanto, estas e outras
atividades, bem como as realizadas no entorno da Bacia Hidrografica do Rio Tubarao,
podem contribuir com a degradacéo da qualidade da 4gua de suas lagoas.

A pesca artesanal da tainha (Mugil sp.) € um conhecido atrativo turistico da
regido, onde botos-da-tainha (Tursiops truncatus gephyreus) cooperativamente
conduzem cardumes de tainhas na direcdo dos pescadores, e “sinalizam” por displays
comportamentais quando e onde os pescadores devem jogar suas redes (DAURA-
JORGE et al., 2012; SIMOES-LOPES; FABIAN; MENEGHETI, 1998). Em 1997, a
populacao de botos-da-tainha tornou-se patriménio natural da cidade de Laguna (Lei
Municipal N® 521), visando a protecao dos botos, evitando ou coibindo atividades que
possam causar danos aos mesmos. Em 2015, foi aprovado um projeto de lei na
Comisséo de Cultura da Camara dos Deputados, que confere a Laguna o titulo de
Capital Nacional dos Golfinhos Pescadores. No entanto, a populagdo de botos
encontra-se ameacada pela potencial contaminagédo antrépica que afeta o sistema
estuarino e a qualidade de vida dos organismos que ali habitam (RIGHETTI, 2017).

A pesca artesanal do camarao, outra atividade econémica bastante realizada no
estudrio, € uma atividade noturna que utiliza um atrativo luminoso acoplado a uma
bateria, atraindo, assim, a presa para dentro da rede denominada “avidozinho”. Estima-
se que entre os anos de 2004 e 2005, cerca de 55 toneladas de camardo foram
capturadas, porém os dados apontam que em pouco mais de seis anos houve uma
reducao de 90% da pesca deste recurso. Estes dados indicam que o recurso encontra-
se em niveis tdo baixos de abundancia que sua recuperagdo esta comprometida
(HAIMOVICI; HAIMOVICI; ANDRIGUETTO FILHO; SUNYE, 2014). Para o secretario
do Sindicato dos Pescadores de Laguna (SindiPesca), Volnei dos Santos Tomé, a
escassez deste recurso esta relacionada ao uso indiscriminado de agrotoxicos, falta de
saneamento basico das cidades do entorno e pesca predatéria (ROSA, 2015). No
entanto, a prépria pesca pode gerar impactos negativos no estuario através da perda
de baterias, que s&o fonte de acido sulfurico e metais, como o chumbo, para o ambiente.

Tratando-se de agrotdxicos, Santa Catarina € o segundo maior produtor de arroz
do pais, no qual a maior producao encontra-se no sul do estado (61,9% da producao
total) (SOSBAI, 2016). Para a producdo e protecdo das plantas sao utilizados
fertilizantes, herbicidas, inseticidas e fungicidas e, se ndo manejados corretamente, tais
agroquimicos possuem potencial de contaminagdo no ambiente. Os agrotoxicos

incluem varios grupos de compostos que foram desenvolvidos um apés o outro, como
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organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretrdides, neonicotindides e
biopesticidas (CARVALHO, 2017). Diversos sao os agrotdxicos e doses recomendadas
para o uso no cultivo de arroz em Santa Catarina, tais como piretrdides (Cipermetrina),
neonicotindides (Imidacloprido, Tiametoxam), dentre outros, que podem ser
encontrados no site da Sociedade Sul-Brasileira de Arroz Irrigado (SOSBAI, 2016).
Apesar de esforcos de instituicoes como a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa) e a Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de
Santa Catarina (EPAGRI) para o correto uso de agroquimicos, a agua de irrigacéo do
arroz pode ser o jeito mais rapido em que estes chegam ao Sistema Estuarino de
Laguna, afetando organismos nao-alvo e promovendo impactos negativos ao ambiente
(SOSBAI, 2016). Adicionalmente, avides “teco-tecos”, que sobrevoam as lavouras de
arroz pulverizando agrotdxicos, atuam como possivel fonte de contaminantes no
estuario (ROSA, 2015). Na tentativa de combater pragas em lavouras de arroz, novas
férmulas de agrotoxicos sao utilizadas, fora aqueles ja banidos no Brasil e de muitos
paises por seus conhecidos efeitos negativos no homem e em outros organismos
(COLLINS; ALVAREZ; CHAUHAN, 2014).

Em estudos prévios realizados em 2013 e 2014 por nosso grupo de pesquisa,
ostras Crassostrea gasar foram transplantadas de regides de cultivo de Florianoépolis,
SC, para o Sistema Estuarino de Laguna, onde permaneceram por uma semana. Apés
o periodo de exposicao, foi observada a presenca de Endosulfan Il e DDT nos
organismos amostrados, dois dos pesticidas organoclorados banidos do Brasil ha
mais de uma década (SOUZA, 2015). Por outro lado, o uso de agrotoxicos
considerados “modernos” como o0s piretroides e neonicotindides, que ndo causam
efeitos toxicos ao homem, podem contribuir para a mortalidade de outros organismos,
como o camarao, contribuindo para a diminuicdo de sua abundéancia (HOOK et al.,
2018). De fato, Hook e colaboradores (2018) observaram o efeito de pesticidas
modernos, como o Imidacloprido, em fazendas de camardes na Australia, em
concentragdes ja observadas para outros crustaceos, que causaram inibicdo do
consumo de alimentos e mortalidade destes organismos.

Além dos impactos provenientes das atividades pesqueiras e agricolas citadas
anteriormente, a Bacia Hidrografica do Rio Tubarao, recebe, em seu longo caminho
percorrido, contaminantes de diversas fontes, conforme apresentado na Tabela 1.
Desta forma, quimicos organicos e inorganicos sao continuamente lancados nas

aguas do Sistema Estuarino de Laguna.
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Atividade/ efluente

Sdlidos Liquidos

Atmosféricos

Principais agentes

Engenho de farinha de
mandioca

Pastas/lodo de
amido/féculas resultantes
de decantacao natural dos
efluentes liquidos

Agua da lavacao das
raizes e da prensagem

Combustdes incompletas
da queima de lenhas/
cavacos no forno de
farinha

Cianeto; matéria orgéanica;
sélidos sedimentaveis ar: -
materiais particulados
(cinzas e fuligem), monéxido
de carbono (CO) e CO2 NOx

Fecularias

Pastas/lodo de
amido/féculas resultantes
de decantacao natural dos
efluentes liquidos

Agua

Combustdes incompletas
da queima de lenhas/
cavacos ou Oleos
combustiveis em caldeiras
e secadores de féculas

Cianeto; matéria organica;
s6lidos sedimentaveis ar: -
materiais particulados
(cinzas e fuligem), monéxido
de carbono (CO) e CO2 NOx
e SOx

Reciclagem de solventes

Lodos organicos das
evaporacgdes/ destilacdes

Combustdes incompletas
da queima de 6leos
combustiveis e outros
solventes residuos em
geradores de calor

Materiais particulados
(cinzas e fuligem), mondxido
de carbono (CO), didxido de
carbono (COz2) e 6xidos de
nitrogénio (NOx) e oxidos de
enxofre (SOx)

Postos de combustiveis
ativos ou desativado com
passivo ambiental;
Lavacdo de veiculos

Areia contaminada Lavacao da pista de
descarga e ilha de bombas

e vazamento de tanques

Benzeno, tolueno, xileno e
etilbenzeno; solidos
sedimentaveis, detergentes;
Oleos e graxas

Fabrica de bebidas
alcodlicas e refrigerantes

Lavagéo de piso e
vasilhames

Cloro e detergentes

Suinocultura

Dejetos, compostos
organicos

Lixiviacao de NHs, Cu e Zn
Escoamento de fosfatos

Odores, NH4 e N2O

Matéria orgéanica; sélidos
sedimentaveis

Abatedouros, frigorificos,
industrializacéo de
produtos animais

Lodos (gorduras e micro
visceras)

Agua e sangue do abate

Combustdes incompletas
da queima de 6leos
combustiveis em caldeiras

Matéria organica; solidos
sedimentaveis e detergentes
- materiais particulados
(cinzas e fuligem), mondxido
de carbono (CO), didxido de
carbono (COz2) e 6xidos de
nitrogénio (NOx)
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Tabela 1 — Tipos de efluentes gerados na Bacia Hidrografica do Rio Tubarao (continuagao)

Laticinios

Lavagdo de pisos e
vasilhames

Matéria orgéanica; sélidos
sedimentaveis e detergentes;
6leos e graxas

Beneficiamento do arroz

Agua da parbolizagao

Combustdes incompletas
da queima de lenha/
cavacos ou cascas de
arroz em caldeira

Sulfatos, sulfitos, nitratos,
nitritos, matéria organica;
sélidos sedimentaveis:
materiais particulados
(cinzas e fuligem), mondxido
de carbono (CO) e CO2 NOx

Esmaltacéo de produtos
ceramicos

Lodos/ residuos de
esmalte

Agua de lavagéo de
equipamentos

Corantes de esmalte, acido
sulflrico chumbo, materiais
particulados (cinzas e
fuligem)

Reciclagem de baterias

Borra de fundicao de
chumbo

Agua contendo acido
sulfdrico e chumbo

Vapores de chumbo de
operacoes de fusao;
Combustdes incompletas
da queima de lenha/
cavacos ou 6leos
combustiveis em
aguecedores

Monéxido de carbono (CO) e
CO2 NOx e SOx

Féabrica de baterias

Borra de fundicao de
chumbo

Agua contendo &cido
sulfurico e chumbo

Vapores de chumbo de
operagdes de fusio;
Combustdes incompletas
da queima de lenha/
cavacos ou 6leos
combustiveis em
aquecedores

Acido sulfdrico e chumbo;
materiais particulados
(cinzas e fuligem), mondxido
de carbono (CO) e CO2 NOx

Oleo de cozinha

Resto de 6leo

Oleos e gordura animal

Serigrafia

Agua de lavagéao de telas

Tintas

Oficina mecéanica

Agua de lavagao de pgas

Tolueno, etilbenzeno e
xileno; solidos sedimentares;
Oleos e graxas

Tabela 1 — Tipos de efluentes gerados na Bacia Hidrografica do Rio Tubarao (concluséo)
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Oficina de chapeacéo e
pintura

Agua de lavacao de pecgas

Vapores de solventes
organicos da pintura;
fumos metalicos das
soldas

Solvente das tintas:
solventes aromaticos (xileno,
tolueno) e alifaticos (cetonas,
acetatos, etc.)

Lavanderias

Agua de lavagao

Detergentes
Corantes
Cloro

Fébrica de equipamentos
(com fundicéo)

Areias de moldagem
contaminadas por resinas

Materiais particulados /
fumos metalicos

Fumos metalicos
Resinas fendlicas

Fabricas de produtos
quimicos

Agua contendo diversos
produtos quimicos

Diversos produtos quimicos

Lavacgao, tingimento,
alvejamento, estamparia
e/ou amaciamento

Agua de lavagao

Detergentes, corantes e
cloro

Fabricacdo de alimentos
em geral

Agua de lavagao

Matéria organica;
sélidos sedimentaveis;
6leos e gordura animal

Tanques autbnomos de
consumidor final de
combustiveis liquidos

Derramamento na area de
descarga e vazamento em
tanques

Tolueno, etilbenzeno e xileno;
sélidos sedimentaveis; 6leos
e graxas

Incineradores hospitalares

Cinzas residuais do

Combustdes incompletas

Materiais particulado, cloretos,

incinerados na queima fluoretos. monéxido de carbono

(CO) NOx e SOx.
Organoclorados (dioxinas e
furanos)

Efluentes de aterros Chorume Diversos

sanitarios

Fabricagéo de telhas de cinzas Combustdes incompletas Materiais particulados

barro cozido da queima de lenha/ (cinzas e fuligem), mondxido

cavacos nos fornos de carbono (CO), CO2 NOx
Armazenamento Diversos Diversos

temporario de residuos
classe |, Il, 11

Fonte: DAMIANI e COLS., 2008, p. 26-28.
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O Rio Tubardao vem sendo impactado por atividades de mineracao de carvao
ha mais de 50 anos (RODRIGUEZ-IRURETAGOIENA et al., 2016). O carvao é uma
mistura heterogénea contendo componentes organicos e inorganicos, como metais.
De acordo com Ledn-Mejia et al. (2016), a presenca de tais elementos pode gerar
diversos problemas ambientais relacionados a atividade de mineracao. No entanto, é
um dos combustiveis fésseis mais abundantes do planeta, utilizado em usinas
termelétricas (DRAGOVIC et al., 2013), no qual sua combustio parcial é fonte de
diversos outros contaminantes como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos - HPAs
(ROHR et al., 2013), tornando-se, entdo, uma das principais causas de contaminacao
de origem antrépica para o meio ambiente. O Complexo Termelétrico Jorge Lacerda,
localizado entre os municipios de Tubarao e Capivari de Baixo, em Santa Catarina, é
a maior usina termelétrica da América Latina e teve, até o ano de 2008, um ciclo aberto
de cinzas e uma bacia de sedimentacdo diretamente ligada ao Rio Tubarao
(RODRIGUEZ-IRURETAGOIENA et al., 2015). Contudo, apesar de passada uma
década, muitos dos contaminantes ora liberados pela usina sdo persistentes no
ambiente e possivelmente continuam a gerar impactos.

Os poluentes organicos persistentes (POPs) englobam um grupo diversificado
de contaminantes organicos, caracterizados pela sua toxicidade, persisténcia e
capacidade de acumulacdo ao longo da cadeia tréfica. Entretanto, sdo gerados
através de atividades industriais e agricolas, e causam risco a saude dos mais
diversos organismos a eles expostos (BATOOL et al., 2016). Quanto aos metais,
alguns podem ser essenciais ao funcionamento de enzimas e mecanismos celulares,
porém, dependendo de suas concentracdes podem ser téxicos. Por outro lado, metais
nao essenciais (xenobidticos), podem ser tdxicos mesmo em pequenas
concentracdes (JAKIMSKA et al.,, 2011). Contaminantes organicos e inorganicos
podem bioacumular no tecido dos organismos e como consequéncia amplificar a
persisténcia desses compostos no ambiente através da biomagnificacao, ou seja, na
transferéncia do composto através da cadeia alimentar (SUEDEL et al., 1994). Este
processo pode representar risco ecoldgico e os efeitos deletérios associados a estes
contaminantes surgem anos apos a exposi¢ao (RIGHETTI, 2017).

Sendo a contaminacdo decorrente das mais diversas fontes, estudos em
regides que impactam direta ou indiretamente o Sistema Estuarino de Laguna vem
sendo realizados recentemente. Dentre os parametros analisados, destacam-se a
quantificacado de metais em agua e/ou solo (RODRIGUEZ-IRURETAGOIENA et al.,
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2015, 2016), a analise da bioconcentracdo de metais em ostras (PIAZZA, 2016), além
de estudos da bioacumulacdo de contaminantes organicos e/ou inorganicos
associada a respostas de biomarcadores de contaminacdo aquatica em ostras
(FERREIRA, 2015; LOPES, 2002; SOUZA, 2015) e botos-da-tainha (RIGHETTI,
2017). Estudos recentes também analisaram os efeitos citotoxicos e genotéxicos em
linhagens celulares V79 (fibroblastos de pulmédo de hamster chinés) de amostras de
carvao e cinzas coletadas préximo ao Complexo Termelétrico Jorge Lacerda (LEON-
MEJIA et al., 2016).

1.3 METAIS: FONTES, PROPRIEDADES E ASPECTOS ECOTOXICOLOGICOS

Na ecotoxicologia, o termo “metal pesado” relaciona-se a contaminantes
ambientais, enquanto “metais tracos” corresponde a metais apresentados em
concentragdes tracos (BLASCO et al., 2016). No entanto, muitas vezes os termos séo
empregados referindo-se ao mesmo metal (DUFFUS; IUPAC, 2002), sendo
necessaria a uniformizacdo da terminologia. Assim, o presente trabalho utilizara o
termo “metais” para se referir a alguns dos metais ecotoxicologicamente relevantes
ao Sistema Estuarino de Laguna.

Além das fontes naturais de metais, atividades antropogénicas sao
responsaveis pela entrada destes elementos nos ambientes. Os metais podem ser
introduzidos nos estuarios por meio de efluentes de rios, transporte atmosférico, fluxos
hidrotermais, infiltracdo de aguas subterraneas, difusdo do sedimento e transporte
aquatico. As principais fontes de contaminantes, incluindo metais, no Sistema
Estuarino de Laguna foram previamente destacadas na secéo 1.2.

Dentre as suas caracteristicas, os metais ndo sdo degradaveis, e seu destino,
comportamento e toxicidade dependem das propriedades quimicas e fisico-quimicas
do ambiente, podendo acumular-se nos seus componentes onde manifestam sua
toxicidade (BAIRD; CANN, 2014; LIBES, 2009). Ecossistemas estuarinos sao
afetados por diversas reacbes fisicas, quimicas, bioquimicas, geoquimicas e
biogeoquimicas (FARAJNEJAD; KARBASSI; HEIDARI, 2017). Dependendo das
condicbes ambientais, os metais podem ser removidos da coluna d’agua, ficando
retidos no sedimento, ou serem reciclados tornando-se novamente biodisponiveis
(FARAJNEJAD; KARBASSI; HEIDARI, 2017; LIU et al., 2015). Processos quimicos,

incluindo espécies dissolvidas, precipitacao, dissolucado, transformacao redox e
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adsorcao sao variaveis a serem consideradas nestes ambientes (BLASCO et al.,
2016). Ainda, a especiacao que os metais sofrem é o principal processo que controla
seu comportamento, reatividade, toxicidade e riscos ecologicos, formando complexos
inorganicos, tais como cloretos (AgCJ), carbonatos (PbCO0;) e ions hidroxilas (Cd(OH),)
(BLASCO et al., 2016).

Metais, como o cobre, ferro, manganés, selénio e zinco sdo essenciais aos
seres vivos. Ainda que em pequenas concentracbes, tém importante papel no
metabolismo dos organismos aquaticos, pois participam de varios processos
biologicos (BOURGEOIS, 2015a; JOHNSON, 2015; MORRIS; COYLE, 2015). A
maioria dos organismos necessita de cobre (Cu) e zinco (Zn) para algum processo
biolégico, sendo cofator essencial para diversas enzimas, como € o caso da isoforma
da enzima superoxido dismutase Cu-ZnSOD, envolvida na remocao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (SHALIGRAM; CAMPBELL, 2013). De acordo com Liu e
Wang (2013), o Zn esta associado a processos que facilitam a bioacumulagéo de
outros metais, como o0 cadmio em organismos aquaticos. Uma hipo6tese levantada
pelos autores é que o Zn induz a expressdo de metalotioneinas, proteinas que
regulam os niveis de metais nas células, disponibilizando, portanto, mais sitios de
ligacdo para este metal, uma vez que este se liga mais fortemente a estas proteinas
do que o Zn. Além disso, enzimas que contém Cu catalisam reagdes de absorcao de
ferro e biossintese do grupo heme (COLOTTI et al., 2013). O ferro (Fe), por sua vez,
€ um componente da hemoglobina e de diversos sistemas enzimaticos, como o0s
citocromos, além de atuar na catalase, outra enzima responsavel pela remocao de
EROs (REID et al., 1981; SCHMIDT-NIELSEN, 2002). O manganés (Mn) é um
componente essencial para o0 metabolismo de carboidratos e acidos graxos, sintese e
metabolismo de neurotransmissores e também utilizado como cofator para diversas
enzimas, como a isoforma MnSOD, também atuando na remocdo de EROs
(BOWMAN et al.,, 2011). Outra enzima envolvida em manter a homeostase em
organismos aquaticos € a glutationa peroxidase selénio-dependente, mostrando
assim, um exemplo do papel do selénio (Se) em processos bioldgicos.

Além destes metais, outros podem ser encontrados nos estuarios, sendo ou
nao essenciais aos diversos organismos, e associados a toxicidade nestes, como é o
caso do chumbo (Pb), cadmio (Cd) e niquel (Ni), que sao considerados contaminantes
preocupantes sob o ponto de vista ecotoxicolégico (HOODA, 2010). O Pb é capaz de

acumular em varios organismos vivos, promovendo diversos sintomas de toxicidade,
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tais como efeitos neurotoxicos (MASON et al., 2014), alteracbes nas defesas
antioxidantes (SHENAI-TIRODKAR et al., 2017), dentre outros. A similaridade quimica
do Cd com o Zn, explica em parte a toxicidade deste. O Zn sendo essencial ao
metabolismo de varias espécies animais e vegetais, acaba substituido pelo Cd,
prejudicando processos metabdlicos, tais como no metabolismo do célcio, fésforo e
vitamina D (CAMPBELL, 2006; WEBER et al., 1990, ROCHA, 2009). Ja o Ni é
considerado um metal essencial, porém nao existe nenhuma evidéncia direta sobre
sua “essencialidade” em animais aquaticos, apenas sendo considerado essencial,
pois avaliacdes indiretas sugerem que estes organismos regulem tal metal (YIN;
WANG, 2018). Embora o Ni ndo apresente toxicidade aguda de metais como Cd e Pb,
ele pode ser genotdxico e potencialmente perigoso para 0s organismos aquaticos
(PYLE; COUTURE, 2011).

Em suma, diversas sao as fontes de metais encontradas no ambiente aquatico,
podendo ser encontrados em pequenas concentragdes ou em substancias mais
complexas, como sais, além de outras substancias, tanto organicas como inorganicas.
Desta forma, pode ser dificil avaliar os impactos negativos e riscos ecologicos dos
metais em qualquer ambiente. Visto que a area de estudo deste trabalho é
considerada uma importante fonte de alimento e renda para a regido, associado ao
fato de ela ser potencialmente afetada por contaminantes de variadas fontes que
podem trazer riscos a saude dos organismos que fazem uso do estuario, incluindo o
homem, é de extrema importancia a avaliacdo da contaminacao do Sistema Estuarino
de Laguna. Para esta avaliagdo, sugere-se o uso de ferramentas viaveis, como as
aplicadas em diferentes programas de biomonitoramento ambiental.

1.4 BIOMONITORAMENTO DE CONTAMINAGAO AQUATICA

Os programas de biomonitoramento ambiental sdo usados para medir a
resposta e recuperacdo de comunidades aquéticas perante a distarbios sofridos,
proteger a biodiversidade, além de avaliar e aprimorar a compreensao da relagao
entre componentes fisicos, quimicos e bioldgicos em ambientes dinamicos
(HERSHEY et al., 2010). Entretanto, a maioria dos programas de monitoramento
aquatico fazem uso apenas de parametros fisico-quimicos, que em sua maioria estao
associados a condigdes fisico-quimicas do ambiente, ndo refletindo condi¢des

ambientais a longo-prazo. Adicionalmente, parametros fisico-quimicos geralmente
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trazem informagbes sobre a natureza do contaminante e suas concentragdes no
ambiente, mas ndo conseguem avaliar a biodisponibilidade e o efeito deles nos
organismos expostos (DALZOCHIO et al., 2016).

Desta forma, o International Council for the Exploration of the Sea (ICES)
recomenda aos programas: o uso de organismos bioindicadores de contaminacgao;
analises quimicas, que determinam a bioacumulacao dos contaminantes; e 0 uso de
biomarcadores, que refletem os impactos dos contaminantes nos organismos (ICES,
2004), melhorando assim, a precisdo de métodos na avaliagdo do risco ambiental de
atividades antrépicas. Consequentemente, levarao em conta efeitos sinérgicos e/ou
antagonistas entre os contaminantes e os efeitos biolégicos nos organismos expostos
(AZEVEDO et al., 2013; FUZINATTO et al., 2013).

1.4.1 Escolha da espécie bioindicadora

Os diferentes organismos utilizados em programas de biomonitoramento
ambiental podem ser categorizados em: indicadores, onde o gradiente de poluicao é
indicado pela presenga ou auséncia de determinada espécie; monitores, através de
medidas que indicam efeitos adversos em suas func¢des/performance, tais como
parametros histologicos, fisiolégicos e bioquimicos e; sentinelas, utilizadas por
refletirem as fragdes de contaminantes biodisponiveis no ambiente, pois os acumulam
(BEEBY, 2001). Ja para Holt e Miller (2011), qualquer espécie, comunidade ou
processo biolégico utilizado para avaliar a qualidade ambiental € um indicador
biolégico ou bioindicador. No presente estudo o termo que mais se encaixa é o
“pbioindicador”, entretanto, como escolher a espécie bioindicadora correta?

Para responder a questdo levantada, é preciso levar em conta diferentes
aspectos, tais como o prévio conhecimento sobre a distribuicdo da espécie, que deve
permitir comparacoes espaco-temporais além de garantir um monitoramento de longo
prazo. Escolhas comuns de bioindicadores geralmente envolvem organismos sésseis
e filtradores, como os moluscos bivalves, amplamente utilizados para monitorar a
presenca de contaminantes biodisponiveis em um determinado ambiente e seus
efeitos (DALZOCHIO et al., 2016). Um classico programa de biomonitoramento
baseado na bioacumulagéo de contaminantes que refletem a fragdo biodisponivel de
contaminantes é o “Mussel Watch”, implementado na década de 70, que fez uso de
mexilhées como bioindicadores (GOLDBERG et al., 1978).
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Ainda, para programas que visam o biomonitoramento de estuarios, espécies
eurihalinas devem ser levadas em consideragéo, pois toleram grandes variagbes de
salinidade (BLASCO et al., 2016). A ostra do mangue, Crassostrea gasar (ADANSON,
1757; sin. Crassostrea brasiliana, LAMARCK, 1819) (Figura 2), tem sido bastante
utilizada em estudos ecotoxicoldgicos, pois tolera grandes variagdes de salinidade e
possui ampla distribuicdo geogréfica. No Brasil, ocorre de Santa Catarina ao Para
(LAZOSKI et al., 2004), sendo também, uma espécie nativa no Sistema Estuarino de
Laguna (MELO et al., 2010).

Figura 2 — Ostra do mangue, Crassostrea gasar, coletada no Sistema Estuarino de
Laguna

Fonte: Arquivo pessoal da autora, 2018.

Por serem organismos filtradores, os moluscos bivalves acumulam altas taxas
de contaminantes em seus tecidos, contribuindo para o seu uso como bioindicadores
em programas de biomonitoramento da contaminagao aquatica no Brasil (ZANETTE,
2009). De fato, diferentes pesquisadores fazem uso desta espécie bioindicadora
(BARROS; BARBIERI, 2012; KURANCHIE-MENSAH et al., 2016; LIMA et al., 2018;
LUCHMANN et al., 2014; MULLER et al., 2018; PESSATTI et al., 2016; TREVISAN et
al., 2017; ZACCHI et al., 2017), sendo esta também utilizada em estudos prévios
realizados no Sistema Estuarino de Laguna (FERREIRA, 2015; PIAZZA, 2016;
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SQUZA, 2015), permitindo comparacdes entre os dados provenientes dos diferentes

trabalhos.

1.4.2 Uso de biomarcadores em ostras para avaliacao da contaminacao aquatica

Conforme mencionado anteriormente, os estuarios recebem continuamente
compostos xenobidticos, como os metais, resultantes das mais variadas atividades
antrépicas. A exposicao crénica a concentracoes sub-letais de contaminantes podem
induzir efeitos que sao dificeis de serem quantificados, e tais efeitos podem chegar a

diferentes niveis organizacionais, brevemente descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Resumo das respostas nos diferentes niveis organizacionais frente

exposi¢ao aos xenobioticos

Resultados no

Nivel Resposta adaptativa Resposta destrutiva préximo nivel
Molecular- Bioacumulagéo Adaptacéo do
bioquimico- Detoxificacao organismo
celular
Estresse Oxidativo Reducdo em
Rompimento da membrana condigbes do
Desbalancgo energético organismo
Organismo Defesa contra doenga Regulagéo e
Ajustes de fungdes internas adaptacao de
Evitar/Fuga populagdes
Mudangas metabolicas Redugéo na
Aberragbes comportamentais  performance da
Maior incidéncia de doengas  populagao
Reducéo nas taxas de
crescimento e reproducéo
Populacao Adaptagao do organismo Comunidade
ao estresse inalterada
Dinamica populacional
inalterada
Mudanca na dindmica Efeitos em
populacional organismos

coexistentes e
comunidades

Comunidade Adaptagéo da populagao
ao estresse

Mudanc¢as na composigéo de
espécies e diversidade
Redugéo no fluxo energético

Comunidade,
diversidade e
estabilidade
inalteradas
Adaptagao
ecossistémica

Mudancas na
estrutura e funcoes
ecossistémicas

Fonte: LIBES, 2009.
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Desta forma, os biomarcadores, que normalmente sao utilizados em programas
de biomonitoramento ambiental, representam o primeiro nivel da Tabela 2, e
compreendem as respostas moleculares, bioquimicas, citolégicas e/ou fisioldgicas
que refletem o impacto biolégico de contaminantes nos organismos (LIU; WANG,
2016a). Os biomarcadores tém sido aplicados como ferramentas em programas de
biomonitoramento, junto a analises quimicas em &agua, sedimento e amostras
biol6gicas (CHANDURVELAN et al., 2015; EDGE et al., 2014; TURJA et al., 2014).
Entretanto, as respostas de biomarcadores muitas vezes podem nao representar uma
relacdo causal direta (LIU; WANG, 2016b). Este fato é ainda mais relevante em um
ambiente tao dinamico como o estuario, no qual a compreensao das variagcdes nas
respostas de biomarcadores pode ser uma tarefa desafiadora.

O uso de biomarcadores bioquimicos oferece algumas vantagens, pois
geralmente sdo um dos primeiros a serem detectados e sdo sensiveis a presenca de
determinados contaminantes. Adicionalmente, alguns apresentam alta especificidade,
possuem relativo baixo custo de anélise e podem fornecer informacdes a respeito do
efeito metabdlico causado pelo contaminante (BERENGER, 2013). Dentre os
biomarcadores bioquimicos comumente utilizados em estudos ambientais com
organismos aquaticos estdo aqueles relacionados as moléculas envolvidas nos
sistemas de biotransformacédo de xenobidticos e defesa antioxidante, bem como

processos neurotoxicos.

1.4.2.1 Biotransformacéao de xenobibticos

Muitos xenobidticos, substancias quimicas estranhas aos organismos, podem
ser lipofilicos e pouco excretados pelas células (LUCHMANN, 2012; ZANETTE, 2009).
Entretanto, estes compostos podem ser alterados quimicamente através de reacdes
metabdlicas do sistema de biotransformacao de xenobibticos.

Estas reacdes sdo mediadas por enzimas, resultando em metabdlicos mais
polares e faceis de serem excretados, do que os compostos parentais. O processo de
biotransformacao facilita, portanto, a remocdo de compostos xenobidticos, que
poderiam bioacumular até niveis téxicos ao organismo (BLASCO et al., 2016). Fatores
biéticos e abibticos, ora mencionados, interferem na biodisponibilidade dos
contaminantes. Quando biodisponiveis, pode-se iniciar 0 processo de

biotransformacao que, segundo Déring e Petzinger (2014), em eucariotos € dividido
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em quatro fases: fase 0, caracterizada pelo transporte inicial do contaminante para
dentro da célula; fase |, no qual reagdes metabdlicas expéem ou adicionam grupos
funcionais (-OH, -NH2, -SH) ao composto parental, através de oxidacao, reducéo ou
hidrélise. Estas reacdes sao catalisadas, principalmente, por enzimas do citocromo
P450 (CYP450 ou CYP), tornando o composto mais polar e pronto para ser excretado,
ou ainda, permitindo as reacoes de conjugacao da fase Il (VAN DER OOST; BEYER,;
VERMEULEN, 2003). Na fase Il, ha a conjugacdo do composto parental ou seu
metabdlito a um ligante enddégeno polar (BLASCO et al.,, 2016). Tais reacdes de
conjugagcdo sao principalmente catalisadas por enzimas como glutationa S-
transferase (GST), sulfotransferase (SULT) e glucoronosiliransferases, através das
quais compostos lipofilicos tornam-se hidrofilicos (LUCHMANN et al., 2015; WALKER,
1996); e, finalmente, fase lll, formada por proteinas de membrana, como as do sistema
de resisténcia a multiplas drogas (multidrug resistance-related protein — MRP), que
transportam os metabdlitos para fora da célula (Figura 3) (DORING; PETZINGER,
2014; REGOLI; GIULIANI, 2014).
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Figura 3 — Esquema simplificado do sistema de biotransformagédo de xenobidticos e
efeitos negativos do desbalango oxidativo na homeostase de uma célula.
CAT: catalase; CYP: complexo enzimatico citocromo; EROs: espécies
reativas de oxigénio; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase;
GST: glutationa S-transferase; GS-X: xenobiético conjugado a glutationa
reduzida (GSH); SOD: superdxido dismutase; T: proteinas transportadoras
de membrana; X: xenobidtico; X-OH: xenobiético com grupo funcional
exposto/adicionado
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Enzimas de fase Il, como as GSTs, sdo amplamente utilizadas como
biomarcadores para a avaliar a exposi¢cdo de organismos aquaticos a xenobibticos.
Sao enzimas responsaveis por catalisar a conjugacdao da glutationa (GSH) a
xenobibticos, muitos dos quais carcinogénicos, sendo sua excre¢ao essencial para
célula (BLASCO et al., 2016). De fato, GSTs sao isoenzimas multifuncionais que
atuam na defesa celular contra xenobibticos, promovendo protegdo aos organismos
(BLANCHETTE; FENG; SINGH, 2007). Embora os metais ndo sejam substratos
naturais para GSTs, alguns estudos demonstraram variacdes em invertebrados
aquaticos expostos a diversos metais (BREITWIESER et al., 2018; MARTIN-DIAZ et
al., 2007; MOREIRA et al., 2006; VERLECAR; JENA; CHAINY, 2007; YOLOGLU;
UCKUN; UCKUN, 2018). Ja as reacdes de fase | de biotransformacao estao
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geralmente ligadas a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (LINHART;
BARTSCH; SEITZ, 2014). Para tanto, todos os organismos sao dotados de defesas
antioxidantes responsaveis pela eliminagdo e/ou neutralizacao de tais espécies.

1.4.2.2 Sistema de defesa antioxidante

O oxigénio (O2) é uma molécula fundamental para os organismos aerdbios,
utilizada na producéo de energia através da cadeia transportadora de elétrons, onde
€ reduzido a agua (H20), além de sua utilizacdo em inumeras vias metabdlicas
(BERENGER, 2013). Entretanto, muitos processos metabolicos enddégenos reduzem
parcialmente o oxigénio, resultando na formacdo de EROs, tais como o anion
superéxido (O3), o radical hidroxila (OH) e o peréxido de hidrogénio (H202)
(HALLIWELL; GUTTERIDGET, 1984). As principais formas estdo sumarizadas na

Tabela 3.

Tabela 3 — Principais espécies reativas de oxigénio (EROs) e sua acao e interacao
com biomoléculas

EROs % vida(s) Acéo e Interacao

Reage com duplas ligagdes
DNA: ndo

Proteinas: via Fe-Center
Lipidios: Muito baixa

Oxida proteinas e forma "OH
Peroxido de Hidrogénio DNA: ndo

Anion superéxido
(03) 1-4 ps

(H202) 1ms Proteinas: ataca residuos e cisteina
Lipidios: Muito baixa
: . ; Extremamente reativo
Radlc?gruc)erX|la 1ns DNA: extremamente rapido
Proteinas: extremamente rapido
Lipidios: extremamente rapido
Oxigénio singlete Oxida DNA, lipidios e proteinas
(102) 1-4 s DNA: residuos de Guanina

Proteinas: ataca diversos residuos de AA
Lipidios: PUFA’

*PUFA — Acidos graxos poli-insaturados
Fonte: KAUSHIK e ROYCHOUDHURY, 2014.

Ha alguns mecanismos endégenos de geracdo de EROs. Por exemplo, a
reacdo ndo enzimatica do H202 com o Fe?* resulta na produgdo do "OH, na chamada
reacdo de Fenton. A reacdo do O; com o Fe3* gerado a partir da reacédo anterior

também pode gerar o "OH através da reacdo de Haber-weiss (HALLIWELL;
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GUTTERIDGE, 2007). Ainda, xenobidticos podem aumentar a produgao de "OH,
espécie mais reativa dentre as EROs, através de reagdes redox com outros metais de
transicao, tais como cobre (Cu), niquel (Ni) e cobalto (Co), desta forma, a producéo
de EROs evidencia o mecanismo de toxicidade de diversos contaminantes (BLASCO
et al., 2016).

Como visto, as EROs sao naturalmente formadas. No entanto, a producéo
destas EROs pode ser acentuada na presenca de xenobidticos, o que pode levar a
um quadro de estresse oxidativo. O estresse oxidativo se estabelece quando EROs
transpassam as defesas antioxidantes (FERNANDES et al., 2018). Para tanto, os
organismos sao dotados de um sistema de defesa antioxidante (Figura 4), formado
por moléculas ndo-enzimaticas e enzimaticas que previnem os efeitos negativos
relacionados as EROs, tais como desbalanco redox, inativacdo de enzimas e
peroxidacao lipidica. Estas moléculas interagem em uma rede sofisticada, agindo
direta ou indiretamente, auxiliando para que a detoxificacdo ocorra, sendo entéo,
responsaveis por neutralizar EROs e proteger os organismos contra o estresse
oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; REGOLI; GIULIANI, 2014).
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Figura 4 — Esquema simplificado do sistema de defesa antioxidante: 6PG: 6-
fosfogluconato; CAT: catalase; cys: cisteina; G6P: glicose 6-fosfato;
G6PDH: glicose 6-fosfato desidrogenase; GCL: glutamato-cisteina
ligase; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase; gly: glicina;
glu: &cido glutamico; GS: glutationa sintetase; GSH: glutationa reduzida;
GSSG: glutationa dissulfeto; GST: glutationa S-transferase; GS-X:
xenobidtico conjugado a GSH; MRP: proteina relacionada a resisténcia
de multiplas drogas; SOD: superdxido dismutase; X: xenobiotico
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Fonte: Adaptado de REGOLI e COLS., 2011.

As biomoléculas ndo enzimaticas que fazem parte deste elaborado sistema
sao responsaveis por sequestrar estas EROs, sendo estas, polifendis, acido
ascorbico, tocoferol, carotenoides, glutationa reduzida, dentre outras (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; REGOLI et al., 2011). Ja as enzimaticas, sdo ubiquas e
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altamente conservadas em sua natureza catalitica (CHAINY; PAITAL; DANDAPAT,
2016). Dentre as enzimas antioxidantes, a superdxido dismutase (SOD) atua
dismutando o anion superdéxido em H202, que pode ser neutralizado por duas
enzimas, a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007). A CAT decompde o H202 em oxigénio e agua, enquanto a
GPx reduz este e outros hidroper6xidos organicos, utilizando como cofator a
glutationa reduzida (GSH), gerando, consequentemente, glutationa dissulfidica
(GSSQ). A glutationa redutase (GR) exerce um papel essencial em reduzir a GSSG,
as custas da coenzima NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzido) a GSH. Por sua vez, o NADP é regenerado em NADPH pela enzima
glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH). Os excessos de GSSG, assim como
metabodlitos (GS-X), resultantes da conjugacdo da glutationa (GSH) com
xenobidticos, mediada pela glutationa S-transferase (GST) sao eliminados através
do MRP (REGOLI; GIULIANI, 2013). Diante do exposto, a glutationa (GSH) exerce
papel fundamental tanto na biotransformacdo de xenobidticos, quanto na
detoxificacdo de EROs e a biossintese desta molécula ocorre em duas etapas, a
primeira através da enzima glutamato-cisteina ligase (GCL), formando o dipeptideo
y-glutamil-cisteina e a segunda etapa através da adicdo da glicina pela enzima
glutationa sintetase (GS) (REGOLI et al., 2011).

O sistema de defesa antioxidante é, entdo, uma importante ferramenta para
monitorar a presenca e efeitos de EROs, possuindo papel fundamental no balango
celular entre contaminantes que promovem oxidacdo e antioxidantes, mantendo,
assim, a homeostase celular. Sua inducao previne o estresse oxidativo, porém
exposicoes prologadas a agentes estressores podem causar deplecao de alguns dos
seus principais componentes, desregulando alguns processos metabdlicos, levando
ao aumento de danos oxidativos as biomoléculas (CHAINY; PAITAL; DANDAPAT,
2016; LUSHCHAK, 2011).

De acordo com Halliwell e Gutteridge (2007), as principais implicacbes do
estresse oxidativo s&o:

a) Proliferacao celular: aumento da taxa de divisdo celular como resposta a um
leve estresse oxidativo;

b) adaptacao e/ou regulacdo do sistema de defesas celulares, podendo: proteger
completamente contra danos; proteger parcialmente contra danos;
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“superproteger” — a célula torna-se resistente a altos niveis de estresse
oxidativo que estao por vir;

c) dano celular: danos a um ou mais tipos de moléculas, como lipidios, proteinas,
DNA, carboidratos, etc. Tais danos podem ser o “gatilno” que leva a adaptacéo;

d) senescéncia: sobrevivéncia da célula, mas com o sistema de divisdo celular
comprometido;

e) morte celular: ap6s o dano, a célula pode: recuperar-se do dano oxidativo
promovendo seu reparo ou substituindo-a; sobreviver com danos oxidativos
irreparaveis; ou danos oxidativos, em especial ao DNA, podem desencadear
morte celular por apoptose, por necrose ou morte celular de mecanismos
intermediarios a estes extremos.

Desta forma, existe um crescente interesse em estudos sobre o estresse
oxidativo em organismos aquaticos, especialmente em moluscos bivalves, por terem
grandes variacbes em suas defesas antioxidantes quando expostos a diferentes

contaminantes.

1.4.2.3 Parametros neurotoxicos

A enzima acetilcolinesterase (AChE), pertencente a familia das colinesterases
(ChE), exerce papel central no término da transmissdo de impulsos nervosos,
catalisando a hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh) em vaérias vias
colinérgicas nos sistemas nervosos central e periférico. Ap6s ativacao de receptores
da acetilcolina, a AChE hidrolisa a ACh (BLASCO et al., 2016), formando colina e
acetato na membrana pos sinaptica, como apresentado na Figura 5.



Figura 5 — Esquema de acéo da enzima acetilcolinesterase

Acetilcolina sinalizando
Neurdnio
pré-
sinaptico

Neurbnio pds-sinaptico

B Acetilcolina (ACh)
u Receptor da ACh
Aﬁ Transmissdo do sinal

AChE interrompe sinalizagdo

Neurénio
pré-
sinaptico

Neurbnio pds-sinaptico
B Acetilcolina (ACh)

u Receptor da ACh

L- Transmissdo do sinal
Acetilcolinesterase (AChE)

AChE inibida

Neurénio
pré-
sinaptico

Neurbnio pds-sinaptico

B Acetilcolina (ACh)
H Receptor daACh
Aﬁ Transmissdo do sinal
Acetilcolinesterase (AChE)

45

P Inibidores da AChE

Fonte: Adaptado de “Organophosphate Pesticides and Child Health: A Primer for Health Care Providers
- Acute Poisoning”. (2018).

A atividade AChE vem sendo utilizada ha décadas como biomarcador da
contaminagao por pesticidas organofosforados e carbamatos, conhecidos inibidores da
enzima (LIONETTO et al., 2013). Quando a enzima é inibida, ocorre 0 acimulo de ACh
promovendo estimulos continuos dos receptores de ACh, resultando em toxicidade
(BONACCI; CORSI; FOCARDI, 2009).
Adicionalmente, alguns estudos mostraram efeitos inibitérios de metais, HPAs,

colinérgica e estado de tetanizacdo

detergentes e outras misturas complexas na atividade desta enzima em diferentes
organismos aquaticos (JEBALI et al., 2006; LIONETTO et al., 2003; PEREZ; BLASCO;
SOLE, 2004; RICHETTI et al., 2010). Em estudos realizados com zebrafish (Danio rerio)
os autores observaram, que altas concentracdes dos metais cadmio e chumbo, sédo
capazes de causar alteracdes fisiolégicas nos animais, inibindo assim a atividade da
AChE (LIMA et al., 2013). Por outro lado, a atividade da AChE ja foi determinada em
diferentes organismos aquéticos, tais com o peixe Solea solea, em invertebrados
Palaemon serratus, Crangon crangon, Mytilus edulis, C. gigas e Nereis sp, para avaliar
inibicdo por pesticidas organofosforados e carbamatos, pesticidas frequentemente
utilizados em atividades de agricolas.
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2 JUSTIFICATIVA

Diante da contextualizacdo apresentada sobre os problemas ambientais
presentes no Sistema Estuarino de Laguna, associada a sua importancia ecoldgica e
econbmica para a regiao, torna-se pertinente o biomonitoramento para avaliagdo da
sua qualidade ambiental. Desta forma, este trabalho apresenta respostas de
biomarcadores bioquimicos e sua relagdo com a presencga de metais bioacumulados
em branquias e glandulas digestivas de ostras C. gasar expostas, por até 45 dias, em
dois locais do Sistema Estuarino de Laguna. Os resultados aqui mostrados
representam subsidios para a aplicacao de um efetivo programa de biomonitoramento

do sistema.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os padrdes de bioacumulacao de metais e as respostas bioquimicas em
ostras do mangue, Crassostrea gasar, expostas por 45 dias no Sistema Estuarino de
Laguna, SC.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a atividade das enzimas glutationa S-transferase (GST), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) e acetilcolinesterase (AChE) em branquias e glandulas
digestivas de ostras do mangue mantidas no grupo referéncia e expostas in situ
no Sistema Estuarino de Laguna, durante 7, 15, 30 e 45 dias;

b) Avaliar a variagdo espacgo-temporal das atividades das enzimas supracitadas em
branquias e glandulas digestivas da ostra do mangue;

c) Avaliar o padrao de bioacumulagao de metais (aluminio, bario, cadmio, cobalto,
cromo, cobre, ferro, manganés, niquel, fésforo, chumbo, antiménio, escandio,
selénio, estanho, vanadio e zinco) em branquias e glandulas digestivas de ostras
do mangue mantidas no grupo referéncia e expostas in situ no Sistema Estuarino
de Laguna, durante 7, 15, 30 e 45 dias.
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4 METODOLOGIA

4.1 AREA DE ESTUDO E EXPERIMENTO DE CAMPO

A escolha dos locais de estudo no Sistema Estuarino de Laguna foi baseada
em estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa (FERREIRA, 2015;
PIAZZA, 2016; SOUZA, 2015). Os pontos escolhidos possuem caracteristicas distintas,
sendo estas: P1 - centro de Laguna, caracterizado por receber efluentes domésticos e
urbanos do municipio de Laguna, e localizado préximo a foz do Rio Tubarao, sendo
fortemente impactado por efluentes gerados no entorno do rio. P2 - ponte Anita
Garibaldi, encontra-se sob forte influéncia de atividades de rizicultura intensiva. De
acordo com a Policia Militar Ambiental de Laguna e pescadores locais, a regido da
ponte € um ponto de recuo das marés (vazante e cheia), ocorrendo grande aporte de
sedimento no local; Ref - Grupo referéncia localizado em uma baia ao sul da ilha em
Floriandpolis, na Caeira da Barra do Sul, local considerado sem contaminagéo, onde

sdo cultivadas ostras comercializadas para o consumo humano (Figura 6).

Figura 6 — Indicacdo dos pontos de exposi¢ao no Sistema Estuarino de Laguna, SC e
do grupo referéncia localizado em Florianépolis, SC

Lagoa do
Imarui

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Em outubro de 2017, aproximadamente 150 ostras do mangue adultas,
Crassostrea gasar, com 6,31£0,31 cm de altura, foram transplantadas da Caiera da
Barra do Sul em Florianopolis, SC, para os dois pontos de estudo (P1 e P2) no Sistema
Estuarino de Laguna, SC. Destes, dez animais foram imediatamente amostrados e
caracterizados como tempo inicial, enquanto os demais foram expostos em mini
balsas flutuantes (Figura 7) por 7, 15, 30 e 45 dias. As ostras eram do mesmo lote
proveniente do Laboratorio de Moluscos Marinhos (LMM, UFSC).

Figura 7 — Mini balsas flutuantes utilizadas para exposicao das ostras do mangue,
Crassostrea gasar, no Sistema Estuarino de Laguna, SC

i

Fonte: Arquivo pessoal da autora, 2015.

Apbs 7, 15, 30 e 45 dias, 16 ostras de cada ponto de exposicao e do grupo
referéncia foram coletadas, antes de as balsas do grupo de exposicao retornarem a
agua era feita a limpeza das incrustagdes, nas conchas e na balsa, apds as ostras
eram transportadas para dois laboratorios para o imediato processamento dos tecidos.
As ostras de P1 e P2 foram dissecadas no Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular (LBBM, CERES/UDESC), em Laguna, enquanto os animais do grupo Ref
foram dissecados no Laboratério de Biomarcadores de Contaminagdo Aquética e
Imunoquimica (LABCAI, NEPAg/UFSC), em Florian6polis. De cada grupo amostrado,
dez ostras foram destinadas as analises de biomarcadores, e as seis restantes foram
usadas para analise quimica de bioacumulacdo de metais. Para ambos os
parametros, foram separadas branquias e glandulas digestivas.

Para biomarcadores, as branquias e glandulas digestivas foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido. Estes parametros foram analisados em colaboracao
com o LABCAI, UFSC.
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Para a analise quimica de metais bioacumulados em ostras, as branquias e
glandulas digestivas dissecadas foram lavadas trés vezes com agua artificialmente
salgada na salinidade de 25 e colocadas, individualmente, em criotubos de 2 mL
previamente pesados e marcados. Os criotubos foram mantidos abertos em estufa a
60°C por 15 dias até desidratacdo completa das amostras. Apos desidratacao, os
criotubos foram fechados e pesados novamente para a determinacdo do peso seco
da amostra em gramas. As analises quimicas de metais foram realizadas pelo
Departamento de Oceanografia e Limnologia (DEOLI) da Universidade Federal do
Maranhao (UFMA).

De cada ostra dissecada, foi realizada a biometria, que consistiu na
determinacao de medida da altura (Figura 8), com paquimetro de precisdo de duas
casas decimais, e a pesagem dos animais (com e sem concha). Os pesos foram
obtidos através de balanca analitica com precisado de 0,01 g. Para obtengao do peso
da carne das ostras, subtraiu-se 0 peso das ostras com concha, do peso apenas das
conchas.

A salinidade e temperatura foram medidas no momento de cada coleta.

Figura 8 — Medida da altura (em cm) das ostras do mangue, Crassostrea gasar,
amostradas no Sistema Estuarino de Laguna, SC

Fonte: Adaptada de LOPES (2008).

4.2 ANALISES DE METAIS

Cerca de 0,1 g de tecido de ostra desidratado foram pesados em balanca
analitica com precisao de £ 0,0001 g e colocados em tubos de teflon. Ap6s a pesagem,
2 mL de acido nitrico a 65% foram adicionados para o procedimento de digestdo da

amostra a uma temperatura de 200°C. As amostras foram resfriadas e o material



54

obtido foi transferido para tubos Falcon de 50 mL. Foram adicionados ao tubo de
teflon, cerca de 10 mL de agua Milli-Q para recuperar todo o material restante,
transferindo-os em seguida para seus respectivos tubos Falcon. Ao final desse
processo, as amostras foram aferidas com agua Milli-Q a um volume final de 30 mL.

As analises de metais foram realizadas por espectrometria de emissao optica
com plasma indutivamente acoplado-ICP-OES (marca: Shimadzu; modelo: ICPE-
9800). As concentragdes da curva de calibracao foram obtidas através de diluicbes de
um padrao para 15 elementos, cujas concentracées foram o branco (agua+HNO3);
0,001;0,01;0,05;0,1;0,5e 1,0 mg/L. Todas as leituras foram realizadas em triplicatas.
Foram analisados no total 17 metais, sendo eles: aluminio (Al), bario (Ba), cadmio
(Cd), cobalto (Co), cromo (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), niquel (Ni),
fésforo (P), chumbo (Pb), antiménio (Sb), escandio (Sc), selénio (Se), estanho (Sn),
vanadio (V) e zinco (Zn). As concentragdes foram expressas em pg/g de peso seco
(ps).

4.3 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

Foram realizadas analises de enzimas representantes do sistema de defesa
antioxidante, que incluiram as enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx),
além das enzimas auxiliares glutationa redutase (GR) e glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH). Também foi analisada a atividade da enzima glutationa S-
transferase (GST) como representante da fase Il do sistema de biotransformacéao de
xenobibticos e como representante de processos neurotdxicos, através da atividade
da (AChE).

A homogeneizacado das amostras de branquias e glandulas digestivas foram
realizadas em tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,6, contendo EDTA 1 mM, sacarose 0,5
M, KCI 0,15 M, DTT 1 mM e PMSF 0,1 mM, e centrifugadas a 9.000 g por 30 min a
4°C. O sobrenadante foi separado em aliquotas para as analises bioquimicas, e
armazenado em freezer -80°C até o momento da analise.

A atividade da CAT foi quantificada de acordo com Aebi (1984), medindo a
velocidade de decomposicdo de H,O, pela enzima, através do decréscimo de
absorbancia a 240 nm a 25°C. A atividade GPx foi medida indiretamente monitorando
a taxa de oxidagdo de NADPH a 340 nm, utilizando hidroperéxido de cumeno
(C6H5C(CH3)200H) (WENDEL, 1981). A GR utiliza elétrons do NADPH para reduzir
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o substrato glutationa dissulfidica (GSSG). O decréscimo de absorbancia no
comprimento de onda de 340 nm foi quantificado como medida indireta da atividade
desta enzima (CARLBERG; MANNERVIK, 1985). A atividade G6PDH foi determinada
com o aumento de absorbancia gerado pela redugcdo de NADP+ a NADPH, no
comprimento de onda de 340 nm (GLOCK; MCLEAN, 1953).

A determinacao da atividade GST foi quantificada, baseada na velocidade de
formagéo do conjugado CDNB-GSH, realizando uma leitura em espectrofotobmetro a
340 nm (KEEN; HABIG; JAKOBY, 1976).

A andlise da atividade da AChE foi realizada de acordo com o método de Ellman
et al. (1961), baseado na reacao entre o produto da hidrélise da acetiltiocolina, a
tiocolina, com o acido 5,5 -ditio-(2-nitrobenzoico) (DTNB). A reacao torna-se amarela
ao longo do tempo, sendo entédo, quantificado durante 2 minutos a 412 nm, a 25°C.

A dosagem total de proteinas presentes na fracao sobrenadante foi realizada
de acordo com o método de Bradford (1976), que envolve a ligacdo do Coomassie
Brilliant Blue G-250 as proteinas, quantificado a 595 nm, utilizando albumina sérica
bovina como padréo.

Todas as analises foram realizadas em duplicatas em espectrofotdmetro de
placas SpectraMax® M5 (Molecular Devices®).

4.4 ANALISES ESTATISTICAS

Para a analise estatistica dos resultados, os dados foram submetidos aos testes
de normalidade (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Bartlett) e, quando necessario,
os dados sofreram transformacgéao logaritmica. Dados discrepantes foram removidos
de acordo com o teste de Grubbs. Os dados foram comparados através de uma
analise de variancia de duas vias (Two-Way ANOVA), considerando os fatores ponto
e tempo. Para verificar a fonte de variacdo, a comparacao entre os grupos foi realizada
utilizando-se o teste de Tukey HSD. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p<0,05. As andlises foram realizadas através
do software R.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PARAMETROS BIOMETRICOS, TEMPERATURA E SALINIDADE

Os parametros biométricos altura (cm) e peso (g) das ostras estudadas estao
apresentados na Tabela 4. Os valores inicias foram mensurados no tempo inicial e ao
final de cada periodo de exposicao. Em P1, sdo apresentados os dados de 7, 15 e 30
dias, devido a perda da mini balsa antes dos 45 dias de exposicao in situ.

Aparentemente as ostras mantidas no Sistema Estuarino de Laguna nao
tiveram variacdes na altura (cm) e peso da carne (g). Por outro lado, as ostras do
grupo referéncia tinham alturas menores nas coletas realizadas em 7 e 15 dias,
refletindo nos menores pesos nestes tempos de amostragem. O peso total foi maior
nas ostras mantidas no estuario (Tabela 4), que também possuiam maiores
incrustacdes em suas valvas (Figura 9), o que possivelmente influenciou no seu peso
total.

Tabela 4 — Dados biométricos de ostras do mangue, Crassostrea gasar, da Caeira da
Barra do Sul, Florianépolis (grupo referéncia), e expostas em dois locais
do Sistema Estuarino de Laguna, SC (P1 e P2). Os valores estao
representados como média + desvio padrao

Inicial 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias
Altura (cm)
Ref 6,31 + 0,31 553 * 0,46 573 + 0,67 6,22 + 0,45 6,88 + 0,61
P1 6,31 = 0,31 6,76 * 0,55 6,61 £ 0,66 6,88 = 0,69 -
P2 6,31 + 0,31 6,74 + 0,73 6,69 + 0,51 7,06 £ 0,67 6,96 * 0,76
Peso da carne (g)
Ref 25,17 + 4,26 18,34 + 428 17,53 £ 4,97 22,76 + 451 2571 + 435
P1 2517 £ 426 28,08 + 573 26,10 £ 4,58 28,05 = 3,96 -
P2 2517 + 426 29,11 + 6,27 26,74 + 3,41 2887 + 552 30,14 + 7,77
Peso total (g)
Ref 88,85 + 1598 66,725 + 9,08 56,01 = 8,97 84,16 + 18,91 98,77 + 10,41
P1 88,85 £+ 1598 9593 + 17,06 87,95 + 14,66 92,18 = 11,90 -
P2 88,85 + 1598 97,65 + 23,67 93,91 * 10,65 99,15 + 15,72 94,67 + 19,77

Ref — grupo referéncia; P1 — centro de Laguna; P2 — ponte Anita Garibaldi
Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Figura 9 — Ostras do mangue (Crassostrea gasar) antes da exposi¢ao (esquerda),
apos 45 dias de exposicado (direita) no P2 no Sistema Estuarino de
Laguna, SC

Fonte: Arquivo pessoal da autora, 2018.

A temperatura atmosférica no periodo do experimento foi de 26,54°C * 3,23°C,
enquanto a temperatura da agua foi de 23,14°C + 2,06°C. Inicialmente a salinidade
registrada foi de 29, mostrando maiores variagdes, principalmente no P2 que
apresentou a menor salinidade (24) apés 7 dias de exposi¢do, e P1 apresentando a
maior salinidade (34) apds 30 dias de exposicdo, como observado na Tabela 5.

Tabela 5 — Salinidade da agua no Caiera da Barra do Sul, Florian6polis (grupo
referéncia), e nos diferentes locais do Sistema Estuarino de Laguna, SC

Salinidade Inicial 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias
Ref 29 29 31 32 28
P1 29 29 30 34 -

P2 29 24 29 32 32

Ref — grupo referéncia; P1 — centro de Laguna; P2 — ponte Anita Garibaldi
Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

7

Analisar ambientes naturais € muito mais complexo, do que estudos em

sistemas controlados, sendo dificil identificar a relacao entre os fatores ambientais e
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a biota associada (SHENAI-TIRODKAR et al., 2018). De fato, parametros como
salinidade e temperatura da agua, e sua relagdo com a bioacumulacdo de
contaminantes e resposta de biomarcadores, tém sido incessantemente investigados
em bivalves marinhos, o que reforca a influéncia de tais parametros nestes
organismos (LIMA et al., 2018; MOREIRA et al., 2017; MULLER et al., 2017; YANG et
al., 2016; ZACCHI et al., 2017). Entretanto, os dados apresentados no presente
trabalho ndo mostraram variagcoes abruptas nestes parametros ao longo do tempo e
pontos de exposicao, possivelmente, pela falta de precipitacdo durante o periodo de
estudos. Visto que a chuva contribui para 0 aumento do nivel do Rio Tubaréo,
aumentando o aporte de agua doce no estuario e a salinidade chegando a ser menor
que 10 (PIAZZA, 2016).

5.2 METAIS EM OSTRAS DO MANGUE Crassostrea gasar

As concentracbes de metais nas branquias e glandulas digestivas das ostras

amostradas sdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 — Concentracao de metais (ug/g de peso seco) em branquias e glandulas
digestivas de ostras do mangue, Crassostrea gasar, da Caiera da Barra do
Sul, Florianopolis (grupo referéncia), e expostas nos diferentes locais do
Sistema Estuarino de Laguna, SC. Os valores estao representados como
média + desvio padrdo. Valores marcados com ¢ significam diferenca
entre tempos em um mesmo ponto; valores marcados com ABC indicam
diferenca entre pontos em um mesmo tempo, p < 0.05. O sinal <LD indica
abaixo dos limites de deteccao (continua)

Metal Inicial 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias

Aluminio (Al)

Ref 105,48+17,73 120,42+44,03 148,51+49,96 129,68+16,09  133,79+30,83
Branquia P1 105,48+17,73 126,41£12,74 126,72+9,22 112,11£16,85 -
P2 105,48+17,73 171,341£30,51 109,13%8,29 110,21£13,12  89,87138,69
) Ref 106,33+27,31 133,86+41,57 111,79+34,60 83,90+22,63 139,84+55,83
Glandula P1 106,33+27,31 187,75#81,59 217,43+132,01 170,28+21,87 -
digestiva

P2

106,33+27,31

173,90+37,47

154,03+64,81

137,05+49,52

154,20+39,63
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(continuacao)

Metal Inicial 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias
Bario (Ba)

Ref 0,15+0,17 0,06+0,03 0,09+0,06 0,01+0,02 0,24+0,26
Branquia P1 0,15%0,17 0,10+0,02 <LD <LD -

P2 0,15+0,17 0,08+0,03 <LD 0,16+0,19 0,04+0,05

Ref 0,35+0,062° 0,38+0,222° 0,33+0,132b 0,14+0,042 0,54+0,175A
Glandula

P1  0,35+0,062° 0,37+0,172° 0,590,312 0,19+0,08° -
digestiva

P2 0,35+0,06 0,31+0,05 0,29+0,08 0,13+0,08 0,22+0,068
Cadmio (Cd)

Ref 5,03+1,172b 4,87+0,962A  3,55+0,482A 5,03+0,88a0A 5,90+0,920A
Branquia P1 5,03%1,172 6,69+0,7238 7 76+1,19%8 7,701,368 -

P2 5,03+1,172 11,83+3,01°C  11,47+2,890C 12,72+2,34C 12,07+3,4208

Ref 2,38+0,31 2,8110,97 2,47+0,23 2,49+0,50 3,59+0,314
Glandula
. . P1  2,38+0,31 3,3110,25 3,70+0,62 3,03+0,308 -
digestiva

P2 2,38+0,312 3,64+0,9820 3,69+0,872b 4,95+1,150cB 5,81+1,68¢
Cobalto (Co)

Ref 1,72+0,1820 2,52+0,473A 1,31+0,310A 2,02+0,402 2,20£0,222
Branquia P1 1,72+0,182 1,53+0,2228 1,56+0,192A 1,40+0,352 -

P2 1,72+0,182 2,46+0,6520A  2,69+0,358 1,44+0,192 1,94+0,8120
) Ref 1,57+0,192 1,43+0,362° 0,85+0,19° 0,82+0,16°A 1,09+0,1920
Glandula

P1  1,57+0,192 1,65+0,122 1,280,342 0,74+0,39°A -
digestiva

P2 1,57+0,192 0,98+0,372° 1,13+0,2520 1,47+0,4735%8 0,86+0,46°
Cromo (Cr)

Ref 4,09+0,09 4,17+0,22 4,12+0,10 4,5110,53 4,74+0,57A
Branquia P1 4,09+0,09 4,09£0,09 4,11£0,15 3,9510,14 -

P2 4,09+0,09 4,60+0,54 4,09+0,19 4,08+0,05 3,62+0,298
) Ref 4,44+0,24 4,5610,13 4,44+0,18 4,3510,20 4,41+0,23
Glandula
. . P1  4,44+0,24 4,42+0,17 4,62+0,22 4,21+0,33 -
digestiva

P2 4,44+0,24 4,62+0,41 4,27+0,11 4,21+0,09 4,16£0,07
Cobre (Cu)

Ref 16,09+3,01 13,2813,22 13,70£3,27 16,2115,18 19,28+2,12
Branquia P1 16,09+3,01 18,5313,78 19,37£2,12 17,39£3,55 -

P2 16,0943,012> 20,54+5,222 19,1216,3020 11,6745,41° 17,95+5,3820

Ref 11,42+4,58 15,25+5,97 12,96+2,43 9,87+2,63 16,4815,19
Glandula
. . P1  11,42+4,58 14,6613,61 13,4114,38 13,451£2,55 -
digestiva

P2 11,42+4,58 15,28+0,72 16,10+4,87 11,75£7,39 23,03+12,43
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(continuacao)

Metal Inicial 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias
Ferro (Fe)
Ref 96,98+10,32 101,43+14,59 84,16+7,20 103,10+21,94  108,52+12,78*
Branquia P1 96,98+10,322> 104,78+7,112  96,4616,862° 80,95+15,65°> -
P2 96,98+10,322® 123,14+13,942 106,99+22,83%> 82,08+6,81bc 63,16+13,85°8
Glandul Ref 79,066,902 84,94+24,00% 81,38+16,10%°  65,33+10,442 111,05+12,34°
andula
digesti P1  79,06+6,90 123,17+37,84 114,25£16,50 112,99+14,00 -
igestiva
g P2 79,06+6,90 134,42152,40 94,49+24,40 72,2319,11 92,39+20,71
Manganés (Mn)
Ref 4,73+0,61 5,04+0,31 4,29+0,53A 5,21+1,21 5,5611,24
Branquia P1 4,73+0,61 6,24+1,26 4,90+0,72°8 6,03+1,10 -
P2 4,73+0,612 6,93+0,74° 6,52+1,12abB 5,86+1,4220 4,95+1,24ab
Ref 5,68+0,61 7,65+0,33 6,01+0,72 5,40+0,88% 7,50+1,21
Glandula
P1  5,68+0,612 8,27+1,07° 8,62+2,12° 8,91+1,4208 -
digestiva
P2 5,68+0,61 8,55+2,64 7,30£1,59 7,043,508 7,97+1,66
Niquel (Ni)
Ref 2,88+0,162 3,12+0,2920 2,77+0,202A 3,240,463 3,47+0,28PA
Branquia P1 2,88+0,16 3,16+0,15 3,24+0,138 3,11£0,33 -
P2 2,88+0,16 2,98+0,27 3,01+0,2048 3,05£0,18 2,71+0,308
) Ref 2,69+0,20 2,8110,19 2,62+0,18 2,61+0,50 2,69+0,09
Glandula
. . P1  2,69+0,20 2,61+0,11 2,8110,14 2,6110,27 -
digestiva
P2 2,69+0,20 2,6810,15 2,62+0,07 2,6410,26 3,25+0,85
Fdsforo (P)
Ref 4070543739230 4165,1#4109ab 3587,9+202,12A  4176,11643,92> 4544 3+427,1°
Branquia P1 40705+3739  4652,1£194,3 45134122758  4621,6+240,1 -
P2 40705+3739  5188,1£5455 45739448748  4750,81604,6 4434,4+589,2
Glandul Ref 30729415142 3424,54#5542ab 32122+1494ab 3153 8+153,12  3859,0+194,6°
andula
digesti P1  3072,9+15142 3819,6+180,6° 3826,91+21715° 3842,14+426,22° -
igestiva
g P2 3072,9+151,42 3807,61687,72° 3537,0+3482ab  3825,1+4355°  3979,2+348,2°
Chumbo (Pb)
Ref 0,64+0,28 0,57+0,31 0,64+0,12 0,59+0,06 0,64+0,36
Branquia P1 0,6410,28 0,62+0,24 0,66+0,29 0,51+0,16 -
P2 0,64+0,28 0,66+0,29 0,57+0,19 0,62+0,30 0,42+0,14
Ref 0,77+0,13 0,87+0,25 0,74+0,23 0,78+0,09 0,82+0,11
Glandula
. . P1  0,77+0,13 0,78+027 0,54+0,20 0,74+0,41 -
digestiva
P2 0,77+0,13 0,88+0,56 0,67+0,17 0,85+0,09 0,94+0,45
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(continuacao)

Metal Inicial 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias
Antiménio (Sb)
Ref <LD <LD <LD 0,75+0,122 1,02+0,07°
Branquia P1 <LD 0,73+0,09 0,82+0,05 0,83+0,06 -
P2 <LD <LD <LD <LD <LD
Glandul Ref 0,54+0,052 0,56+0,12aA 0,55+0,012A 0,69+0,05° 0,77+0,04°
andula
P1  0,54+0,05 0,61+0,0678 0,66+0,0448 0,74+0,15 -
digestiva
P2 0,54+0,052 0,70+0,09v8 0,730,078 <LD <LD
Escandio (Sc)
Ref 0,510,032 0,720,107 0,52+0,052A 0,60+0,04 aA 0,63+0,10 @A
Branquia P1 0,51+0,03 0,49+0,038 0,45+0,02 0,43+0,058 -
P2 0,510,032 0,69+0,130A 0,63+0,13 0,43+0,06¢8 0,31+0,1496
Ref 0,73+0,06 0,69+0,10 0,53+0,03 0,49+0,03 0,58+0,14
Glandula
P1  0,73+0,06 0,69+0,06 0,58+0,07 0,50+0,04 -
digestiva
P2 0,73+0,06 0,51+0,04 0,50+0,03 0,66+0,12 0,52+0,06
Selénio (Se)
Ref 1,32+0,77 2,50£1,10 2,39+1,05 1,67+1,69 1,2710,57
Branquia P1 1,32+0,77 <LD <LD <LD -
P2 1,32+0,77 3,27+1,94 2,53+1,31 2,48+1,81 2,74+0,61
Ref 2,50+1,82 2,89+1,21 2,28+0,32 1,41+1,27 2,81+1,14
Glandula
. . P1 2,50+1,82 3,3840,85 2,21£1,40 1,53+1,38 -
digestiva
P2 2,50+1,82 2,04+1,22 1,38+0,96 2,35+1,07 3,45+2,50
Estanho (Sn)
Ref 0,25+0,10 0,48+0,11 0,41+0,24 0,41+0,09 0,36+0,36
Branquia P1 0,25%0,10 0,40+0,23 0,21+0,15 0,33+0,15 -
P2 0,25+0,10 0,43+0,23 0,2510,14 0,36+0,21 0,33+0,13
) Ref 0,38+0,18 0,41+0,18 0,38+0,21 0,42+0,25 0,41+0,28
Glandula
. . P1 0,38+0,18 0,45+0,08 0,92+0,85 0,63+0,09 -
digestiva
P2 0,38+0,18 0,40+0,21 0,40+0,18 0,33+0,19 0,41£0,12
Vanadio (V)
Ref 0,36+0,07 0,26+0,06 0,31+0,08 0,29+0,06 0,37+0,06%
Branquia P1 0,3610,07 0,36+0,12 0,32+0,04 0,42+0,04 -
P2 0,36+0,072 0,30+0,0520 0,33+0,142ab 0,32+0,072° 0,19+0,09%8
Glandul Ref 4,35+0,722 2,24+0,67° 5,1641,14abA 3,14+40,7620A 3,25+0,24abA
andula
. . P1 4,350,722 1,17+0,16° 1,10+0,05%8 0,86+0,4 18 -
digestiva
P2 4,35+0,722 1,02+0,14° 1,070,248 0,99+0,19v8 0,89+0,048
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(concluséo)

Metal Inicial 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias
Zinco (Zn)

Ref 283,1+4553 247 4+3952 216,633,323~ 284,3151,53A  401,7+47,9
Branquia P1 283,1+45,52 305,8+42,12  357,8+60,52°B 448 ,3+47,408 -

P2 283,1+45,5 340,6+48,2 384,8+80,88 404,3+172,8 399,0+149,1

Ref 141,7+34,9 168,9+52,5 124,3+26,2 132,7+43,9 173,9+40,6
Glandula

P1  141,7£34,9 164,1+30,8 170,6+14,6 194,9+36,3 -
digestiva

P2 141,7+34,9 166,7+£17,9 181,0+38,4 160,5£77,9 237,7+128,0

Ref — grupo referéncia; P1 — centro de Laguna; P2 — ponte Anita Garibaldi.
Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Os metais aluminio (Al), chumbo (Pb), estanho (Sn) e selénio (Se) ndo foram
significativamente diferentes ao longo do tempo e pontos de exposicdo nos dois
tecidos estudados. O bario (Ba) nao apresentou diferencas nas branquias, enquanto
cobre (Cu), cromo (Cr), niquel (Ni), e zinco (Zn) nao diferiram nas glandulas dos
organismos amostrados.

As concentracdes de Ba nas branquias nao diferiram significativamente entre
os locais e tempos de exposicao, porém apds 15 e 30 dias estavam abaixo do limite
de deteccao em P1, e em 15 dias no P2. Na glandula digestiva, houve um aumento
da concentracao deste metal em P1 apds 15 dias (0,59+0,31 ug/g ps) no entanto, apds
30 dias estavam proximos aos valores iniciais (0,35+£0,06 pg/g ps). No P2, os valores
quantificados no final do estudo estavam menores ao identificado no mesmo periodo
do grupo referéncia. As concentracdes de bario encontradas no presente estudo
variaram de 0,1 a 0,6 pg/g ps nos organismos expostos e encontravam-se abaixo das
concentragcdes detectadas em ostras Crassostrea virginica amostradas em uma area
de protecdo ambiental no Golfo do México, cujos niveis variaram de 1,1 a 2,4 ug/g ps
(AGUILAR et al., 2012). Estes resultados indicam que o Ba ndao é um contaminante
para o estuario.

Por outro lado, as concentracbes de cadmio (Cd) foram estatisticamente
maiores nas ostras expostas no Sistema Estuarino de Laguna, quando comparadas
ao grupo referéncia, bem como ao longo do tempo. Nas branquias, os animais
mantidos em P2 apresentaram as maiores concentracées de Cd chegando a
aproximadamente 15 pg/g ps no organismo mais contaminado, sendo duas vezes

maior ao final do experimento (12,07+3,42 ug/g ps), do que inicialmente (5,03+1,17
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Hg/g ps). O aumento nas concentragdes de Cd no P2 também foi observado nas
glandulas digestivas, com os maiores valores ap6s 30 (4,95+1,15 ug/g ps) e 45 dias
(5,81+1,68 pg/g ps) de experimento, sendo maiores do que os valores registrados no
grupo referéncia no mesmo periodo 2,49+0,50 upg/g ps e 3,59+0,31 ug/g ps,
respectivamente. Os valores de Cd, encontrados no presente estudo em P1 (5,9 a 8,9
Hg/g ps nas branquias e 2,5 a 4,3 ug/g ps nas glandulas) e P2 (8,5 a 15 ug/g ps nas
branquias e 2,6 a 7,5 ug/g ps nas glandulas) foram superiores aos encontrados em
ostras do mangue C. gasar, nestes mesmos pontos, 0,7+0,2 ug/g ps no P1 e 0,9+0,3
no P2 ug/g ps, em dezembro de 2013 (FERREIRA, 2015). Cabe ressaltar que no
trabalho realizado em 2013, as andlises foram realizadas em pools de organismos
inteiros, sem separacao dos tecidos das ostras. Ainda, as concentracées de Cd
encontradas nas branquias de ostras expostas no P2 do presente estudo, corroboram
com as encontras por Lopes (2002), em branquias de ostras Crassostrea rhizophorae
de ~13 ug/g ps, neste mesmo estuario.

Liu e Wang (2016), observaram o aumento das concentra¢des de cadmio em
duas espécies de ostras (Crassostrea hongkongensis e Crassostrea angulata), cujos
niveis bioacumulados de cadmio (~15 pg/g ps) ao longo de 60 dias de exposicao,
foram similares aos encontrados no presente estudo, principalmente nas branquias
dos organismos expostos em P2 (~12 ug/g ps). Ainda, em um estudo realizado com
ostras C. virginica mantidas por um ano na Jamaica Bay, uma regiao considerada
impactada por metais, Rodney e colaboradores (2017) identificaram niveis de ~20
Hg/g ps de Cd em branquias, enquanto que em glandulas digestivas, os niveis foram
similares aos encontrados nas ostras C. gasar mantidas em P2 (~5,8 ug/g ps) do
presente estudo.

Diante dos resultados apresentados, os mecanismos de bioacumulacéao de Cd
aparentemente sao diferentes nos dois tecidos analisados, visto que branquias
tenderam a bioacumular mais do que as glandulas. Os dois tecidos sdo conhecidos
por bioacumular metais, no entanto, as branquias estdo mais sujeitas a bioacumular
metais dissolvidos na agua, enquanto as glandulas digestivas absorvem o metal
particulado apds a solubilizacdo destes (DEB; FUKUSHIMA, 1999). De fato, a
concentragao de cadmio na forma dissolvida € bem maior em zonas costeiras do que
nos oceanos, devido ao aporte terrestre, através de fontes atmosféricas e adjacentes
a costa (CULLEN; MALDONADO, 2013).
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O cobalto (Co) foi outro metal que diferiu ao longo do tempo nas branquias e
glandulas digestivas dos animais mantidos no P2, com os niveis mais altos sendo
registrado nas branquias apds 15 dias (2,69+0,35 ug/g ps). No entanto, ao final do
experimento os niveis de Co ja estavam proximos ao valor inicial (1,72+0,18 ug/g ps)
ou abaixo do valor inicial (1,57£0,19 ug/g ps), como nas glandulas digestivas dos
organismos mantidos em P2 (0,86+0,46 ug/g ps). Curiosamente, as ostras de P1
apresentaram sempre os menores niveis de Co. O cobalto € um componente
essencial da vitamina B12, importante para a formagdo do sangue (SINGH;
HARBISON, 2015), sendo encontrada em grandes concentragdes em ostras
(ANACLETO et al., 2016). Apesar de Co ter um enriquecimento em solos proximos ao
Complexo Termelétrico Jorge Lacerda (RODRIGUEZ-IRURETAGOIENA et al., 2015),
aparentemente ele ndo € um contaminante no Sistema Estuarino.

As concentracées de cromo (Cr) em branquias foram menores ao final da
exposicao nos organismos mantidos em P2 (3,62+0,29 ug/g ps) quando comparados
ao grupo referéncia (4,74%+0,57 ug/g ps). Em geral, as concentragbes de Cr
quantificados em branquias e glandulas de C. gasar deste estudo estao acima (~4,2
Hg/g ps) do observado por outros pesquisadores, tais como em Crassostrea virginica
de 1,82 ug/g ps (AGUILAR et al., 2012), 2,5 ug/g ps em Crassostrea gigas (GAO et
al., 2016). Le e colaboradores (2015) encontram valores de Cr (4,47+1,62 pug/g ps) em
ostras Saccostrea glomerata e atribuiram tais concentracoes ao aporte de
contaminantes de origem industrial. De fato, a literatura mostra poucos casos de altos
niveis de cromo bioacumulados em ostras, como os observados em um estuério na
China altamente impactado por metais, onde os autores quantificaram niveis de Cr de
11 pg/g ps (WANG; LU, 2017). Ainda, Solaun e colaboradores (2013) fizeram uma
compilagéo de dados de bioacumulagéo de Cr em mexilhdes Mytilus galloprovincialis
e ostras Crassostrea gigas entre os anos de 1990 a 2010, antes e depois que acdes
mitigadoras foram aplicadas para diminuir a contaminagdo na baia Biscaia, Pais
Basco. De acordo com os autores, as concentragdes de cromo variaram de ~5 pg/g
ps na década de 90 para <0,5 pg/g ps em 2010, mostrando o efeito positivo das acdes
em um intervalo de tempo relativamente pequeno.

O cobre (Cu) e zinco (Zn) sao considerados metais essenciais para moluscos
bivalves, ostras tem a capacidade de bioacumular altos niveis destes metais. As
concentragdes de Cu em branquias em P2, foram significativamente menores em 30

dias (11,6715,41 ug/g ps) quando comparados a 7 dias (20,54+5,22 ug/g ps). Ja os
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niveis Zn nas branquias, aumentaram em P1 no decorrer do estudo, estando maiores
que os niveis do grupo referéncia apos 15 (357,8+60,5 ug/g ps) e 30 (448,30+47,40
Hg/g ps) dias de exposicao. Os resultados obtidos no presente estudo indicam que o
local de estudo ndo é impactado por estes metais. De acordo com Wang e Lu (2017),
as concentragdes de Cu e Zn em ostras de diferentes locais considerados “limpos”
variam entre 50 a 100 ugCu/g ps e 500 a 2000 pgZn/g ps.

As concentracbes de ferro (Fe) nas branquias tenderam a diminuir em P1
(80,95%15,65 pg/g ps) e P2 (63,16£13,85 pg/g ps), quando comparados a primeira
semana de estudo que foram 104,78+7,11 ug/g ps e 123,14+13,94 ug/g ps,
respectivamente. Concentracdes semelhantes foram identificadas em mexilhdes
Mytilus galloprovincialis coletados em um local considerado sem contaminagdo na
Italia (CAPOLUPO ET AL., 2017).

Em relagdo as concentragbes de manganés (Mn), ostras C. gasar
apresentaram maiores niveis em branquias de animais expostos em P2 no inicio da
exposicao de 6,9310,74 ug/g ps, no entanto, ao final ja estava proximo aos valores
iniciais de 4,73x0,61 ug/g ps. Ja nas glandulas, as concentracées de Mn aumentaram
nos organismos mantidos em P1 ao longo do tempo, variaram de 5,68+0,61 ug/g ps
para 8,91+1,42 ug/g ps em 30 dias, estando maiores do que as concentragdes nos
organismos do grupo referéncia neste mesmo tempo, 5,40+0,88 ug/g ps.

Lopes (2002), ao avaliar Cu, Mn, e Zn em ostras C. rhizophorae, encontraram
concentragdes de Cu que variaram de 50 a 100 pg/g ps, de Mn variaram de ~50 a 100
HQ/g ps e as concentragdes de Zn variaram de 900 a 1500 ug/g ps, muito acima das
observadas no presente estudo, entretanto, o corpo inteiro da ostra foi utilizado para
analises. Billah e colaboradores (2014), avaliaram as concentracdes de Cu, Zn, Fe e
Mn em ostras Saccostrea cucullata, no estuario Sarawak, na Malaysia, as
concentragdes reportadas por estes pesquisadores foram de 63,0+0,14 ugCu/g ps,
108,7+0,20 pgZn/g ps, 941,0+0,8 ugFe/g ps e 129,6+0,13 pugMn/g ps, valores bem
acima do que o obtido no presente estudo, exceto para o zinco. Ainda, as
concentracdes observadas pelos autores para estes metais no sedimento estavam
muito além dos valores preconizados pela United States Environmental Protection
Agency (USEPA) e pela World Health Organization (WHO).

As concentracoes de fosforo (P) nas branquias foram maiores em ostras
mantidas por 15 dias em P1 (4513,4+227,5 ug/g ps) e P2 (4573,9+487,4 ug/g ps)

quando comparadas ao grupo referéncia neste mesmo tempo de (3587,9+202,1 ug/g
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ps). Ainda, a concentracdo de P nas branquias dos organismos do grupo referéncia
estava maior no final do periodo de estudo (4544,3+427,1 ug/g ps) quando comparado
a 15 dias, 3587,9+202,1 pg/g ps. Ja nas glandulas, houve um aumento nas
concentracdes de P ao longo do tempo nos pontos de exposicdo. Em P1 as
concentragdes foram de 3842,14+426,22 ug/g ps e no P2 de 3979,2+348,2 ug/g ps,
guando comparados as concentragdes inicias de 3072,9+151,4 ug/g ps. O fésforo é
macroelemento essencial para os organismos, mas também é um indicativo de
eutrofizagdo do ambiente estuarino, favorecendo a presenca de fitoplancton
(microalgas e cianobactérias), que por sua vez fazem parte da dieta de moluscos
bivalves (YU; WANG, 2004). De fato, um “bloom algal’, também conhecido como maré
vermelha, ocorreu no inicio do experimento, no periodo de 23 a 26 de outubro de 2017
em Florianépolis e no litoral norte catarinense. Neste evento de floracéo, foi detectada
PSP (Paralytic Shellfish Poisoning), uma biotoxina produzida por certos tipos de
microalgas (BRAGA et al., 2018). No entanto, esta floracdo nao foi detectada na regiao
sul do estado. Na Caeira da Barra do Sul, localizada ao sul de Floriandpolis, onde as
ostras foram mantidas como grupo referéncia, as analises evidenciaram que 0s niveis
da biotoxina encontravam-se abaixo do limite de detecgao (FIOCRUZ, 2018). Os
valores de fésforo encontrados neste trabalho estdo bem abaixo dos valores
encontrados em diferentes espécies de ostras Crassostrea spp., que variaram de
4860 ug/g ps, em locais ndo impactados a 29102 ug/g ps, em locais impactos por
metais na China (LU et al., 2017).

Inicialmente a concentracao de antiménio (Sb) nas branquias de ostras C. gasar
estava abaixo dos niveis de detec¢do. No entanto, os organismos mantidos em P1
acumularam este metal ao longo do tempo, variando de 0,73%0,09 ug/g ps a 0,83+0,06
Hg/g ps. Apds 30 dias de experimento o grupo referéncia também apresentou niveis de
antiménio 0,75+0,12 pg/g ps, sendo significativamente maior ao final do estudo
1,02+0,07 pg/g ps. Nas glandulas, as concentragdes deste metal aumentaram no inicio
da exposicao em P2 (0,70+0,09 pg/g ps) sendo maiores que as concentracdes das
ostras do grupo referéncia, 0,5610,12 pg/g ps, porém apos 30 dias estavam abaixo do
limite de detecgao. O antimbnio ndo tem nenhuma funcao essencial para os organismos
vivos, porém alguns farmacos possuem o antimbénio em sua composicao
(BOURGEQIS, 2015b), 0 que sugere seu uso como um indicador de efluentes sanitarios
na regiao de estudo. Entretanto, um estudo realizado em solos adjacentes a Bacia do

Rio Tubardo mostrou que um dos locais com maior concentracdo de Sb situa-se
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proximo a regiao de cultivo de arroz, cereal que por sua vez, vem sendo caracterizado,
pelos autores, como uma das principais rotas de exposicao a tal metal, especialmente
em zonas de mineragao de carvao (REN et al., 2014; RODRIGUEZ-IRURETAGOIENA
et al., 2015). Ademais, o fitoplancton é capaz de remover Sb da agua (MANDAL et al.,
2011), fazendo parte da dieta de moluscos bivalves. Tal fato pode evidenciar que P1 é
possivelmente impactado por Sb, visto que estava tanto presente nas branquias dos
organismos, como também tendeu a ser maior nas glandulas de ostras expostas. Ja a
presenca deste metal nas branquias de ostras do grupo referéncia pode estar
relacionado a alguma floracdo de microalgas, contribuindo na remocao do metal da
coluna d’ agua (MANDAL et al., 2011).

As concentracbdes de escandio (Sc) nas branquias aumentaram no inicio do
experimento nas ostras mantidas em P2 de para 0,69+0,13 pg/g ps, porém diminuiram
ao longo do tempo, e ao final do estudo estavam significativamente menores
(0,31+0,14 pg/g ps) do que os valores iniciais de 0,51+0,03 pg/g ps. Os niveis em P1
foram sempre menores do que os organismos mantidos nos demais pontos, exceto
em 30 dias quando os niveis estavam iguais aos de P2.

Em relagao ao vanadio, no final do experimento, as concentragdes deste metal
quantificado em branquias de ostras do grupo mantido em P2 estavam
significativamente menores (0,19+0,09 ug/g ps) do que os valores iniciais (0,36+0,07
Hg/g ps) e do que os organismos do grupo referéncia neste mesmo tempo de
0,37+0,06 pg/g ps. O mesmo foi observado para as glandulas digestivas, onde as
concentragdes de vanadio diminuiram em C. gasarexpostas, sendo significativamente
menores do que as ostras do grupo referéncia, 0,89+0,04 ug/g ps. Um dado curioso
do presente estudo € que ao longo do periodo de exposicao, foi observado um
aumento na quantidade de ascidias incrustadas na estrutura onde as ostras eram
mantidas e em suas valvas (Figura 9, a direita), embora a limpeza das mini balsas
fosse realizada apds as coletas. Curiosamente, estudos recentes mostraram que
ascidias e alguns poliquetas estocam vanadio em seus tecidos, apesar de nenhum
motivo benéfico aparente (REHDER, 2015; THOMPSON; HOGSTRAND; GLOVER,
2018). Além disso, é notavel o aumento de ascidias em locais impactados por
atividades antropogénicas, principalmente onde os contaminantes, como metais e
HPAs ficam mais concentrados (EVANS et al., 2017), reforcando os dados
apresentados no presente estudo.
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Aparamente, os diferentes tecidos analisados possuem mecanismos diferentes
de acumulacao de metais. A glandula digestiva é o principal 6rgao de acumulacao de
metais em bivalves, entretanto as branquias também se tornam alvos pois sao a
principal interface entre o organismo e o ambiente (PIPE et al., 1999; RAJALAKSHMI;
MOHANDAS, 2005). De fato, Jing e colaboradores (2006) observaram que existe uma
maior acumulacdo de cobre nas glandulas digestivas de ostras Pinctada fucata
qguando os niveis deste metal encontravam-se em menores concentracdo na agua,
enquanto, as branquias se tornavam o principal alvo quando em maiores
concentracdes. De fato, tal resultado foi o observado no presente estudo, entretanto,
para outro metal, o Cd, que apresentou as maiores concentracées em branquias dos
organismos expostos, possivelmente influenciando no mecanismo de defesa dos

organismos em questao.

5.3 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS EM OSTRAS DO MANGUE Crassostrea

gasar

5.3.1 Sistema de biotransformacao de xenobioticos

Os graficos da Figura 10 mostram as atividades da enzima de fase Il de
biotransformacgéo de xenobibticos determinadas em branquias e glandulas digestivas
de ostras do mangue Crassostrea gasar. A atividade glutationa S-transferase (GST) foi
significativamente menor em branquias de ostras mantidas em P1 apés 15 e 30 dias, e
em P2 apo6s 45 dias de exposi¢cdo, quando comparadas ao grupo referéncia nestes
mesmos tempos. Em glandulas digestivas, a atividade GST aumentou apds 7 dias de
exposicao no P1 e se manteve até o final do experimento, enquanto no P2 ela teve uma
oscilacdo, com um aumento apds 7 dias, seguido por uma diminuicdo da atividade em
15 dias. No entanto, ap6s 30 dias a atividade GST aumentou novamente e ao final do
estudo estava proxima aos valores iniciais (Fig. 10), estando menor que grupo
referéncia neste mesmo tempo. No grupo referéncia a atividade aumentou
significativamente ao final do estudo. Ainda, a atividade GST foi maior nas glandulas
digestivas do que em branquias das ostras analisadas.
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Figura 10 — Atividade da enzima de fase |l de biotransformacado, glutationa S-
transferase, em branquias e glandulas digestivas de ostras C. gasar, no
grupo referéncia e expostas em diferentes pontos por 7, 15, 30 e 45 dias.
Valores marcados com ¢ significam diferenca entre tempos em um
mesmo ponto; valores marcados com ABC indicam diferencga entre pontos
em um mesmo tempo, p < 0.05
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

De acordo com Blasco e colaboradores (2016), a GST esta principalmente
localizada na fracao citosélica da glandula digestiva, o que explica os maiores valores
identificados neste tecido. Entretanto, tal resultado pode estar relacionado a natureza
dos contaminantes cujo as ostras foram expostas. Diversos estudos utilizam C. gasar
como um organismo modelo em estudos de biomonitoramento ambiental e de
metabolismo de HPA (DOS REIS et al., 2015; LIMA et al., 2018; LUCHMANN et al.,
2011, 2014a, 2015; ZACCHI et al., 2017). Em um estudo com ostras C. gasar expostas
a fracao de 6leo diesel acomodada em agua, apesar de nao ter sido estatisticamente
comparado, a atividade desta enzima era superior em branquias do que em glandulas
digestivas, ainda, foram correlacionadas com o decréscimo da peroxidacao de lipideos,
mostrando seu papel na protecdo de biomoléculas (LUCHMANN et al., 2011). De fato,
em estudos realizados por Lichmann e colaboradores (2014) houve um aumento em
transcritos de GST em branquias de C. gasar expostas a fenantreno, um HPA modelo
em estudos toxicolégicos, mostrando que as branquias tem um papel fundamental na
detoxificagcdo deste contaminante.

Em estudos prévios realizados no Sistema Estuarino de Laguna no verdo de
2013, a bioacumulagao de diferentes contaminantes foi avaliada em C. gasar, havendo
um aumento da atividade desta enzima em branquias e glandulas digestivas, tal aumento
relacionado a detoxificacdo de compostos organicos (FERREIRA, 2015). Ja Souza
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(2015), observou o aumento da atividade desta enzima na glandula digestiva de C.
gasar, apés 36 horas de exposicao quando comparadas ao tempo 0 e ao final de 7 dias
de exposicao, possivelmente relacionada aos altos niveis de HPAs encontrados nos
organismos expostos. Recentes estudos com esta espécie, focam apenas nas
branquias de C. gasar (LIMA et al., 2018; PESSATTI et al., 2016; ZACCHI et al., 2017).
Neste mesmo estuario, Lopes (2002), observou o decréscimo da atividade desta
enzima em branquias de Crassostrea rhizophorae, atribuindo tal resposta as
concentragdes de Cd, Cu, Mn e Zn nas partes moles destes organismos.

Embora ndo seja substrato natural para GST, alguns estudos observaram o
efeito de metais em invertebrados (BLASCO et al., 2016). Alguns metais, participam de
reacoes de Fenton e Haber-Weiss (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007) promovendo
um aumento na peroxidacao lipidica, no entanto alguns produtos da peroxidagéao podem
ser conjugados com a glutationa, através da GST (ZANETTE et al., 2011). De fato,
Verlecar e colaboradores (2007) observaram que a exposicdo a mercurio (HQ)
aumentou a atividade GST em glandulas de mexilhdes Perna viridis. Ja4 Martin-Diaz e
colaboradores (2007) observaram significante indugédo desta enzima na presenca de
As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn e Pb em caranguejos Carcinus maenas, e de Cd, Cu, Mn e
Ni no bivalve Ruditapes philippinarum, ao avaliar a toxicidade de sedimentos em quatro
regides portuarias na Espanha. Por outro lado, o decréscimo da atividade da GST no
gastrépode marinho Nerita chamaeleon, foi relacionado a niveis de HPA, na india
(BHAGAT et al., 2017).

Além disto, o decréscimo na atividade GST observada em C. gasar mantidas no
Sistema Estuarino de Laguna por um periodo tdo longo de exposicao, pode estar
relacionado a outros parametros enddgenos, como a deplecdo nos niveis de GSH. A
GST atua conjugando a GSH a compostos enddgenos ou xenobibticos, tornando-os
mais facilmente excretados da célula (NEBERT; VASILIOU, 2004). Desta forma, se a
biossintese da glutationa e reciclagem desta molécula enddégena ora mencionadas, nao
forem capazes se suprir o consumo de GSH, pode provocar um decréscimo significativo
desta, inibindo suas fungdes (WANG et al., 2008).

5.3.2 Sistema de defesa antioxidante

Os graficos da Figura 11 mostram as atividades das enzimas relacionadas ao
sistema de defesa antioxidante.
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Figura 11 — Atividade das enzimas do sistema de defesa antioxidante em branquias e
glandulas digestivas de ostras C. gasar, no grupo referéncia e expostas
em diferentes pontos por 7, 15, 30 e 45 dias. Valores marcados com 2°
significam diferenca entre tempos em um mesmo ponto; valores marcados
com ABC indicam diferenca entre pontos em um mesmo tempo, p < 0.05
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Os resultados mostram, que a atividade das enzimas catalase (CAT) e
glutationa redutase (GR), analisadas nas branquias de C. gasar, nao diferiram entre
os locais de estudo nem ao longo dos tempos de exposicdo. Ja nas glandulas, a
atividade da enzima GPx nao diferiu estatisticamente nos pontos e tempos de estudo.

No presente estudo houve um aumento na atividade da enzima glutationa
peroxidase (GPx) nas branquias dos animais amostrados apos 15 dias de estudo. O
aumento da atividade GPx em P1 e P2 é um indicativo de formacéao de hidroperéxido
e outros peréxidos organicos, possivelmente influenciado pelo acumulo de cadmio
nestes organismos. O aumento de atividade GPx foi similarmente reportado por
diversos autores que avaliaram o efeito do cadmio em organismos aquaticos, tais
como as ostras C. angulata (MACIAS-MAYORGA et al., 2015) e C. gigas (CONG et
al., 2013), os mexilhdes Perna viridis (GOSWAMI et al., 2014) e Mytilus
galloprovincialis (ROCHA et al., 2015). Ainda, Meng e colaboradores (2017)
observaram um aumento significativo nos niveis de proteinas e transcritos de GPx em
ostras C. gigas, expostas a cadmio.

Além disso, a bioacumulagdo de cadmio é capaz de diminuir 0s niveis
intracelulares de GSH (MACIAS-MAYORGA et al., 2015; MENG et al., 2017).
Molécula considerada uma das primeiras linhas de defesa contra o estresse oxidativo,
podendo ser oxidada a sua forma dissulfidica (GSSG), pela GPx ou sendo conjugada
a diferentes compostos pela GST (MELLO et al., 2015). Desta forma, ela pode atuar
no mecanismo de detoxificacdo do cadmio, sendo este rapidamente reduzido e
formando um complexo estavel (GS-Cd), mais facilmente eliminado pela célula
(WANG et al., 2008).

Considerando que a GR tem papel essencial na reciclagem da GSH, a atividade
desta enzima n&o ter sido significativamente diferente, sugerem uma possivel
deplecao nos niveis de GSH, no presente estudo. O grande periodo de exposicao,
junto presenca de contaminantes, possivelmente aumentou a formacao de EROs e
danos oxidativos, os organismos tendo que contornar tal situacdo aumentaram a
atividade da GPx, porém sem variacbes na atividade da GR, ndo supriram as
demandas de GSH. Este fato vai de encontro com a bioacumulacdo de cadmio nos
organismos expostos, o decréscimo na atividade da GST observada nas branquias
das ostras expostas, associado ao aumento na atividade da GPx, sem alteragdo da
atividade da GR. Entretanto, para confirmar tal hip6tese, os niveis de GSH e GSSG

deveriam ter sido medidos nos tecidos.
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A atividade da G6PDH nas branquias de C. gasar aumentou apos 15 dias nos
pontos de exposicdo (P1 e P2) sendo significativamente maior do que no grupo
referéncia neste mesmo tempo, este por sua vez aumentou a atividade ap6s 30 dias
de estudo em relacdo ao tempo inicial. Visto que, a enzima mantém os niveis de
NADPH nas células, cofator utilizado na reducédo de GSSG a GSH, mediada pela GR
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007), esperava-se o aumento significativo da atividade
da GR, o que nao foi observado. Entretanto, Wang e colaboradores (2008)
observaram um aumento da atividade G6PDH sem nenhuma alteracao na atividade
GR, bem como nos niveis de GSH, no caranguejo Sinopotamon yangtsekiense
exposto ao cadmio, corroborando com os resultados encontrados no presente estudo.
Ademais, a variacao na atividade da G6PDH, tanto em branquias como em glandulas
de C. gasarpode estar relacionada a outros sistemas celulares, tais como 6xido nitrico
sintase, NADPH oxidase, citocromo P450, além de reagbes anabolizantes (BARCIA-
VIEITEZ; RAMOS-MARTINEZ, 2014; STANTON, 2012).

Houve um aumento da atividade da enzima CAT nas glandulas digestivas das
ostras mantidas no P2, apds 7 dias de exposicao, porém a atividade retornou aos
niveis iniciais apds 15 dias e assim permaneceu. A atividade da GR também foi mais
alta nos organismos em P2 apds 7 dias, sendo maiores que a atividade P1 neste
mesmo tempo, no entanto a atividade diminui no decorrer do estudo. Mudangas em
parametros fisico-quimicos, junto com a presencga de contaminantes na agua, pode
estressar e até mesmo matar os organismos aquaticos (LUSHCHAK, 2011;
VALAVANIDIS et al., 2006). O aumento da atividade destes biomarcadores neste
periodo pode estar relacionado a adaptacdao dos organismos a salinidade 24, bem
como a bioacumulagdo de contaminantes como cadmio. Tais condicbes podem ter
aumentado a producdo de EROs na primeira semana de estudo, fazendo com que 0s
organismos ativassem as defesas antioxidantes e contornassem um possivel efeito
do estresse neste tecido analisado. Neste contexto, Zacchi e colaboradores (2017),
avaliaram os niveis de transcricdo de genes relacionados a defesa antioxidante em
ostras C. gasarexpostas a fenantreno em diferentes salinidades. Estes pesquisadores
indicaram que baixas salinidades estimulam a producdo de EROs aumentando os
niveis de transcricdo de genes das enzimas antioxidantes.

Em estudos prévios realizados no Sistema Estuarino de Laguna em dezembro
de 2013, mostraram aumento significativo da atividade GPx e uma inibicdo da enzima

CAT em branquias de C. gasar, apds 7 dias de exposicao. Em contrapartida houve
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um aumento dos representantes do sistema de defesa antioxidante na glandula
digestiva das ostras amostradas (FERREIRA, 2015). Os resultados sugeriram que as
enzimas do sistema de defesa antioxidante atuaram em conjunto para eliminar as
possiveis EROs formadas apdés a exposicdo, prevenindo assim, danos a
biomoléculas. Entretanto houve maiores niveis de precipitacdo no periodo de estudo,
influenciando na salinidade do ambiente, chegando a ser menor que 15 (PIAZZA,
2016), o que pode ter sido um fator estressante para os organismos expostos
(ZACCHl et al., 2017).

Os resultados sugerem inducao do sistema de defesa antioxidante, em uma
possivel tentativa de conter a formacao de EROs, e principalmente possiveis danos
oxidativos a lipidios, proteinas e acidos nucléicos. A hipétese de que o cadmio seja
um dos principais fatores influenciando nas respostas dos organismos expostos surgiu
devido ao fato da elevada bioacumulagao deste contaminante nas ostras expostas, o
que nao foi observado em experimentos prévios no sistema estuarino com ostras C.
gasar (FERREIRA, 2015; SOUZA, 2015), refletindo em respostas de biomarcadores
completamente diferentes.

5.3.3 Processos neurotoxicos

A atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AChE) determinada nas
branquias e glandulas digestivas de ostras do mangue, Crassostrea gasar, estao
representadas nos graficos da Figura 12. A enzima nao apresentou diferencas
significativas entre os pontos e tempos de estudo.
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Figura 12 — Atividade da enzima acetilcolinesterase em branquias e glandulas
digestivas de ostras C. gasar, no grupo referéncia e expostas em
diferentes pontos por 7, 15, 30 e 45 dias. Valores marcados com 2
significam diferenga entre tempos em um mesmo ponto; valores marcados
com ABCindicam diferenca entre pontos em um mesmo tempo, p < 0.05
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Os resultados obtidos neste estudo pelo ensaio da acetilcolinesterase (AChE)
nao eram esperados, visto que a area de estudo € impactada pela cultura de arroz
realizada na regiao. Esperava-se uma inibicdo da enzima, o que normalmente é
observada em organismos expostos a pesticidas organofosforados e carbamatos.
Diversos estudos observaram a inibicdo de colinesterases em diferentes organismos
aquaticos, tais como os bivalves Dreissena polymorpha (BINELLI et al., 2006;
RICCIARDI; BINELLI; PROVINI, 2006), Perna perna (ALVES et al.,, 2002), M.
galloprovincialis (LIONETTO et al., 2003), Ruditapes phillippinarum (CHOI et al.,
2011), Adamussium colbecki (BONACCI et al., 2006) e C. rhizophorae (ALVES et al.,
2002; LEE et al., 2002; VALDEZ DOMINGOS et al., 2007). Dentre os trabalhos
citados, Choi e colaboradores (2011) observaram a inibicao da hidrélise de acetilcolina
no musculo adutor de R. phillippinarum, mediada por organofosforados, diminuindo
assim a atividade da enzima em comparacdo ao grupo controle. Matozzo e
colaboradores (2012) observaram um decréscimo na atividade da acetilcolinesterase
em branquias de R. phillippinarum expostos a efluentes de agricultura contendo
residuos de organofosforados. Bernal-Hernandez e colaboradore (2010) relataram a
diminuicao da atividade da AChE nas branquias da ostra C. corteziensis expostas em

um estuario no México possivelmente contaminado por pesticidas organofosforados,
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quando comparadas ao grupo referéncia. Ja De Souza e colaboradores (2018)
avaliaram o efeito de diferentes pesticidas em C. rhizophorae e concluiram que as
branquias seriam um étimo tecido indicador para contaminagdo pelo pesticida
carbamato Carbaril, enquanto as acetilcolinesterase seriam potencial biomarcadores
de Carbofuran.

E importante salientar que em estudos anteriores realizados no Sistema
Estuarino de Laguna (FERREIRA, 2015; SOUZA, 2015), foi detectada a presenca de
DDT e seus metabdlitos, assim como Endosulfan Il, em ostras C. gasar mantidas na
regiao por sete dias. Porém, organoclorados possuem mecanismos distintos de acao
do que os organofosforados e carbamatos. Por exemplo, o DDT
(diclorodifeniltricloroetano) afeta nervos periféricos diminuindo o influxo de sodio (Na*)
e inibindo o efluxo do potassio (K*), resultando em um excesso de (K*) intracelular nos
neurdnios, parcialmente despolarizando as células. No entanto, eles ndo sao
inibidores de acetilcolinesterase, demonstrando que, talvez, a contaminacdo no
Sistema Estuarino de Laguna, ainda esteja relacionada a pesticidas ja banidos no
Brasil, como o DDT e Endosulfan (FERREIRA, 2015; SOUZA, 2015). Diante do
exposto, a atividade da AChE néo foi uma ferramenta biomarcadora ideal para avaliar
a contaminacao do Sistema Estuarino. Entretanto, a época de cultivo de arroz comeca
a partir de outubro, o efluente das lavouras de arroz sao liberadas para o estuario por
volta de marco (SOSBAI, 2016), podendo entédo, esta época do ano ser a melhor
escolha para avaliar tal biomarcador.
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6 CONCLUSAO

As ostras do mangue Crassostrea gasar, expostas in situ por 45 dias no
Sistema Estuarino de Laguna, bioacumularam metais em branquias e glandulas
digestivas ao longo do periodo de estudo, os maiores niveis sendo observados nas
branquias dos organismos mantidos no P2.

Dos 17 metais analisados (Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, P, Pb, Sb, Sc,
Se, Sn, V e Zn), o cadmio foi o mais preocupante, pois encontrava-se em
concentragcdes préximas as de locais considerados contaminados por metais.

A inibicdo da enzima de fase Il de biotransformacao (GST), junto com o
aumento da atividade da GPx e, a nao alteracao significativa da atividade da GR, nas
branquias dos organismos expostos durante 45 dias, sugerem a formacgéo de EROs
devido a bioacumulacdo de metais, consequentemente uma deplecdo de GSH,
substrato utilizado pelas duas enzimas (GPx e GST) e regenerado pela GR.

Os resultados de bioacumulagcdo de metais, em conjunto com as respostas de
biomarcadores bioquimicos encontrados nas ostras C. gasar durante este estudo,
confirmam o potencial uso destes organismos como bioindicadores de contaminacao
aquatica.

Através dos resultados aqui obtidos, recomenda-se a implantacdo de um
programa de biomonitoramento no Sistema Estuarino de Laguna, visto que este é
fonte de renda e consumo préprio dos usuarios, que estdo, por sua vez colocando
sua saude e de outros em risco, ao consumir os recursos de tal ambiente, bastante

afetado por metais.






81

7 PERPECTIVAS FUTURAS

As etapas apresentadas nesta dissertacdo deram apenas 0s seus primeiros
passos. Existem muitas outras etapas a serem desenvolvidas, sobretudo na
perspectiva de torna-lo um estudo mais robusto. Destaca-se abaixo tais etapas:

a) Testes referentes ao inibidor de proteases (PMSF) e sua possivel inibicdo

da enzima acetilcolinesterase;

b) Analise de danos oxidativos nos organismos expostos, por meio da analise
de peroxidacao de lipideos, através da técnica de MDA,;

c) Avaliacao de possiveis alteracdes histopatolégicas;

d) Avaliar a transcricdo de alguns genes chaves, relacionados a
contaminacdo por metais (metalotioneinas); a biotransformacado de
xenobidticos (como CYPs, sulfotransferases, GSTs), e defesas
antioxidante (e.g. SOD, CAT).
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