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RESUMO

CABRAL, Dandara, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, Marco de 2017. Efeitos
bioquimicos, genotéxicos e bioacumulacado em ostras (Crassostrea
rhizophorae) expostas a diferentes concentracées de ferro e manganés.
Orientadora: Dr2. Adriana Regina Chippari Gomes.

Bioensaios aquaticos sao ferramentas Uteis na avaliacdo de risco e potenciais
impactos dos poluentes no ambiente natural. As ostras e outros bivalves séo
indicados como bioindicadores adequados para estudar os efeitos de poluentes no
meio aquatico. Varios sdo os atributos que fazem das ostras bioindicadores ideiais
como: distribuigcdo geografica ampla, abundante, sedentarios, tolerancia a alteragées
ambientais, tolerancia a diversos contaminantes ambientais, ampla e estaveis
populagdes, razoavelmente longa vida, razoavel tamanho, resistente o suficiente
para sobreviver em estudos de laboratério etc. Diante disso, o presente estudo foi
realizado para se qualificar a toxicidade de Fe e Mn em Crassostrea rhizophorae,
expostas a diferentes concentracbes destes metais, utilizando para isso
biomarcadores bioquimicos (CAT e GST), genotdxicos (ensaio cometa) e
bioacumulagdo nos tecidos. O trabalho foi dividido em trés experimentos: no
primeiro, as ostras foram expostas ao Mn (0,049; 0,1 e 0,5 mg/L); em segundo ao Fe
(0,3; 0,440 e 1,5 mg/L) e em terceiro as ostras foram expostas ao Fe associado ao
Mn (Fe 0,3 e Mn 0,049; Fe 0,440 e Mn 0,1; e Fe 1,5 e Mn 0,5 mg/L). A atividade das
enzimas catalase e glutationa-S- transferase no tecido branquial das ostras
aumentaram significativamente, de forma geral, nos tratamentos expostos nas duas
primeiras cocncetragdes, e apresentaram uma diminuicao nas ultimas concentragdes
de Mn e Fe. O indice de danos no DNA demonstrou uma relacao dose-dependente
em todas as trés séries de experimentos, visto que os resultados obtidos detectaram
alteragdes significativas nos niveis de quebras da fita de DNA de hemdcitos de C.
rhizophorae em todos os tratamentos em relagcdo ao controle, demonstrando o
significativo potencial desses metais em causar danos no DNA das ostras. A
quantificagdo de Fe e Mn no tecido das ostras ndo apresentou nenhuma correlagao
a quantidade desses metais na agua, uma vez que nao houveram diferencas entre
os tratamentos. Os dados apresentados neste trabalho demonstram a aplicabilidade
do uso de biomarcadores bioquimicos e genotdxicos em estudo ecotoxicolégicos
utilizando a ostra C. rhizophorae como bioindicador de contaminacao aquatica. Os
resultados constituem importantes fontes de informacao para o bioensaio de aguas
contaminadas por metais.

Palavras chaves: Ecotoxicologia, estuario, metais, bivalves, biomarcadores.



ABSTRACT

CABRAL, Dandara, M.Sc., University of Vila Velha — ES, March de 2017.
Biochemical effects, genotoxic and bioaccumulation in oysters (Crassostrea
rhizophorae) exposed to different concentrations of iron and manganese
Advisor: Dr2 Adriana Regina Chippari Gomes.

Aquatic bioassays are useful tools in the assessment of risk and potential impacts of
pollutants on the natural environment. Oysters and other bivalves are denoted as bio-
indicators suitable for studying the effects of these pollutants in the aquatic
environment. Several attributes that make oysters bioindicators ideals as: wide
geographic distribution, abundance, sedentary, tolerance to environmental changes,
tolerance to several environmental contaminants, high wide and stable populations,
reasonably long life, reasonable size, tough enough to survive in laboratory studies
etc. So, this study was conducted to qualify the toxicity of Fe and Mn in C.
rhizophorae., exposed to different concentrations of these metals, using biochemical
biomarkers (CAT and GST) and genotoxic (Comet). The work was divided into three
experiments: in the first, the oysters were exposed to Mn (0.049; 0.1 and 0.5 mg/L);
second to Fe (0.3; 0.440 and 1.5 mg/L) and in the third experiment the oysters were
exposed to Fe associate with Mn (Fe and Mn 0.049 0.3; Fe and Mn 0.440 0.1; and
Fe and Mn 1.5 0.5 mg/L).and separately for 10 days. The activity of the enzymes
catalase and glutathione-S-transferase in gill tissue of oysters have increased
significantly in exposed fisrt two treatments, and deacresed in the largest
concentrations of Mn and Fe. The index of damage showed a dose dependent,
therefore, the results obtained have detected significant changes in levels of DNA
breaks of hemocytes of C. rhizophorae in all treatments relative to the control,
demonstrating the significant potential of those metals in causing damage to the DNA
of the oysters. Quantification of Fe and Mn in the tissue of oysters did not present
any correlation to amount of these metals in the water, since there were no
differences between the treatments. The data presented in this paper demonstrate
the applicability of the use of biochemical biomarkers and genotoxic in
ecotoxicological study using the oyster C. rhizophorae as bioindicator of water
pollution. The results are important sources of information for the bioassay of metal-
contaminated waters

Keywords: Ecotoxicology, estuary, metals, bivalves, bioamarkers.



1. FUNDAMENTACAO TEORICA

CONTAMINACAO POR METAIS EM AMBIENTE ESTUARINO

Os estuarios sdao ambientes aquéticos de transicdo entre ecossistemas
dulcicolas e marinhos. Sao regides parcialmente fechadas nas quais a agua
do mar é bastante diluida pelo aporte de agua doce do continente (Thurman
e Trujillo, 1999). As regides estuarinas sao extremamente importantes do
ponto de vista ecoldgico, sendo considerados ecossistemas mantenedores
da diversidade e bergarios da vida marinha por oferecer condicoes propicias
para a alimentacao, reproducao e protecao de muitas espécies.

O ecossistema estuarino constitui também uma importante barreira
geoquimica na interface continente-oceano (Alongi et al., 2004). Esse
ecossistema sofre impactos diretos e indiretos de contaminagdo dos
recursos hidricos, com o langamento principalmente de cargas de efluentes
domésticos e de residuos industriais (Moura et al., 2009). Segundo 6érgaos
ambientais, 7,5 % dos estuarios da costa do Brasil estdo acima dos limites
de poluicéo. Esses dados foram levantados a partir de analises quimicas no
sedimento e testes de toxicidade em organismos aquaticos (Boesch et al.,
2001).

As fontes de contaminacdo que chegam a esses recursos hidricos
podem ser pontuais ou difusas. As fontes pontuais sado facilmente
identificadas, podendo, assim, ser tratadas e controladas. Ao contrario das
fontes pontuais, as difusas apresentam caracteristicas bastante
diferenciadas, espalham-se por inumeros locais e sdo particularmente de
dificil determinacéo, em funcdo do desconhecimento de suas descargas
(Gongalves et al.,, 2005, Zimmerman et al., 2008). Dentre os tipos de
poluentes que adentram os recursos hidricos, incluindo o estuarino, estédo os
metais, que por ndo serem biodegradaveis podem ser nocivos aos
organismos desse ambiente e aos seus predadores, uma vez que Sao
biomagnificados na cadeia tréfica, causando danos a estrutura das
comunidades presentes no ecossistema, principalmente por seus efeitos
mutagénicos e teratogénicos. Além disso, uma vez que os estuarios sao
ecossistemas altamente produtivos, acabamos por sermos atingidos pelos

metais que sao incorporados na biota, como peixes, caranguejos, ostras,



etc, através do consumo destes recursos como fonte alimentar, o que pode
ser prejudicial a nossa saude.

No Brasil a lei que regulamenta os limites para as concentragées em que
0S compostos organicos e inorganicos podem estar presentes na agua é a
resolucao n® 357, de 17 de marco de 2005, do Conselho do Meio Ambiente
(CONAMA, 2005), em que as aguas doce, salobra e salina do territorio
nacional sdo divididas em classes, conforme a qualidade requerida para
seus principais usos, como abastecimento de agua, protegcdo de
comunidades aquaticas e recreacdo. As aguas salobras sao classificadas
em: classe especial, classe 1, classe 2 e classe 3. De acordo com cada
classe de agua, sao estabelecidos valores maximos de concentracao para
varios compostos organicos e inorganicos.

CONTAMINACAO DE AREAS ESTUARINAS POR FERRO E
MANGANES

Situados em regides costeiras, as regibes estuarinas sofrem com
impactos diretos e indiretos de contaminagao dos recursos hidricos, com o
langcamento principalmente de cargas de efluentes domésticos. Dentre os
diversos tipos de contaminacdo esta a por metais conforme vem sendo
tratada de forma especial nos estudos e nas pesquisas divulgadas nos
ultimos anos (Moura et al., 2009).

O ferro (Fe) é o quarto elemento mais abundante da crosta terrestre,
além de ser um elemento essencial necessario para o crescimento e
sobrevivéncia de quase todos os organismos (Valko et al., 2005), estando
envolvido em diversos processos metabolicos como o transporte de
oxigénio, o transporte de elétrons, a sintese de DNA e atua como cofator de
muitas proteinas (Salvador et al., 2011). A sedimentagdo, 0S processos
quimicos, hidrotérminos e o desgaste das rochas pela agdo do intemperismo
sdo os principais mecanismos que formam depdsitos de Fe. Os principais
compostos de Fe utilizados na industria sdo 6xidos, carbonatos e sulfetos,
com aplicacdo na industria metallrgica, siderurgica e na fabricagcdo de
abrasivos. As principais fontes antrépicas de Fe sdo: mineragao, soldagem,
efluentes de esgoto, fertilizantes e escoamento superficial urbano (Lima e
Pedrozo, 2001).



O manganés (Mn) também é um elemento amplamente distribuido na
crosta terrestre, sendo encontrado em rochas igneas, sedimentares e
metamérficas (Garcia, 1999) e € considerado um elemento trago essencial
para humanos e outras espécies do reino animal (Gouda, 2014). O metal
puro encontra poucos usos, onde a maior parte do que é produzido esta na
forma de ferro-ligas sendo um importante elemento da liga do ago utilizado
em industrias siderurgicas, além de ser um componente na fabricacdo de
pilhas, baterias e compostos organicos para a secagem de tintas (Reis et al.,
2010). As concentracbes de Mn presentes na agua e no solo podem ser
originadas de produtos e descargas industriais, rejeitos de minas,
fertilizantes e determinados tipos de desinfetantes (Almeida et al., 2007).

Em altas concentracdes, o Fe pode aumentar a formacdo de radicais
livres (reagdo de Fenton) e se tornar extremamente téxico para a célula
(Matsumoto e Marin-Morales, 2005), causando oxidagdo na molécula de
DNA, peroxidacéo lipidica e desnaturacao de proteinas (Valko et al., 2005).
Ja o Mn, pode se tornar um risco ambiental, pois quando ingerido em
excesso pode produzir efeito toxico sobre os organismos, como disturbios
neurologicos (Gu et al., 2015) em humanos e também no sistema nervoso e
inervacao dos cilios laterais de Crassostrea virginica (Martin et al., 2008).
Portanto, métodos que identifiquem os efeitos desses metais sao
necessarios.

ECOTOXICOLOGIA E A UTILIZACAO DE BIOINDICADORES DA
POLUICAO AQUATICA

A Ecotoxicologia foi definida por Truhaut (1969) e mais tarde por Butler
(1978) como “o ramo da Toxicologia que estuda os efeitos toxicos das
substancias, naturais e artificiais, animais ou vegetais, aquaticos ou
terrestres, que constituem a biosfera”. Dentre as finalidades da
ecotoxicologia estd a de realizar testes em laboratérios identificando os
efeitos de contaminantes ou substancias naturais sobre os organismos vivos
a nivel individual relacionado a alteragdes comportamentais, reproducao,
alimentacao, taxa de crescimento, malformacdes, alteragdes bioquimicas e
fisioldgicas e a nivel superior de organizacdo, tais como populacoes,
comunidades e ecossistemas (Arias et al., 2007).



Esses testes baseados em métodos quimicos e biol6gicos estao sendo
amplamente empregados para monitorar a contaminacdo por metais e
outros contaminantes. As técnicas ecotoxicoldgicas aplicadas podem assim
determinar a mortalidade ou a morbidade entre espécies indicadoras,
avaliando assim os potenciais impactos bioldgicos da contaminacao (Luo et
al., 2014). Dessa forma esses testes de toxicidade na biota complementam
as analises fisico-quimicas realizadas em estudos de monitoramento
ambiental, uma vez que enquanto as analises fisico-quimicas identificam e
quantificam as concentragdes das substancias nos diferentes
compartimentos do ambiente, os testes de toxicidade avaliam os efeitos
dessas mesmas substancias sobre os organismos e o sistema biolégico
(Costa e Olivi, 2008).

Os organismos utilizados nos testes toxicolégicos sdo comumente
chamados de bioindicadores. Por definico um organismo para ser
considerado como bom indicador em testes ecotoxicolégicos deve atender a
requisitos como: abundancia e disponibilidade, conhecimento de sua
biologia, fisiologia e habitos alimentares, significativa representacao
ecoldgica, estabilidade genética, baixo indice de sazonalidade, sensibilidade
constante e apurada, importdncia comercial, ser de facil cultivo em
laboratério e ser nativa para melhor representar o ecossistema (Magalhaes e
Filho, 2008). Atendendo a essas premissas alguns grupos taxonémicos
como peixes, anfibios (Gongalves et al., 2014) e moluscos tém se destacado
como bons bioindicadores no biomonitoramento ambiental (Vieira et al.,
2003; Kimbrough et al., 2008).

Os molusos bivalves podem ser considerados como excelentes
bioindicadores, pois sdo abundantes em ecossistemas aquaticos,
apresentam alta tolerancia a varios poluentes, podendo bioacumular e
translocar, por meio da cadeia tréfica, xenobibticos originados de varias
fontes, sendo estes compostos potencialmente genotéxicos e carcinogénicos
(Agustini, 2013). Dentre os bivalves que podemos usar como bioindicadores
estdo as ostras do mangue que ocorrem aderidas junto as raizes da
vegetacdo de manguezais e podem formar grandes bancos nas margens

dos estuarios (Nascimento et al., 2011).



UTILIZAGCAO DAS OSTRAS COMO BIOINDICADORES (Crassostrea
rhizophorae — ESPECIE DO ESTUDO)

As ostras sdo organismos pertencentes ao Filo Mollusca e a Classe
Bivalva, e apresentam uma distribuicao geografica que abrange a regiao Sul
do Caribe, Venezuela, Suriname e Brasil até o Uruguai (Rios, 1994). Sao
caracterizadas por terem um corpo macio, protegido por uma concha
calcaria formanda por duas valvas e unidas por ligamentos e musculos
adutores (Wheaton, 2007).

A espécie Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828), conhecida como
ostra do mangue, é uma espécie gonocérica, de tamanho médio, que
alcanca 100 mm de altura, apresentando concha grossa, de forma variavel,
geralmente larga e de tonalidade clara a escura, com valva superior plana e
menor que a inferior (Christo, 2006). Essa espécie é tipica de zonas tropicais
e ocorre principalmente fixada as raizes aéreas de mangue vermelho,
Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae) ou sobre zonas entremarés e
costdes rochosos. E uma das espécies mais citadas e exploradas
comercialmente devido ao seu valor alimenticio e ao uso da concha como
matéria-prima na fabricacdo de produtos industriais e medicinais (Christo,
2006).

Estes moluscos sao filtradores e se alimentam de particulas em
suspensao na agua. As particulas de detritos e os microrganismos presentes
na corrente ventilatéria sao retidos nos filamentos branquiais e conduzidos,
através de batimentos ciliares, até os palpos labiais e a boca (Barnabé,
1996). Assim as ostras podem bioacumular patbgenos e metais presentes
na agua, tornando-se um risco a saude publica. O problema tende a se
agravar quando ha aumento da temperatura ambiental, pois as taxas de
filtragdo e de crescimento das ostras também sdo aceleradas nessas
condicdes (Christo, 2006), aumentando consequentemente a possibilidade
de ingestéao e de bioacumulacao de metais.

Nesse contexto, as ostras tém sido consideradas como um dos
bioindicadores ideais para observar e avaliar a contaminag¢do por metais em
estuarios e ambientes costeiros, visto que as ostras sdo sésseis, abundantes
na area de estudo, possuem vida longa e sao eficientes bioacumuladoras de

contaminantes.



BIOMARCADORES DE CONTAMINACAO AMBIENTAL:
BIOQUIMICOS E GENOTOXICOS

Nos ensaios ecotoxicolégicos, marcadores bioldgicos também sao
usados para indicar o grau de impacto e os efeitos dos
poluentes/estressores nos  bioindicadores  (biota) escolhidos. Os
biomarcadores podem ser definidos como alteracbes moleculares, celulares,
bioquimicas ou mudancgas fisiolégicas nas células, fluidos corpéreos, tecidos
ou 6rgaos de um organismo que sao indicativos da exposi¢ao ou efeito de
um xenobidtico (Freire et al., 2008). Os biomarcadores podem indicar tanto a
exposicdo dos organismos aos contaminantes (biomarcadores de
exposicao), como a magnitude da perturbacdo causada em resposta a
poluentes (biomarcadores de efeito) (Cajaraville et al., 2000). A exposicao de
bivalves e de outros organismos a altos niveis de metais pode induzir varios
tipos de respostas nos organismos, tais como alteragbes enzimaticas e
danos genotéxicos (lrato et al., 2003), podendo dessa forma ser usados
como biomarcadores de contaminacao ambiental.

Os biomarcadores bioquimicos mais utilizados sdo os de defesa
antioxidante, por meio de atividades enzimaticas. A exposicdo a poluentes
como 0s metais causam um aumento em processos peroxidativos no interior
das células, que causam estresse oxidativo (Cajaraville et al., 2000). Em
resposta a um agente téxico, como o metal, a célula intensifica a atividade
de enzimas antioxidantes e produz “varredores” de radicais livres como as
espécies reativas de oxigénio (EROS) para prevenir a lesdo causada por
elas e manter a homeostase celular (Nusetti et al., 2001; Vega-Lépez et al.,
2013). A partir dos testes de atividade enzimatica € possivel identificar o
efeito de poluentes nos organismos. Entre os organismos analisados pode-
se destacar peixes como Oreochromis niloticus (Atli e Canli, 2007), Brycon
amazonicus (Avilez et al. 2008), crustdceos como o camarao Litopenaeus
vannamei (Aispuro-Hernandez et al. 2008); microalgas (Levy et al. 2008); e
os moluscos, como as ostras Crassostrea rhizophorae, (Alves et al. 2002),
Pinctada fucata (Gu et al. 2006) e Crassostrea virginica (Ilvanina et al. 2008)
e mexilhdes como Mytilus galloprovincialis (Bocchetti et al. 2008).

Dentre as enzimas que atuam no estresse oxidativo destaca-se a

enzima catalase (CAT EC 1.11.1.6) e como enzima de detoxificacdo
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destaca-se a glutationa S-transferase (GST EC 2.5.1.18). A CAT é um
componente de defesa antioxidante primario, encontrada dentro dos
peroxissomos, pequenas vesiculas envoltas por membrana, onde ocorrem
as reacdes enzimaticas. A principal funcao da catalase é a dismutagdo do
peréxido de hidrogénio (H-O.) em oxigénio molecular e agua (H.O + O»).
Isso porque o peroxido de hidrogénio, produto gerado pelo metabolismo
celular em organismos expostos ao oxigénio atmosférico, tem de ser
rapidamente convertido em uma substancia inécua, tornando-se importante

para a desintoxicacao (Valavanidis et al., 2006).
CAT
H,O, + H,O0, — ® 2H,0 + O,

Equacao 1. Conversao do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio pela
acao da CAT.

A glutationa S-transferase (GST, E.C. 2.5.1.18) pertence a uma uma
familia multigénica de enzimas, que desempenha um importante papel no
metabolismo e detoxificacdo dos organismos de certo nimero de compostos
eletrofilos e correcao dos efeitos deletérios de compostos xenobidticos como
drogas, herbicidas, compostos quimicos carcinogénicos e poluentes
ambientais, a fim de torna-los menos téxicos, mais soluveis em agua e mais
faceis de serem degradados e excretados (Carletti et al., 2008; Huber e
Almeida, 2008). Alteragbes nas atividades dessa enzima refletem
diretamente nos disturbios metabdlicos e danos as células em érgaos
especificos de peixes (Carvalho-Neta e Abreu-Silva, 2013). Segundo Regoli
et al. (1998), nos testes de atividade enzimatica, muitas vezes, pode-se
observar uma diminuigdo na atividade da GST, essa inibicdo esta envolvida
com a desestabilizagcdo da membrana lisossémica provocada pela exposicao
aos metais ou ao estresse de radicais livres, o que pode causar a ruptura da
membrana e liberar diversos radicais e ions acidos, o que prejudica o

funcionamento normal da enzima.

Substrato + GSH —23T p GSH-conjugado + H*

Equacao 2. Conjugacdao da GSH com o substrato eletrofilico téxico pela
acao da GST.



Por outro lado, os biomarcadores genotdxicos expressam os efeitos
adversos dos xenobiéticos na integridade do DNA dos organismos. Uma das
técnicas mais utilizadas na ecotoxicologia aquatica € a do ensaio cometa,
que €& um método genotéxico sensivel para avaliar danos do DNA,
permitindo a deteccdo de quebras do DNA e de sitios alcali-labeis
(suscetiveis ao tratamento alcalino) (Blcker et al., 2006). O termo “cometa” é
usado porque, em células com aumento de danos no DNA, apés eletroforese
em meio alcalino, é visivel o aumento da migracao dos fragmentos de DNA
cromossomal, dando ao mesmo um aspecto que se assemelha a forma de
um cometa (Speit e Rhtfuss, 2012) (figura 3). O ensaio cometa, comparado a
outros testes de genotoxicidade, é considerado de facil aplicacdao para
qualquer tecido de interesse, sensibilidade para deteccdo dos danos no
DNA, necessidade de pequeno numero de células (<10.000) (Lee e Steinert,

2003) e curto periodo de tempo para a conducao do experimento.

Figura 1. Imagens do ensaio do cometa, mostrando uma célula sem dano
(0); pouco dano (1); dano médio (2), grande dano (3) e apoptose (4) (Collins,
2004).

BIOACUMULACAO DE METAIS EM OSTRAS

A bioacumulagdo é o processo em que substancias quimicas
provenientes do ambiente sdo assimiladas e retidas pelos organismos, com
a probabilidade de causar efeitos deletérios. Os contaminantes
bioacumulados podem ser biomagnificados, ou seja, transferidos de um nivel
tréfico a outro, exibindo concentracdes crescentes a medida que passam
para 0s niveis mais elevados (Spacie et al., 1995). Dessa forma a
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bioacumulagcao de determinados poluentes ambientais, como por exemplo
de metais, em diversos tecidos dos organismos pode ser considerada um
biomarcador de exposi¢céao a estes agentes quimicos (NRC, 1987).

As ostras possuem uma capacidade de filtracdo de até 10 litros de agua
por hora e cerca de 200 litros por dia, por esta caracteristica sdo capazes de
remover substancias toxicas como metais, agrotoxicos e toxinas presentes
na agua e, consequentemente, bioacumularem em seus tecidos (Potasman
et al., 2002), sendo este entdo um dos motivos de serem consideradas
excelentes bioindicadores. O alimento que provém desse fluxo de agua nas
ostras passa através das cavidades do manto e pelas branquias, que
participam na respiracdo e alimentacdo, funcionando como um filtro e
concentrando particulas organicas, algas microscopicas € organismos
plancténicos que servem como alimento para o animal. Além disso, as
branquias também acumulam contaminantes quimicos como metais,
compostos organoclorados, hidrocarbonetos e elementos radioativos (Liang
et al, 2004) e por essas caracteristicas sao alvo nos estudos
ecotoxicolégicos de bioacumulacdo de poluentes (Choi et al., 2007). Essa
bioacumulacao é facilitada pelo muco presente na superficie do tecido, que
concentra uma variedade de contaminantes, facilitando a incorporacao por
um gradiente de difusdo. Ao incorporar os poluentes, estes sdo ligados a
proteinas e liberados para a hemolinfa e os hemdbcitos circulantes
(Marigomez et al., 2002).
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2. INTRODUCAO

A crescente degradacao dos recusos hidricos tem levado ao aumento dos
estudos de contaminacdao dos ambientes aquaticos e, consequentemente, dos
efeitos dos poluentes nos organismos. Dentre os diversos tipos de
contaminagdo nos corpos hidricos, a contaminacao por metais vem sendo
tratada de forma especial nos estudos e nas pesquisas divulgadas nos ultimos
anos (Pereira, 2008; Araujo et al., 2015), por ser considerada uma das formas
mais prejudiciais de poluicdo, pois esses elementos ndo sdo degradaveis, sao
extremamente toxicos e cumulativos nos organismos, logo as consequéncias
sdo reduntantes em toda a cadeia tréfica, o que resulta em graves problemas
ambientais. A distribuicdo desses elementos na coluna d’agua é influenciada
por fendbmenos fisicos, quimicos e biolégicos (Alloway, 1995; Fergusson, 1990),
entre eles o potencial redox, a forga idnica, o pH, os ativos de quelantes
organicos e inorganicos e seus processos de remocao (Souza et al., 2013).

Os elementos Ferro e Manganés sao metais abundantes na crosta terrestre
e utilizados na industria metallrgica, siderurgica e na fabricacdo de abrasivos.
Todavia, esses metais sdo essenciais e estdo envolvidos em diversos
processos metabdlicos como o transporte de oxigénio e o transporte de
elétrons, entretanto grande quantidade desses metais podem se tornar um
risco ambiental, pois quando ingeridos em excesso, podem produzir efeitos
téxicos sobre os organismos. O excesso de Fe dissolvido na agua pode causar,
por exemplo, a formacdo de flocos de ferro nas branquias dos peixes
resultando na sua obstrucdo, acarretando perturbagdes respiratérias (Bury et
al., 2003). A maior parte do Mn utilizado pelas industrias esta na forma de ferro-
ligas sendo um importante elemento da liga do aco utilizado em siderurgicas,
sendo um componente na fabricacdo de pilhas, baterias e compostos organicos
para a secagem de tintas. Em excesso pode causar desordens neurologicas e
motoras, além de problemas respiratorios. Portanto, é importante estudarmos a
associacao entre esses metais e se existem efeitos sinergéticos entre eles
(Rocha e Afonso, 2012).

Os moluscos bivalves do género Crassostrea sp., conhecidos
popularmente como ostras do mangue que ocorrem juntos as raizes da
vegetacdo de manguezais, representam uma populacao de suma importancia

na estrutura da comunidade e na manutencdo do ecossistema por serem
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organismos filtradores, podendo assim absorver toxinas, poluentes e
microrganismos presentes no estuario (Nascimento et al.,, 2011), logo, séo
bastante utilizados em programas de biomonitoramento ambiental por
possuirem caracateristicas como: habito de vida sedentério, vasta distribuicéo,
resisténcia a parametros fisicos e quimicos do ambiente, presenca ao longo de
todo ano, respostas as variacoes dos niveis de contaminacdo no ambiente
(Rocha, 2000).

O ecossistema estuarino onde esses bivalves ocorrem, constitui uma
importante barreira geoquimica na interface continente-oceano, recebendo um
grande aporte de efluentes doméstivos e residuos industriais e retendo
contaminantes metélicos (Alongi et al.,2004), sofrendo impactos diretos e
indiretos de contaminacdo ambiental. Parte dos contaminantes que adentram o
ambiente aquatico ficam retidos nos sedimentos, sendo que a concentracéo de
poluentes no sedimento é menos variavel do que na agua (Monroy et al.,
2014), pois funcionam como um sumidouro temporario de xenobioticos, que de
acordo com as condicbes ambientais, podem ser liberados novamente para a
coluna d’agua, e dessa forma tornam-se biodisponiveis para os organismos
novamente. Os bivalves, como as ostras, sdo organismos desse tipo de local,
que sao afetados constantemente quando na presenca de agentes téxicos
como 0s metais.

Diante disso o presente trabalho propde a hipbétese de que a exposicao
semi crdnica de individuos de Crassostrea rhizophorae ao Mn e ao Fe
provocam a bioacumulacdo dos mesmos no tecido animal, e ainda provocam
alteracdes bioquimicas e danos ao material genético. Dessa forma o objetivo
deste trabalho foi avaliar a toxicidade do Mn e do Fe separadamente e
associados um ao outro em exemplares de Crassostrea rhizophorae a partir da
realizacdo de andlises genotdxicas, bioquimicas e por meio da quantificacdo do

metal no tecido animal.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 AREA DE COLETA

As coletas dos exemplares de Crassostrea rhizophorae, foram realizadas
na Estacdo Ecol6gica Municipal llha do Lameirdo (EEMIL), localizada em
Vitéria, no estado do Espirito Santo (Tabela 1). Os pontos de coleta foram
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escolhidos de acordo com as classes de vulnerabilidade, onde a area do Canal
dos Escravos apresenta baixo grau de interferéncia antropica (Tulli et al.,
2007). A coleta foi licenciada (N° 4053546/2013) pelo departamento de Meio

ambiente da Prefeitura Municipal de Vitéria/ES.

Tabela 1 — Coordenadas geograficas da area de coleta dentro da Estacao
Ecoldgica Municipal llha do Lameirdo (EMIL), onde foram obtidas as amostras
de ostras, Crassostrea rhizophorae para analise.

PONTO COORDENADAS DESCRICAO
20°15'641"S Canal dos Escravos (proximo ao Apicum)
40°197960"0

20°14'54.52"S Canal dos Escravos (encontro do Canal com
40°19'18.99"0 a baia)
3.2 COLETA DAS OSTRAS

Foram coletados 264 individuos adultos (4 a 6 cm de comprimento) nas
raizes de Rhizophora mangle no manguezal do Canal dos Escravos, nos
pontos 1 e 2, e em seguida foram transportados para o Laboratério de Ictiologia
Aplicada (LabPeixe) da Universidade Vila Velha (UVV). Aquérios contendo 20
litros de agua do mar misturada com agua doce filtrada, receberam 8 animais
cada, com aeracao constante, média de temperatura de 27 °C, salinidade 24
ppt, oxigénio dissolvido 7,18 e pH 7,34, onde permaneceram nesta condi¢ao
por 24 h para aclimatacdo. As medicoes foram realizadas com auxilio de um
multiparametro YSI Environmental.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

3.3.1 BIOENSAIO

O trabalho foi dividido em duas etapas. A primeira foi realizada entre os
dias 21 e 30 de julho com andlise dos danos causados pela contaminacao do
Fe e Mn separadamente e dos dias 19 a 28 de outubro avaliando os metais em
associagao.

Logo apb6s a coleta e antes da exposicdo aos contaminantes, foram
separados 10 animais para o T0O, onde foram realizados os testes bioquimicos,
genotdéxicos e de bioacumulagdo nos tecidos a fim de obtermos valores de
referéncia do local de coleta. Ap6s a aclimatagao, os animais foram distribuidos
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em aquarios de vidro (20 L), cada um contendo oito individuos, onde foram
expostos aos tratamentos, com trés réplicas cada um, pelo periodo de 10 dias.

A &gua que abasteceu todos os aquarios foi coletada na praia de ltapua,
em Vila Velha, ES, sendo a salinidade da agua de todos os aquarios ajustada
para o valor igual ao encontrado na agua do manguezal do Canal dos Escravos
(24 ppt). As concentragdes de metais utilizadas nos experimentos foram
escolhidas de acordo com a quantidade de Fe e Mn permitida pela resolucao
357/2005 CONAMA, a quantidade de Fe e Mn encontrada na Baia de Vitoria,
ES, e a uma concentracdo cinco vezes maior do que a permitida pelo
CONAMA. As solucdes foram preparadas a partir de uma solugcéo de Fe-EDTA
(C1oH13FeN20Og) e Sulfato de manganés (MnSQy).

Os tratamentos testados no presente trabalho foram:

I. Tratamento controle (C): composto de dgua do mar sem adicdo de
qualquer contaminante.

II. Tratamento com Mn: composto de agua do mar acrescido de trés
concentracdes diferentes de Mn (0,049; 0,1 (CONAMA) e 0,5 mg/L), para cada
grupo de trés aquarios.

lll.  Tratamento com Fe: composto de agua do mar acrescido de trés
concentracdes diferentes de Fe (0,3 (CONAMA); 0,440; e 1,5 mg/L), para cada
grupo de trés aquarios.

V. Tratamento com Fe e Mn associados: composto de agua do mar
acrescido de trés concentragdes diferentes de Fe e Mn (0,440 Fe + 0,049 Mn;
0,3 Fe + 0,1 Mn (CONAMA), e 1,5 Fe + mg/L 0,5 Mn), para cada grupo de trés
aquarios.

Ao longo dos 10 dias de experimento a agua nao foi renovada e os animais
nao foram alimentados. Foram coletadas amostras de 4gua ao longos dos 10
dias de experimento para controle de pH e quantificacdo de metais. Apds o
periodo de exposicdo, os animais foram dessensibilizados em agua gelada
para posterior extracdo de hemolinfa e coleta de tecidos para os testes
bioquimicos, genotdxicos, e quantificacdo de metais.
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Todos residuos gerados durante a realizagdo do experimento foram
devidamente armazenados e encaminhados para uma empresa de coleta e
tratamentos de residuos.

3.4 COLETA DE HEMOLINFA E TECIDOS

A extracdo da hemolinfa foi realizada segundo metodologia descrita por
Lowe et al. (1995), onde os individuos tiveram sua hemolinfa extraida do
musculo adutor posterior com ajuda de uma seringa com agulha hipodérmica,
para realizacdo das analises genotdxicas. Em seguida os animais tiveram suas
conchas abertas e os tecidos branquiais foram retirados, colocados em
microtubos e imediatamente congelados em freezer -80 °C até o momento das
andlises bioquimicas. Amostras de tecido total foram removidas e
acondicionadas em microtubos de polietileno e congeladas a -20 °C para
quantificacdo dos metais presentes.

3.5 COLETA DE AGUA

A coleta de 5 ml de agua em cada aquério foi realizada a cada 24 h
utilizando frascos plasticos. Ap6s a coleta a agua foi acidificada utilizando
HNO; até atingir pH > 2. Em seguida as amostras foram armazenadas
refrigeradas, até o momento da quantificacdo de metais.

3.6 ANALISES BIOQUIMICAS

3.6.1 CATALASE E GLUTATIONA S-TRANSFERASE

As branquias foram descongeladas e homogeneizadas com tampao fosfato
(pH 7,0) e apds serem centrifugadas (13000 RPM) por 30 minutos, a 4 °C, foi
obtido o sobrenadante que foi utilizado para a medigcdo da atividade das
enzimas Catalase (CAT) e Glutationa S-transferase (GST).

A atividade da CAT foi analisada de acordo com o método descrito por
Beutler (1975). Nesta metodologia, o decréscimo de absorbéancia associado a
velocidade de degradacdo do peroxido de hidrogénio (H-.O.) em agua e
oxigénio molecular foi registrado a 240 nm.

A atividade enzimatica da GST foi determinada utilizando tampao fosfato
(pH 7,0), 1 mM GSH e 1 mM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como
substrato. A atividade cinética da GST foi calculada a partir da leitura da
absorbancia em comprimento de onda em 340 nm, em um leitor de placa. A
atividade absoluta foi estimada usando o coeficiente de extingdo do CDNB
(Habig et al.,1974).
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3.6.2 PROTEINA TOTAL

O valor de Proteina Total do tecido branquial foi determinado utilizando
uma Mistura Reativa (sulfato de cobre, tartarato de sédio e potassio e solucéao
alcalina), albumina bovina e o Reativo de Folin na diluicdo de 1:2 (Bradford,
1976). Foi feita uma curva padrao utilizando 4 mg de albumina diluida em 5 ml
de agua miliQ, obtendo uma concentracdo final de 800 pg, que sera
considerado o primeiro ponto da curva. Os préximos pontos da curva foram
determinados realizando uma diluicdo seriada: retirou-se 500 ul da solucéo
mais concentrada e adicionou-se 500 pl de agua mili-Q. Assim, obteve-se os
pontos 400 ug, 200 pg, 100 ug, 50 pg, 25 ug, 12,5 ug e 6,25 ug. Para andlise
da proteina, pipetou-se 5 pl das solugdes da curva padrao, na microplaca, além
do branco (agua miliQ). Depois, pipetou-se 5 pl da amostra e mais 200 ul da
solucéo de Bradford em todos 0s pogos ocupados.

A proteina total foi calculada a partir da leitura feita no espectrofotdmetro
Spectramax 190, a 595nm (Bradford, 1976). Essa analise foi realizada a fim de
prover os calculos das enzimas CAT e GST que foram expressas em mg de
proteina.

3.7 ANALISE GENOTOXICA: ENSAIO DO COMETA ALCALINO

A andlise de fragmentos de DNA foi realizada utilizando ensaio do cometa
alcalino e coloragdo com nitrato de prata modificado de Tice et al. (2000). O
método consiste na deteccado de fragmentos de DNA em microgel de agarose.
Para a realizacdo do teste foram usadas laminas de microscopia cobertas
previamente com agarose 1,5 % (1,80 g de agarose e 120 ml tampéo fosfato
alcalino, pH 7,4), duas para cada organismo.

As células da hemolinfa das ostras foram coletadas do musculo adutor do
bivalve com seringa. As amostras foram diluidas 20 vezes em tampé&o fosfato e
posteriormente, 10 ul de da hemolinfa diluida foi misturada com 100 ul de
agarose Low Melting (0,15 g agarose em 20 ml de tampéo fosfato alcalino, pH
7,4) a 40 °C. As laminas foram recobertas com laminulas para o gel se
espalhar e solidificar. Apds a retirada das laminulas, as laminas foram imersas
em solucao de lise (146,1 g NaCl (2,5 M), 37,2 g EDTA (100 mM), 1,2 de Tris
(10 mM), 1 litro de agua destilada e o pH da solucao foi ajustado para 13 com
NaOH e no momento do uso foi adicionado 1 % de Triton X-100 € 10 % DMSO)

por no minimo 2 h e no maximo uma semana, em geladeira protegidos da luz.
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Apos a lise, as laminas foram colocadas em uma cuba eletroforética e
mergulhadas em tampao eletroforético (300 mM NaOH e 1 mM EDTA em pH
>13) por 20 minutos. Apds este tempo foi realizada a corrida eletroforética em
25 V e 300 mA por 15 minutos e depois as laminas foram neutralizadas com
tampéao Tris (48,5 g de Tris em 1 litro de agua destilada) durante 5 minutos e
lavadas com agua destilada por 2 vezes. As laminas ficaram em temperatura
de 37 °C por 2 h até que estivessem secas. Apds a secagem as laminas foram
fixadas em solugao fixadora (15 % &cido tricloroacético, 5 % de sulfato de zinco
(Heptahidratado), 5 % de glicerol e 1 L de agua) por 10 minutos, depois as
laminas foram lavadas por trés vezes com agua destilada e secas novamente
por 2h a 37 °C.

Ja secas as laminas foram hidratadas por 5 minutos com agua destilada e
coradas com solucao de coloracdo com prata (66 ml da solugcdo de carbonato
de célcio (12,5 g de CaCO3; para 250 ml de agua) e 34 ml da solucéo de nitrato
de prata (AgNQO3) (50 mg de AgNOs3, 50 mg de Nitrato de Aménio (NH4)(NOg),
250 mg de &cido tungstosalicilico e 125 ml de formaldeido) por 15 min a 37 °C.
Depois de coradas as laminas foram lavadas trés vezes com agua destilada e
entdo submersas por 5 min em solucado stop (acido acético 1 %). Passados 5
min de reagdo, foram novamente lavadas por trés vezes e secas em
temperatura ambiente.

Os danos no DNA foram medidos de acordo com tamanho da cauda
formado por arraste de DNA fragmentado, esses divididos em 5 classes:
Classe 0 — Nao ha formacao de cauda; Classe1 - A cauda formada é menor
que o didmetro do nucleo; Classe 2 - Cauda com variacdo de comprimento
entre 1x a 2x o diametro do nucleo; Classe 3 - Cauda maior que 2x o diametro
do nucleo e Classe 4 - Apoptose da célula (Grazeffe et al., 2008). O indice de
danos (ID) foi entdo analisado, contabilizando o numero de células danificadas
multiplicado pelo valor da classe do dano (0 a 4).

3.8 QUANTIFICACAO DE METAIS

3.8.1 NA AGUA

Para dosagem de metais na agua, foi utilizado o método descrito por
Bednar et al. (2010). As amostras foram coletadas utilizando tubos de
polietileno, previamente submergidos em solugéo de acido nitrico (10 %) por 24
h, e posteriormente lavados com agua Milli-Q. Para analise de metais as
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amostras foram acidificadas (acido nitrico), filtradas (poro 0,45 Im) e
armazenadas (13 ml) em tubos falcon (ppt) para a quantificacdo das
concentracdes de metais dissolvidos (Mn e Fe). A quantificacdo foi realizada
em forno grafite, em um espectrofotdometro de absorcdo atémica (Thermo
ICE3500).).
3.8.2 NOS TECIDOS

As amostras foram coletadas utilizando tubos de polietileno, previamente
submergidos em solucdo de acido nitrico (10 %) por 24 h, e posteriormente
lavados com agua Milli-Q. Seguindo a metodologia do trabalho de Kehrig et al.,
2007, o tecido umido foi digerido com uma solugdo de &cidos fortes, HCI:
HNOS (3:1) e a quantificacdo dos metais foi determinada por meio da absor¢ao
atdmica (AAS) com chama (Thermo ICE3500).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Uma vez atendidas as premissas de normalidade D'Agostino-Pearson, os
resultados obtidos em todos os tratamentos foram comparados entre si por
meio de uma analise de variancia (ANOVA) one-way, seguida pelo p6s-teste de
Bonferroni. Para a realizagdo das analies foi utilizado o software Graphpad
Prism . Diferencas estatisticas foram consideradas quando p < 0,05.

4. RESULTADOS

4.1 EFEITOS BIOQUIMICOS

Em exposicdo ao Mn, a atividade da enzima CAT nas ostras aumentou
significativamente quando expostas ao T2 (CONAMA) em relagdo aos grupos
C, TO, T1e T3 (Figura 2A). No entanto essa mesma resposta ndo foi observada
no T3, onde nao foi observada alteracao significativa da CAT em relagao aos
demais tratamentos.

Em relacdo aos tratamentos onde as ostras foram expostas ao Fe, a
atividade da CAT aumentou significativamente no tratamento T2 em relagao
aos demais grupos. Por outro lado, no tratamento T3, ndo foi observado
alteracao significativa da CAT em relagao ao grupo controle e aos tratamentos
TO e T1 Figura 2B).

O comportamento da atividade da CAT nas ostras expostas a associacao
do Mn e ao Fe foi similar as exposicoes aos metais de forma isolada, houve um
aumento significativo no tratamento T2 (CONAMA) em relacdo aos demais
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grupos e nao houve alteracéo significativa da atividade da enzima no T3 em

relagdo aos demais tratamentos (Figura 2C).
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Figura 2. Atividade da enzima catalase (CAT) em exemplares de
Crassostrea rhizophorae, ap6s exposicao de 10 dias, a quatro tratamentos: A)
exposicdo ao Mn - (C = grupo controle negativo — sem adicdo de qualquer
metal; TO = antes da exposicdo ao Mn; T1 = adicao de 0,049 mg/L; T2 = adicédo
de 0,1 mg/L (CONAMA) e T3 = adi¢ao de 0,5 mg/L de Mn); B) exposicao ao Fe
- (C = grupo controle negativo — sem adicdo de qualquer metal; TO = antes da
exposicao; T1= adicao de 0,3 mg/L (CONAMA); T2 = adicao de 0,440 mg/L de
e T3 = adicdo de 1,5 mg/L de Fe); C) exposicdo ao Mn+Fe - (C = grupo
controle negativo — sem adicao de qualquer metal; TO = antes da; T1= adicao
de 0,440 mg/L de Fe + 0,049 mg/L de Mn; T2 = adicao de 0,3 mg/L de Fe + 0,1
mg/L de Mn (CONAMA) e T3 = adicao de 1,5 mg/L de Fe + 0,5 mg/L de Mn).
Letras diferentes indicam diferencas entre os tratamentos (p < 0,05). Os dados
estdo apresentados em Média * Erro padrao da média. Cada tratamento teve o

numero amostral igual a nove.

A exposigao dos exemplares de ostras ao Mn e ao Fe de forma isolada
causou comportamento similar ao da atividade da GST em ambas as
exposicées, houve um aumento significativonos tratamentos T1 e T2 em
relacdo aos demais grupos (Figura 3A e 3B). Por outro lado, a atividade da
GST nos animais expostos ao Fe e ao Mn em associagdo aumentou de forma
significativa apenas no grupo exposto ao T1 em relacdo aos outros tratamentos
(Figura 3C).
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Figura 3. Atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) em
exemplares de Crassostrea rhizophorae ap6s exposi¢ao, de 10 dias, a quatro
tratamentos: em exemplares de Crassostrea rhizophorae, ap6s exposicao de
10 dias, a quatro tratamentos: A) exposicdo ao Mn - (C = grupo controle
negativo — sem adicao de qualquer metal; TO = antes da exposi¢cdo ao Mn; T1 =
adicao de 0,049 mg/L; T2 = adicao de 0,1 mg/L (CONAMA) e T3 = adicao de
0,5 mg/L de Mn); B) exposicao ao Fe - (C = grupo controle negativo — sem
adicdo de qualquer metal; TO = antes da exposicao; T1= adicao de 0,3 mg/L
(CONAMA); T2 = adicao de 0,440 mg/L de e T3 = adicao de 1,5 mg/L de Fe);
C) exposicao ao Mn+Fe - (C = grupo controle negativo — sem adicao de
qualquer metal; TO = antes da; T1= adicdo de 0,440 mg/L de Fe + 0,049 mg/L
de Mn; T2 = adi¢do de 0,3 mg/L de Fe + 0,1 mg/L de Mn (CONAMA) e T3 =
adicdo de 1,5 mg/L de Fe + 0,5 mg/L de Mn). Letras diferentes indicam
diferencas entre os tratamentos (p < 0,05). Os dados estdo apresentados em
Média * Erro padrdo da média. Cada tratamento teve o numero amostral igual

a nove.

4.2 EFEITOS GENOTOXICOS

Em relacdo a andlise genotéxica, em todos os protocolos e tratamentos em
que as ostras foram expostas aos metais ocorreu aumento no indice de danos
no DNA em relacdo ao grupo controle e ao TO, sendo o tratamento T3 o que
apresentou valores mais elevados em relagcao aos demais (Figura 4A, B e C).
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Figura 4. Frequéncia do indice de Danos no DNA em exemplares de
Crassostrea rhizophorae, apds exposicao, de 10 dias, a quatro tratamentos. em
exemplares de Crassostrea rhizophorae, ap6s exposi¢cao de 10 dias, a quatro
tratamentos: A) exposicdo ao Mn - (C = grupo controle negativo — sem adicao
de qualquer metal; TO = antes da exposicao ao Mn; T1 = adicdo de 0,049 mg/L;
T2 = adicdo de 0,1 mg/L (CONAMA) e T3 = adigdo de 0,5 mg/L de Mn); B)
exposicdo ao Fe - (C = grupo controle negativo — sem adicdo de qualquer
metal; TO = antes da exposicao; T1= adicdo de 0,3 mg/L (CONAMA); T2 =
adicao de 0,440 mg/L de e T3 = adicao de 1,5 mg/L de Fe); C) exposicao ao
Mn+Fe - (C = grupo controle negativo — sem adicdo de qualquer metal; TO =
antes da; T1= adicdo de 0,440 mg/L de Fe + 0,049 mg/L de Mn; T2 = adi¢édo de
0,3 mg/L de Fe + 0,1 mg/L de Mn (CONAMA) e T3 = adicao de 1,5 mg/L de Fe
+ 0,5 mg/L de Mn). Letras diferentes indicam diferencas entre os tratamentos (p
< 0,05). Os dados estao apresentados em Média + Erro padrao da média. Cada

tratamento teve o numero amostral igual a nove.
4.3 BIDACUMULACAO NOS TECIDOS

A bioacumulacao de metais no tecido total das ostras expostas ao Mn e
ao Fe, de forma isolada, ndo foi significativa em relacdo aos grupos controle e
TO (Figura 5A e B).
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Figura 5. Concentracdo de Mn (A) e de Fe (B) no tecido total de
Crassostrea rhizophorae, apds exposi¢cédo, de 10 dias, a quatro tratamentos: A)
exposicdo ao Mn - (C = grupo controle negativo — sem adicdo de qualquer
metal; TO = antes da exposicdo ao Mn; T1 = adicao de 0,049 mg/L; T2 = adicédo
de 0,1 mg/L (CONAMA) e T3 = adicao de 0,5 mg/L de Mn); B) exposicao ao Fe
- (C = grupo controle negativo — sem adicdo de qualquer metal; TO = antes da
exposicao; T1= adicao de 0,3 mg/L (CONAMA); T2 = adicdo de 0,440 mg/L de
e T3 = adicdo de 1,5 mg/L de Fe); C) exposicdo ao Mn+Fe - (C = grupo
controle negativo — sem adicdo de qualquer metal; TO = antes da; T1= adicéo
de 0,440 mg/L de Fe + 0,049 mg/L de Mn; T2 = adicado de 0,3 mg/L de Fe + 0,1
mg/L de Mn (CONAMA) e T3 = adicdo de 1,5 mg/L de Fe + 0,5 mg/L de Mn).
Letras diferentes indicam diferencas entre os tratamentos (p < 0,05). Os dados
estdo apresentados em Média * Erro padrao da média. Cada tratamento teve o

numero amostral igual a nove.

Por outro lado, nos tratamentos onde as ostras foram expostas ao Mn e ao
Fe em associado foi observado abioacumulagdo dos dois metais no tecido total
(Figura 6A e 6B). O Mn acumulou apenas no ultimo tratamento e o Fe

acumulou nos trés tratamentos (T1, T2 e T3) (Figura 6B).
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Figura 6. Concentracao de Mn (A) e de Fe (B) bioacumulado no tecido total
de Crassostrea rhizophorae, ap6s exposicao, de 10 dias, a quatro tratamentos:
C = grupo controle negativo — sem adicdo de qualquer metal; TO = antes da
exposicao ao Mn+Fe; T1= adicdo de 0,440 mg/L de Fe + 0,049 mg/L de Mn; T2
= adicao de 0,3 mg/L de Fe + 0,1 mg/L de Mn (CONAMA) e T3 = adicdo de 1,5
mg/L de Fe + 0,5 mg/L de Mn. Letras diferentes indicam diferengas entre os
tratamentos (p < 0,05). Os dados estao apresentados em Média + Erro padrao
da média. Cada tratamento teve o numero amostral igual a nove. Letras

diferentes indicam diferencas entre os tratamentos.

4.4 CONCENTRACOES DE FERRO E MANGANES NA AGUA

Em todos o0s experimentos, observou-se uma maior relagdo da
concentracdo dos metais em relagdo aos dias nos tratamentos que foram
expostos. No inicio do experimento as concetracées de metais eram mais altas,
porém ao longo dos experimentos as concentragdes foram decrescendo
gradativamente (Figuras 7, 8 € 9).

Quando analisado o Fe separadamente, as concentracoes de Fe variaram
entre 0,856 e 0,301 mg/L no grupo controle, 1,222 € 0,319 no T1, 0,934 € 0,415
no T2 (CONAMA) e 2,694 e 0,941 no T3. A maior correlagéo foi no tratamento
com 1,5 mg/L de Fe (T3) (R?=0,9393) (Figura 7).
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Figura 7. Quantificacdo de Fe na agua coletada por 10 dias nos aquarios.
A = grupo controle — sem adicdo de qualquer metal; B= adicdo de 0,3 mg/L de
Fe (CONAMA); C = adicao de 0,440 mg/L de Fe e D = adicao de 1,5 mg/L de

Fe. Valores expressos em mg/L.

Quando analisado o Mn separadamente, as concentragdes de Mn variaram
entre 0,003 e 0,0006 mg/L no grupo controle, 0,007 e 0,0005 no T1, 0,048 e
0,008 no T2 (CONAMA) e 0,179 e 0,027 no T3. A maior correlacao foi no
tratamento com 0,5 mg/L de Mn (T3) (R?=0,7095) (Figura 8).
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Figura 8. Quantificacdo de Mn na agua coletada por 10 dias nos aquarios.
A= grupo controle — sem adicdo de qualquer metal; B= adicdo de 0,049 mg/L
de Mn; C = adicao de 0,1 mg/L de Mn (CONAMA) e D = adicado de 0,5 mg/L de

Mn. Valores expressos em mg/L.

Quando analisados em associagao, as concentracées de Fe variaram entre
0,280 e 0,04 mg/L no grupo controle, 0,46 e 0,21 no T1, 0,233 e 0,024 no T2
(CONAMA) e 0,620 e 0,219 no T3 (Figura 9). A maior correlacdo foi no
tratamento 1,5 mg/L de Fe + 0,5 mg/L de Mn (T3) (R®=0,5984). As
concentragcdées de Mn na agua variaram entre 0,009 e 0,000 mg/L no grupo
controle, 0,027 e 0,001 no T1, 0,049 e 0,009 no T2 (CONAMA) e 0,180 e 0,017
no T3 (Figura 10). A maior correlagéo foi no tratamento com 1,5 mg/L de Fe +
0,5 mg/L de Mn (T3) (R?=0,7095)
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Figura 9. Quantificagcdo de Fe na agua dos aquarios expostos ao Fe e ao

Mn em associacdo. A = grupo controle negativo — sem adicdo de qualquer
metal; B= adicao de 0,440 mg/L de Fe + 0,049 mg/L de Mn; C = adicao de 0,3
mg/L de Fe + 0,1 mg/L de Mn (CONAMA) e D = adi¢ao de 1,5 mg/L de Fe + 0,5

mg/L de Mn. Valores expressos em mg/L.
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Figura 10. Quantificacdo de Mn na 4gua dos aquarios expostos ao Fe e ao
Mn em associacdo. A = grupo controle negativo — sem adicdo de qualquer
metal; B= adicao de 0,440 mg/L de Fe + 0,049 mg/L de Mn; C = adicao de 0,3
mg/L de Fe + 0,1 mg/L de Mn (CONAMA) e D = adi¢ao de 1,5 mg/L de Fe + 0,5

mg/L de Mn. Valores expressos em mg/L.

5. DISCUSSAO

Apesar de serem metais essenciais para a manutencéo da vida, o Fe?* e o
Mn®* podem gerar impactos negativos no ecossistema estuarino por sua
toxicidade, mesmo quando as concentracdes desses metais estdo dentro do
permitido pela legislacdo vigente. Embora n&o ocorra letalidade dos
organismos nessas concentracdes, eles ainda assim representam riscos a
comunidade, pois podem ser bioacumulados e biomagnificados na cadeia
tréfica e produzir efeitos deletérios nos organismos (Burgera e Gochfeldb,
2005; Salami et al., 2008). Os resultados obtidos no presente estudo mostram
os impactos causados pelas diferentes concentracées de Fe** e Mn?' na
estrutura do DNA de ostras e como os sistemas enzimaticos presentes em

suas células respondem a esses estressores. As comparagdes sobre os efeitos
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bioquimicos e genotdxicos do Fe** e Mn?* com outros estudos sdo dificeis,
pois, a maioria dos estudos é realizada dentro do ecossistema e sao estudos
de biomonitoramento.

Para testar a relacdo entre a atividade das enzimas CAT e GST e as
diferentes concentracées de Mn e Fe usadas nos tratamentos (Figuras 2 e 3),
foi analisado o tecido branquial das ostras, por ser este um dos principais
orgaos envolvidos na absorcdo de nutrientes, digestao e respiragdo celular do
organismo (Gomez-Mendikute et al., 2005).

No presente trabalho observou-se que a exposicao das ostras ao Fe** e ao
Mn®* nas concentragdes encontradas na Baia de Vitdria e mesmo na
estabelecida pelas normas do CONAMA (0,3 mg/L para o Fe e 0,1 mg/L para
Mn) induziram a ativagcdo da CAT. Essa enzima € considerada como uma das
principais enzimas antioxidantes, e possui uma alta atividade catalitica em
bivalves (Almeida et al., 2007). A ativacdo desse sistema de defesa tende a
aumentar frente a exposicao a contaminantes, a fim de proteger os organismos
contra uma possivel situagcdo de estresse oxidativo. Em bivalves, a CAT é
frequentemente utilizada em estudos ecotoxicologicos, e o aumento de sua
atividade € associada com a exposi¢cao a varios contaminantes, como esgoto
nao tratado (Bergayou et al., 2009), pesticidas (Alves et al., 2002), locais
contaminados por efluentes urbanos (Torres et al., 2002), hormémios e
contaminantes desreguladores endocrinos (Canesi et al., 2008) e farmacos
(benzafibrato e gemfibrozil) (Canesi et al., 2007).

Zanette et al. (2008) também observaram uma relagéo positiva da CAT em
branquias de C. rhizophorae expostas por um periodo de 48 horas a duas
semanas em presenca de esgoto domeéstico. Os autores apontam que o0s
resultados obtidos nos experimentos indicam que o biomarcador bioquimico em
C. rhizophorae é um forte expressor do estresse causado por poluentes
organicos. E o presente trabalho indica que poluentes inorganicos, como 0s
metais testados aqui (Fe-EDTA e Sulfato de manganés) também sao indutores
de estresse oxidativo, mesmo quando dentro dos paradmetros exigidos pela
legislacao.

Por outro lado, observou-se também que a exposicdo das ostras as
maiores concentracdes de Mn?* (0,5 mg/L) e de Fe?* (1,5 mg/L) testadas (T3)
provocaram uma diminuicao na atividade da CAT nas branquias de ostras em

29



relagdo aos demais tratamentos. A catalase € uma hemeproteina que possui
um grupo heme e sua estrutura catalitica. Estes resultados encontrados,
devem-se, provavelmente, por estes metais possuirem uma maior afinidade por
grupamentos sulfidrila presentes nas enzimas envolvidas na rota de
biossintese do grupo heme, tais como a-aminilevulinato desidratase (ALAD),
causando assim uma inibicdo da sintese do grupo heme. Dessa forma a maior
concentracdo desses metais pode ter inibido a atividade da CAT, o que pode
explicar os resultados obtidos neste trabalho. Além disso a diminuicdo na
atividade das enzimas antioxidantes pode estar relacionada a exposicao dos
organismos a altas concentracées de contaminantes onde a producdo das
ERQO’s e as injurias que elas causam nos organismos sobrepdem aos esforgos
de defesa do organismo.

Ja em relacao a ativagdo do sistema de detoxificacao das ostras, observou-
se que o Mn?* provocou elevacdo da atividade da enzima GST em todas as
concentracdes testadas, sendo essa elevagédo significativa no tratamento
contendo a concentracao perminitida pelo CONAMA (Figura 3A). Esse efeito
também foi observado na exposicdo ao Fe?* (Figura 3B) e quando associados
os metais Fe** e Mn?* (Figura 3C), apenas no T1. Esses resultados indicam
claramente que o Mn** e o Fe?, causam uma ativacdo do sistema de
detoxificacdo desses organismos, a fim de torna-los menos tbxicos, mais
sollveis em agua e mais faceis de serem degradados e excretados para o
meio extracelular e até mesmo corrigir os efeitos deletérios causados por estes
poluentes (Carletti et al., 2008; Huber e Almeida, 2008).

Alves et al. (2002) realizaram estudos sobre os efeitos do Furadan
(pesticida agricola) em ostras C. rhizophorae, determinando os niveis da
glutationa S-transferase (GST), catalase (CAT) antes e depois da exposi¢ao ao
pesticida, percebendo que os niveis de GST aumentaram 9 % nas ostras C.
rhizophorae estudadas, apds serem expostas ao pesticida.

No entanto, observou-se também que as ostras expostas a maior
concentracdo de Fe?* e a associagdo de Fe?* e Mn?* (T3) (Figura 3B e 3C) ndo
apresentaram alteracao na atividade da GST em relacéo grupo controle, porém
foi menor que o T1 e T2. Vale ressaltar que a maior concentracao de Fe (1,5

mg/L) foi trés vezes o valor da maior concentragao de Mn (0,5 mg/L).

30



A inibicdo na atividade da GST pode estar envolvida com a
desestabilizacdo da membrana lisossdmica, provocada pela exposicdo aos
metais ou ao estresse de radicais livres, o que pode causar a ruptura da
membrana e liberar diversos radicais e ions &cidos, que prejudica o
funcionamento normal da enzima (Regoli et al., 1998).

A caracterizacdo dos efeitos genotdxicos causados pelo Mn?* e Fe®*
(Figuras 4A, B e C)foi realizada no presente trabalho por meio do Indice de
Danos no DNA (ID). Os resultados obtidos detectaram alteragdes significativas
nos niveis de quebras das fitas de DNA de hemécitos de C. rhizophorae, em
todos os tratamentos em relagdo ao controle, demonstrando o significativo
potencial desses metais em causar danos no DNA das ostras. Alteracées como
estas na estrutura do DNA e nas proteinas tém sido encontradas associadas
com a exposi¢do a um grande numero de contaminantes, dentre eles os metais
(Pandrangi et al., 1995; Lee e Steinert, 2003). Muitas dessas moléculas sao
altamente reativas e possuem uma alta afinidade com proteinas e com a
molécula de DNA (Pisoni et al., 2004), por isso o ensaio cometa tem sido
amplamente usado para investigar impactos da exposicdo ambiental a
contaminantes e neste estudo, demonstrou-se eficiente na interpretagdo dos
efeitos deletérios de diferentes concentracdes de Fe?* e Mn?". Portanto, os
exemplares de C. rhizophorae, analisados neste trabalho, estdo sujeitos a
alteracées nas moléculas proteicas, bem como nas cadeias de DNA, podendo
inclusive, de acordo com Vernier (2001), causar mutacbdes, gerando uma
cascata de eventos subsequentes que levam a disfunc¢des na replicacao e no
reparo das fitas, processos descontrolados de divisbes celulares, e que podem
gerar neoplasias nos tecidos e até mesmo a morte celular.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem também que a acao
genotdéxica dos poluentes foi mais intensa nos tratamentos onde as ostras
foram expostas as maiores quantidades de Fe?* e Mn?* na agua. O presente
estudo confirma a utilizacdo do ensaio cometa em hemolinfa de ostras como
uma ferramenta bastante sensivel para a deteccdo de genotoxicidade nos
ecossistemas aquaticos (Andrade et al., 2004; Frenzilli et al., 2009).

Rank (2003) identificou um aumento significativo nas quebras de DNA de
células branquiais de Mytilus edulis expostas a efluentes industriais e urbanos,

na costa da Dinamarca, com niveis de metais extremamente elevados em
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relacdo a uma regiao de referéncia, indicando riscos causados por mistura
complexas de poluentes nos diferentes compartimentos, corroborando com os
resultados obtidos neste trabalho.

Quanto a bioacumulacao nos tecidos da C. rhizophorae podemos observar
que o acumulo de Fe?" no tecido das ostras variou entre 2,57 e 5,22 mg/g nos
diferentes tratamentos (Figura 5A). E apesar de nao terem sido encontrados
diferenga significativa entre eles, observa-se um gradativo aumento de
bioacumulacdo deste metal nas ostras, quando em exposi¢cdo isolada ou
quando associado ao Mn?** (Figura 6A). De acordo com Souza (2002) que
avaliou a contaminacao por metais (Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb e Zn) nos
manguezais dos Rios Aribiri, Bubu e Santa Maria da Vitéria - Grande Vitoria/ES
- utilizando C. rhizophorae e Mytella guyanensis como bioindicadores,
identificou-se que o Fe ja estava acumulado nesses organismos e que a
concentracéo no tecido variou de 0,025 a 1,41 mg/g em ostras e de 0,102 a
2,74 mg/g em sururus, sendo menores do que as concentragées encontradas
no presente estudo. Essa diferenca se da possivelmente ao presente estudo
ser um bioensaio, onde os bibalves ficaram expostos a um volume pequeno de
agua e alta dose de contaminantes, diferentemente dos estudos de
biomonitoramento.

Do ponto de vista de saude publica, ndo ha referéncia de concentracdo
maxima de poluentes para o elemento Fe em moluscos na legislagao brasileira.
Pedroza e Cozzolino (2001) analisando a composicdo mineral destes
organismos encontraram valor médio de Fe de 17 mg % (17000 ug/ 100g ou
170 pg.g”) e Franc (1999) na tabela de composicdo quimica de alimentos,
relata que mariscos possuem em média 12,70 mg% de Fe (12700 ug/100g ou
127 pg.g-1). Nas ostras expostas a diferentes concentragbes de Mn?*, a
variacao foi de 0,013 e 0,13 mg/g de Mn nos tecidos (Figura 5A), observando-
se também uma tendéncia a maior bioacumulacdo nos tecidos das ostras
expostas aos tratamentos com maiores concentragdes de Mn (0,1 e 0,5 mg/L).

Cavalcanti (2003) realizou um monitoramento dos niveis de elementos
traco (Hg, Mn, Zn, Cu e Fe), em ostras comercializadas na praia de Boa
Viagem, Recife (Pernambuco), a fim de se avaliar os riscos e os beneficios que
poderiam estar associados a seu consumo. O valor médio de Mn encontrado
em moluscos nesse estudo foi maior do que o valor encontrado no estudo de
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Cavalcanti (9,86 pg.g-1), que estudou uma area considerada nao poluida no
litoral do nordeste brasileiro. Do ponto de vista de saude publica, também nao
h& referéncia de Concentracdo Maxima Permitida (CMP) para este metal na
legislagdo brasileira. Por também ser um metal essencial, a dose diaria
recomendada é de 2 a 3 mg de Mn por dia para um adulto (Brasil, 2005).

A quantificacdo de Fe e Mn no tecido das ostras ndo apresentou nenhuma
correlacdo a quantidade desses metais na agua, uma vez que nao houveram
diferencas entre os tratamentos e o controle (Figuras 5 e 6). Possivelmente o
pouco tempo de exposicao aliado a biodisponibilidade dos elementos presentes
determinaram estes resultados. Yeung et al. (2016) também acreditam que a
adocao de exposicdo a um curto tempo de exposi¢do (10 dias) pode ter sido
responsavel pela inexisténcia de diferencas nas concentragdes de metais no
tecido de Perna viridis entre o controle e os tratamentos.

Quando avaliadas as concentracdes de Fe e Mn no tecido das ostras que
foram expostas ao Fe e Mn em associacao (Figura 6), observamos uma
variagao entre 2,57 e 5,22 mg/g de Fe acumulado nos tecidos (Figura 6A),
sendo que os tratamentos com maiores concentragcdes de Fe (0,440 e 1,5
mg/L), foram significamente diferentes do controle e do tratamento com menor
concentracdo de Fe (0,3 mg/L). Em relacgdo ao Mn, houve diferenca
significativa entre os tratamentos (Figura 6B) e o maior acumulo de Mn
observado nas ostras (0,13 mg/g) foi no T3 (0,5 mg/L de Mn). Coimbra (2003)
quantificou a quantidade de metais em duas espécies de bivalves
Anomalicardia brasiliana e Mytella guyanensis, encontradas em um manguezal
da Baia de Sepetiba, Brasil. Dentre os metais quantificados, quando analisados
Fe e Mn esses elementos variaram entre 0,0157 e 0,2508 e 0,00074 e 0,0276
mg/g, respectivamente. A autora associa os valores de Fe e Mn a ocorréncia
natural destes elementos em areas estuarinas, devido a composicao
mineraldgica das rochas da regidao. Além disso, por ter sido um estudo de
biomonitoramento, devemos considerar que no ecossistema, o sedimento
funciona como um sumidouro temporario de poluentes, que de acordo com as
condi¢cbes ambientais, podem ser liberados hovamente para a coluna d’agua, e
dessa forma tornam-se biodisponiveis para os organismos. Ja no presente

estudo, o bioensaio foi realizado em laboratério, portanto, é esperado que as
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concentracdes de Fe e Mn no tecido das ostras sejam maiores do que as

encontradas em estudos de biomonitoramento.

6. CONCLUSAO

Os metais Fe** e Mn®*, mesmo nas concentragdes recomendadas pelo
CONAMA podem causar danos bioquimicos e genotoxicos em C. rhizophorae.
As ostras demonstraram-se eficientes bioindicadores da contaminacao
aquatica, pois, foi possivel relacionar as respostas bioquimicas e genotoxicas
das ostras com a dose dos contaminantes, fornecendo conhecimentos e
evidéncias cientificas necessarios para a aplicacao de medidas de prevencgao e
controle da exposi¢ao aos agentes quimicos ambientais no ambito das politicas
publicas.

Os biomarcadores bioquimicos analisados em branquias de ostras
seguiram uma disposicao de concentracdo dose-dependente, com um aumento
nas atividades das enzimas CAT e GST nas concentracées encontradas na
Baia de Vitéria e na permitida pela legislacao vigente. Os efeitos genotdxicos
nos hemacitos também tiveram uma relagéo concentracao dose-dependente.

Os dados deste estudo fornecem informagdes genotdxicas e bioquimicas
dos mecanismos de respostas de toxicidade nas ostras expostas a diferentes
concentracdes de Fe e Mn, incluindo as permitidas pelo CONAMA. Dessa
forma, este trabalho contribui para a compreensdo de alguns aspectos da
bioquimica, da genética e da bioacumulacao por C. rhizophorae.
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