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Resumo

Santa Catarina € um dos estados do Brasil que merecem destaque na aquicultura,
principalmente a capital, cidade de Floriandpolis que é um grande polo pesqueiro. Apesar de
grande desenvolvimento econdmico e turistico, a capital catarinense também se destaca pela
falta de infraestrutura de saneamento basico em varios pontos da ilha, com falhas nos sistemas
de esgotamento sanitario. Desta forma este trabalho tem como objetivo avaliacdo das
atividades enzimaticas: catalase, glutationa-s-transferase e acetilcolinestaerase, em mexilhdes
da espécie Perna perna, bem como a avaliacdo da concentracdo de metais, ferro, cobre, zinco
e chumbo, monitoradas durante verdo e inverno de 2017 nos pontos de coleta praias de
Canasvieiras, Santinho e Joaquina, Florianopolis, Santa Catarina. As atividades enzimaticas
foram determinadas por espectrofluorimetria utilizando o leitor de microplacas SpectraMax
M5 e o software SoftMax. Ja as concentracdes de metais foram obtidas por espectrofotometria
de absorcdo atomica de chama Grafphite Tube Atomizer, 200 series AA, Agilent
Technologies. A estatistica de todos os dados foi analisada com o auxilio do software
GraphPad Prism 5.0. Como principais resultados em relacdo as atividades enzimaticas pode-
se concluir que a maior expressividade da catalase foi no Santinho durante o verdo,
observadas nas glandulas digestivas. Ja a atividade enzimatica da glutationa-S-transferase foi
superior na Joaquina tanto em glandulas digestivas quanto em branquias e 0os maiores valores
para acetilcolinesterase foram verificados na Joaquina e Santinho. Todas essas variagdes
enzimaticas foram relacionadas as altas concentracbes de metais como ferro e chumbo, bem
como a localizacdo dos mexilhdes nos costBes rochosos e a contaminacdo da agua do mar
através dos dados de balneabilidade dos pontos coletados. Os biomarcadores tiveram
respostas diferentes nos trés pontos de coleta bem como em cada tecido coletado. Da mesma
forma que os metais tiveram concentracfes diferentes nos pontos de coleta como também em
cada tecido analisado.

Palavras-chave: Perna perna- mexilhdo, Atividade Enzimatica, Metais,Biomonitoramento.



Abstract

Santa Catarina is one of the states of Brazil that deserve prominence in aquaculture,
mainly the capital city of Floriandpolis that is a great fishing pole. Despite the great
economic and tourist development, the capital of Santa Catarina is also notable for the
lack of basic sanitation infrastructure in several parts of the island, with failures in
sanitary sewage systems. The objective of this work is to evaluate the enzymatic activities
catalase, glutathione-s-transferase and acetylcholinesterase in mussels of the Perna perna
species, as well as the evaluation of the concentration of metals, iron, copper, zinc and
lead, monitored during summer and winter of 2017 at the collection points beaches of
Canasvieiras, Santinho and Joaquina, Floriandpolis, Santa Catarina. Enzymatic activities
were determined by spectrofluorimetry using the SpectraMax M5 microplate reader and
SoftMax software. Already the metal concentrations were obtained by atomic absorption
spectrophotometry of Grafphite Tube Atomizer, 200 series AA, Agilent Technologies.
The statistics of all the data were analyzed using GraphPad Prism 5.0 software. As main
results in relation to the enzymatic activities it can be concluded that the greatest
expressiveness of the catalase was in the Santinho during the summer, observed in the
digestive glands. The enzymatic activity of glutathione-S-transferase was higher in
Joaquina in both digestive glands and gills and the highest values for acetylcholinesterase
were verified in Joaquina and Santinho. All these enzymatic variations were related to the
high concentrations of metals such as iron and lead, as well as the location of the mussels
in the rocky shores and the contamination of the sea water through the bathing data of the
points collected. The biomarkers had different responses at the three collection points as
well as in each tissue collected. In the same way that metals had different concentrations
at the collection points as well as in each tissue analyzed.

Keywords: Perna perna- mussel, Enzymatic Activity, Metals, Biomonitoring.
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1. Introducéo

O Brasil possui 7.408 Km de costa litorAnea (MENEZES, 2010) em que suas aguas
marinhas apresentam diversas fungfes para muitos seres vivos e para 0 homem sendo
importante a manutencdo da qualidade destas aguas tanto para a balneabilidade e lazer como
para as atividades de aquicultura.

O litoral catarinense possui 561,4 Km de extensdo, delimitada ao norte pela latitude
25°58°36” e longitude 48°35°36”, e ao sul por 29°42°57” de longitude (SOARES , 2012). O
estado conta com atividades de aquicultura como a pesca artesanal e o cultivo de moluscos,
tendo destaque nacional a producdo de ostras e mexilhdes. A producdo total de moluscos
bivalves em 2014 foi de 21.553,6 toneladas, representando um aumento de 12,95% em
relacdo ao ano anterior (EPAGRI, 2014). Em Santa Catarina, o cultivo de mexilhdes cresceu
na maioria das enseadas e baias da costa centro-norte, devido as condi¢Ges oceanogréaficas
propicias, sendo destaque na América latina como maior produtor destes bivalves (MERENZI
e BRANCO, 2006).

As atividades de aquicultura vém se desenvolvendo ativamente nas ultimas décadas do
século XX na cidade de Floriandpolis, a qual demonstra rentabilidade satisfatoria, gerando
empregos, produzindo alimentos com alto valor protéico e contribuindo para a diminuicdo da
pesca predatéria e da degradacdo ambiental (SILVA, 2007). Na capital catarinense, ostras e
mexilhdes sdo utilizados como iguarias na regido, sendo vistas com grande apreciagdo na
culinéria, pela populacdo residente e turistica. Conforme Pereira e colaboradores (2010)

afirmam que:

No Brasil o cultivo de moluscos marinhos se aproxima ao modelo de
desenvolvimento familiar sustentavel, e esta atividade tem
apresentado um crescimento bastante significativo, sobretudo no
estado de Santa Catarina. O cultivo destes moluscos no mar/estuarios
€ uma atividade que se caracteriza pelo baixo custo de implantacéo e
manutencdo, e pelo rapido retorno de capital, tornando-a assim uma
opcao de trabalho e renda das populag¢fes de pescadores artesanais nas
suas areas de origem.

A capital catarinense necessita da qualidade das aguas marinhas, pois sua economia €
baseada principalmente no turismo e na aquicultura, necessitando de niveis seguros de
gualidade de &gua tanto para a balneabilidade quanto para a satde publica, pela ingestdo de
organismos marinhos. A aquicultura é movida tanto na pesca de peixes, camardes quanto no

cultivo de bivalves, como ostras de cultivo e mexilhGes naturais. O Estado lidera o ranking de

cultivo de ostras e mexilhdes, com cerca de um milh&o de duzias por ano (MENEZES, 2011).
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Andrade (2016) afirma que ap6s 30 anos de incentivo da Universidade Federal de Santa
Catarina a miticultura, o estado de Santa Catarina se tornou o lider nacional na producéo de
moluscos bivalves e o segundo maior produtor da América Latina. Henriques (2004) comenta
que os moluscos bivalves constituem estoques naturais de recursos renovaveis 0s quais

necessitam do ecossistema equilibrado para sua reproducédo e desenvolvimento.

Esses animais sdo de suma importancia para a qualidade alimentar de diversos
organismos, ja que possuem grandes quantidades de nutrientes como também importancia
ambiental, pois tem a capacidade de bioacumular metais em seus tecidos demonstrando as

reais quantidades desses elementos que 0 ambiente possuli.

1.1 Floriandpolis e 0 Saneamento Basico

A partir do século XX o municipio de Florianopolis teve grandes investimentos em
relacdo ao saneamento basico, a frente de muitas cidades importantes do Brasil, contando com
abastecimento de &gua, coleta e tratamento de esgotos. Porém, em algumas décadas essa
situacdo mudou drasticamente. Neste periodo a capital catarinense foi amplamente urbanizada
e 0s investimentos em saneamento basico ndo acompanharam esse crescimento, resultando
em grandes quantidades de rejeitos jogados ao mar (OUROFINO e PASSOS, 2015). Com a
passagem dos anos a cidade continuou sua expansao em relacdo a economia e turismo, porém
os problemas decorrentes a falta de saneamento basico continuaram, destacando-se no que se

refere ao esgotamento sanitario. Nesse sentido Marengoni (2013) comenta que:
“Devido ao crescimento da populagio mundial, a rapida
industrializacdo, a intensificacdo da aquicultura e a utilizagdo
indiscriminada dos recursos naturais tém gerado aumento nos niveis
de poluigdo ambiental, causando sérios problemas para o ecossistema,
principalmente devido a contaminagdo quimica.

Florianopolis apresenta intensa urbanizagdo, adensamento muitas vezes registrado sem
urbanidade, com grande fluxo de pessoas pelos atrativos que a cidade possui. Mas ainda néo
se tem capacidade de infraestrutura adequada para atender a populagdo, tdo pouco essa
condicdo e satisfatdria para os residentes. Acdes concretas tém sido requeridas junto ao
ministério pablico, destinadas a recuperacao de areas degradadas e a adequacdo das estacoes
de tratamento de efluentes para providéncias legais. Contudo, ainda sdo poucas as acdes

implementadas em relacdo ao esgotamento sanitario produzido nas comunidades. Isso tem
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contribuido para a perda da qualidade de vida dos moradores e das atividades desenvolvidas
nos locais (LOPES, 2006).

Em toda a extensao territorial da capital catarinense, 436.5Km?, existem apenas quatro
sistemas de tratamento de esgotos operantes (Figura 1), 0s quais ndo conseguem atingir ao

total produzido nas moradias.

Localizacédo das Estagtes de Tratamento de Esgoto

48°30°'W

= 2730 §

= 27°46" S

Legenda
@ Sistemas de Tratamento que estdo em atividade

@ Sistema de esgotamento implantado mas néo operando

Figura 1. Representacdo dos locais em Floriandpolis que possuem Sistemas de Tratamento de Esgoto
em Atividade e os locais que possuem Sistemas de Tratamento de Esgotos ndo operantes (modificado de
LOPES, 2006).

De acordo com Lopes (2006) os sistemas de tratamento de esgoto séo:

1. Sistema de Esgoto Florianopolis/Insular, o qual recebe as localidades do Centro,
Agrondmica, Trindade, Santa Monica, Saco dos Limdes e Prainha, com nivel de atendimento
de 74,32%;

2. Sistema de Esgoto Floriandpolis/Norte da Ilha/Canasvieiras, que acolhe o Balneario

de Canasvieiras com nivel de atendimento de 41,01%;
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3. Sistema de esgoto Florianopolis/Lagoa da Conceicdo atende ao Centrinho da Lagoa
da Conceicdo e Avenida das Rendeiras, com 45,65% de atendimento;

4. Sistema de Esgoto Parque Tecnoldgico Saco Grande, abrangendo o Centro

Tecnologico Saco Grande e atende a 100% da area delimitada.

De acordo com a Companhia Catarinense de Aguas e Saneamento (CASAN, 2016) a
capital do Estado conta atualmente com o total de 56% de cobertura de esgoto e estara com
74% até o final de 2018.

A palavra poluicdo deriva do latim polluere que significa sujar, sendo a poluicéo
marinha a introducdo, pelo homem, de substancias ou energia no ambiente marinho,
acarretando em efeitos deletérios, como danos aos seres vivos, a salde humana e interferindo
nas atividades marinhas que incluem a pesca e lazer e desta forma diminuindo a qualidade de
vida (PEREIRA e GOMES, 2009). A poluicdo marinha na cidade de Floriandpolis se da
principalmente pelo esgotamento sanitario, o qual é despejado em grandes quantidades em
toda a ilha, afetando os ambientes costeiros.

Os efluentes urbanos e domésticos possuem altos teores de substancias organicas, ricas
em carbono, nitrogénio e fosforo. Com base na definicdo do CONAMA resolucédo n° 430, de
13 de maio de 2011, os esgotos sanitarios sdo a denominacao genérica para despejos liquidos
residenciais, comerciais, aguas de infiltracdo na rede coletora, os quais podem conter parcela
de efluentes industriais e efluentes ndo domésticos (BRASIL, 2011). Quando eles atingem o
mar, sdo degradados por microrganismos e ha a transformacdo em compostos organicos
recebendo o nome de mineralizacdo. Porém, como em qualquer outro ambiente, o mar tem
seus limites e quando a capacidade de mineralizacdo é excedida 0s compostos organicos sao
acumulados nos ambientes.

Um dos grandes problemas da elevada taxa de efluentes domésticos e industriais terem
o destino final os mares, é a insercdo de substancias organicas nos ecossistemas marinhos que
sdo alimento de algumas algas. Na presenca destes organismos, como os dinoflagelados, ha
um grande aumento em sua populacdo pela elevada taxa de reproducdo em condigcOes
ambientais adequadas. Em curto periodo de tempo pode causar o fenbmeno conhecido como
maré vermelha ou Harmful Algal Blooms (BARBIERI, 2009). Esse fenbmeno pode causar
desde pequenas alteracbes no ecossistema ou até mesmo afetar grandemente 0s organismos
aquaticos causando anoxia, producdo de toxinas, acdo mecanica da estrutura anatdmica da sua
parede celular nos tecidos delicados das branquias (VALE, 2004). Vale (2004) também

afirma que as marés vermelhas sdo importantes na Saude Publica, pois, “as contaminagdes
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com as biotoxinas, em moluscos bivalves que possuem alimentacéo filtradora, podem originar
outras intoxicagdes nos seres humanos, mesmo que ndo afetem aparentemente 0s organismos

contaminados”.

Como ja foi dito, os esgotos sanitarios domesticos sao formados por grande quantidade
de &gua, compostos organicos como: proteinas, carboidratos, gorduras e hormonios e
compostos inorganicos como: areia, sais e metais. Os metais correspondem ao micropoluente
inorganico, os quais se dissolvem na agua, a exemplo tem-se o arsénio, cadmio, cromo,
chumbo, mercurio e prata (SPERLING, 1996).

Segundo Marengonie e colaboradores (2013), o aumento da polui¢cdo dos recursos
aquaticos tem um efeito negativo sobre a produtividade aquicola, seguranca e rentabilidade e

a relacdo da poluicdo pode ser estabelecida como:

Aumento da concentragdo de elementos quimicos oriundos de esgotos
domésticos, lixos e escoamento de residuos agricolas e pecudrios,
levando as alteragdes no indice da qualidade da 4gua, eutrofizagdo e,
possivelmente, a bioacumulagdo de metais, entre outros.

1.2 Moluscos Bivalves como Biomonitores Marinhos

O filo molusca possui aproximadamente 100 mil espécies atuais e 35 mil espécies
extintas descritas, € o segundo filo animal de maior diversidade perdendo apenas dos
artrépodes. Os mexilhGes Perna perna sao invertebrados, possuem corpo ndo articulado e
mole, simetria bilateral. Esses organismos da classe Bivalvia vivem exclusivamente na agua,
com concha formada por duas valvas unidas dorsalmente por um ligamento, geralmente sao
de sexos separados, pode ocorrer 0 hermafroditismo, sua fecundagdo pode ocorrer livremente
na gua ou ser interna. (LUNETTA, 1969).

Os Perna perna sdo animais filtradores, o que lhes confere grande importancia
ecologica, podendo ser utilizados como biomonitores de ambientes aquaticos. Suas conchas
possuem importancia ecolégica e econbémica ja que podem servir de abrigo para outros
animais e participar da reciclagem de nutrientes, como o calcério, além de servirem como
matéria prima de artesanatos pelas comunidades nativas. Sua respiragdo é realizada através de
branquias, habitam mares, estuarios, agua doce ou em areas costeiras fixados em rochas ou no
substrato. (MENEZES, 2010).

O maior mitilideo brasileiro pertence a espécie Perna perna (KLAPPENBACH, 1965),
sua valva podendo atingir até 140 mm de comprimento. Nao ha dimorfismo sexual externo,

porém machos e fémeas podem ser diferidos internamente quando estdo sexualmente
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maduros, pela coloracdo das gbnadas que se apresentam branco leitosas nos machos, enquanto
nas fémeas a coloracédo é vermelho tijolo (HENRIQUES, 2004).

O cultivo de mexilhdes, a miticultura, iniciou no estado de Santa Catarina em 1989,
com o cultivo do mexilhdo Perna perna (Figura 2), o qual vive fixado em costdes rochosos,
ambiente abundantemente encontrado no estado de Santa Catarina, destacando-se nas cidades
de Palhoga, Penha, Bombinhas, Governador Celso Ramos e Florianopolis (SILVA, 2007). Em
Canasvieiras, Santinho, norte de Floriandpolis, bem como Joaquina, leste, hd um grande
numero de mexilhdes da espécie Perna perna, desenvolvendo-se naturalmente fixados em

costdes rochosos, em grande nimero e possuindo facilidade de coleta.

2.8cm

Figura 2. Mexilh@o Perna perna coletado na praia do Santinho, Floriandpolis, Santa Catarina.

As éreas costeiras, ambiente natural dos moluscos bivalves, sdo consideradas a interface
terra, mar e ar, sdo altamente produtivas e possuem uma alta riqueza de espécies de grande
importancia ecoldgica e econdmica. A grande variedade de organismos e o facil acesso
tornam os costfes rochosos um dos mais populares e bem estudados ecossistemas marinhos.
(PEREIRA e GOMES, 2009). Os mexilhdes oriundos do ambiente natural, apesar de
possuirem o mesmo potencial genético dos individuos cultivados, tem o seu crescimento
limitado, devido a fatores de estresse ambiental que ocorrem continuamente no costéo
rochoso (HENRIQUES, 2004). Os costdes rochosos, segundo Berchez et.al (2012) sdo:

Ecossistemas costeiros sujeitos a influencia dos processos marinhos e

terrestres. Sdo formados por rochas igneas, como granito e o basalto, e
metamdrficas, como o gnaisse. Os costdes rochosos graniticos e
gnaissicos ocorrem desde o norte do estado do Rio Grande do Sul até
0 estado do Maranhdo. Podem formar pared®es continuos ou blocos
fragmentados. Quando fragmentados, oferecem uma grande variedade
de ambientes que podem ser ocupados por organismos adaptados as
diversas condi¢cbes ambientais resultantes, levando a maior
diversidade bioldgica.

Os bivalves constituem alimento muito nutritivo pelos seus altos teores proteico e
vitaminico, porém possuem grande capacidade de bioacumulacdo, fazendo com que seu
consumo tenha risco em ambientes poluidos por poderem transferir esses poluentes na cadeia

trofica. Barreto e colaboradores (2008) afirmam que:
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Moluscos bivalves oferecem um grande risco ao consumidor, porque
dentre os animais marinhos capturados em ambientes contaminados
por microrganismos, 0s moluscos bivalves sdo os que oferecem
maiores riscos a Salde Publica, por serem organismos filtradores e
bioacumuladores. Por esta razdo, as ostras e 0s mexilhdes, sdo
utilizados mundialmente como indicadores de poluicéo fecal.

Os metais tem grande importancia nos ecossistemas marinhos, pois sédo o destino final
de muitos residuos os quais possuem essa classe quimica. Quando absorvidos pelos
organismos de moluscos bivalves, como ostras e mexilhdes, inicialmente séo distribuidos para
o0 requerimento de cada tecido. Apés essa primeira via, se as quantidades de metais forem
superiores a necessidade fisioldgica, eles entdo podem ser bioacumulados, principalmente os
micronutrientes, constituintes de proteinas e enzimas. Mesmo que as taxas de metal traco nos
organismos dos bivalves sejam altas, por vezes, esses animais ndo demonstram sinal de
toxicidade aparente. No entanto, intracelularmente, os sistemas de detoxificacdo e degradacéo
destes compostos quimicos sdo acionados assim que 0 organismo entra em contato com 0s
toxicos (GALVAO, 2009).

Além de matéria organica os metais estdo presentes nos ambientes marinhos ou por
questBes naturais, composi¢do das rochas, ou por atividades antrépicas como a queima de
combustiveis fosseis, atividades industriais, mineracdo e nos esgotos domésticos (PEREIRA e
GOMES, 2009). Conforme Filho et.al, (2012):

Uma vez que o metal se acumula nos tecidos do organismo, esta

concentragdo expressa uma medida integrada do tempo ao qual o

animal ficou efetivamente exposto ao elemento (Bryan et al., 1980).

Determinar as concentragfes dos contaminantes na biota significa

monitorar os niveis da fracdo “biodisponivel” destes nos ecossistemas.

Ou seja, quando ha& quantidades de metais superiores aos niveis em que 0S animais
marinhos conseguem absorver e 0 seu excedente excretar, estes elementos quimicos podem

ser bioacumulados, interferindo nos processos organicos.

As aguas oceénicas sdo consideradas como a Ultima etapa do ciclo hidrologico de
diversos tipos de contaminantes, como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS),
bifenilas policloradas (PCBs), dioxinas, compostos nitroaromaticos, metais e pesticidas,
aonde chegam por trés vias: contribuicdo continental pelos rios, entrada atmosférica e fontes
hidrotermais (GALVAO et.al, 2009). O ambiente que envolve os mares, 0ceanos e estuarios
¢ altamente complexo e diverso, compostos por interacBes entre 0s compostos bidticos e

abiodticos caracteristicos, elementos quimicos diversos, animais que habitam esses
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ecossistemas, plantas, microorganismos, todos estdo em contato na dinamica marinha
(COSTA et.al, 2008).

As consequéncias das substancias toxicas dependem da sua concentra¢do no organismo,
independente do mecanismo de intoxicacdo. Apesar de que 0S organismos necessitam de
elementos quimicos variados como, por exemplo, 0s metais para seu funcionamento normal,
sendo eles bioenergéticos e necessarios para algumas rotas metabdlicas, em grandes
quantidades, podem ser venenosas e acumulativas nos organismos (AGUIAR e NOVAES,
2002). Existem diferentes estratégias que podem ser adotadas para se estudar o nivel da
poluicdo do ambiente marinho. Pode ser a analise e identificacdo dos poluentes, presentes na
agua, sedimento e nos organismos. Porém, apesar de estas técnicas serem muito precisas, elas
apresentam um custo operacional muito alto e ndo indicam os efeitos toxicos nos organismos.
Outra forma de analise é através de biomarcadores (ALMEIDA, 2003).

Moreira e Moreira (2004) afirmam que os sistemas enzimticos sdo altamente
suscetiveis aos metais, 0 que demonstra alteragdes em suas atividades enzimaéticas quando
expostos a estes elementos quimicos. Aluminio, arsénio, bario, berilio, cddmio, chumbo,
mercurio e niquel sdo os metais que tem maior taxa de intoxicacdo nos seres Vvivos, eles
alteram as estruturas celulares das enzimas substituindo os seus cofatores. Ja o cromo, cobre
e zinco, micronutrientes essenciais do metabolismo, encontrados em abundancia na natureza,
possuem grande importancia e quando suas taxas sdo alteradas, maiores ou menores
guantidades, podem causar excesso ou caréncia, disturbios e até a morte dos organismos
(VIRGA et.al, 2007)

Conforme Géret e colaboradores (2001) relatam, os moluscos bivalves podem
bioacumular metais em seus tecidos, causando efeitos negativos em seus organismos. Esses
animais sdo filtradores, caracteristica de sua alimentacdo e podem biomonitorar ambientes

aquéticos por possuir caracteristicas importantes como (GALVAO et.al, 2009):
a) Ocorréncia em estuarios e zonas costeiras;

b) S&o sésseis, 0 que ndo lhes permitem escapar da poluicdo se deslocando para

outras areas;
¢) Tempo de vida é relativamente longo, permitindo estudos em longo prazo;
d) Grande distribuicdo geografica: aparecem frequentemente em alta densidade;

e) Séo de facil coleta;
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f) Acumulam concentragdes de contaminantes em seus tecidos acima do encontrado

nos ambientes, sem que apresentem efeitos toxicos;

Conforme Evangelista Barreto, Souza e Vieira (2008), pelas caracteristicas fisioldgicas

dos bivalves como a filtracdo, estes podem trazer riscos também a satde humana, pois:

Os moluscos bivalves sdo os que oferecem maiores riscos a Salide
Publica, por serem organismos filtradores e bioacumuladores. Por
esta razdo, as ostras e os mexilhdes, sdo utilizados mundialmente
como indicadores de poluicéo fecal dos ecossistemas marinhos.

Os bivalves marinhos entram em contato com metais em altas quantidades, o0s
elementos sdo absorvidos pelos tecidos e transportados para suprir o requerimento dos
diferentes tecidos. As branquias, musculo e diverticulo digestivo sdo os tecidos que entram
em contado mais facilmente com os metais. Nas branquias ha o reflexo de exposicBes
recentes (agudas), na glandula digestiva integra exposicdes crénicas e 0 musculo também é
um tecido de estocagem de metais, em menores exposi¢des do que os anteriormente citados
(GALVAO et.al, 2009).

Em altas concentragdes 0s metais nos moluscos bivalves causam processos de
bioacumulacdo a qual é compreendida como 0 processo em que substancias quimicas séo
assimiladas e retidas nos organismos vivos (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

Conforme a Resolucdo n° 357, de 17 de marco de 2005 n° 053, de 18/03/2005, alterada
pela Resolucdo 410/2009 e pela 430/2011 (BRASIL, 2005):

Dispde sobre a classificagdo dos corpos de éagua e diretrizes
ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as
condicBes e padrfes de lancamento de efluentes, e d& outras
providéncias.

Nesta resolucdo, secdo Ill, artigo 18, explicita as quantidades das concentracfes
maximas de metais permitidas para aguas salgadas, ou seja, naquelas concentracfes a maioria
dos seres vivos vai permanecer com suas atividades funcionais normais e ndo havera
bioacumulagdo nos organismos. Caso contrario, os metais podem ser biomagnificados na
cadeia trofica até chegar aos seres humanos, causando-lhes diversos problemas desde niveis

celulares até ao organismo como um todo. Moraes e Jorddo (2002) afirmam que:

Alguns metais sdo capazes de provocar efeitos toxicos agudos e
cancer em mamiferos devido a danos que causam no DNA. Até
mesmo 0s elementos quimicos essenciais & manutencdo e a salde,
guando em excesso, tornam-se nocivos, podendo comprometer
gravemente o bem-estar dos organismos.
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Para cada espécie e individuo as caracteristicas de bioacumula¢do e danos em seus
tecidos e 6rgdos sdo bem especificas, porém esse acimulo anormal é registrado e passivel de
ser observado via biomonitoramento marinho, conforme descrito por Filho e colaboradores
(2012):

A toxicidade de metais em organismos aquaticos e seu equilibrio sao
influenciados por alguns fatores limnoldgicos, tais como pH,
alcalinidade, dureza, matéria organica, sélidos totais e cargas de
sedimentacdo.

Os metais que os invertebrados marinhos podem concentrar sdo 0s metais toxicos nao-
essenciais, aqueles que ndo participam das atividades organicas como cadmio (Cd), argénio
(Ag), mercario (Hg) , Chumbo (Pb) e cromo (Cr), ou metais essenciais, considerados
nutricionalmente importantes, como cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn) e cobalto (Co)
(FERNANDEZ et. al, 2008) . Em moluscos bivalves a absor¢do de metais acontece quando
estes estiverem ligados a fase particulada. Ferreira e colaboradores (2000) relatam como o0s

diferentes metais atuam nos organismos de bivalves:

Elementos como cobre, ferro e zinco participam dos processos de
compostos enzimaticos, fazendo parte do sistema aceptor/doador de
elétrons em muitos organismos. J& os elementos ndo essenciais como
0 cadmio, mercdrio e chumbo, por ndo seres necessarios as funcbes
bioldgicas, podem apresentar efeitos toxicos cronicos ou agudos,
mesmo quando em baixas concentrac@es, principalmente por meio de
competi¢do por sitios de ligacdo com 0s metais essenciais.

Quando os organismos vivos, bioacumuladores, entram em contato com elementos
toxicos, estes causam um estresse, aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS), tal como o ion superdxido (O,-), peréxido de hidrogénio (H.0,), radical hidroxila
(OH) e oxigénio livre (O1) (COGO et.al, 2009). Esses radicais podem ser formados pelo
contato do organismo com as substancias toxicas, que sdo bioacumuladas e geram como
consequéncia, o estresse oxidativo.

Cogo et. al (2009) também comentam que os radicais livres produzidos pela presenca de
compostos tdxicos no organismo reagem com lipideos, proteinas ou acidos nucléicos e
resultam em diversos problemas metabolicos de origem bioquimica ou genética. A
detoxificagdo das espécies reativas de oxigénio é indispensavel para a vida o que proporciona
o desenvolvimento de muitas defesas organicas a fim de prevenir, interceptar e reparar 0s
danos no organismo. Quando 0s organismos sao expostos a metais pode elevar a atividade das
enzimas do estresse oxidativo, como a catalase (CAT) e a glutationa-s-transferase (GST), que
utilizam esses compostos como seus substratos especificos (COGO et.al, 2009) além de

interferir na atividade da acetilcolinesterase. Essas enzimas sdo biomarcadoras de



29

contaminacdo em diversos organismos, Lehninger (1977) afirma que elas sdo de extrema
importancia e especificidade Unica, pois sao:

As células que podem operar como maquinas quimicas porque
possuem enzimas, catalizadores capazes de aumentar bastante a
velocidade das reagBes quimicas especificas. As enzimas sao
moléculas proteicas altamente especializadas, feitas pelas células a
partir de aminoacidos. Cada tipo de enzima catalisa somente um tipo
especifico de reagdo quimica.

Desta forma, trabalhos de pesquisa sobre a analise de metais em bivalves marinhos em
mexilhdes coletados naturalmente sdo de suma importancia, ja que analises em Perna perna
de cultivo ja foram realizadas por outros autores. Estes organismos além se servirem para a
alimentacdo humana e para outros animais, bioacumulando estes elementos, conseguem

demonstrar 0 quanto o ambiente aquatico esta poluido.

1.3 Estresse Oxidativo

Os organismos vivos sofrem acdes constantes de espécies reativas de oxigénio (EROS)
e de espécies reativas de outros elementos quimicos. Espécies reativas de oxigénio sdo
aquelas substancias que ndo possuem elétrons emparelhados na Gltima camada eletrdnica,
causando alta reatividade e alta capacidade em participar de rea¢fes quimicas (LUSHCHAK,
2011). As EROs sdao formadas em organismos aerdbios, os quais sdo dependentes da
absorcdo de oxigénio para que haja a obtencdo de energia através da adenosina trifosfato
(ATP), participando do metabolismo celular e das vias de biotransformagao. Quando ha um
desbalango na producéo de espécies reativas de oxigénio, alguns sistemas antioxidantes sao
ativados para sanar esses problemas, esses sistemas sdo formados por enzimas

biomarcadoras.

Dentro das vias da respiracdo celular algumas alteracbes podem ser geradas em
resposta a exposi¢do a contaminantes, reacdes inflamatorias ou por disfungdes bioldgicas,
originando os radicais livres. Existem muitas reacOes de degradacdo dos aminoacidos e
gorduras, ocasionadas pelo estresse oxidativo, as quais produzem as espécies reativas de
oxigénio capazes de lesar os diversos organismos. Para uma resposta eficaz contra lesdes a
célula, formam-se estruturas denominadas de peroxissomos, que as defendem desses
produtos. Os peroxissomos sdo pequenas vesiculas envoltas por membrana, onde ocorrem as
reacOes devido a grande quantidade de catalase (LEHNINGER et al, 1995).
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Ferreira e Matsubara (1997) comentam que os agentes oxidantes (EROs) séo gerados
endogenamente como resultado direto do metabolismo do oxigénio e também em situacdes
ndo-fisioldgicas, como a exposicdo da célula a xenobioticos que provocam a redugédo
incompleta de oxigénio. Nas vias de biotransformacdo, esses xenobioticos mais lipofilicos,
ou seja, aquelas que possuem alto coeficiente de particdo lipidio:dgua, tendem a serem
acumuladas no organismo, sendo em que o0s meios usuais de eliminacdo sdo
fundamentalmente aquosos. Entdo existe meios de transformar esses compostos lipofilicos
em hidrossollveis, nas vias de biotransformacéo e assim esses metabolitos gerados serem

eliminados facilmente pelos organismos (ROCHA, 2004).

Na maioria dos casos as biotransformacdes resultam em diminuicdo de um efeito
toxico dos xenobioticos, porém essa ndo é uma regra, podendo existir xenobidticos com
maior toxicidade apos a biotransformacdo (ROCHA, 2004). As reacdes de biotransformacéo

podem ser divididas em fase I, fase Il e fase IlI.

Durante a fase I, ocorrem as reacdes de hidrolise, reducdo e oxidagdo, estas reacdes
adicionam grupos funcionais como hidroxila (OH), radical amina (NH,), grupos tiois (SH) ou
grupos carboxila (COOH), na molécula do xenobioticos, normalmente gerando compostos
mais hidrossollveis e menos toxicos quando comparados a molécula original, assim muitas
vezes sendo mais facil de serem excretados (ALMEIDA, 2003). As principais enzimas
catalizadoras da fase | sdo as mono-oxigenases como o0 citocromo P450, citocromo B5,
NADPH citocromo e P450 redutase (FERNANDES, 2005).

Quando a elimina¢do do xenobiotico precisa de mais transformacdes, estas ocorrem na
fase 11, pois os grupos funcionais para que ela ocorra ja foram inseridos e a molécula ainda
esta presente no organismo. Fernandes (2005), afirma que na fase Il, os metabodlitos sdo
conjugados a determinadas substancias como o glutamato, sulfato e glutationa a fim de haver

maior solubilizacéo e sua posterior eliminacdo.

Na fase Ill, os metabdlitos, agora conjugados, que ainda ndo foram eliminados dos
organismos e precisam aumentar sua solubilidade, s&o catalisados novamente para resultar

em produtos excretaveis.

Sdo varios os fatores externos que podem causar 0 estresse oxidativo em animais
marinhos. Conforme Lushchak (2011) afirma que ndo apenas xenobioticos podem levar a
producéo de EROs, pois eles sdo produzidos continuamente durante a vida do animal, como
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também, as mudancgas nos ambientes em que esses individuos estdo sendo expostos como a

temperatura, por exemplo.

O aumento de temperatura pode causar maior absorcao de oxigénio, podendo haver
acréscimo também na producdo de EROs. Quando a temperatura € unida a maior
disponibilidade de oxigénio, pode novamente haver um aumento significativo na produgéo de
EROs, ou seja, 0s niveis de oxigénio sdo extremamente importantes no ambiente aquético. O
aumento da salinidade também pode ser toxico devido a inducdo do estresse oxidativo.
Outros fatores como ions metélicos, herbicidas e pesticidas também podem alterar o

metabolismo dos organismos e as taxas oxidativas.

1.3.1 Metais e o0 Estresse Oxidativo

Além dos fatores ambientais, 0os metais em sua forma iénica podem causar alteracdes
metabdlicas nos organismos pela inducdo do estresse oxidativo. Os metais podem manter-se
em solucdo na &gua, serem adsorvidos no sedimento ou serem absorvidos pelos organismos
(GALVAO et al., 2009). Ferreira e Matusubara (1999) comentam que os estudos acerca das
lesGes oxidativas vem demonstrado que as acdes cataliticas dos metais nas reacfes levam ao
estresse oxidativo, demonstrando a importancia em estudar 0s organismos e nao apenas a

agua e o sedimento.

Albuquerque (2007) comenta que mesmo sendo importantes as andlises de agua e
sedimento para a avaliacdo da contaminacdo ambiental por metais, elas ndo fornecem os
dados reais sobre a disponibilidade e os efeitos dos metais nos organismos. Assim sendo, a
analise de biomarcadores na biota constitui uma importante ferramenta em programas de
monitoramento ambiental, pois avalia o efeito real da contaminagdo. O estimulo na producéo
de EROs pode acontecer de duas maneiras diferentes, a primeira quando ha interferéncia de
processos relacionados ao metal e a segunda na geracdo de radicais livre pelos ions metalicos
com valéncias mutaveis (LUSHCHAK, 2011).

Dentre 0s metais que mais agridem o metabolismo oxidativo dos animais pode-se
citar: ferro, cobre, cromo, arsénio e mercirio como 0s potencialmente mais toxicos. Dentre
0s metais o ferro € um dos mais importantes, compondo 30% da massa total do planeta.
Também constiui 80% do nucleo e é o quarto elemento mais abundante da crosta terrestre
depois do oxigénio, silicio e do aluminio (SEMMLER, 2007).



32

Todos os organismos precisam de ferro para sobreviver, porém suas quantidades
exacerbadas ou diminutas causam problemas sérios aos seres vivos. Em animais que
dependem de oxigénio para sobreviver, como os mexilhdes, em presenca de ferro pode haver
producdo de espécies reativas de oxigénio como hidroxila (HO"), superéxido (O ;' ), peroxila
(ROQO’) e alcoxila (RO’); e os nao radicais: oxigénio, peroxido de hidrogénio e acido
hipocloroso através das reac6es de Fenton e Haber- Weiss (Equacdes 1 e 2 respectivamente).

Mesmo o cobre sendo também um catalizador das reacdes de Haber-Weiss, o metal
mais abundante nos organismos é o ferro, estando portando mais capacitado a catalisar as
reacOes das biomoléculas (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Por o ferro sofrer um ciclo
redox, ele também esta envolvido na iniciacdo e propagacdo dos processos que incluem os
radicais livres (LUSHCHAK, 2011). Abaixo estdo descritas as reacdes de Fenton e de Haber-

Weiss e sua relacdo com o ion ferro:

Reacao de Fenton
Fe™ + 0O; & Fe™ ™+ Oy
20, + 2H " — 0, + H,O,

Fe™"+ H,0,—Fe™ "+ OH + OH'

Reacéao de Haber-Weiss
Fe™ + 0y Fe'™ + 0,
Fe™ + H,0, —» Fe'™ + OH + OH'
0Oy + H,0,— O, + OH + OH

Quanto ao cobre, organismos marinhos respondem a regulacédo, transporte e excrecao
como os mamiferos, porém quando expostos a uma quantidade grande deste elemento
quimico através da dieta ou por absor¢éo, ele pode se tornar toxico e participar de reacfes
oxidativas, como descrito acima. Normalmente a primeira via de acesso ao elemento é
através das branquias, nela sendo identificadas as maiores exposi¢oes (KAMUNDE;
CLAYTON e WOOD, 2002).

Curtius e colaboradores (2003) analisaram metais em Perna perna e Cassotrea gigas

da regido do Sambaqui, Floriandpolis, tais como: arsenio, argonio, cromo, manganes, zinco,
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niquel, cddmio, cobre, chumbo e selenio, em ostras e mexilhGes Perna perna, demonstrando
naquele momento ndo haver contaminagdo nos organismos testados. Porém o mar é
altemente dindmico e na capital catarinense € notoria a importancia em analisar 0os metais e
biomarcadores enzimaticos em regides com grande concentracdo de habitacOes e turistas,

considerando as variag0es sazonais.

1.4 Biomarcadores

Biomarcadores podem ser definidos como alteracdes a nivel celular, bioquimico ou
fisiologico que expressem a exposicdo e/ou efeito toxico causado pelos xenobidticos
presentes no ambiente (WALKER et al., 1996). Com essas alteragdes a nivel molecular
existem informacdes dos efeitos destas substancias sobre os organismos. Linde-Arias e

colaboradores (2005) definem biomarcadores como sendo:
...Medidas de fluidos corporais, células e tecidos, ou medidas
realizadas sobre o organismo completo, que indicam em termos
bioguimicos, celulares, fisioldgicos, comportamentais ou energéticos a
presenca de poluentes ou a magnitude da resposta do animal exposto.

Os biomarcadores de exposicdo indicam a exposicdo dos organismos aos
contaminantes, ja 0os biomarcadores de efeito sdo aqueles que demonstram como a magnitude
da perturbacdo é causada em resposta a poluentes (CAJARAVILLE et al., 2000; ZANETTE,
2009). Como biomarcadores de exposicdo, existem as enzimas de biotransformacdo de
xenobidticos, as metalotioneinas e as defesas antioxidantes podendo ser enzimaticas e nédo
enzimaticas, ja no que confere os biomarcadores de efeito estdo os niveis de dano ao DNA e
de oxidacdo de lipidios e proteinas (RAND et al., 1995; CAJARAVILLE et al., 2000;
ZANETTE, 2009).

Existem muitas enzimas que sdo compreendidas como biomarcadores moleculares e
respondem aos toxicos existentes devido a poluicdo das aguas. Segundo Fernandes (2005), 0s
biomarcadores mais sensiveis sdo as alteracbes das enzimas de biotransformacdo. Essas
enzimas que apresentam estrutura tridimensional individual com um sitio ativo que se liga ao
substrato especifico, ditada pela ordem dos aminoacidos na sua cadeia, porém quando 0s
compostos toxicos se ligam a sua estrutura, ela pode ser desenovelada, ou desnaturada, sendo
convertida em uma cadeia polipeptidica flexivel que perdeu a sua conformacéo original, que
pode torna-la inativa (LEHNINGER et al. 1995).

Quando ha contaminagdo marinha por xenobidticos, EROs sdo formadas no processo de

estresse oxidativo e algumas enzimas respondem aumentando, diminuindo ou cessando suas
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atividades. As respostas das enzimas sdo capturadas por diferentes protocolos analiticos,
sendo as enzimas: Glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD)
e glutationa redutase (GR) (FRANCO et.al, 2006) umas das mais analisadas, pelo fato de
responderem a uma variedade de contaminantes presentes no meio. Neste estudo serdo
analisadas catalase, glutatina-s-transferase e acetilcolinesterase, estd ultima que nao
necessariamente participa do estresse oxidativo, porém responde muito bem a presenca de

xenobidticos e metais.

1.4.1 Catalase

Segundo Christo (2014), a catalase ¢ uma hemeproteina que catalisa a degradacdo do
peréxido. Na reacdo, uma das moléculas de peroxido de hidrogénio é oxidada a oxigénio
molecular e a outra é reduzida a agua. Estd localizada, principalmente, no peroxissoma,
entretanto, outras organelas, como as mitocondrias, podem conter alguma atividade da
catalase. A catalise do peroxido de hidrogénio € extremamente importante, pois quando ha
ferro, leva a formacéo de radical hidroxil que é altamente reativo e danoso as biomoléculas.

Dentro dos sistemas enzimaticos de defesas a antioxidantes, a catalase € uma das mais
importantes, juntamente com a superdéxido dismutase e glutationa peroxidase (FERNANDES,
2005).

1.4.2 GST

A glutationa-S-Transferase pertence a uma familia multifuncional de proteinas
envolvidas no processo de detoxificagdo celular e correcdo dos efeitos deletérios de
compostos xenobidticos como drogas, herbicidas, compostos quimicos carcinogénicos e
poluentes ambientais (COGO et.al, 2009). E um tripeptideo largamente utilizado como
biomarcador, isso significa que ela responde em diversas situacdes de estresse, seja por
compostos organicos ou inorganicos. Em alguns casos a atividade enzimética pode ser inibida
por acdo de compostos intoxicantes, ou pode ser elevada em outras espécies de organismos
expostos a um mesmo grupo de contaminantes, pois isso depende da quantidade de exposi¢édo
a um metal, por exemplo, saude do animal e condi¢des ambientais (COGO et.al, 2009). As
glutationas S-transferases (GSTs) sdo conhecidas como sendo as principais enzimas de
biotransformacdo de fase-11 e representam uma familia de enzimas relacionadas com a
conjugacdo de uma variedade de metabdlitos eletrofilicos enddgenos e exdgenos
(xenobidticos) com o tripeptidio glutationa (GSH) (ZANETTE, 2009).
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1.4.3 Acetilcolinesterase

J4 a acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima responsavel por quebrar a acetilcolina,
neurotransmissor, que atua nas sinapses colinérgicas. Araujo e colaboradores (2016) explicam
que é nas sinapses que a acetilcolina (ACh) atua transmitindo as mensagem entre 0s
neurbnios. Essas sinapses colinérgicas estdo distribuidas no sistema nervoso central e
periférico, sendo indispensavel para a manutengdo dos organismos dos seres vivos. Quando
ela é exposta a metais e xenobioticos pode ser inibida, desta forma sendo mais uma enzima
sensivel e, portanto utilizada como biomarcadora da presenca de ecossistemas contaminados
(JESUS e CARVALHO, 2008). Embora os metais sejam conhecidos por causar inibigdo de
AChE, existem alguns estudos que relatam efeitos opostos para metais especificos durante a
exposicao aguda de diferentes organismos (BAINY et.al, 2006).

Dessa forma, fica evidente a importancia de se verificar as possiveis alteracdes
fisioldgicas e bioquimicas em moluscos bivalves, mais especificamente no mexilhdo Perna
perna, coletados em diferentes locais de Floriandpolis-SC, que se encontram em processo de

contaminacéo e/ou poluicéo.
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2 Objetivos:

Analisar os metais cobre (Cu), Chumbo (Pb), zinco (Zn) e ferro (Fe), presentes nos
tecidos: branquias, glandula digestiva e masculo de mexilhdes da espécie Perna
perna, coletados durante verdo e inverno, em um periodo de um ano, em:

Canasvieiras, Santinho e Joaquina, na cidade de Floriandpolis, Santa Catarina.

Determinar a atividade enzimatica da Catalase (CAT), Glutationa-S-Transferase
(GST) e Acetilcolinesterase (AChE), em branquias, glandula digestiva e musculo
de mexilhdes da espécie Perna perna, coletados durante verdo e inverno nos
pontos de coleta acima citados.

Comparar as quantidades de metais encontrados nos organismos com as

quantidades permitidas nos mesmos pela ANVISA.
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3. Metodologia

Para o desenvolvimento deste trabalho foram realizadas duas coletas, durante
verdo e inverno de 2017, onde foram coletados mexilhGes da espécie Perna perna em trés
pontos especificos na llha de Santa Catarina: Canasvieiras, Santinho e Joaquina (Figura
6). Foram coletados dez individuos por local em cada estacdo do ano. Os pontos foram
escolhidos por possuirem os individuos naturalmente no ambiente e também por
apresentarem caracteristicas diferentes entre si. Canasvieiras possui caracteristicas de
baia, com mar calmo e alta densidade turistica nos meses de verdo. Santinho e Joaquina ja
possuem alta dindmica marinha e mar aberto, sendo a mais visitada turisticamente a praia
da Joaquina. Tentou-se coletar individuos em outros locais, porém a espécie em questao

foi encontrada em abundancia e com maior facilidade de coleta apenas nos pontos citados.

Joaquina

Fonte: Secretaria de Estado do Planejamento

Figura 3. Pontos de coleta de mexilhdo Perna perna na cidade de Florianopolis, Santa Catarina.
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As coletas foram manuais, com auxilio de espatula, nos costdes rochosos dos pontos ja
citados. Tanto no verdo como no inverno foram coletados 10 individuos por local, sendo que
se tentou coletar animais com tamanhos parecidos, conforme mostrado na Figura 7. A
biometria dos mexilhGes foi realizada a partir da mensuragdo do comprimento (C) e altura (A)
dos individuos bem como a biomassa a partir do peso bruto (PB) e peso umido da carne
(PUCa) (Figura 4), segundo descri¢des de CHRISTO et.al (2016).

Figura 4. Mensuragdo da concha dos mexilhGes Perna perna (n=10) nos trés pontos de coleta,
(Canasvieiras, Santinho e Joaquina) em Florianépolis, SC. A: altura; C: comprimento;.

Os costdes rochosos sempre foram os mesmos de todas as coletas, tanto no verdo,

quanto no inverno para os diferentes locais amostrados.

Apo6s a captura dos individuos, eles foram acondicionados em gelo dentro de isopor

térmico, até serem dissecados em laboratdrio, nas primeiras horas apos as coletas.

3.1 Dissecacdo das amostras

Durante a dissecacdo foram separados trés tecidos: branquias, masculo e glandula
digestiva. Para tal, foram utilizadas pingas cirurgicas, balanca de precisdo e tubos tipo
“eppendorf”, devidamente etiquetados, para acondicionar cada tecido. Este processo foi feito
em duplicata ja que uma porc¢édo seria para determinacdo de metais. Os tecidos observados
garantem a analise de exposi¢des agudas, como no caso das branquias e exposi¢des crénicas

como no musculo e glandula digestiva.
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3.2 Homogeneizacdo das Amostras

As homogeneizacOes foram realizadas com tampdo para moluscos: Tris HCI 50 mM,
EDTA 1mM, sacarose 0,5mM, KCI 0,15Mm com pH de 7,6. Adicionou-se aproximadamente
0,05 pg de amostra para 300 pL de tampdo (10x1), todas as amostras em duplicata, e
posteriormente agitou-se em homogeneizador até que os tecidos fossem dissolvidos (Figura
4). As amostras ja homogeneizadas foram levadas até a centrifuga a 9.000 giros por 30
minutos, a 4° C. Em seguida retirou-se o sobrenadante e recolocou 0o homogeneizado em
novos eppendorfs, em duplicata. Depois deste processo, todas as amostras foram armazenadas

em ultrafreezer -80°C.

Figura 5. Homogeneizag&o de tecidos de Perna perna coletados durante o inverno.

3.3 Ensaio Cinético

Para a analise da cinética enzimatica as amostras foram devidamente separadas e depois
as atividades enzimaticas da catalase, glutationa-s-transferase e acetilcolinesterase foram

obtidas utilizando o leitor de microplacas SpectraMax M5 e o software SoftMax.

3.3.1 Catalase

Para o tampé&o da catalase foram utilizados TRIS 1mM, EDTA 5mM. O meio da reacdo
foi preparado em um Becker contendo o tampdo da catalase (acima citado), 95ml de agua
MilliQ, 12 pL de Triton e 108 pL de peroxido de hidrogénio (H,0,). Para o ensaio foram
adicionados 10 pL de amostra e em seguida 250 L de meio da reagdo, em microplacas de 96

pocos. As leituras foram feitas no comprimento de onda de 240nm por um minuto a 25°C.
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3.3.2 Glutationa-S-transferase

O tampado utilizado foi o fosfato de potéssio (KPO4) 0,1M pH 7,0 e adicdo de 10Mm de
CDNB. O CDNB foi diluido em etanol, em propor¢oes de 0,000304g/ 1,5 ml
respectivamente. Para o meio da reacdo foram adicionados em Becker 5,2ml de tampéo
fosfato (KPO4) em 0,0036g de GSH. Para o ensaio, foi pipetado 10 puL de amostra, 50 pL de
solugdo GSH/tampé&o. As leituras iniciaram depois de agitacdo inicial de 10 segundos, com
comprimento de onda de 340nm, totalizando 10 ciclos de 30 segundos compreendendo o total

de reacdo de 5 minutos.

3.3.3. Acetilcolinesterase

O principio do método € a medicdo da taxa de producdo de tio-colina a medida que a
acetiltiocolina é hidrolisada (ELLMAN et.al 1960). Para as reacGes € necessario tampdo
fosfato de potéssio 0,1M em pH 8,0 que se da a partir de 5,44 gramas de fosfato monobésico
de potéssio anidro 0,05M e de 6,96 gramas de fosfato dibasico de potassio anidro 0,05M
diluidos em 200 ml de 4gua MiliQ. Para a preparacgédo da solucdo de DTNB (5,5 Dithio-bis(2-
Nitrobenzoic acid)) é necessario dissolver 0,00325g de DTNB em 20 ml de tampé&o fosfato
0,1M (pH 8,0) anteriormente preparado. O tampdo final é obtido a partir da dissolucéo de
0,0036g de acetitiocolina (substrato lodeto de Acetitiocolina) em 5 ml de tampdo fosfato
0,1M (pH 8,0) com DTNB anteriormente preparado. A reacdo na microplaca é realizada com
10 pL de amostra para 200 pL de Tampdo Final. A agitacdo inicial € de dez segundos, em

comprimento de onda de 415 nm com 30 ciclos de 10 segundos.

3.3.4 Proteinas Totais
Para a quantificacdo de proteinas totais é usado o ensaio de Brandford (BRANDFORD,
1976), o qual consiste na determinacdo de proteinas sollveis. Os padrbes de proteinas
utilizados sdo o BSA (Bovine Serum Albumin) 40mg/g, os quais irdo compor a linha de
tendéncia para os valores de proteinas.
e Para o padrdo 0,4 mg/ml adicionou-se 10 uL de BSA em 990 pL de agua MilliQ,
misturando em seguida.
e Para o padrdo 0,3 mg/ml adicionou-se 75 pL do padrdo de 0,4mg/ml e 25 pL de &gua
MilliQ.
e Para o padrdo 0,2 mg/ml adicionou-se 50 pL do padrdo de 0,4mg/ml e 50 pL de &4gua
MilliQ.
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e Para o padrdo 0,1mg/ml adicionou-se 25 pL do padrdo 0,4mg/ml e 75 pL de &gua
MilliQ.

Para a diluicdo de Bradford 20% foi diluido o reagente de Bradford Bio-Rad Dye
Concentrate em 400 ml de agua MilliQ (diluicdo de cinco vezes). Depois foram diluidas as
amostras em agua MilliQ, na proporcdes de 10 vezes. Na microplaca foram aplicadas em
duplicata, em diferentes pocos, 10uL de agua MilliQ e 10 uL dos quatro padrbes de proteinas
e 5 uL das dilui¢des de 10 vezes das amostras. Apos esse momento adicionou-se 200uL do
BradFord 20% em cada pogo com a espera de 5 minutos até serem iniciadas as leituras.

Ao serem feitas as leituras das proteinas foram analisadas as equacfes de cada reta
utilizada a partir dos quatro padrdes relatados acima para a determinacdo das proteinas. Apds
encontrar o valor de Y (proteina) de cada amostra multiplicou-se esses valores pelo fator de
diluicdo (1:10) e pelo volume das amostras (10).

Para a realizacdo do célculo da cinética enzimatica foram necessarias as analises de

proteinas totais de cada amostra.

3.3.5. Calculo da Cinética Enzimatica
O calculo da cinética enzimatica foi realizado a partir do coeficiente de extingdo molar

que sao baseados na formula abaixo:

Abs pm’ﬂx V total
Atividade = ( =

)

[prt]x V amostra

Onde: Abs por min= A absorbancia da amostra
€= coeficiente de extingdo molar
Vtotal= volume final da reacédo
VVamostras= volume de amostra
[prot] = concentracdo de proteinas da amostra

Diluicdo= diluicdo da amostra
3.3.6 Analise das concentragdes de metais
Para a determinagdo das concentragdes dos metais: cobre, chumbo, zinco e ferro dos

diferentes tecidos (brénquias, glandulas digestivas e mausculos), as amostras foram

descongeladas, secas em estufas a 65°C, durante 24 horas, pesadas (peso seco), digeridas com
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250 uL de 4cido nitrico 65% (Suprapur®, Merck) e por fim diluidas com &gua tipo MilliQ,
até completar o volume a 5 mL.

A determinacdo das concentracBes de metais nas amostras bioldgicas foi realizada
através de espectrofotometria de absorcdo atdbmica de chama (Grafphite Tube Atomizer, 200
series AA, Agilent Technologies). Para calibracdo do equipamento foram utilizadas solucdes
padrdes dos diferentes metais, preparados a partir de solucdo multielementos. As solucbes
padrdes foram acidificadas conforme descrito par as amostras. Os resultados foram expressos
em pg/L de peso seco.

Foi utilizado o software GraphPad Prism 5 para calculo das médias estatisticas das
atividades enzimaticas e das concentragcdes de metais obtidas durante verdo e inverno nos trés
pontos de coleta através da Andlise de Variancia (ANOVA) de duas vias seguida do teste de
Bonferroni (o= 0,05). Previamente, foram testadas a normalidade dos dados e a

homogeneidade das variancias.
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4. Resultados

4.1 Dados Biométricos

Para analise dos resultados primeiramente formam calculados os valores das médias e

0s respectivos desvios padrdes dos dados biométricos dos diferentes pontos de coleta, que

estédo apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1.Caracterizagdo dos dados biométricos , médias da biometria da concha (A-altura; C—comprimento; e
biomassa (PB-peso bruto; PUCa-peso Umido da carne) dos mexilhdes Perna perna (n=10) nos trés pontos de
coleta durante o verdo. DP — Desvio padréo.

Ponto de Coleta A (cm) C (cm) PB (9) PUCa (g)
(+DP) (+DP) (+DP) (xDP)
Joaquina 4,90 +0,8422 2,69 +£0,2131 8,70 £2,1930 4,34 +1,5260
Santinho 2,82 £0,3293 1,78 +0,4516 1,28 +0,3636 0,92 +0,3320
Canasvieiras 2,25 +0,3340 1,40 +0,2108 0,86 +0,2070 0,45 + 0,0880

Tabela 2.Caracterizagdo dos dados biométricos , médias da biometria da concha (A—altura; C—comprimento; e
biomassa (PB-peso bruto; PUCa-peso Umido da carne) dos mexilhfes Perna perna (n=10) nos trés pontos de

coleta durante o inverno. DP — Desvio padréo.

Ponto de Coleta A (cm) C (cm) (xDP) PB (9) PUCa (g)
(xDP) (xDP) (xDP)
Joaquina 4,48 +0,4289 2,35+0,2915 4,40 +1,2750 3,10 + 0,9930
Santinho 4,24 +0,3020 2,06 £0,1770 2,97 £0,4360 3,65 +1,1290
Canasvieiras 2,66 £ 0,422 1,52 +0,2440 1,32 +0,7750 0,90 +0,3990

Na Joaquina os mexilhées demonstraram os maiores tamanhos em ambas as coletas,
tanto verdo quanto inverno (Figura 6).
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4.2 Dados de Balneabilidade

Os animais foram coletados durante o periodo da manhd até préximo as 12:00h. Os dias
de coleta (20/03 e 24/07) foram respeitados por serem proximos aos escolhidos pela FATMA
(Relatorio de Balneabilidade) para analise da balneabilidade do litoral de Floriandpolis. Desta
forma os relatérios adicionam as observacbes das chuvas, temperatura da dgua do mar e
atmosférica, Escherichia Coli por 100 ml e a condigdo de balneabilidade entre outros
parametros os quais ndo foram utilizados neste trabalho. O Unico ponto de coleta a ser

considerado improprio foi em Canasvieiras durante o verdo (Tabela 3).

Tabela 3. Demonstracdo dos Relatérios de Balneabilidade do litoral Catarinense da Fundagdo do Meio
Ambiente- FATMA, Governo do Estado Santa Catarina. Relatérios completos nos ANEXOS.

Data Ponto de Chuvas nas Temp°C E. Coli Condicao
Coleta Gltimas 24h Ar Agua | NMP/100
mi
21/03 Joaquina Moderada 26 25 1266 Propria
20/03 Santinho Moderada 24 24 10 Propria
20/03 | Canasvieiras Moderada 28 25 10 Impropria
26/07 Joaquina Ausente 20 18 10 Propria
24/07 Santinho Ausente 20 18 10 Propria
24/07 | Canasvieiras Ausente 24 20 20 Propria

A partir destes relatérios emitidos e conforme a Resolu¢do do CONAMA n° 274/2000
pode-se dizer se 0os ambientes sdo proprios ou impréprios relacionando varios parametros
entre os quais a quantidade de Escherichia coli é essencial. Para serem préprios 80% ou mais
de um conjunto de amostras coletadas nas cinco semanas anteriores, no mesmo local houver
no maximo 800 Escherichia coli por 100 mililitros. Ambientes impréprios quando em mais de
20% de um conjunto de amostras coletadas nas ultimas cinco semanas, no mesmo local, for
superior a 800 Escherichia coli por 100 mililitros ou quando, na ultima coleta, o resultado for
superior a 2000 Escherichia coli por 100 mililitros (FATMA, 2017).

4.3 Dados Bioquimicos
Foram analisadas as atividades enzimaticas dos biomarcadores: CAT (brénquias e
glandula digestiva), GST (branquias e glandula digestiva) e AChE (branquias, glandula
digestiva e musculo), nas estacbes do ano verdo e inverno em cada ponto de coleta (Joaquina,
Santinho e Canasvieiras).
A atividade da catalase na glandula digestiva dos mexilhdes foi estatisticamente
significativa maior no verdo, em todos os pontos de coleta em relacdo ao inverno, sendo

representado por uma variancia de 31,70%. Os resultados seguem um padrdo de atividade,
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sendo no Santinho as maiores atividades, em relacdo a Joaquina e Canasvieiras, tanto no
verdo quanto no inverno. Fica evidente também que no inverno hd uma menor atividade da

enzima nos organismos coletados em todos 0s pontos amostrados.
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Figura 7. Gréfico da atividade da catalase nas glandulas digestivas de Perna perna nas estacGes do ano verdo e
inverno. Os valores estdo representados como média + desvio padrdo. Os dados foram resultados de andlises
ANOVA (p<0,05).

Pbde-se observar que ndo houve variacdo estatisticamente significativa na atividade da
enzima, nos diferentes pontos de coleta tanto para o verdo ganto para o0 inverno, pois a
interacdo entre as atividades da catalase representa cerca de 1,53% da variancia total sendo
uma interacdo estatisticamente ndo significativa. Entretanto, podemos observar que houve
uma menor atividade significativa da catalase no inverno em relacdo ao verdo em todos 0s
pontos de coleta. Em relacdo as estacdes do ano, houve uma diminucdo significativa da
atividade da enzima nos organismos coletados em todos os pontos de coleta, durante o

inverno.
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Figura 8. Grafico demonstrando a analise das atividades enzimaticas da catalase nas branquias de Perna perna
nas estacdes do ano verdo e inverno. Os valores estdo representados como média + desvio padrdo. Os dados

foram resultados de analises de ANOVA (p<0,05).
Observando os resultados da atividade da GST na glandula digestiva, nos diferentes

pontos de coleta, durante o verdo, observa-se que ndo houve alteracdo significativa.
Entretanto, quando observamos os resultados do inverno nos mesmos pontos de coleta, houve
uma maior expressao da atividade da GST na Joaquina, sendo estatisticamente significativa, e

uma menor atividade enzimatica no Santinho e Canasvieiras.
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Figura 9. Grafico demonstrando a andlise das atividades enzimaticas da GST nas glandulas digestivas de Perna
perna nas estacBes do ano verdo e inverno. Os valores estdo representados como média + desvio padrdo. Os

dados foram resultados de analises de ANOVA (p<0,05).
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Ja a atividade da GST nas branquias mostrou uma maior atividade da enzima na
Joaquina durante o inverno. Para 0s organismos coletados no verdo ndo houve variagdo

significativa da atividade da enzima em todos os peontos de coleta.
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Figura 10. Grafico demonstrando a analise das atividades enzimaticas da GST nas branquias de Perna perna nas
estagcBes do ano verdo e inverno. Os valores estdo representados como média + desvio padrdo. Os dados foram
resultados de analises de ANOVA (p<0,05).

Os resultados obtidos para a atividade da acetilcolinesterase na glandula digestiva
mostram uma variacao significativa da enzima no verdo, sendo que no Santinho e na Joaquina
hd uma alta atividade da Acetil e em Canasvieiras uma reducdo significativa. J& para o
inverno ndo houve diferenca estatisticamente significativa da atividade da enzima entre os
pontos de coleta. Porém, houve uma menor atividade da acetil no Santinho e Joaquina e uma

maior atividade em Canasvieiras se compararmos as estacfes do ano.
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Figura 11. Gréafico demonstrando a andlise das atividades enzimaticas da acetilcolinesterase nas glandulas
digestivas de Perna perna nas estagdes do ano verdo e inverno. Os valores estéo representados como média +

desvio padrdo. Os dados foram resultados de analises de ANOVA (p<0,05).

A atividade da acetilcolinesterase nas branquias se mostrou bastante variavel, entre o0s
pontos de coleta e entre as estagdes do ano. No verdo houve uma menor atividade da enzima
em Canasvieiras. Ja no inverno embora se observe uma variacdo da atividade nas branquias,
esta ndo foi significativa. Se compararmos a atividade da enzima entre as estacdes, podemos
notar que houve uma maior atividade nos organismos coletados em Canasvieiras e Joaquina

no inverno.

Acetil Branquia

a E& Joaquina
« E=3 Santinho
‘E 159 ¢ B3 Canasvieiras
o
S 104 a c T
S =3 d
2 05- T
b i
0.0 e
AQ’@O \QAQ}QO

Estacdes do ano



51

Figura 12. Gréafico demonstrando a andlise das atividades enzimaticas da acetilcolinesterase nas branquias de
Perna perna nas estaces do ano verdo e inverno. Os valores estdo representados como média + desvio padrao.
Os dados foram resultados de analises de ANOVA (p<0,05).

Com relacéo a atividade da acetilcolinesterase no muasculo dos mexilhdes coletados no
verdo, podemos observar uma maior atividade na Joaquina e Santinho. J& em canasvieiras
houve uma menor atividade. Para o inverno a atividade da enzima se mostrou semelhante em
todos os pontos de coleta, ndo apresentando variacdo significativa. Entretanto, se
compararmos a atividade da acetilcolinesterase em relagcdo as estagdes do ano, notamos que
houve uma reducdo na atividade enzimatica na Joaquina e Santinho, e uma maior atividade

em Canasvieiras no inverno em relacdo ao verao.
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Figura 13. Gréafico demonstrando a analise das atividades enziméticas da acetilcolinesterase nos musculos de
Perna perna nas estacdes do ano verdo e inverno. Os valores estdo representados como média +desvio padréo.
Os dados foram resultados de analises de Krushall Wallis (p<0,05).

4.4 Analise de Metais

Para a comparacdo com as quantidades de metais em mg/kg™® encontradas nos
mexilhdes foram somadas todos os valores observados nas branquias, glandulas digestivas e
musculos de cada metal respeitando os pontos de coleta. Foram apresentadas as meédias e
desvios padrdes dos metais ja que a legislacéo brasileira apresentada pela ANVISA demostra

os valores em relacdo ao animal e ndo aos seus tecidos separados.
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Durante o verdo os valores para o ferro encontrados em maior quantidade foi no
Santinho, porém seus valores ndo estdo expressos na legislagdo brasileira. Para o cobre e
zinco todos os valores estdo bem abaixo do estabelecido como quantidade maxima permitida
nas aguas brasileiras. Em relacdo ao chumbo foram observados valores acima da legislacéo
brasileira em Canasvieiras e Santinho, Joaquina tendo valores bem abaixo dos demais. Em
Canasvieiras as médias para o chumbo foram 4,315, ou seja, o dobro do que estabelecido pela
ANVISA, ja no Santinho as médias foram 2,591, sendo 0,591 acima do permitido (Tabela 4).

Tabela 4. Média e desvio padrdo das concentracdes (mg/kg ™) de micronutrientes e metais toxicos dos trés
tecidos (branquias, glandula digestiva e masculo) do mexilhdo Perna perna (n=10) coletados em trés pontos da
cidade de Floriandpolis: Joaquina, Santinho e Canasvieiras, durante o verdo de 2017 e limites permitidos pela
legislagdo brasileira em vigor (Brasil, 2013)

Joaquina Santinho Canasvieiras Legislacéo
Ferro 2,510 + 5,649 3,521 £ 6,110 1,732+ 1,794 NC
Cobre 0,070 £ 0,027 0,083 £ 0,084 0,607+ 1,274 30
Zinco 0,387 + 0,537 0,585 + 0,448 0,971 + 0,855 50
Chumbo 0,461 £ 0,771 2,591 + 2,653 4,315 + 4,008 2

NC = ndo constam valores maximos permitidos nesta legislacéo

Durante o inverno todos os valores de metais analisados foram abaixo do estabelecido

pela legislacdo brasileira. Ndo foi detectada a presenca de chumbo nas amostras coletadas
(Tabela 5).

Tabela 5. Média e desvio padrdo das concentracdes (mg kg™) de micronutrientes e metais téxicos dos trés
tecidos (branquias, glandula digestiva e masculo) do mexilhdo Perna perna (n=10) coletados em trés pontos da

cidade de Floriandpolis: Joaquina, Santinho e Canasvieiras, durante o inverno verdo de 2017 e limites
permitidos pela legislacéo brasileira em vigor (Brasil, 2013)

Joaquina Santinho Canasvieiras Legislacdo
Ferro 2,510 + 5,649 0,292 + 0,126 0,594+ 0,557 NC
Cobre 0,000 + 0,000 0,112 + 0,040 0,546+ 0,484 30
Zinco 0,053 + 0,053 0,204 + 0,091 0,697 + 0,344 50
Chumbo 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000 2

NC = ndo constam valores m&ximos permitidos nesta legislacdo

Para a analise das quantidades de metais em cada tecido foi realizado a anéalise

estatistica ANOVA de duas vias para que fossem observadas as quantidades de metais nos
pontos de coleta durante as duas estacbes do ano (verdo e inverno) em que 0S 0rganismos
foram coletados. Novamente foi utilizado o software GraphPad Prism 5 e os dados foram
submetidos post teste de Bonferroni .Para cada metal foi adotado (v) quando analisados
durante o verdo e (i) as analises correspondentes ao inverno.

A Figura 13 mostra a bioacumulacdo de metais na glandula digestiva. O resultado que

chama a atencédo sdo as altas concentragdes de ferro acumuladas em mexilhdes coletados no
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Santinho. Ja as concentracGes dos demais metais como zinco, cobre e chumbo ndo tiveram

diferengas significativas nas estacdes do ano nos trés pontos de coleta.

Metais Glandula Digestiva
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Figura 14. Gréfico demonstrando a analise da quantidade de metais em mg/kg™ nas glandulas digestivas de
mexilhGes Perna perna nas estagfes do ano verdo e inverno. Os valores estdo representados como média +
desvio padrdo. Os dados foram resultados de analises de ANOVA (p<0,05). Cada metal foi comparado dentro de
cada estacdo do ano nos trés pontos de coleta (Canasvieiras, Joaquina e Santinho).

Assim como os resultados observados para a glandula digestiva, as branquias do
osrganismos coletados em Canasvieiras também apresentaram altas concentrados metais
analisados em ambas as estacGes do ano. As diferencas significativas foram observadas nas
concentracdes de ferro em Canasvieiras durante o verdo e as concentra¢fes de chumbo nos

tres pontos de coleta também no verao.
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Figura 15. Gréfico demonstrando a anélise da quantidade de metais em mg/kg™ nas branquias de mexilhdes
Perna perna nas esta¢des do ano verdo e inverno. Os valores estdo representados como média + desvio padrdo.

Os dados foram resultados de analises de ANOVA (p<0,05). Cada metal foi comparado dentro de cada estagdo
do ano nos trés pontos de coleta (Canasvieiras, Joaquina e Santinho).

Houve uma maior acimulo de ferro nos mexilhdes coletados na Joaquina no verdo e as

concentracdes de chumbo durante verdo foi estatisticamente diferente nos trés pontos de
coleta, sendo em Canasvieiras 0s valores mais expressivos.
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Figura 16. Grafico demonstrando a analise da quantidade de metais em mg/kg™ nos misculos de mexilhdes
Perna perna nas estagfes do ano verao e inverno. Os valores estdo representados como média + desvio padréo.
Os dados foram resultados de analises de ANOVA (p<0,05). Cada metal foi comparado dentro de cada estacéo
do ano nos trés pontos de coleta (Canasvieiras, Joaquina e Santinho).
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5. Discussao

Com as andlises biométricas pode-se observar que 0s maiores comprimentos (cm),
larguras (cm) e pesos totais (g) foram na Joaquina, seguido de Santinho e por ultimo
Canasvieiras. Essas diferencas podem ser explicadas pelo tipo de costdo rochoso em que 0s
individuos foram coletados. Na Joaquina sendo caracterizado como protegido diferentemente
de Canasvieiras e do Santinho, onde os animais coletados estavam em costfes rochosos
eXpostos.

Almeida (2008) comenta que as diferencas entre 0s costfes estdo nos impactos das
ondas, onde no exposto se da frequentemente dando-lhe um padrdo liso, menor variabilidade
de espécies, maior mortalidade e menor tamanho dos individuos. JA& em locais como a
Joaquina com costBes protegidos, possuem hidrodinamismo menor, riqueza de espécies
associadas e organismos maiores (BREHAUT, 1982).

Esse mesmo padrdo de tamanho de individuos ocorre durante o inverno demonstrado na
Tabela 2 em que os maiores individuos encontram-se na Joaquina seguido de Santinho e por
ultimo novamente Canasvieiras.

Foram testadas as correlagbes entre o peso total dos animais e suas atividades
enzimaticas e entre as atividades enzimaticas e a concentracdo de metais através do teste de
Pearson (alpha =0.05) no software GraphPad Prism 5, ambas resultando em ndo
significativas. Desta forma mesmo 0s animais terem tamanhos diferentes nos trés pontos de
coleta isso ndo tem relacdo direta com os valores de atividades enzimaticas e concentracdes
de metais nos bivalves coletados.

Foi analisada a atividade enzimética da catalase a qual faz parte da defesa antioxidante
dos animais. Ela remove o peroxido de hidrogénio das células durante o metabolismo
aerobico basal ou ap6s uma geracdo de oxigénios livres associadas ao aumento da
contaminacdo ambiental que pode estar dentro do limite de tolerdncia do organismo. Além
disso, a atividade da catalase é induzida por exposi¢cdo dos organismos aos metais por alguns
pardmetros ambientais e poluicdo quimica (BOUDJEMA et.al, 2014). Os resultados obtidos a
partir da analise da catalase nos diferentes tecidos, branquias e glandula digestiva, mostraram
que a exposicdo ao ambiente, nos diferentes pontos de coleta, resultaram em algumas
alteracdes na atividade da enzima, sendo por vezes um aumento e em outros uma diminuicao
da atividade desta enzima. Esse fato pode estar relacionado a varios fatores e uma delas é

correspondente as condi¢es ambientais do periodo coletado.
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De acordo com o Relatério de Balneabilidade proposto pela FATMA as temperaturas
ambientais e das aguas estiveram mais altas durante o verdo quando comparadas ao inverno.
Barcarolli (2009) afirma que o aumento da temperatura das aguas traz como consequéncias
ndo apenas mudancas dos parametros fisicos, mas também alteracbes de componentes
bioldgicos, tendo efeito direto sobre a cinética das rea¢des quimicas, desta forma podendo
haver maiores atividades enziméticas durante os periodos mais quentes.

Além da temperatura, a quantidade de oxigénio é outro fator que deve ser levado em
conta. Percebeu-se durante as coletas que no Santinho os animais estavam em hipdxia, ou
seja, acima do nivel do mar onde recebem &gua e alimentos durante as ondula¢es marinhas.
Nogueira (2013) afirma que o ambiente marinho sujeita seus habitantes a uma ampla variagéo
nas concentragdes de oxigénio, assim como flutuacdes na disponibilidade de oxigénio ao
longo do tempo. Assim, animais podem ir do estado de anoxia, privacdo das taxas de
oxigénio, para hipoxia, reduzidas taxas de oxigénio. Durante a hipdxia, apesar da baixa
concentracdo de oxigénio molecular, a producdo de EROs pode aumentar nas mitocondrias,
servindo como moléculas sinalizadoras que podem ativar fatores de resposta a hipdxia e
consequentemente aumentando as atividades enzimaticas da catalase (CHANDEL et al.,
2000).

Neste mesmo sentido Almeida e colaboradores (2003) apud Storey e Churchill (2005)
afirmam que mexilhdes de costa estdo sujeitos a periddicas oscilagdes ambientais como:
batimento de ondas e as oscilacdes de maré, o que pode ocasionar variagdes nos niveis de
oxigénio dissolvido, alimento, pH e temperatura da agua. Outros fatores igualmente
importantes sdo descritos por Jones (1986) demonstrando que os periodos de exposi¢do dos
mexilhGes ao ar e posteriores re-submersdes na d&gua do mar podem ser responsaveis por um
grande aumento na producdo de EROS, devido ao re-fluxo de oxigénio nos tecidos e a
consequente oxidacdo de produtos acidos do metabolismo fermentativo acumulados durante o
periodo de exposicdo ao ar. Tal comportamento pode ser visto durante verdo e inverno no
Santinho e durante o inverno em Canasvieiras, tanto nas branquias quanto na glandula
digestiva ja na Joaquina, como dito anteriormente, 0s animais ficam submersos na maior parte
do tempo.

Ao se falar em catalase e outras enzimas atuantes no estresse oxidativo, deve-se levar
em consideracdo as concentragdes de metais no ambiente, pois esses podem desencadear a
producdo de radicais livres. Sabe-se que um radical livre ou uma espécie reativa de oxigénio €
qualquer atomo, molécula ou ions que possuem um desemparelhamento de elétrons na sua

ultima camada de valéncia sendo totalmente instavel e altamente reativo e téxico. Isso ocorre
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naturalmente em organismos animais ou quando 0s organismos s80 expostos a componentes
que causem o estresse oxidativo, como relatado anteriormente. O elétron desemparelhado
pode se associar com atomos isolados, hidrogénio ou ions metalicos, ou com moléculas de
acucares, proteinas, lipideos e até mesmo de DNA, resultando em um processo de relevancia
biologica (SLATER, 1984).

Galvdo e colaboradores (2009) comentam que a variabilidade da concentracdo dos
metais podem alterar tanto as atividades das enzimas que atuam no estresse oxidativo como a
CAT e a GST quanto as enzimas do sistema nervoso como a AChE, caracterizando-as como
eficazes biomarcadoras de contaminacdo ambiental e utilizadas em monitoramento de
ecossistemas marinhos. As alteracfes de metais podem explicar as alteragdes verificadas na
atividade das enzimas catalase, relacionada com a protecdo contra radicais. J4 na AChE os
metais podem modificar a manutencédo da atividade do sistema nervoso.

Percebendo a importancia dos metais durante o estresse oxidativo foram analisadas as
concentracgdes de ferro, zinco, cobre e chumbo, nas duas estagdes observadas, nos organismos
coletados.

Em relacdo as concentracdes dos metais nas glandulas digestivas dos mexilhdes pode-se
observar que o ponto de coleta com maior relevancia em relagdo as concentragcdes mais altas
foi no ponto Santinho durante o verdo onde se verificou quantidades superiores de ferro
qguando comparados aos demais. Esse fato corrobora com as altas taxas de atividade da
catalase nas glandulas digestivas durante 0 mesmo periodo no Santinho, pois em momentos
onde ha producdo excessiva de EROs, existem biomoléculas como a catalase que tentam
conter essas reacdes e assim devolver ao organismo sua forma mais saudavel.

Os mecanismos de geragdo de radicais livres ocorrem, normalmente, nas mitocondrias,
membranas celulares e no citoplasma e podem, especialmente, ser favorecidos pelos ions
ferro e cobre (BARBOSA et.al 2010). Durante o verdo a quantidade de turistas em
Floriandpolis aumenta e com isso a descarga, esgotamento doméstico, descarte de materiais
de forma irregular que contem ferro podem aumentar grandemente, concentrando 0s metais
nos ambientes e auxiliando para que as reacOes de Fenton e Habber Weiss ocorram (LOPES,
2001).

A alta concentracdo de ferro no Santinho pode ter favorecido as reaces de Oxido-
reducdo, em que os ions ferro e também do cobre sdo muito ativos, 0 que 0s capacitam como
potentes catalisadores das reacOes de geracdo de radicais livres. O cobre por sua vez ndo
demonstrou valores expressivos quando comparado aos demais metais. Quando analisadas as

concentracdes de cobre com o proposto pela legislacédo brasileira pode ser observado valores
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menores que 0,6 mg kg-1 sendo que o maximo permitido em bivalves é 30 mg kg-1. Portanto
o ferro participa de forma eficaz nas reacdes de Fenton e Haber-Weiss. A primeira diz
respeito a geracdo de OH", por meio da reacdo do H,O, com o0s ions em questdo, ja na
segunda, estes ions catalisam a reacdo entre H,O, e o radical superdxido Oy, a fim de gerar,
da mesma forma OH  (KOURY et.al, 2003). Ambas as rea¢cdes podem formar peroxido de
hidrogénio, espécie reativa de oxigénio que também é o substrato da enzima catalase
resultando em sua grande expressdo no Santinho.

Os metais zinco e cobre obtiveram valores semelhantes nas glandulas digestivas em
todos os pontos de coleta. Silva (2010) submeteu mexilhdes Perna perna a diferentes
concentracdes de cobre e analisou as respostas ao estresse oxidativo das enzimas catalase e
GST e ndo percebeu diferencas significativas quando comparadas ao grupo controle. No
presente estudo as quantidades de zinco e cobre foram extremamente baixas, quando
comparadas a ANVISA, fato este que pode nédo ter influenciado nas atividades grupo de
enzimas analisados. O chumbo, por sua vez, teve os maiores valores durante o verdo no
Santinho e em Canasvieiras sendo que durante o inverno seus valores ndo foram determinados
ou por ndo existirem concentra¢es ou por elas serem tdo baixas ao ponto do aparelho de
absorcdo atdmica ndo ter conseguido realizar as leituras. Gabe (2014) ao analisar a atividade
da enzima catalase em amostras de branquias e glandulas digestivas de Perna perna expostos
a concentragbes de chumbo concluiu que houve diminuicdo de atividade enzimatica
provocadas pelo metal. Pode ter acontecido 0 mesmo no presente trabalho ja que as maiores
concentracdes de chumbo que foram encontradas em Canasvieiras durante o verdo, sendo que
0 aumento da atividade enzimatica da catalase foram menores que o Santinho nas glandulas
digestivas.

Ao se observar a atividade enzimatica da catalase em branquias observou-se
homogeneidade entre os pontos de coleta tanto no verdo quanto no inverno, tendo seus valores
aumentados no verdo e um pequeno aumento em Canasvieiras quando relacionado aos
demais.Esse fato pode estar relacionado com a concentracdo de ferro nas brénquias de
mexilhdes coletados em Canasvieiras durante o verdo e ter novamente as reacoes de Fenton e
Haber Weiss como principio ocasionando o aumento da catalase nas branquias. Outro metal
com altas concentracdes foi o chumbo o qual se caracteriza por ser um poluente acumulavel e
mesmo em concentragdes relativamente baixas esta associado a alteragcdes no desempenho das
enzimas, transferéncia de energia e outros processos bioguimicos (RAND et. al, 1995).
Apesar de varios autores afirmarem que o chumbo tem efeito inibitorio na agdo da catalase,

Vilela (2007) observou que os efeitos do chumbo nas atividades enzimaticas da catalase em
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peixes da espécie Prochilodus lineatus, elevou a atividade da enzima ap6s algumas horas de
exposicdo. Desta forma o chumbo pode ter contribuido para o aumento da atividade da
catalase em branquias dos individuos coletados em Canasvieiras.

A diferenca entre as atividades enzimaticas e concentracdo dos metais verificadas nas
glandulas digestivas e branquias sdo explicadas por Alves e colaboradores (2001) que
descreveram que as diferencas entre as atividades enzimaticas da catalase em branquias,
manto e glandula digestiva em Perna perna como significativas, havendo alteragdes
contrastantes entre elas, a glandula apresentando os maiores valores, bem como no presente
estudo.

Ao se estudar locais com possiveis contaminagdes ambientais outra enzima importante
em estudos com biomarcadores € a enzima glutationa-S-transferase (GST) a qual desempenha
um papel importante na detoxificacdo e eliminacdo de compostos eletrofilicos encontrados
nos xenobidticos em ambientes contaminados. Desta forma, animais aquaticos que habitam
ambientes poluidos podem estar expostos a compostos os quais sofrem detoxificacdo mediada
pela glutationa na sua forma reduzida, catalisada pela enzima GST (ALMEIDA, 2008). O
ponto de coleta com os maiores valores para a enzima foi em Canasvieiras.

Ao se observar o Relatério de Balneabilidade de Floriandpolis durante o verdo no dia da
coleta a 4gua de Canasvieiras estava imprépria, tendo em mais de 20% de amostras coletadas
nas Ultimas cinco semanas superiores a 800 Escherichia coli por 100 mililitros demostrando
contaminacdo e possivel causa de estresse oxidativo. Wong e Lau (2003) observaram o
mesmo padrdo de aumento de GST quando observaram a enzima em Perna viridis
provenientes de locais extremamente contaminados por poluicdo associados a grande
ocupacdo urbana e ao aumento de fluxo de embarcacGes quando relacionados a lugares pouco
povoados. Bainy e colaboradores (2000) também observaram aumento da atividade da enzima
na glandula digestiva de mexilhdes Perna perna em sitios de polui¢do industrial em Santa
Catarina.

Nos mexilhdes analisados as concentracbes de chumbo em branquias e glandulas
digestivas durante o verdo foram mais altas em Canasvieiras do que nos outros pontos de
coleta. O chumbo pode ser relacionado por danos teciduais em ratos expostos a este metal
devido ao estresse oxidativo que eles causam (CONTERATO, 2007). Ja& que os pontos de
coleta possuem fluxo de embarcacgdes provavelmente o chumbo seja proveniente das pinturas
navais as quais tem adicdo do metal com a finalidade de inibir a incrustacdo nos cascos,

agentes biocidas contra as bactérias gram-positivas, prote¢cdo da madeira contra o ataque das
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brocas e fungos marinhos (ZANELLA, 2016). Os maiores fluxos de embarcagdes quando se
refere aos trés pontos de coleta é Canasvieiras seguido de Santinho e por Gltimo Joaquina.

Como ja comentado, em Canasvieras e Santinho as concentracdes de chumbo
apresentaram valores acima do permitido, em Canasvieiras estando o dobro do proposto pela
legislacdo durante o verdo. Gongalves Jr (2013) verificou concentra¢des de cromo, cadmio e
chumbo em mexilhGes dourados superior aos propostos pela Anvisa e comentou que tais
valores podem ser prejudiciais a cadeia alimentar, pois niveis elevados destes metais pesados
causam a contaminacdo do meio hidrico e, consequentemente, a intoxicacdo das espécies
neste habitat, podendo, indiretamente, atingir o ser humano por meio da translocagdo dos
metais entre os diferentes niveis troficos.

Assim como as enzimas catalase e glutationa-S-transferase a acetilcolinsterase atua
como importante biomarcador de contaminacdo ambiental. A AChE atua como biomarcadora
para analise da neurotoxicidade. A acetilcolina (ACh) € um neurotransmissor sintetizado nos
terminais axonais a partir de colina e acetilcoenzima A, que permite a transmissao de
impulsos nervosos através das fendas sindpticas. AChE é uma enzima fundamental do sistema
nervoso cuja funcdo é promover a hidrélise da ACh em acetato e colina nas sinapses
colinérgicas e nas juncBes neuromusculares (BAINY et.al, 2005). Diversos compostos como
inseticidas do tipo carbamatos e compostos organosfoforados e metais pesados em especial 0
chumbo tem sido a causa da inibicdo ou ativacdo de AChE em moluscos bivalves
(ALMEIDA, 2003).

As andlises estatisticas da atividade da AChE em glandulas digestivas demonstraram
maior expressdo enziméatica no Santinho e na Joaquina durante o verdo. J& no inverno os
valores foram proximos, menores que no verdo, tendo maiores valores na Joaquina.

De acordo com as anéalises de metais nas glandulas digestivas pode-se observar que as
maiores concentracGes se encontram no Santinho para o ferro e em Canasvieiras para o
chumbo. Ja na Joaquina, em geral, ndo houve grandes concentracdes de metais quando
comparados aos demais pontos de coleta, tendo seus valores bem reduzidos e nenhum acima
do permitido pela legislacdo brasileira. Desta forma pode se relacionar os resultados com a
ideia de Saint-Denis e colaboradores (2001), os quais relatam que os metais podem diminuir a
eficiéncia da ligacdo entre AChE ao substrato, causando em um primeiro momento maior
producéo da enzima pelo organismo, de forma a hidrolisar mais eficientemente a acetilcolina.
Porém quando estes animais ficam expostos cronicamente a metais esta estratégia pode nao

ser eficiente e causar declinio da enzima.
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A mesma relacdo ocorreu quando analisadas as branquias, em Canasvieiras 0s
resultados sendo bem inferiores ao Santinho e Joaquina e no inverno existindo poucas
diferencas entre os pontos de coleta. Como ja mencionado anteriormente ndo foram
detectadas as concentragdes de chumbo durante o inverno em nenhum tecido de Perna perna.

Muitos pesquisadores descrevem que elementos como o chumbo se ligam ao sitio
catalitico da enzima AChE, evitando inativacdo fisioldgica da acetilcolina levando a um
prolongamento anémalo da neurotransmissdo, que ao longo prazo pode deteriorar o
equiparato da enzima inativando sua expressao (GAITONDE et al. 2006).

Muitos contaminantes ambientais incluindo os inseticidas das classes dos
organofosforados e carbamatos, metais pesados e hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos
podem afetar a atividade da AChE (SILVA, 2016). O mecanismo de toxicidade traduz-se na
inibicdo da enzima, resultando na acumulacdo de acetilcolina nas fendas sinapticas e a
alteragcbes da funcionalidade do Sistema Nervoso Central, levando a alteragbes de
comportamento e mesmo & morte do organismo.

Como a AChE é uma enzima atuante diretamente nos estimulos nervosos a sua
expressao no musculo é de grade importancia neste tecido e novamente pode-se observar
maiores médias estatisticas para Joaquina seguida de Santinho e quantidades muito pequenas
em Canasvieiras durante o verdo. No inverno as médias das atividades enzimaticas foram
menores que dos demonstrados nos demais tecidos.

Para a comparacdo com as concentracdes de metais encontrados nos tecidos com o
proposto pela legislacdo brasileira (ANVISA) somaram-se os valores dos trés tecidos de cada
ponto de coleta nas respectivas estacdes do ano e foi possivel perceber que apenas o chumbo
estd acima do recomendado tanto no ponto do Santinho como em Canasvieiras, com
concentracdes maiores que o dobro do estabelecido, durante o verdo. Os demais metais estdo
bem abaixo da legislacdo brasileira. O chumbo durante o inverno ndo teve seus valores
identificados ou detectados ou ndo haviam quantidades acumulados nos mexilhdes nesta
estacao.

Dessa forma, diante dos resultados apresentados, podemos notar a importancia de se
realizar um monitoramento ambiental, e ao discutir os dados obtidos, temos que levar em
conta todos os parametros fisicos e quimicos aos que 0s organismos estdo expostos. Além
disso, devemos procurar respostas também nos compostos e substancia potencialmente
toxicos que podem estra presentes no meio em que estes organismos vivem, como é 0 caso
dos mexilhdes. As interacOes entre estes fatores, sua sinergia, potenciagéo, inibi¢do, sédo

processos fundamentais e importantes que devemos tentar compreender, pois no meio
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ambiente ndo temos apenas os efeitos de uma substancia, mas sim de uma mistura complexa,

que pode levar aos danos em organismos Vivos.
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6. Conclusao

No presente trabalho foram verificados que os biomarcadores tiveram respostas
diferentes nos trés pontos de coleta, Joaquina, Santinho e Canasvieiras, mostrando que cada
ambiente reflete condigdes diferentes aos organismos;

Aliar os testes bioquimicos com as anélises de metais demonstrou uma boa alternativa
para biomonitoramento de ecossistemas marinhos ja que se pode relacionar as concentracdes
de metais as variacOes das atividades enzimaticas em mexilhdes Perna perna.

Outra necessidade se da perante a analise de metais por tecido analisado e suas possiveis
causas, pois neste estudo foi verificado que os metais sdo acumulados diferentemente pelos
tecidos e tais mecanismos ndo estdo amplamente entendidos e estudados.

O metal que demostrou concentracdo acima do proposto pela Anvisa foi o chumbo o
qual apresentou o dobro da quantidade permitida durante o verdo na praia de Canasvieiras, a
qual é extremamente visitada principalmente nos meses de verdo por turistas de varios lugares

do mundo podendo ser toxicos a eles e outros seres Vvivos.
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