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RESUMO

Virios estudos sugerem que moluscos bivalves tém adquirido grande importancia
como sentinelas em programas de monitoramento da poluicdo marinha. Este trabalho teve
como objetivo realizar um diagndstico em estagdes de malacocultura incluindo a influéncia
sazonal dos biomarcadores de estresse oxidativo em mexilhdo e ostra, tentando correlaciona-
los com parametros fisico-quimicos e microbioldgicos das estagdes. Os animais adultos
(n=10) de cada estacdo foram coletados em 3 sitios: sitio sul, PS = Ribeirdo da Ilha , sitio
referéncia, PC = Caieira da Barra do Sul, e sitio norte, PN = Ponta do Sambaqui em diferentes
épocas do ano perfazendo um total de 180 amostras. Especificamente, 120 exemplares de
Crassostrea gigas foram amostradas durante as quatro estagdes do ano entre 2003 e 2004,
enquanto que 60 exemplares de Perna perna foram coletados durante os meses de
Novembro/2003 e Julho/2004. Analisou-se espectrofotometricamente o dano celular por
peroxidagdo lipidica (TBARS), glutationa reduzida e total (GSH e GT), as atividades
enzimaticas da catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e
glutationa S-transferase (GST). Os conteudos de TBARS apresentaram-se elevados em PS na
ostra e no mexilhdo, enquanto que os contetidos de GSH mostraram-se diminuidos em PS e
PN para ostra na maior parte do ano e aumentados em PS durante a primavera para o
mexilhdo. As atividades da GST, GPx e GR apresentaram comportamento semelhante para
ostras e mexilhdes, geralmente aumentadas em PS. As respostas das defesas antioxidantes em
Perna perna e Crassostrea gigas sugerem um maior estresse oxidativo em PS, coincidente
com maior acdo antrdpica verificada através de uma maior concentragdo de coliformes neste
sitio. Provavelmente em PS, onde ha menor circulagdo de 4gua e correntes coincide com
maior nivel de estresse oxidativo e niveis de coliformes na 4gua em mar aberto, sugerindo que
o padrdo de circulacdo das 4dguas pode influenciar as defesas antioxidantes destes moluscos

concomitantemente com a sazonalidade.

Palavras chaves: moluscos, malacocultura, sazonalidade, bioindicadores, antioxidantes,

biomarcadores, estresse oxidativo, contaminagao aquatica.



ABSTRACT

Several studies on bivalve mollusks have pointed out the importance of the
bioindicators on aquatic pollution monitoring programs. The present study consists of a risk
assessment of three mollusk-farming sites located at Santa Catarina Island using oxidative
stress biomarkers in brown mussels and oysters. Adult individuals (n=10 each site) were
sample into three sites, south site (PS) = Ribeirdo da Ilha, north site (PN) = Ponta do
Sambaqui and reference site (PC) = Caieira da Barra do Sul, comprising 180 samples. More
especifically, 120 samples of Crassostrea gigas were collected during spring (October/2003),
summer (January/2004), fall (May/2004) and winter (July/2004), whilst 60 individuals of
Perna perna were sampled during spring (November/2003) and winter (July/2004). Cell
damage (TBARS), reduced and total glutathione (GSH e GT) and also the enzymatic activity
of catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR), glutathione S-
transferase (GST) were evaluated spectrophotometrically. GSH contents and GST activity
exhibited different responses within sampled sites in both biondicators. TBARS contents were
elevated at PS site in oyster and brown mussel compared to PC, whilst GSH contents were
decreased at PS and PN comparatively to PC for the oyster most part of the year, and elevated
during spring for the mussel. GPx and GR showed similar responses in both organisms. The
responses of the antioxidant defenses in Perna perna and Crassostrea gigas suggest a higher
oxidative stress in PS, which coincided with a higher anthropic influence verified through the
higher coliform concentration found at this site. Apparently, PS is characterized by lower
circulation pattern compared to PN and PC, and these might be correlated with higher
oxidative stress and coliform contents in the water, therefore influencing the antioxidant

defenses of these mollusk species together with seasonality.

Key words: Mollusks; Malacoculture; Seasonality; Bioindicators; Antioxidants; Biomarkers;

Oxidative stress; Aquatic contamination.
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1. INTRODUCAO:

O crescimento experimentado pela aqiliicultura na atualidade parece decorrer do
declinio das populagdes naturais de peixes marinhos, pois, estima-se que hoje, 70% do
estoque de pescado encontra-se em fase de esgotamento (PANORAMA DA
AQUICULTURA, 2001). Além disso, existe uma tendéncia de modificacdo dos habitos
alimentares pela populagdo em geral, no sentido de preferéncia por alimentos de origem
aquatica (em termos de moluscos). Essa preferéncia poderia ser explicada pelo elevado
conteudo protéico associado a presenga de baixas quantidades de calorias, e teor minimo de
colesterol, caracteristicos dos moluscos bivalves (ARANA, 2004).

No Brasil, o cultivo de moluscos, especialmente, ¢ uma atividade relativamente
recente e crescente. Os primeiros projetos experimentais iniciaram em 1974 com o mexilhao
Perna perna e as ostras Crassostrea rhizophorae e Crassostrea gigas (JANERI, 1999;
MANZONI, 2001). Quando o assunto ¢ a maricultura brasileira, deve-se considerar também
as caracteristicas oceanograficas regionais. No estado de Santa Catarina, a maricultura tem
encontrado terreno fértil. Cerca de 90% da producdo nacional de moluscos concentra-se no
estado. (ARANA, 2004). As condigdes favoraveis de temperatura das dguas e baias abrigadas
também fazem com que o estado se destaque na producdo de ostras do pacifico (Crassostrea
gigas) e mexilhdes (Perna perna). Para estes, os imensos bancos naturais de sementes
espalhados por toda a costa rochosa do litoral catarinense sdo fatores favoraveis, apesar dessa
pratica ndo ser estimulada e incentivada por especialistas em malacocultura. Além de
apresentar condicdes ambientais adequadas e um litoral bastante recortado, com baias
abrigadas, a pesquisa e a extensao universitaria foram importantes no processo de crescimento
dessa atividade (MANZONI, 2001). Ao mesmo tempo o litoral de Santa Catarina e
particularmente cidades como Itajai, Itapema, Balneario Camboriu e Florianopolis vem sendo

cada vez mais ocupadas de forma intensa e desorganizadas pelo turismo e pela imigracao de



pessoas provenientes de outros estados. Desta forma, Floriandpolis e a Ilha de Santa Catarina,
cercada de praias e ecossistemas exuberantes como dunas, manguezais e lagoas vém sofrendo
intensamente a acdo antropica. Florianopolis € uma cidade de grande potencial turistico e
acaba atraindo mais pessoas ¢ gerando um continuo aumento no indice de impacto nos
entornos da Ilha de Santa Catarina. De acordo com dados do IBGE (2002) o ltimo senso em
2000 revelou que cerca de 1/3 da populagdo do pais, ndo recebe agua tratada e cerca de
apenas 37,3% que habita a regido sul do pais possuem sistemas ligados de esgotos. Desse
modo, cada vez mais a ocupacgao urbana vem revelando ser forte contribuinte para o aumento
da poluicdo, incluindo os ambientes marinhos e em estudrios catarinenses principalmente
através de efluentes industriais e domésticos, inclusive nas baias sul e no norte da Ilha de
Santa Catarina. Dessa forma os ecossistemas costeiros aparecem em um contexto de forte
pressdo tecnozdica que se acentuou nas Ultimas décadas em forma de contaminacdo
ambiental. Esse crescente desenvolvimento na zona costeira, alavancado pela expectativa de
melhor qualidade de vida, abriga em sua calda, dezenas de milhares de produtos quimicos,
organicos ¢ inorganicos, tais como bifenilas policloradas, 2,3,7,8-ibenzotetracloro-p-dioxim
(TCDD) e afins, dioxinas de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PHAs), familias
FURAN, além de uma série de solventes organicos, metais-tragco, tensoativos, pesticidas,
entre outros. Varias evidéncias mostram que metais-trago e substancias organicas causam
danos através da formacgao de radicais livres de oxigénio (RLO) (WINSTON, 1991), podendo
ocasionar peroxidag¢do lipidica e conduzir a diversos processos patologicos diversos
(VIARENGO et al., 1991; DI GIULIO, 1995; PRAKASH, 1995; SOLE et al., 1996; COSSU
etal., 1997, DOYOTTE et. al, 1997; CANOVA et al., 1998; TORRES et al., 2002; BAGCHI
et al.,2003; SHULKIN et al., 2003; KIM et al., 2003 e KAHLE & ZAUKE, 2003).

Este quadro atual sugere estudos com organismos aquaticos, através de uma avaliacao

visando um diagnéstico ambiental, baseado em estudos bioquimicos, e tém grande



importancia na toxicologia aquatica através de medi¢des de indices sensitivos, ou sinais, que
indicam indireta e precocemente a degradacdo do ecossistema, causada por diferentes
contaminantes. Os biomarcadores bioquimicos mostram uma forte indicacdo de impacto
bioldgico, auxiliando de uma forma preventiva e antes que alteracdes fisioldgicas e
morfoldgicas mais acentuadas tenham ocorrido, permitindo uma avaliagdo antecipada do

ambiente estudado.



2. JUSTIFICATIVA

O uso de biomarcadores para realizacdo de diagnostico ambiental e, a posteriori, no
biomonitoramento de areas que recebem poluentes de natureza diversas, ¢ muito importante
em estudos de ecotoxicologia, de carater multi-disciplinar, pois envolve varias areas de
conhecimento.

O presente trabalho sobre defesas antioxidantes ¢ o dano celular em espécies marinhas de
moluscos bivalves de cultivo envolve areas como meio ambiente, biologia, toxicologia
aquatica, aqlicultura, medicina, nutricdo, ¢ até mesmo o setor econdmico, de modo que a
analise proposta ¢ justificada pelas seguintes razoes:

- permitir uma melhor compreensao sobre os mecanismos e respostas fisiologicas de
moluscos expostos a xenobioticos de origem industrial ou doméstica;

- pela possibilidade de realizar diagnostico ambiental de efluentes industriais € domésticos em
regides de maricultura;

- permitir, em longo prazo, que a estagao de malacocultura possa ser biomonitorada de modo

a permitir uma continua avaliagdo da qualidade da agua e do produto de cultivo.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito nas principais defesas antioxidantes e em biomarcadores de estresse
oxidativo presentes na glandula digestiva do mexilhdo e da ostra da exposi¢do a diferentes

regides de malacocultura das baias norte e sul da Ilha de Santa Catarina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar as eventuais diferencas quantitativas nas defesas antioxidantes enzimaticas e
ndo enzimaticas, bem como nos niveis de lipoperoxidacio (TBARS) na glandula
digestiva do mexilhdo e da ostra expostos em dois sitios de malacocultura (PS =
Ribeirdo da Ilha e PN = Ponta do Sambaqui), comparativamente com o sitio referéncia
(PC = Caieira da Barra do Sul);

e Analisar as seguintes enzimas antioxidantes: Catalase; Glutationa Peroxidase;
Glutationa Redutase e Glutationa S-Transferase na glandula digestiva do mexilhdo e
da ostra nos distintos sitios;

e Analisar as seguintes defesas antioxidantes ndo enzimaticas: Glutationa Reduzida e
Glutationa Total na glandula digestiva do mexilhao e da ostra em diferentes sitios;

e Analisar os parametros fisico-quimicos (sulfeto, amoénia, nitritos, temperatura, pH,
salinidade, condutividade, e fésforo) da agua coletada nos diferentes sitios de cultivo

das ostras e mexilhoes;



Analisar eventuais correlagdes entre os niveis dos diferentes biomarcadores de estresse
oxidativo com os indicadores de qualidade e microbioldgicos da agua dos distintos
sitios de malacocultura;

Verificar a contribuicdo da sazonalidade nestes biomarcadores bioquimicos;

Verificar se ambas espécies de moluscos sdo bioindicadores uteis para o diagndstico e

biomonitoramento futuro de regides de malacocultura.



4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 A MARICULTURA

Em Santa Catarina a maricultura tem se desenvolvido gracas as caracteristicas de localizagao
geografica do estado, havendo grande aproveitamento de areas propicias para tal pratica
(ROCZANSKI et al., 2000). O desenvolvimento da maricultura tem sido de grande interesse
pelas possibilidades que representa em termos de fonte de alimentagdo de alto teor nutritivo e
a geracdo de empregos diretos e indiretos, (MACHADO, 2002). Atualmente a grande maioria
dos produtores desses municipios tem a atividade devidamente legalizada, uma vez que
firmaram termo de ajuste de conduta com IBAMA/SC em 2004, sendo que 25 parques
aquicolas na ilha de Santa Catarina estdo cadastrados de acordo com o Instituto de
Planejamento Urbano de Florianopolis (IPUF) e Escritério Municipal de Aqiiicultura e Pesca
(EMAPA). No entanto, a atividade de malacocultura ¢ relativamente recente, pois existe
apenas ha pouco mais de uma década, e vem sendo desenvolvida desde a comercializa¢ao das
primeiras sementes produzidas no Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM) da

Universidade Federal de Santa Catarina, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Jaime Ferreira.

4.1.1 O cultivo de mexilhdoes (Mitilicultura)

Dados arqueoldgicos e também registrados na literatura (MARQUES, 1997) revelam
que desde a Antigiiidade os mexilhdes foram utilizados como fonte de alimento pelo homem.
Todavia, a mitilicultura pela primeira vez foi utilizada de forma racional no século XIX na
regido da Franca, através de cultivos em balsas flutuantes e posteriormente em 1901 a técnica
foi utilizada por espanhdis da Catalunha. No litoral da Galicia, o cultivo de mexilhdes superou

as metas de crescimento e apresentava excelentes condi¢cdes ambientais. Pois, nessas regioes



situavam-se as famosas “rias galegas”, constituidas por vales profundos e inundadas pelo mar,
com aguas riquissimas em fontes de nutrientes e de alimentos para o melhor crescimento dos
mexilhdes. Em 1976 a produgdo espanhola de cultivo de mexilhdes alcangou o montante de
240 mil toneladas, sendo que 95% eram provenientes da regido da Galicia. Essas cifras de
produgdo foram aumentando a cada ano e o mercado mundial de exportacdo de mexilhdes se
concentrou nos principais paises da Europa (Espanha, Holanda, Itdlia ¢ Franca). Porém, a
partir de 1985, o pais lider e maior produtor de mexilhdes deixou de ser localizado na Europa,
e sim no continente asiatico. De modo que em 1997 a China atingiu o primeiro lugar com
cerca de 415 mil toneladas de mexilhdes cultivados, chegando a 50% da produgdo total
mundial (FAO, 1999). Esta alteragdo no quadro mundial na mitilicultura ¢ justificada pelo
simples fato de que a China, através de sua politica de mercado fechada ndo divulgava esses
resultados. Apo6s a década de 80, houve uma abertura por parte do governo com relagdo a
divulgagdo de informagdes para o mundo globalizado. Outro motivo consiste em dois
problemas que a Europa vem enfrentando desde a década de 80 até hoje: o aumento da
produgdo industrial em larga escala, fazendo com que elevada carga de poluentes seja
descarregada nos mares europeus, ¢ a falta de areas disponiveis para ampliagdo da produgao
nas estagdes de mitilicultura. No Brasil, a mitilicultura desenvolveu-se de forma mais lenta
com relacdo a outros paises da América Latina (Chile, Argentina e Colombia), de acordo com
Hernandez (1990). As regides mais favoraveis para a implantagdo de criagdes estio
localizadas no litoral Sul e Sudeste, desde o Espirito Santo até Santa Catarina. Em 1970 os
primeiros experimentos foram desenvolvidos pelo antigo Instituto de Pesquisas da Marinha
(hoje ja extinto) no municipio de Arraial do Cabo, situado no estado do Rio de Janeiro.
Alguns destes projetos tiveram curta durag¢ao, sendo também prejudicados fundamentalmente
pela constante falta de recursos, principalmente de ordem financeira. Destes resistem até os

dias atuais os projetos de ostreicultura e mitilicultura mantidos pelo Instituto de Pesca do



Estado de Sao Paulo e pelo Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo (USP).
Somente a partir de 1987, o estado de Santa Catarina iniciou o desenvolvimento da
mitilicultura através da iniciativa de pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) juntamente com recursos e suporte de alguns 6rgdos governamentais (ARANA,
2004).

Apesar de existir uma tecnologia disponivel para cultivo, sabe-se que a maioria dos
mexilhdes que sdo produzidos no Brasil, principalmente nos estados de Sao Paulo e Rio de
Janeiro, provém do extrativismo. Essa pratica além de ser muito agressiva ao meio ambiente
apresenta algumas desvantagens: a) pela falta de fiscalizagdo das regides de extracdo, os
mexilhdes muitas vezes situam-se em locais contaminados quimica ou biologicamente,
podendo ocasionar sérios problemas a saide do consumidor; b) o esgotamento dos estoques
naturais; ¢) menor rendimento em carne € um aspecto externo inferior ao dos mexilhdes
cultivados, além de conter residuos de areia e detritos; e d) o proprio manuseio dos mexilhdes
extraidos, feito sem cuidados higi€nicos, pode levar a contaminagdo dos mesmos,
prejudicando ainda mais a qualidade de produto (MARQUES, 1997). Felizmente esse tipo de
pratica vem sendo abolida cada vez mais no estado de Santa Catarina através da iniciativa por
parte dos maricultores ¢ EPAGRI dos municipios de Floriandpolis, Palhoga, Penha,
Governador Celso Ramos ¢ Bombinhas. De modo que o estado de Santa Catarina tornou-se
lider no pais na producdo de mexilhdes cultivados em relacdo aos outros estados produtores.
A atividade hoje mobiliza cerca de 1,2 mil pessoas diretamente e outras 6 mil indiretamente,
numa movimentagao financeira que, em 2004, chegou a R$ 30 milhdes. (MACHADO, 2002).
O estado de Santa Catarina é responsavel por cerca de 94% da producdo na maricultura

nacional. Nestes dez anos de mitilicultura, cerca de 800 produtores ingressaram na atividade, foram

demarcadas 102 areas de cultivo (agrupadas em nove &reas principais, ocupando 93 hectares), criadas 13

associagdes de produtores, e construidas quatro unidades de processamento de moluscos. O numero de
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empregos diretos gira em torno de 4000 pessoas, e cada hectare de cultivo de mexilhdo tem possibilitado a

geragao de até 52 empregos. (EPAGRI, 1998).

Os municipios de Governador Celso Ramos, Bombinhas, Palhoca e Penha sdo os
principais produtores de mexilhdo em Santa Catarina, sendo que a produgdo anual total em
1998 chegou a 7970 toneladas. (Fig. 1). Atualmente, a producdo estimada de acordo com o

relatorio da EPAGRI (2002) e do EMAPA no estado j& ultrapassou as 11500 toneladas

(Fig.2).
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Fig. 1: Municipios produtores de mexilhdo no estado de Santa Catarina. Fonte: EPAGRI (1998)
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Fig.2: Grafico que indica a evolucdo da producdo de mexilhdes (toneladas) em Santa Catarina.

Fonte: Epagri (2002).
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Os mexilhdes sao moluscos bivalves pertencentes a familia Mitilidae (justificando o
termo mitilicultura: criagdo de mitilideos). Dentro dessa familia existem diversas espécies de
mexilhdes comestiveis e de importancia comercial pertencentes a varios géneros. O género
Mytilus ¢ o mexilhdo cosmopolita, ¢ ¢ encontrado em todos os oceanos, sendo muito
cultivados na Europa, particularmente as espécies M. edulis na Holanda, Franca e Italia, ¢ M.
galloprovinciallis na Espanha. Para o género tropical, o P. Perna, distribui-se pelos oceanos
Atlantico (costa da América do Sul e Africa) e Indico (Africa, Asia e Oceania), além do Mar
Mediterraneo (costa africana), sendo que a espécie P. viridis e P. perna sdo nativas da India e
do Brasil, respectivamente. Por outro lado, habitando regides subtropicais e no oceano
Pacifico (costa do Chile) e Indico (Africa do Sul e Oceania) existe o género Choromytilus e
Aulaconija e vérios outros. E finalmente, o género Crenomytilus, que habita regides de agua
mais temperada e distribui-se nos mares Negro e Baltico. No Brasil, as principais espécies de
mitilideos que possuem interesse comercial sdo: o Perna perna, sendo a espécie nativa de
aguas costeiras que ocorre desde o estado do Espirito Santo até o Rio Grande do Sul; o
Mytilus edulis platensis, porém muito restrita ao litoral do Rio Grande do Sul; a Mytella
guyanensis, comumente conhecido como “marisco-do-mangue” concentra-se em aguas
salobras e ocorre em manguezais e estuarios desde o Amapa até o litoral de Santa Catarina; e
a Mytella falcata, espécie distribuida desde o Amapa até o Rio Grande do Sul (MARQUES,
1997). No entanto, a espécie nativa Perna perna é a mais comercializada e apresenta o maior
interesse, uma vez que a mesma possui a melhor adaptacao frente a variagdes de temperatura

e se adaptam facilmente as mais diversas condigdes ambientais (MAGALHAES, 1998).
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4.1.2 O cultivo de ostras (Ostreicultura).

Uma das atividades mais crescentes e rentaveis entre os cultivos de moluscos bivalves,
¢ a ostreicultura ou criacdo de ostras. As ostras possuem um rapido crescimento, rusticidade
de cultivo e alto valor comercial, chegando a representar 36% da produ¢dao mundial de
moluscos em 1997 (FAO, 1999). Considerando todas as espécies comerciais de ostras, a
produ¢do mundial gira em torno de 800 mil toneladas anuais, sendo que 75% provem de
cultivo e o restante ¢ de extrativismo (COSTA, 1998). Os principais paises produtores de
ostra do Pacifico sdo: Estados Unidos, Japao, Franga e México. Estes paises concentram cerca
de 90% da produ¢dao mundial, sendo que os Estados Unidos representam 50% da produgao
total. Porém, nos ultimos anos houve uma queda elevada (cerca de 1/3) na produgdo,
basicamente por problemas de contamina¢do. Atualmente a produgdo mundial de ostras por
espécie estd composta por: 94% de Crassostrea gigas; 4% de C. virginica e C. angulata; e 2%
de Ostrea (também chamadas de ostras planas) (TIRELLI, 2004). No cenario de comércio
internacional ironicamente, o maior produtor é também o maior importador, uma vez que os
Estados Unidos importam para subsidiar a demanda interna da populacdo, cerca de 10 mil
toneladas de ostras, basicamente Crassostrea gigas provenientes da Coréia, Japao
(HERNANDEZ, 1990).

A ostra pertence a familia Ostreidae e caracteriza-se por ter um corpo mole, protegido
por duas valvas distintas alongadas na direcao dorso-ventral e unidas na regido do umbo pelo
ligamento articular, que ¢ desprovido de dentes (WALNE, 1979; COSTA, 1998). As espécies
de ostras geralmente encontradas nos oceanos Atlantico, Pacifico e Indico sdo: a Crassostrea
rhizophorae que geralmente se adapta a climas mais temperados e tropicais tal que ela se
constitui como uma espécie nativa para regides da América do Sul; a Ostrea pulchana que
habita principalmente mares da Argentina e algumas regides do Brasil, a Crassostrea

columbiensis que habita o litoral do Pacifico, sendo que se constitui como uma espécie nativa



13

na Colombia; a Ostrea chilensis que ¢ uma espécie nativa dos mares do Chile; a Crassostrea
virginica é proveniente do litoral da India e regides da Australia; e a principal e mais
cultivada no mundo (contribui atualmente com 94% da produ¢do mundial de ostras) ¢ a
Crassostrea gigas (THUNBERG, 1797), também denominada “ostra do Pacifico” ou “ostra
japonesa”, apresenta-se com uma ampla distribuicdo geografica, ¢ encontrada em baias e
areas protegidas do Japao, estendendo sua distribui¢do a mares abertos e regides costeiras da
Coréia, China e Indonésia (AKABOSHI, 1979; IMAI, 1982; VINATEA, 1999). Ela
desenvolve-se bem em aguas com temperatura entre 11 ¢ 25 ° C e salinidade entre 14 e
35%(AKABOSHI, 1979). Por essa razdo, paises com mares apresentando temperatura e
salinidade variando nessa faixa estdo cada vez mais produzindo sementes, investindo no
cultivo e comercializacdo desse tipo de espécie exdtica que se adaptou bem a climas tropicais
e subtropicais. Particularmente o Chile vem investindo e pesquisando melhorias das técnicas
de producdo desde 1977 e atualmente apresenta uma estrutura e tecnologia de cultivo bem
dominada, fazendo com que se tornasse o maior produtor de ostras da espécie Crassostrea
gigas da América do Sul. Além disso, ostreicultores desse pais vém desenvolvendo desde
1980 um intercAmbio com outros paises produtores (Franga e Canadd) para capacitacio e
melhoria do conhecimento nas técnicas de cultivo (HERNANDEZ, 1990). Em conseqiiéncia
desse aprimoramento, no final dos anos 90 estabeleceu-se um acordo internacional para a
certificacdo das aguas através do Memorandum de Entendimento entre o FDA (Food and
Drug Administration,) e a Subsecretaria de Pesca do governo chileno (HERNANDEZ, 1990).
Desse modo o Chile passou a comercializar internacionalmente ostras frescas para os
principais paises consumidores. No Brasil, infelizmente a ostreicultura, assim como a
mitilicultura, ainda caminha a passos lentos, uma vez que o pais ndo apresenta uma camara
setorial e estratégica que possa fiscalizar, coordenar e fixar normas e leis modernas e mais

especificas para a comercializagdo de ostras no mercado nacional. Segundo Tirelli (2004),
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nenhuma estacao de ostreicultura no pais apresenta-se de forma legalizada, sendo que em sua
maioria sdo administradas por antigos pescadores artesanais ou autonomos que viram nesse
ramo da maricultura uma atividade de baixo custo de mao-de-obra e alta rentabilidade. No
entanto, tentativas louvaveis e esforgos em estudos e pesquisas no desenvolvimento no cultivo
de ostras em regides do Brasil véem ocorrendo desde a década de 70. A ostra Crassostrea
gigas no Brasil foi introduzida em 1974 pelo Instituto de Pesquisa Marinha em Cabo Frio, Rio
de Janeiro. Técnicas e estudos experimentais de cultivo das espécies de ostras nativa
Crassostrea rhizophorae ¢ ostra-dos-mangues Crassostrea brasiliana foram desenvolvidas no
litoral norte de Sao Paulo, na regido lagunar de Cananéia. No estado de Santa Catarina a ostra
do Pacifico Crassostrea gigas japonesa chegou em 1987 através do Laboratério de Moluscos
Marinhos (LMM), do Departamento de Aqiiicultura da UFSC, que foi pioneiro na larvicultura
para cultivo em escala comercial visando complementar a renda de pescadores artesanais e
populagdes tradicionais das comunidades (LCMM, 1995; COSTA, 1998; POLI et al., 1999).
A partir de 1991, muitos produtores de mexilhdes comegaram a cultivar ostras, iniciando o
cultivo de C. gigas em Santa Catarina em escala de produgdo comercial e principalmente
diversificaram a oferta de moluscos cultivados, passando de 48000 duzias em 1992 para
1.592.213 dazias em 2002 (ARANA, 2004). Atualmente a ostreicultura, seja em escala
comercial ou em fase experimental, faz parte da realidade de varios estados brasileiros, entre
eles: Bahia, Pernambuco, Sergipe, Ceara, Maranhdo e, especialmente Santa Catarina. Santa
Catarina detém o titulo de maior produtor da espécie exética Crassostrea gigas
(PANORAMA DA AQUICULTURA, 2001; GLOBO RURAL, 2005). A costa litorAnea de
Santa Catarina, associada a uma elevada e diversificada produtividade do mar, favorece e
muito o desenvolvimento e o cultivo de moluscos bivalves (mexilhdes, ostras e vieiras)
(ROCZANSKI et al., 2000). Atualmente o municipio de Florianopolis contribui com cerca de

90% da producao de ostras C. gigas e existem cadastrados em torno de 120 produtores na Ilha
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de Santa Catarina, sendo subdivididos em varias associagdes e fortalecidos por algumas
entidades civis e municipais, tais como a Associagdo dos Maricultores do Sul da Ilha
(AMASI), Associagdo dos Maricultores do Norte da Ilha (AMANI), a Associacdo dos
Maricultores de Palhoga (AMAP), e o Escritério Municipal de Pesca e Aqiiicultura
(EMAPA), subordinado a Prefeitura Municipal de Florianopolis. Todavia, apesar do grande
volume de ostras comercializadas muitas entraves ainda persistem em ocorrer no setor de
ostreicultura por falta de uma melhor organizagdo e logistica dos produtores e comerciantes.
Existe interesse por parte da industria de pescado, principalmente pelo mexilhdo, como
alternativa para diminuir a ociosidade de seus parques de acondicionamento, esbarrando
todavia, na efetivagdo dos planos de “origem garantida”, do produto, livre da contaminacao
ambiental, enfim, em condigdes sanitarias confiaveis (citado por OSTINI em HERNANDEZ,
1990). Do total do volume movimentado no mercado interno, 90% ¢ aparentemente ainda
feito de forma irregular, pois, falta certificagdo de origem, beneficiamento, produgdo e assim a
comercializacdo ¢ realizada de forma clandestina e de maneira totalmente empirica, sendo que
o eixo de mercado interno distribui-se entre os estados Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa

Catarina (MACHADO, 2002).

4.1.3 A acao dos poluentes nas atividades de malacocultura.

Além da malacocultura (criagdo de ostras, mexilhdes, vieiras e petinideos) ser uma
atividade geradora de renda e emprego nas comunidades pesqueiras, apresenta-se como
fixadora das populagdes tradicionais, diminuindo a pesca predatoria, favorecendo o retorno de
espécies de peixes aos locais de cultivo. Um fator positivo além de outras ja existentes, desta
atividade ¢ a recuperacdo dos estoques pesqueiros ¢ a formagdo e/ou recuperagdo da

biodiversidade. A outra vantagem ¢ que diferente da piscicultura marinha, a alimentagdo das



16

ostras e mexilhoes ¢ feita naturalmente, nao sendo langado nenhum tipo de alimento no mar,
existindo facilidade de manejo dos animais.

Porém, existem fatores negativos que a maricultura pode trazer em relagdo a alteracao
antropica ao meio ambiente, apesar de que no litoral brasileiro ocorre o contrario
(MAGALHAES, comunicacio pessoal). No Brasil, ndo existem estudos sobre os efeitos de
cultivos marinhos suspensos sobre o sistema béntico. Mas sabe-se que os cultivos em Santa
Catarina sdo desenvolvidos em sua maioria em aguas com menos de 4 m de profundidade
(chegando no maximo a 9 m), onde predominam sedimentos finos, o que sugere pouca
circulagdo de agua, e aptos para acumulo de detrito organico. Soma-se a isto recentes
politicas de incentivo econdomico para o desenvolvimento da maricultura no Brasil sem
estudos de impacto ambiental futuro, que podem acelerar um processo de deterioragdo
ambiental. Portanto, ¢ recomendavel adotar um programa de monitoramento ambiental para
avaliar tanto a qualidade das areas de cultivo como areas potencialmente cultivaveis. A
extensdao dos danos causados no meio ambiente pela maricultura depende de varios fatores,
em especial a capacidade de assimilacdo, que compreende a capacidade do ambiente em diluir
e estabilizar os dejetos oriundos dos cultivos, e da capacidade suporte do ambiente, ou seja, o
tamanho maximo estavel da populagdo de organismos cultivados, determinado pela
quantidade de recursos disponiveis e demanda minima individual. Atualmente no Brasil, os
esfor¢os estdo centrados no desenvolvimento tecnologico para o aumento de producio.
Porém, o desenvolvimento sustentdvel desta atividade é completamente dependente da
qualidade do ambiente. Infelizmente, pouca ou quase nenhuma atenc¢ao tem sido dada para os
efeitos dos cultivos nos sistemas costeiros. O comprometimento das areas de cultivo traria
como conseqiiéncia final um prejuizo para a propria producdo, primeiramente diminuindo o

crescimento, e posteriormente inviabilizando o cultivo.
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Dados levantados pela EPAGRI e Shmitt (1998), revelaram que a maioria das estagdes
de malacocultura no estado de Santa Catarina estd em contato com areas como rios,
microbacias e estuarios, onde ocorre o lancamento indiscriminado e ndo controlado de
esgotos. Atualmente, os 2 sitios que na Ilha de Santa Catarina que se encontraram nestas
condi¢des foram recentemente desativados. Entende-se aqui como esgoto os despejos
provenientes das diversas modalidades de uso das aguas, como o doméstico, o industrial o
comercial, o uso de utilidades publicas, etc. Nas criacdes localizadas em locais poluidos por
esgotos domésticos, principalmente proximos a grandes centros urbanos, os moluscos
bivalves podem, por meio da filtragdo e magnificagdo, reter e concentrar microorganismos
patogénicos em seu trato intestinal. Uma vez ingeridos crus, mal cozidos ou manipulados sob
péssimas condi¢des de higiene, esses moluscos podem constituir vetores de doengas
transmissiveis pela dgua tais como febre tifoide, salmonelose, colera e hepatite viral do tipo A
(TIRELLI, 2004). Muitos autores estudaram a relacdo entre os organismos filtradores marinhos
como moluscos bivalves com os microorganismos contaminantes (WOOD, 1977; NISHIO et
al., 1981; ZOFFMANN, 1989; REEVE et al., 1989; RAISUDDIN et al., 2003; TIRELLI,
2004). Porém, a contaminagdo bioldgica pode ser eliminada dos mexilhdes e ostras através de
um método conhecido como depuracdo. Esta técnica, segundo Marques (1997) consiste em
manter os mexilhdes recém-colhidos em agua do mar esterilizada circulante (por processos de
cloragdo, ozonizagdo ou irradiacdo) até que, através da filtracdo, o trato intestinal dos animais
fique livre de microorganismos € a contamina¢do organica desaparega, ou seja, reduzida a
niveis que ndo causam riscos a saide. Embora ndo se tenha no pais uma legislagio mais
especifica e precisa com relagdo aos valores padroes da dgua do mar para o cultivo de
moluscos, desde 1946 nos Estados Unidos, a Federal Security Agency (FSA) classifica, desde

1946, as areas de cultivo ou extragdo de bivalves, como sendo:
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a) Livres: quando o NMP (ntimero mais provavel) de organismos coliformes fecais na
agua ¢ menor que 70 por 100 ml. Nesse caso, os moluscos extraidos ou cultivados podem ser
comercializados sem depuracgao.

b) Restritas: quando o NMP (numero mais provavel) de organismos coliformes fecais
na agua varia de 70 a 700 por 100 ml. Os moluscos extraidos ou cultivados nessas areas
devem necessariamente ser submetidos a depuracgao antes de serem comercializados.

¢) Proibidas: quando o NMP (nimero mais provavel) de organismos coliformes fecais
na agua ¢ superior a 700 por 100 ml. Nesse caso, ndo ¢ permitida a extracdo ou o cultivo de
moluscos bivalves.

A contaminagdo quimica ¢ provocada pela ingestao, pelos mexilhdes e ostras, de dleo,
residuos de defensivos agricolas e despejos industriais. A contaminagdo por 6leo ¢ causada
por derramamento acidental ou proposital de petréleo, ou vazamento nos motores de barcos
pesqueiros na agua do mar. Em determinadas ocasides, o mar agitado pode transportar a
pelicula formada pelo 6leo na 4gua e levar a areas aonde existem cultivos de moluscos
bivalves, fazendo com que os mesmos adquiram o sabor do xenobiotico. A contaminag¢do por
outros produtos quimicos tais como residuos de defensivos agricolas e efluentes industriais
contendo metais pesados, torna-se mais grave ainda quando ingeridos pelos organismos
aquaticos, pois, esses compostos ao se acumularem nos tecidos (branquias, hepato-pancreas,
figado ou glandula digestiva) de peixes ¢ moluscos, ndo podem ser mais eliminados. Um
agravante maior € que os moluscos bivalves, por serem bioacumuladores, filtradores e
depuradores, eles podem receber e armazenar a carga de poluentes em seus tecidos, gerando
conseqiientemente, efeitos cumulativos na cadeia trofica. Estudos revelam que em areas com
grande concentragdo de metais-traco, estes podem ser bioacumulados por diversos moluscos
como o marisco-do-mangue (Mytella guyanensi, TORRES, 2002), a ostra do Pacifico

(Crassostrea gigas, SEIBERT, 2002), o mexilhdo nativo (Perna perna, SEIBERT, 2002)
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assim como o berbigdo (4dnomalocardia brasiliana, PEREIRA, 2003). Como serd justificada
na sec¢do a seguir, essas alteracdes podem ser medidas através de biomarcadores de estresse
oxidativo, os quais respondem as condigdes dos organismos que habitam as regides poluidas

frente ao dano causado pelos RLO.

4.1.4 A geracio de RLO, EROs em organismos aerobios.

O oxigénio ¢ uma molécula que tem grande afinidade por elétrons (eletrofilico) e, por
isso, pode tornar-se extremamente reativo e altamente toxico, porque as reagdes de oxidagao
que ele produz podem interagir com moléculas biologicamente importantes. No entanto, tal
reatividade também fornece uma fonte muito eficaz de energia quimica através da cadeia de
transporte de elétrons dependente de O,. Dessa forma os organismos aerdbios sdo capazes de
oxidar completamente moléculas ingeridas como alimento (ALBERTS et al., 1997). Assim
sendo, a utilizagdo do oxigénio representa um eficiente mecanismo para obten¢do de energia
em organismos aerobios, contudo, durante este processo, sdo produzidas as chamadas
espécies reativas de oxigénio (EROs). Nas quatro ultimas décadas vém sendo estudados os
efeitos destas ERO sobre os organismos aerébios (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).
As espécies quimicas (atomos, ions ou moléculas) que possuem um numero impar de elétrons
em sua camada de valéncia, e que, por apresentarem extrema instabilidade sdo altamente
reativas, sdo chamadas de radicais livres de oxigénio (RLO). As EROs incluem outras
moléculas ndo radicais que também sdo reativas, tais como o peroxido de hidrogénio e o
oxigénio singlete. Estima-se que 98% do oxigénio consumido em organismos aerdbios ¢
reduzido a 4gua sem a concomitante geracdo de EROs, permitindo que a principal via de
transferéncia de elétrons e de energia para sintese de ATP celular participe apenas
parcialmente da citoxidade dessas formas deletérias (BOVERIS & CHANCE, 1973;

CHANCE et al., 1979; FRIDOVICH, 1979). A redugdo completa do oxigénio molecular a
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agua requer 4 elétrons (dada pela Eq D na Fig. 3 ), e esta redugdo produz seqiiencialmente, do

comego ao fim, 3 produtos de redugdo. Estes produtos sdo o anion superdxido (0,7), o

perdxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxil (HO) (BOVERIS & CHANCE, 1973;

CHANCE et al., 1979; DI GIULIO et al., 1995).

(A)Oy+e” — 0"

(B) 02._ +e RN H,0O,
©OHO+e - HO' + H,0
(D)HO' + ¢~ - H0
(AD)O,t4e” 4H,0

Figura 3: Quadro ilustrativo da reducdo do oxigénio a agua, mostrando as EROs provenientes das reagdes (DI

GIULIO et al., 1995 - quadro modificado), sem o rigor estequiométrico devido.

Na figura acima se pode notar que, quando uma molécula de O, ganha um elétron,

forma-se um radical superoxido (O,") (dada pela EqA), uma forma intermediaria, que ¢

reativa e ira rapidamente recolher outros trés elétrons adicionais em qualquer lugar onde possa

encontra-los (ALBERTS et al., 1997). O principal sitio de formagdo endogena do anion

superoxido, segundo Boveris & Chance (1973), estaria localizado na cadeia mitocondrial e
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conforme ja mencionado, correspondendo a aproximadamente 2% do total de oxigénio
consumido. A producdo do anion superdxido, portanto, € quase diretamente proporcional ao
volume de oxigénio consumido ao nivel mitocondrial. O anion superdxido e o radical hidroxil

sdo os principais radicais livres de oxigénio formados nas reagdes de iniciagdo; ¢ o radical

hidroxil (HO") (dado na Eq C) é muito reativo e o mais deletério aos sistemas bioldgicos

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

A reducdo de dois elétrons do oxigénio molecular ou a dismutagdo do anion
superoxido, determinam a formagao do peroxido de hidrogénio (H>O,) (dada pela Eq B), que
nao pode ser considerado um verdadeiro radical livre, por possuir sua Orbita externa pareada.
porém, por ser uma substancia altamente hidrossoliivel e por penetrar rdpida e facilmente na
célula, age como precursor na formagdo de outros RLO (HALLIWELL & GUTTERIDGE,

1999). Ao reagir com o O,” via reagdo de Haber-Weiss, serve como um importante precursor

de HO' (CHANCE et al., 1979; DI GIULIO et al., 1995).

Os efeitos ocasionados pela presenca exacerbada das EROs sobre as estruturas
bioldgicas sdo processos continuos, estando presentes mesmo em condigdes de normoxia em
organismos aerdbios sadios e dotados de diferentes e especificas defesas antioxidantes (DA)

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999).

4.1.5 Os danos oxidativos

Dentre os processos de oxidagdo induzidos pelas EROs, a peroxidacdo lipidica ou
lipoperoxidagdo ¢ um dos processos mais importantes. As membranas celulares sao
extremamente susceptiveis as reacdes de peroxidacdo envolvendo as EROs. As EROs,

reagindo com lipidios presentes nas membranas, inicializam um processo de lipoperoxidagao



22

que irad produzir uma cascata de reagdes, incluindo a formagdao do malondialdeido, que ¢
muito toxico (LIPPMAN, 1983).

As conseqiiéncias mais comuns da lipoperoxida¢do envolvem a perturbagdo ou
destrui¢do da fun¢do das membranas das células e organelas essenciais, incluindo o processo
de transporte, a manuten¢do de gradiente de metabolitos e ions e a transdugdo de sinais

mediada por receptores (MEAGHER & FITZGERALD, 2000).

4.1.6 As defesas antioxidantes
Os sistemas bioldgicos defendem-se de agressao das EROs e outros derivados do oxigénio
convertendo essas espécies em oxigénio por fendmenos de oxidagdo ou em agua por
fenomenos de redu¢ao (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). A defini¢do de antioxidantes
segundo Halliwell & Gutteridge (1999), é de qualquer substancia que, quando presente em
baixas concentragdes comparados com um substrato oxidavel, retarda ou inibe
significantemente a oxidagdo deste substrato. Todo organismo que utiliza o metabolismo
oxidativo, seja protista, animais invertebrados ou vertebrados, vegetais, ou fungos, sdo
portadores de um complexo sistema de protecdo antioxidante (WILHELM FILHO, 1994,
2001; GONZALEZ-FLECHA & BOVERIS, 1994). Estas defesas incluém principalmente a
enzima superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), agindo
como detoxificadores do anion superdxido, peroxido de hidrogénio e hidroperdxidos,
respectivamente. A célula é também protegida por varios antioxidantes ndo enzimaticos, que
agem como varredores de EROs, entre eles, os antioxidantes enddgenos principais como,
glutationa, acido urico, ubiquinois, alguns hormoénios e os exdgenos ou nutricionais, como
acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (principalmente vitamina E), carotendides e
flavonodides entre outros (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Alguns poluentes, através

de sua capacidade de catalisar reacdes oxidativas podem levar a geracdo de EROs (YU,
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1994). Ha necessidade, entdo, desses organismos aerdbios se adaptarem a presenca de EROs,
oriundas ndo somente do uso do oxigénio atmosférico, como também de substincias que

constituem os poluentes.

4.1.6.1 Defesas antioxidantes enzimaticas

As enzimas antioxidantes atuam na remocao dos EROs, estando presentes nos tecidos,
orgaos e estruturas de todos os organismos aerobios (WILHELM FILHO et al, 2000). As
concentragdes celulares relativamente reduzidas de O, e H,0, sdo mantidas gragas a agio

combinada das trés enzimas SOD, CAT e GPx (CHANCE et al., 1979).

Superdéxido Dismutase (SOD)

Esta ¢ uma das mais importantes defesas antioxidantes na neutralizagdo dos RLO de
todos os organismos eucarioticos. Tem a fungio de catalisar a dismutagdo do O,” em
H,0, (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999):

0,” SOD, H;0;

Catalase (CAT)

A catalase ¢ uma enzima amplamente difundida entre os seres aerdbios, localizada
principalmente em organelas membranosas chamadas peroxissomos. Nos animais esta
presente na maioria dos tecidos, concentrando-se principalmente no figado e eritrocitos
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Esta composta por quatro subunidades protéicas,

cada qual ligada a uma molécula de NADPH, que ajuda na estabilizagdo da estrutura
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enzimatica. Age na decomposicao do H,O, em H,O e O, (FABER; KYLE; COLEMANN,
1990), como indica abaixo:
CAT
H,O, — 2H,0+0,

Glutationa Peroxidase (GPx)

Esta ¢ a mais importante das peroxidases e atua na redugdo do perdxido de hidrogénio a H,O
e O,, utilizando como doador de elétrons o tripeptideo tidlico glutationa reduzida (GSH).
Também age na redug@o de outros perdxidos organicos, como, por exemplo, os lipoperoxidos
resultantes da peroxidagdo lipidica, aos seus alcoois equivalentes (DI GIULIO et al., 1995). A
GPx dismutando hidroperéxidos (H,O, e t-BuOOH) acaba gerando uma ponte de dissulfeto
entre duas GSH (GS-GS), que por sua vez, volta ao estado reduzido (2GSH), pela agdo da
glutationa redutase (GR). A GR age mediante a oxidacdo de NADPH, como pode ser vista
abaixo:

GPx
2GSH + t-BuOOH —» GSSG + t-BuO OH + H,O

GR

GSSG + NADPH + H—— 2GSH + NADP"®

Glutationa Redutase (GR)

A glutationa redutase realiza a manutencdo celular normal de GSSG/GSH, catalisando a
reacdo de regeneracdo da glutationa reduzida, utilizando a glutationa oxidada através da

oxidacdo do NADPH (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999):

GSSG + NADPH + H" -=——» 2GSH + NADP"
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4.1.6.2 Defesas antioxidantes nao-enzimaticas
Além dos antioxidantes enzimaticos, existem substancias ndo enzimadticas que

possuem carater antioxidante de grande importancia biologica.

Glutationa Reduzida (GSH) e total (GT)

A GSH, um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cistenil-glicina), ¢ o principal tiol celular nao
protéico presente em altas concentracdes intracelulares em todos organismos aerobios
(WILHELM FILHO et al., 2000) associado a uma variedade de fungdes celulares, tais como
integridade do citoesqueleto, sintese de proteina e DNA, “scavenger” de EROs, defesas contra
moléculas oxidantes e xenobiodticos potencialmente perigosos (PENA-LLOPIS; FERRANDO,
PENA, 2002). Este tiol ¢ um dos mais importantes antioxidantes nio enzimaticos e também é
considerado como uma primeira linha de defesa, devido a sua alta concentragdo e habilidade
de ser um “scavenger” generalista, atuando contra todos as EROs, e ser pronta e
continuamente recuperado pelo ciclo da GSH ou por sintese de novo. A GSH atua doando
hidrogénio nas reagdes promovidas pela agdo da GPx, em que ha a redugdo de
hidroperéxidos. Na biotranformagdo de xenobidticos, a GSH ¢ transferida pela GST para
grupamentos bioativos, resultantes da acdo de monooxigenases (MONKS et al., 1990; KOOB;
DEKANT, 1991). Apos estas reagoes, a GSH constitui-se na forma oxidada GSSG, com
excegdo da conjugagdo com a GST. Segundo Kosower & Kosower (1978), altos niveis desta
forma oxidada consistem em um excelente marcador de estresse oxidativo, ja que quanto
maior for a utilizagdo da GSH nas reagdes enzimaticas da GPx, bem como na
biotransformag¢do de xenobiodticos, maiores serdo os niveis de GSSG. A relagdo da
concentragdo entre GSH/GSSG dever ser alta para a manutencao do poder redutor intracelular

(KAPPUS, 1987).
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4.1.7 O estresse oxidativo

Quando hé desvios no estado de equilibrio dinamico intracelular entre as protegdes
antioxidantes e a geracdo das EROs, ocorre o chamado estresse oxidativo (SIES, 1985). Os
niveis de enzimas antioxidantes podem aumentar na célula em uma situagdo de inicio do
estresse oxidativo, ou, em situagdes mais graves, concomitantemente a um aumento da
concentragdo das EROs, ha uma deplecdo paralela das defesas antioxidantes (SIES, 1985;
AMSTAD; CERUTTI, 1990). O estresse oxidativo pode estar relacionado com varios
processos, tais como: mutagénese (oxidacdo de bases puricas e pirimidicas), carcinogénese,

lipoperoxidagdo, oxidacao e fragmentacao de proteinas e carboidratos (SIES, 1985).

4.1.7.1 O efeito dos poluentes e o estresse oxidativo em organismos aquaticos
A partir da década de 80 surgiram varios estudos envolvendo a participagdo de agentes
poluentes relacionados com a geracdo de EROs e suas conseqiiéncias patolégicas, muitos
deles visando o diagnéstico e o biomonitoramento ambiental, destacando-se os trabalhos
realizados em peixes dulcicolas e moluscos bivalves (MATKOVICS et al., 1977; RADI;
MATKOVICS, 1988; MALINS et al., 1988; WASHBURN & DIGIULIO, 1988; VIG &
NEMCSOK, 1989; KLAASSEN, C. & ROZMEN, 1991; ROCHE & BOGE, 1993; BAINY et
al., 1996; TORRES et al., 2001; WILHELM FILHO et al., 2001a; WILHELM FILHO et al.,
2002).

Muitos dos poluentes que sdo despejados nos mananciais hidricos podem
potencialmente induzir estresse oxidativo em organismos aquaticos (WILHELM FILHO et
al., 2001b). A constante exposi¢do dos seres humanos e animais a um nimero crescente de
xenobidticos constituem atualmente umas das principais causas do estabelecimento de varios

processos mutagénicos e carcinogénicos (DI GIULIO et al., 1995). Os xenobidticos sdo uma
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classe de poluentes usualmente encontrados em ambientes aquaticos e podem ficar altamente
concentrados na coluna dagua. S3o contaminantes organicos, lipofilicos e, por isso, sdo
rapidamente incorporados pelos tecidos animais, onde podem ser biotransformados
(GOSLING, 1992). Uma exposicao continua as moléculas lipofilicas pode resultar em sua
acumula¢do no organismo aquatico, exceto se estes possuirem mecanismos efetivos de
eliminagdo das mesmas, ja que, geralmente, estes compostos lipofilicos sdo facilmente
absorvidos pelas vias de entrada de um organismo como o tegumento e branquias
(VIARENGO; CANESI, 1991). Dependendo do grau de solubilidade em agua, os compostos
serdo eliminados com maior ou menor facilidade. Sendo assim, com o intuito de facilitar a
excrecdo destes compostos, os organismos desenvolveram mecanismos bioquimicos capazes
de transformar os xenobidticos lipofilicos em mais hidrofilicos (COMPORTI, 1989).

O tecido hepatico ¢ o principal responsavel pelo processo de biotransformagdo de
compostos organicos, sendo realizado em sua maioria por uma superfamilia de proteinas
constituidas pelo citocromo P450 (CYP) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). A
biotransforma¢do pode ser dividida em duas partes, nas reagdes de Fase I, o CYP 450
participa na introdu¢do de um grupo polar na molécula, aumentando a hidrossolubilidade do
xenobidtico (bioativacdo), transformando-o numa forma adequada para as reagdes de
conjugacdo da Fase II. Nas reacdes de fase II ocorre a conjugagcdo com um substrato
endogeno, produzindo compostos conjugados hidrossoluveis, que sdo mais facilmente
excretados (DI GIULIO et al., 1995).

A Glutationa S-transferase (GST) ¢ uma das enzimas mais importantes da fase II de
biotransformagao, executando a funcdo de conjugacdo e excre¢do (BOON et al., 1992). Ela ¢
capaz de formar ligagdes covalentes com epoxidos ativos derivados das reacdes da fase I,

impedindo que os mesmos se liguem ao DNA ou a outras moléculas (DI GIULIO et al, 1995).
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4.1.8 A importincia dos Dbioindicadores e dos biomarcadores em
biomonitoramento e diagndstico ambiental
Em uma defini¢do mais especifica para ambientes aquaticos, os bioindicadores s3o espécies,
grupos de espécies ou comunidades biologicas cuja presenca, quantidade e distribui¢ao
indicam a magnitude de impactos ambientais em um ecossistema aquatico e sua bacia de
drenagem (WALKER et al., 1996). Outra defini¢do mais ampla é dada por Salanski (1986),
que indica que bioindicadores sdo organismos ou comunidades, cujas fungdes vitais se
correlacionam t3o estreitamente com determinados fatores ambientais, que podem fornecer
informagdes sobre as condigdes de um ecossistema. Os processos bioquimicos basicos sao
essencialmente 0s mesmos em organismos eucarioticos e, por isso, parece ser razoavel utilizar
organismos como bioindicadores, que reagem mais rapidamente do que o homem, frente a
contaminantes ambientais (SALANSKI, 1986; JEFFREY; MADDEN, 1991).

Sua utilizagdo permite a avaliagdo integrada dos efeitos ecoldgicos causados por
multiplas fontes de polui¢do. Além disso, o uso dos bioindicadores ¢ mais eficiente do que as
medidas instantaneas de parametros fisicos e quimicos (p.ex., temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, teores totais e dissolvidos de nutrientes, etc.), que sdo normalmente medidos no
campo e utilizados para avaliar a qualidade das aguas. A Agéncia de Controle Ambiental dos
Estados Unidos (U.S. Environmental Protection Agency — USEPA) e a Diretriz da Unido
Européia (94C 222/06, 10/08/1994), recomendam a utilizagdo de bioindicadores como
complemento as informagdes sobre a qualidade das aguas, pois dentre os bioindicadores ha
grupos de espécies diretamente relacionados a um determinado agente poluidor ou a um fator
natural potencialmente poluente. Além disso, sdo importantes ferramentas para a avaliagdo da
integridade ecoldgica condi¢do de “satde” de um rio, avaliada através da comparagdo da
qualidade da agua e diversidade de organismos entre areas impactadas e areas de referéncia,

ainda naturais e a montante. Os bioindicadores mais utilizados s3o aqueles capazes de
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diferenciar entre fenomenos naturais (p.ex. mudangas de estagdo e ciclos de chuva-seca) e
estresses de origem antropica, relacionados a fontes de polui¢do pontuais ou difusas. Para
utilizar bioindicadores de qualidade de agua ¢ necessario saber quais sdo as comunidades
biologicas que devem ser monitoradas em um ecossistema aquatico, como monitora-las,
analisar estatisticamente e interpretar os dados, e também qual serd o custo do monitoramento
(financeiro, recurso técnico e infra-estrutura).

Os programas de monitoramento de contaminagdo aquatica, de um modo geral, tém se
preocupado com a quantificagdo dos principais tipos de contaminantes presentes na agua, no
sedimento ¢ em alguns organismos de importancia economica. Embora esse ponto de vista
seja importante, essas analises quimicas nao fornecem informacdes dos efeitos toxicos
provocados por estas substancias (SCHLENK, 1999; BENASSI, 2004).

Atualmente os programas de monitoramento de poluicdo ambiental incorporam as
analises fisico-quimicas, testes biologicos que visem diretamente resposta ou efeito de um
poluente sobre os organismos. Estes testes incluem a avaliacdo da toxicidade aguda da agua
utilizando organismos indicadores, a determinagdo da concentragdo de biomoléculas, além da
atividade de enzimas e proteinas transportadoras.

Segundo Walker et al. (1996), os biomarcadores sdo definidos como alteragdes
bioldgicas ao nivel molecular, celular, fisiolégico ou comportamental, que expressam a
exposicdo e os efeitos toxicos dos poluentes presentes no ambiente, apresentando um grande
potencial para uma real compreensao dos efeitos dos poluentes nos componentes bioldgicos.
Por serem freqlientemente os primeiros a sofrer alteragdo, devido a grande suscetibilidade,
boa sensibilidade e relativa especificidade, os biomarcadores sdo considerados recursos uteis
em programas de monitoramento, detectando precocenmente alteracdes ambientais

(STEGEMAN et al., 1992; WILHEM FILHO et al., 2001a).
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Os biomarcadores podem ser classificados como de exposicdo ou de efeito. Um
biomarcador de exposi¢do serd qualquer alteracdo biologica mensuravel que evidencie a
exposicao dos organismos a um poluente. Um exemplo desse tipo de marcador ¢ a atividade
de enzimas antioxidantes. Biomarcadores de efeito serdo aqueles que evidenciem, como o
préprio nome sugere, algum efeito toéxico associado a exposi¢ao do organismo ao poluente,
como por exemplo, a peroxidagdo de lipideos ou dano ao DNA. Enzimas de defesa
antioxidante ¢ de conjugacdo de xenobidticos sdo bons biomarcadores, pois fornecem
informagdes importantes da capacidade de defesa dos organismos, bem como da capacidade

de excrecao dos compostos toxicos (LIVINGSTONE et al., 1990; VIDAL et al., 2002).

4.1.9 Os moluscos como bioindicadores de estresse oxidativo

Moluscos bivalves s3o considerados bons bioindicadores de poluigdo aquatica
associada a produ¢do de EROs, e apresentam, nessas condi¢des, mudancas em suas DAs
(LIVINGSTONE et al., 1990; RODRIGUEZ-ARIZA et al., 1993; VIDAL et al., 2002;
PENA-LLOPIS et al., 2002; TORRES et al., 2002).

Dentre os moluscos bivalves, os mexilhdes apresentam vantagens na utilizagdo em
programas de biomonitoramento porque sdo praticamente cosmopolitas, sendo encontrados
em grande abundancia, sdo sedentarios, refletindo mais fielmente o local de amostragem que
animais que se locomovem, sdo relativamente tolerantes (ndo sendo insensiveis) a diferentes
fatores ambientais como salinidade, disponibilidade de oxigénio, pH, entre outros (DAME,
1996). Sao termoconformistas e apresentam capacidade de bioacumulagdo, ou seja, por serem
filtradores, possibilitam a acumulagdo de contaminantes em seus tecidos em concentragdes
significativamente maiores que as observadas no ambiente e aquatico, sendo a glandula
digestiva o principal local de metabolizagdo e acumulagdo desses xenobioticos (PHILLIPS;

RAINBOW, 1989; TORRES et al., 2001; WILHELM FILHO et al., 2001a). Além disso, por
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serem animais resistentes, tém facilidade de adaptacdo as diferentes condigdes ambientais,
apresentando, portanto, grande habilidade em sobreviver em ambientes poluidos por agentes
toxicos (VIARENGO; CANESI, 1991; DAME, 1996; SHEEHAN; POWER, 1999), além de
apresentarem forte correlagdo entre a concentragdo de poluentes no seu interior e sua
concentragdo no ambiente. Moluscos podem acumular xenobidticos em concentragdes
diretamente proporcionais ao seu desenvolvimento e as encontradas no sedimento adjacente,
sendo a glandula digestiva o local de metabolizagdo e principal acumulagdo desses
xenobiodticos (PHILLIPS & RAINBOW, 1989; TORRES et al., 2001; WILHELM FILHO et
al., 2001a). Esta, adicionada a outras particularidades, como ampla distribuicdo geografica,
habito séssil, resisténcia fisioldgica, sensibilidade face as diferentes oscilagdes de pardmetros
ambientais, tornam estes organismos excelentes bioindicadores (GOLBERG, 1975;

GOSLING, 1992; WILHELM FILHO et al. 2001b).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Areas de estudo

Os locais de estudo e coleta das amostras dos bioindicadores situam-se proximas a trés
regioes estuarinas da Ilha de Santa Catarina. Os sitios referéncia (PC) e sitio PS estao
localizados na Baia Sul da Ilha de Santa Catarina, enquanto que o sitio PN encontra-se na
Baia Norte da Ilha de Santa Catarina. A Baia Norte e Sul sdo descritas como ecossistemas
extremamente dindmicos, totalmente influencidveis pelas correntes de maré, correntes de
deriva, fluxo de entrada de aguas doces. A disposicao longitudinal da Ilha de Santa Catarina,
quase em paralelo ao continente, estabelece no seu centro um aprofundamento, que de certa
maneira atua como canal das correntes que nela ingressam (CERUTTI, 1997).

a) Caracterizagao da Baia Norte conforme atividade antrépica.

As principais fontes de poluicdo em que a Baia Norte recebe basicamente sao
provenientes de efluentes domésticos, uma vez que os planos diretores do municipio de
Florian6polis, como dispde as Leis Municipais n® 1440, de 1976, n® 1851, de 1982 e n°® 2193,
de 1985, em artigos e incisos especificos, proibe a instalacao de industrias de grande porte, ou
industrias nocivas ou perigosas no municipio, permitindo apenas aquelas de pequeno e médio-
porte e que, reconhecidamente, ndo causem danos ambientais (CERUTTI, 1997). Essas
exigéncias foram estabelecidas para preservar as caracteristicas de cidade com vocagdo
excepcionalmente turistica pela presenca de grandes quantidades de praias, lagunas, lagoas e
areas de preservagdo. Logo, os efluentes langados na Baia Norte provém de residéncias,
edificios comerciais, bares e restaurantes, institui¢des publicas ou privadas, e sdo compostos
basicamente da dgua de banho, urina, fezes, restos de alimentos, papel, sabao, detergentes e
aguas de lavagem e cisternas. O sitio PN, ¢ caracterizado por uma estagdo de cultivo de ostras
e mexilhdes localizado no distrito de Ponta do Sambaqui (27°28’S, 48°33°W), ao norte da Ilha

de Santa Catarina, na Enseada do Ratones (conforme descrito na Fig.4). Os dados
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microbiologicos da dgua do mar avaliados pela Fundagao de Amparo a Tecnologia e Meio
Ambiente (FATMA) foram considerados aqueles da regido da Ponta do Sambaqui,
considerando que a institui¢do citada realiza anualmente o monitoramento da quantidade de
coliformes fecais na d4gua do mar nas regides do Sambaqui, e estdo registrados desde 1990. O
sitio (PN) foi escolhido como area de estudo por se encontrar a menos de 1 Km da foz do Rio
Ratones, em que a mesma banha uma area de preservagdo assegurada pelo Instituto de Meio
Ambiente (IBAMA), constituida pela Estacdo Ecoldgica de Carijos. Ao mesmo tempo o rio
recebe despejo de efluentes domésticos da populagdo que habita a regido de Ratones e de
Sambaqui, desaguando na Baia Norte, aonde localiza-se o sitio PN. Conforme as analises
microbioldgicas realizadas entre os periodos de 2003 a 2004, constatou-se que o sitio PN
apresenta-se com uma menor atividade antropica em relacdo ao sitio PS, pois foram
encontrados baixos niveis de coliformes fecais (CF) na dgua do mar na regido da Ponta do
Sambaqui (vide Anexo B), porém os valores foram acima do sitio referéncia.

a) Caracterizagdo da Baia Sul conforme atividade antrdpica.

Ja a Baia Sul recebe efluentes provenientes das regides com maior atividade urbana e
desenvolvimento industrial de maior porte, no caso dos municipios de Sao José e Palhoga, e
de pequeno porte em Biguact. As atividades de servigos mais presentes na regido de Sao José
e Biguacu sdo no ramo dos setores primario e secundario, e constituem indudstria metal-
mecanica, quimica, processamento de racdo para aves, ¢ postos de gasolina. Na regido de
Palhoga, as atividades de médio porte constituem principalmente o setor primario de
agroalimentos e hortifrutigranjeiro. Além disso, os efluentes industriais e domésticos sao
jogados na microbacia do rio Cubatdo do Sul, localizado na regido da Grande Florianopolis,
desaguando na Baia Sul continental que, influenciada pelo regime de correntes maritimas,
acaba levando os poluentes para Baia Sul insular, onde esta localizado o distrito do Ribeirao

da Ilha. O sitio PS é uma esta¢do de malacocultura e encontra-se a menos de 1 Km da foz do
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Rio Ribeirdo, ao sul da Ilha de Santa Catarina, na localidade do Ribeirdo da Ilha (27°42°S,
48°33°W) (vide Fig.4). Além disso, o rio Ribeirdo da Ilha sofre influéncia da bacia do Rio
Tavares, que, de acordo com estudos desenvolvidos por Araujo (1993) uma crescente
urbanizagdo alterou o funcionamento dos manguezais da Tapera ¢ do Rio Tavares, recebendo
aterros, despejos domésticos e residuos. Nas imediagdes do sitio PS soma-se a presenga de
varios tipos de fontes poluidoras tais como residuos alimentares e despejos de restaurantes a
beira-mar, bares, 6leo do motor de barcos, um posto de gasolina, residéncias que nao
apresentam sequer sistema de rede coletora de efluentes ou uma estagdo de tratamento de
esgoto. Nota-se também que a atividade antrdpica na regido do sitio PS ¢ bastante acentuada,
sendo caracterizada uma maior ocupagdo urbana e explora¢do imobiliaria, de acordo com
dados do IBGE (2002), o que confirmam os elevados indices de coliformes fecais (CF)
encontrados em andlises microbiologicas realizadas entre os periodos de 2003 a 2004 (Anexo
A).

O sitio referéncia (PC) esta localizado na Ponta da Tapera, no extremo sul da Baia Sul
(Fig.4), na comunidade da Caieira da Barra do Sul (27°48’S, 48 °33°W), e apresentou menor
indice de coliformes fecais em relagdo aos outros dois (PS e PN) de acordo com as analises
microbioldgicas da agua do mar analisadas pelo Laboratério de Saneamento (CEFET), no
periodo de 14 de abril a 31 de julho de 2003 (Anexo C). A outra caracteristica que fez com
que este sitio fosse classificado como referéncia é sua baixa influéncia antrépica devido a
menor ocupacdo urbana e presenca de residéncias ou atividades exploratdrias, nenhuma
presenga de industria ou atividade poluente nos arredores. Além disso, a Caieira da Barra do
Sul apresenta um forte regime de correntes maritimas, comunicando-se com o Oceano
Atlantico e uma maior circulagdo de agua, fazendo com que ocorra uma maior renovacao da

agua do mar e conseqilentemente um aumento na aeragdo no meio (PRUDENCIO, 2003).
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O mapa (Fig.4) a seguir indica os sitios de coleta dos animais, na Ilha de Santa

Catarina:
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Figura 4: Mapa da Ilha de Santa Catarina mostrando os sitios de coleta de amostras: PN (Sitio Norte) — Ponta do

Sambaqui PS (sitio sul) — Ribeirdo da Ilha e PC (Sitio referéncia) — Caieira da Barra do Sul.

5.2 Material Bioldgico

As espécies de moluscos bivalves estudadas foram a ostra Crassostrea gigas e o
mexilhdo Perna perna, pois ambas apresentam elevada resisténcia e sensibilidade face as
diferentes oscilagcdes de pardmetros ambientais, e a segunda mostrou excelentes respostas de
biomarcadores de estresse oxidativo(WILHELM FILHO et al., 2001b ). Os animais adultos,
independente do sexo, foram coletados em 3 regides de cultivo, sendo que a coletas das ostras
foram realizadas durante as quatro estagdes e as do mexilhdo em 2 estagdes do ano. As coletas

das ostras foram realizadas em outubro de 2003 (primavera), janeiro de 2004 (verdo), maio de
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2004 (outono), e julho de 2004 (inverno). Foram coletados 10 individuos em cada sitio,
perfazendo um perfazendo um total de 40 animais por sitio e 120 considerando a variacao
sazonal. J4 para o mexilhdo as coletas foram realizadas durante duas estacdes, um periodo
quente (novembro de 2003) e um periodo frio (julho de 2004). Em cada sitio igualmente
foram coletados 10 animais adultos, perfazendo um total de 30 individuos por sitio e 60 no
total das andlises. Os periodos referentes as quatro estagdes do ano foram utilizados no

sentido de verificar a influéncia sazonal nos mesmos (WILHELM FILHO et al., 2001b).

Figura 5: Crassostrea gigas (ostra japonesa) e Perna perna (mexilhdo).

5.3 Analises fisico-quimicas
As analises fisico-quimicas da 4gua das areas estudadas foram realizadas segundo normas
estabelecidas por Standard Methods for The Examination of Water na Waste Water, através
dos seguintes parametros fisico-quimicos: pH, temperatura, condutividade, salinidade,
amonia, nitrito, fosforo e sulfeto, (descritas nas tabelas 1 e 2), respectivamente. O pH das
amostras foi medido através de equipamento dotado de sonda polarografica com calibragao
externa em padrdes de pH 4,0 e 7,0, utilizando pHmetro marca Orion, modelo 210A, com
medi¢des em campo e em tempo real.
A andlise de STD (S¢lidos Totais Dissolvidos), Salinidade e Condutividade foi realizada, em

equipamento Condutivimetro com fungdes acopladas para salinidade e STD, marca Orion,
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modelo 115, dotado de sonda polarografica desenvolvido para medigdes em campo;
temperatura da agua foi avaliada por meio de equipamento termopar acoplado em medidor de
oxigénio, marca Orion modelo 835; turbidez das amostras analizado através de equipamento
Turbidimetro, dotato de sistema nefelométrico para medigdes de turbidez, marca Hach,
modelo DR4000U; e, finalmente, o parametro cor, analisado por meio de comparador de cor
Pt/Co marca Elige, modelo Nessler Quanti. As amostras de dgua dos trés sitios foram
coletadas em dois periodos do ano, sendo, que o primeiro foi entre os dias 21 e 27 de julho de
2004 e o segundo periodo, entre os dias 07 a 20 de janeiro de 2005, ¢ analizadas pelo

Laboratério de Avaliagdo Ecotoxicoldgica do Departamento de Bioquimica (CCB/UFSC).

5.4 Preparaciao das amostras

As ostras e os mexilhdes foram transportados ao laboratério e dissecados logo apos a
coleta. Apods a biometria, suas glandulas digestoras foram dissecadas, pesadas e armazenadas
em nitrogénio liquido (-180°). Para a preparagdo de extratos acidos, uma por¢do de
aproximadamente 120 mg foi homogeneizada e precipitada em solucdo de dacido
tricloroacético TCA a 12% (diluicdo 1:4). Para preparacao de homogenatos, uma outra por¢ao
de aproximadamente 100 mg foi homogeneizada com solugdo-tampao fosfato de sédio 20
mM, pH 7,4, contendo 0,1% de Triton X-100 e 150 mM de cloreto de sédio (diluigao 1:19),
sendo constantemente mantida em gelo. Foram empregados cerca de 20s em homogeneizador
tipo “tissue tearor” seguidos de centrifuga¢do a 10000g durante 10 min. Através do uso da
espectrofotometria, o sobrenadante do homogenato foi utilizado para as andlises das
diferentes atividades enzimaticas e de peroxidagdo lipidica (TBARS), bem como o extrato

acido utilizado para as andlises da glutationa reduzida e total (GSH e GT), respectivamente.
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5.5 Analise da amostras
A leitura da atividade dos marcadores do estresse oxidativo e das defesas

antioxidantes foi feita seguindo as seguintes metodologias que serdo descritas a seguir.

5.5.1 Avaliacao da lipoperoxidacao tecidual (TBARS)

O homogenato foi precipitado com acido tricloroacético (TCA) a 12% e agitado
vigorosamente durante cerca de 5s. Em seguida, incubadas em tampao Tris-HCl 60 mM, pH
7,4 (0,1 mM DPTA) e acido tiobarbitarico (TBA) 0,73% durante 60 min a 100°C. Apds, o
material foi resfriado durante 15 min a 5°C e centrifugado (5min a 5000g), e a absorbancia do
croméforo de cor résea foi medida em 535nm, sendo os valores expressos em nmol g . A
avaliagdo da peroxidagdo lipidica enddégena foi realizada em triplicatas, com monofeixe,
através da detec¢do em Asss dos derivados de seus produtos de oxidacdo, através de
substancias que reagem com o acido tiobarbitirico, destacando-se o malondialdeido, ou

MDA, produzindo uma base de Shiff de coloracao rosa (BIRD; DRAPER, 1984).

5.5.2 Analise das defesas antioxidantes ndo enzimaticas
5.5.2.1 GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)
Para avaliar a concentragdo tecidual de tidis ndo protéicos em precipitado acido
(acido tricloroacético 12%, 1:9, p:v), foi empregado o método de Beutler (1963). A adicao de
0,2 ml de acido 2-nitrobenzoico 2,5 mM (DTNB) nas cubetas contendo 1,9 ml de tampao
Tris-HCL 0.2M pH 8,0 ¢ 0,1 ml da amostra, permitia, ap6s cerca de 3 min, a obtengao
maxima de formagdo do anion tiolato (TNB) de cor amarela, feita em duplicatas foi

mensuravel em Ayis.
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5.5.2.2 GLUTATIONA TOTAL (GT)

Para esta analise utilizou-se o método enzimatico de Tietze (1969), onde a taxa de
oxidacdo do NADPH (1,5 mM) usada na reducdo da glutationa oxidada (0,0327 g/50ml)
catalisada pela glutationa redutase (0,3 U/ml), permitiu avaliar indiretamente a concentragao
da glutationa total presente na amostra. As concentragdes obtidas neste ensaio, bem como do

. . . . . -1
ensaio citado acima, foram feitas em duplicatas e expressas em pmol g™.

5.5.3 Defesas antioxidantes enzimaticas:

5.5.3.1 GLUTATIONA REDUTASE (GR)

O método utilizado para a andlise desta atividade foi o de Carlberg e Mannervich
(1985), onde se verifica, em 340 nm, a taxa de oxidacdo do NADPH, devido a reducdo da
glutationa oxidada pela glutationa redutase (5 U/ml) presente na amostra, em um meio de
reacdo contendo tampao fosfato 0,1 M pH 7,0; 8,6 mg de NADPH; glutationa oxidada (30,6
mg/50ml de meio de reagdo) e DPTA (4cido dietilenotriaminopentacético) SmM. O ensaio das
amostras foi realizado em duplicatas e os valores e desta enzima foram expressos em pmol
min g .

5.5.3.2 GLUTATIONA PEROXIDASE (GPx)

Para este ensaio, segundo Flohé e Gunzler (1984), utilizou-se 10 ul de amostra e 10 ul
de ter-butilhidroperoxido (t-BuOOH), colocados em 1 ml de um meio de reagdo composto de
25 ml de tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, 8,6 mg de NADPH, 10 ml de 4cido
dietilenotriaminopentacético (DPTA) 0,005 M pH 7,0, 15 ml de agua destilada, 0,024 g de
glutationa reduzida, e 5 U de glutationa redutase colocada momentos antes do ensaio. Este
ensaio baseia-se na medida do decréscimo de absorbancia (340 nm) do NADPH por 1 min,

promovendo a redugdo da GSSG, catalisada pela GR. A velocidade de oxidagao de NADPH ¢
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proporcional a velocidade de producao de GSH a partir de GSSG, em presenca de t-BuOOH,
catalisada pela GPx. Os ensaios para a atividade da GPx foram realizados em duplicatas, e os

PR R
valores foram expressos em pmol min — g .

5.5.3.3 CATALASE (CAT)

Para andlise da atividade desta enzima foi utilizado o método descrito por Aebi (1984),
que quantifica a velocidade de decomposi¢dao do perdxido de hidrogénio, em 240 nm durante
30 s, em monofeixe, pela enzima presente na amostra. Utilizou-se a solugdo de perdxido de
hidrogénio 10 mM em tampao fosfato 50 mM pH 7,0 preparada no dia da anélise. Todas as

. . O R |
amostras foram analisadas em duplicatas, sendo os valores expressos em mmol min g .

5.5.3.4 GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST)

A atividade da glutationa S-transferase foi medida espectrofotometricamente em 340
nm, em duplo feixe, de acordo com Habig et al. (1976). A amostra adicionada em um meio
contendo 10 ul de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB), 10 ul de glutationa redutase,
0,1 M (GSH) e 970 pl de tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, sendo que na cubeta de referéncia
utilizou-se 980 ul de tampao fosfato 0,1 M pH 7,0. As analises foram feitas em duplicatas e os

PR
valores expressos em umol min ~— g .
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5.6 Analise Estatistica

A analise estatistica dos resultados da comparagdo entre os diferentes sitios, tanto para
a ostra como para o mexilhdo, foi realizada pelo Programa Estatistico Graph-Pad Prism,
utilizando andlise de variancia (ANOVA). Para as andlises de ANOVA com os grupos
sazonais de Perna perna, foi utilizado o pods- teste de Tukey, enquanto que para Crassostrea
gigas, foi empregado o pds-teste de Bonferroni, considerando as quatro estagdes, e que cada
grupo foi representado por um periodo do ano (primavera, verdao, outono ¢ inverno). Para

todos os testes utilizou-se um nivel de significancia minimo de 5% (p<0,05).
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6.1 Analises fisico-quimicas
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A analise da agua dos diversos sitios de coleta presentes (PC = Caieira da Barra do

Sul; PS=Ribeirdao da Ilha ¢ PN=Ponta do Sambaqui) das amostras de Crassostrea gigas ¢

Perna perna, constituiu-se da determinagdo de seus principais parametros fisicos (pH,

temperatura, condutividade, salinidade) e quimicos (amonia, nitrito, fosforo e sulfeto), e estdo

descritas nas tabelas 1, 2, 3 e 4, respectivamente.

Tabela 1: Propriedades fisicas da agua dos sitios amostrados em uma tinica coleta no inverno (27 a 28 de julho)

de 2004 nos sitios de cultivo de ostras e mexilhdes da Ilha de Santa Catarina.

PARAMETRO PC PS PN
FiSICO
(referéncia) (sul) (norte)
Condutividade (mS cm™) 35,0 49.0 31,2
pH 6,8 6,7 6,1
Temperatura (°C) 18,0 17,0 18,0
Salinidade (%) 35,0 36,0 36,0

Tabela 2: Propriedades fisicas da agua dos sitios amostrados em uma tUnica coleta no verdo (07 a 20 de janeiro)

de 2005 nos sitios de cultivo de ostras e mexilhoes da Ilha de Santa Catarina.

PARAMETRO PC PS PN
FiSICO
(referéncia) (sul) (norte)
Condutividade (mS cm™) 32,0 48,0 29,2
pH 6,6 6,7 6,1
Temperatura (°C) 27,0 26,3 293
Salinidade (%) 35,0 36,0 34,0
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Tabela 3: Propriedades quimicas da dgua dos sitios amostrados em uma Unica coleta no inverno (27 a 28 de

julho) nas regides de cultivo de ostras e mexilhdes da Ilha de Santa Catarina.

PARAMETRO PC PS PN (*)
QUIMICO

(referéncia) (sul) (norte)

0,12 0.18 0.09 0,002

Sulfeto (mg L™)

0,10 0,13 0,12 0,40
Ambnia (mg L)

0,002 0,02 0,001 1,0
Nitrito (mg L")

0,26 ND ND 0,26

Fésforo (mg L™)

(*) indica valores maximos tolerados segundo CONAMA (1986) para a 4gua do mar, classe 5 (Aguas salinas).
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Tabela 4: Propriedades quimicas da agua dos sitios amostrados em uma unica coleta no verdo (07 a 20 de

janeiro) de 2005 nas regides de cultivo de ostras e mexilhdes da Ilha de Santa Catarina.

PARAMETRO PC PS PN (*)
QUIMICO

(referéncia)  (sul) (norte)

0,12 0.18 0.09 0,002

Sulfeto (mg L™)

0,11 0,14 0,09 0,40
Ambnia (mg L)

0,009 0,01 0,04 1,0
Nitrito (mg L")

0,26 0,56 0,26 0,26

Fésforo (mg L™)

(*) indica valores maximos tolerados segundo CONAMA (1986) para a 4gua do mar, classe 5 (Aguas salinas).

De acordo com os critérios do modelo de classificacao de Strahler, o clima da Ilha de
Santa Catarina ¢ do subtipo subtropical umido, inserido na regido de clima temperado de
categoria subquente, com temperatura média oscilando entre 18 ¢ 15°C no inverno e entre 26
e 24° C no verdo, com temperatura média anual de 20,4°C (NIMER, 1989). O valor médio da
temperatura para todas dguas amostradas durante o periodo de julho de 2004,(Tabela 1)
encontrou-se na faixa de 17,6°C, indicando que nao houve grande altera¢do neste parametro
nos trés sitios amostrados. Observou-se que para todos outros parametros fisicos acima
(Tabela 1) analisados para os trés sitios amostrados, também estiveram de acordo com os
permitidos pelos padrdes estabelecidos pelo CONAMA (1986) e APHA (1992) , para fins

comparativos. Houve uma exce¢ao apenas, uma vez que o dado obtido para a condutividade
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da 4gua do mar no sitio localizado no sul da ilha (PS = 49,0 mS cm™) apresentou-se bem
mais elevado em comparagdo ao sitio referéncia (PC = 35,0 mScm™).

Com relacdo aos parametros quimicos, observa-se pela tabela 3, que os indices de
sulfetos foram muito maiores para as amostras de agua dos trés sitios (PC = 0,12 mg L™,
PS=0,18 mg L' ¢ PN = 0,09 mg L"), valores cerca de duas ordens de grandeza maiores
quando comparados com o teor maximo dado pela tabela 3. Todas as aguas amostradas
apresentaram em média, valor de amonia total (0,12 mg L™), cerca de quatro vezes menores
que o maximo (0,4 mg L") estabelecido pelo CONAMA (Tab. 3), (1986). No entanto, nio
houve diferenga significativa entre os sitios amostrados. Os resultados encontrados para os
ions nitrito apresentaram valores, em média cerca de treze vezes menores que 0 maximo
tolerado (0,1 mg L™ determinado pela APHA (1992), sendo que a 4gua amostrada no sitio PS
apresentou valor de NO;" cerca de trés vezes maior que o valor médio em todos os sitios. O
teor de fosforo foi detectado apenas no sitio referéncia no inverno de 2004, ¢ ao contrario,
foram encontrados nos sitios amostrados no verdo de 2005 elevados indices de fosforo,
principalmente no sitio sul (PS = 0,56 mg.L™), representando um valor acima em relagio aos

padroes do CONAMA (Tab. 3), (1986).

6.2 Analises Microbioldgicas
Para melhor caracterizar os sitios com maior agdo antropica fez-se uso dos parametros
microbiologicos fornecidos pela FATMA (2004) e CEFET (TIRELLI, 2004), (Anexos A, B e
O).

As bactérias do grupo coliforme s3o consideradas os principais indicadores de
contaminagdo fecal. O uso da bactéria coliforme fecal para indicar polui¢do sanitaria mostra-
se mais significativo que o uso da bactéria coliforme total, porque as bactérias fecais estdo

restritas ao trato intestinal de animais endotermos. A determinagdo da concentragdo dos
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coliformes assume importancia como parametro indicador da possibilidade da existéncia de
microorganismos patogénicos, responsaveis pela transmissdo de doengas de veiculacio
hidrica, tais como febre tifoide, febre paratiféide, desinteria bacilar e colera (JUNKES, 2003;
TIRELLI, 2004).

A qualificacdo dos sitios estudados no presente trabalho das amostras de agua seguiu
os padroes microbioldgicos estabelecidos pela Legislacio Federal Brasileira, e estiveram
dentro dos limites estabelecidos pela Resolugdo CONAMA (1986). . Segundo esta resolugao
(n® 20/1986), o uso de criacdo natural e/ou intensiva de espécies destinadas a alimentacao
humana e que serdo ingeridas cruas, ndo devera ser excedida uma concentragdo média de 14
coliformes fecais por 100 mililitros de 4gua do mar, em pelo menos 70% das amostras, além
da isengdo total de matérias graxas e contaminantes quimicos. No caso de ndo haver, na
regido, meios disponiveis para o exame, numero de coliformes totais por 100 mililitros ndo
deverd exceder em 80% ou mais de pelo menos 5 amostras mensais colhidas em qualquer
més, do permitido pela Resolugdo 274/2000 do CONAMA (800 NMP/100mL para
Escherichia coli).

Verificando os resultados para os pardmetros microbioldgicos para os trés sitios, foi
observado que o sitio localizado no sul da Ilha (PS= Ribeirdo da Ilha) apresentou os maiores
indices de coliformes fecais (CF) e totais (CT), indicando uma maior a¢ao antropica. Esses
dados (Anexo A-C) confirmam outros estudos realizados em sitios de ostreicultura (SILVA,
2000; TIRELLI, 2004). Naqueles contaminantes, em cinco sitios de ostreicultura localizados
na Baia Sul, constatou-se que o sitio PS apresentou indices de coliformes mais elevados

(TIRELLI, 2004), em relagdo ao mesmo sitio referéncia considerado no presente estudo.
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6.3 Analise comparativa dos biomarcadores de estresse oxidativo em Crassostrea gigas
nos distintos sitios.
6.3.1 Analise da Lipoperoxidac¢ido Tecidual (TBARS)

As figuras Fig. 6.1-A, B, C e D, exibem os resultados para os niveis de TBARS na
glandula digestiva da ostra dos dois sitios experimentais em relagcdo ao sitio referéncia, de
acordo com a agdo antropica na primavera de 2003, verdo, outono e inverno de 2004. Em
relagdo ao sitio referéncia (PC = 376,00 + 22,81 nmolg™) constataram-se niveis mais elevados
(p<0,05) de TBARS no sitio PS (493,73 + 26,88 nmolg™ de TBARS) (Fig. 6.1-A). Por outro
lado, comparativamente aos animais coletados no mesmo periodo do ano no sitio localizado
no norte da Ilha de Santa Catarina (PN = 356,51 + 24,12 nmolg'de TBARS) nio houve
diferenca significativa (p>0,05) em relacdo ao sitio referéncia. Para o periodo do verdo, (Fig.
6.1-B) niveis de TBARS mais elevados (cerca de 2 vezes) foram encontrados em ambos os
sitios (PS = 388,30 + 7,15 nmolg” e PN = 459,95 + 19,95 nmolg™) em relagdo ao sitio
referéncia (PC = 225,48 + 17,02 nmolg” de TBARS). Para o periodo de outono, obteve-se
perfil semelhante ao encontrado em animais coletados no verdo, sendo o valor médio dos
niveis de TBARS significativamente superior apenas no sitio sul (PS = 1006,52 + 27,00
nmolg™) em relagio a referéncia (PC = 803,41 + 23,40 nmolg™), enquanto que para o sitio
norte (PN = 835,02 + 21,19 nmolg™) ndo houve diferenca significativa (Fig.6.1-C). J4 para o
periodo de inverno, (Figura 6.1-D) o resultado para o dano oxidativo na glandula digestiva da
ostra seguiu perfil semelhante ao encontrado na primavera/2003 e outono/2004, apesar dos
niveis de TBARS estarem aumentados, tanto no sul (PS = 613,53 + 32,17 nmolg'l) CcOmo no
norte (PN = 521,88 + 36,27 nmolg'l), em relacao ao sitio referéncia (PC = 409,73 + 26,68
nmolg™). Notou-se também que houve varia¢io sazonal dos valores de TBARS no local do

sitio referéncia entre primavera (PC = 376,00 + 22,81 nmolg'l), verao (PC = 225,48 + 17,02
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nmolg™), outono (803,41 + 23,40 nmolg™) e inverno (PC = 409,73 + 26,68 nmolg™), os quais

sdo mostrados na se¢do 6.6.1 (figura 6-8).
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Figuras. 6.1-A e B: Niveis de TBARS na glandula digestiva de Crassostrea gigas (n=10) coletadas em trés sitios
da Ilha de Santa Catarina durante a primavera de 2003 e verdao de 2004. Os valores foram expressos pela média £

erro padrdo. O simbolo *** indica diferenca estatistica significativa (p<0,01) em relacdo ao sitio referéncia.
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Figuras 6.1-C e D: Niveis de TBARS na glandula digestiva de Crassostrea gigas (n=10) coletadas em trés sitios
da Ilha de Santa Catarina durante o outono e inverno de 2004. Os valores foram expressos pela média * erro

padriio. Os simbolos *** ** e * indicam diferencas estatisticas significativas (p<0,001, p<0,01 e p<0,05) em

relacdo ao sitio referéncia.
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6.4 Analise dos Antioxidantes nio Enzimaticos

6.4.1 Glutationa reduzida (GSH)

Os resultados dos niveis de tiois totais do tripetideo glutationa reduzida (GSH) na
glandula digestiva da ostra nos dois sitios experimentais (PS e PN) em relagdo ao sitio
referéncia PC sdo dados pelas figuras 6.2-A, B, C e D para as quatro estacdes. Sendo que a
figura 6.2-A mostra o resultado para os niveis de GSH na glandula digestiva da ostra coletada
na primavera de 2003. Observa-se que os niveis de tidis totais foram cerca de 2 vezes maior
(p<0,05) no sitio localizado no norte da Ilha de Santa Catarina (PN = 1,26 £ 0,13 pmol g de
GSH) em relagdo ao sitio referéncia (PC = 0,60 + 0,08 umolg”’ de GSH), enquanto que as
concentragdes de GSH do sitio sul (PS = 0,78 % 0,08 umolg”' de GSH) ndo apresentaram
diferencas significativas em relagao ao sitio referéncia. A figura 6.2-B exibe os niveis de GSH
na glandula digestiva da ostra, coletada no periodo de verdo de 2004. Pode-se notar que os
valores para GSH foram significativamente menores no sitio norte (PN = 0,92 + 0,15 pmol g
de GSH), enquanto que no sitio sul (PS = 1,15 + 0,07 umolg" de GSH), nio houve diferenca
estatistica em relagdo ao sitio referéncia (PC = 1,35 + 0,08 umol g de GSH). Na figura 6.2-C
verifica-se que os niveis de GSH encontrados na glandula digestiva da ostra coletada no
outono nio apresentaram diferencas significativas em PN ( 0,92 + 0,15 pmolg™ de GSH), e
em PS (1,35 + 0,19umolg” de GSH) em relagio ao sitio referéncia (1,16 £ 0,10 umolg™). ddo
perfil dos niveis de tiois GSH na glandula digestiva da ostra coletada no periodo de inverno
(Figura 6.2-D) foi semelhante ao apresentado no verdo, e onde tanto o sitio norte (PN = 0,39 +
0,06 pmolg™ de GSH) como o sitio sul (PS = 0,65 + 0,08 umolg™ de GSH), revelaram valores

menores em relagdo ao sitio referéncia (PC = 0,96 = 0,11 umolg™ de GSH).
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Figuras 6.2-A ¢ B. Niveis de GSH em glandula digestiva de Crassostrea gigas em trés (03) sitios da Ilha de
Santa Catarina durante a primavera de 2003 e verdao de 2004. Os valores foram expressos pela média * erro

padrao com (n=10). Os simbolos *** ** e * indicam diferengas estatisticas significativas (p<0,001, p<0,01 e

p<0,05) em relagdo ao sitio referéncia.
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Figuras 6.2-C e D: Niveis de GSH em glandula digestiva de Crassostrea gigas em trés (03) sitios da Ilha de
Santa Catarina durante outono e inverno de 2004. Os valores foram expressos pela média * erro padrdo com

(n=10). Os simbolos ** e * indicam diferenga estatistica significativa (p<0,01 e p<0,05) em relacdo ao sitio

referéncia.

E possivel notar uma varia¢do sazonal no sitio referéncia, onde as concentragdes de
GSH na glandula digestiva da ostra mostrou aumentos, notadamente durante o verdo e outono

relativamente as amostras coletadas durante a primavera.
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6.4.2 Glutationa Total (GT)

As concentragdes de glutationa total na glandula digestiva da ostra (Figura 6.3-A)
coletada na primavera foram estatisticamente superiores (p<0,05) no sitio em PN = 1,08 +
0,06 pmolg” de GT) em relagdo ao sitio referéncia (PC = 0,72 + 0,09 pumolg” de GT).
Enquanto que os valores nos animais coletados no mesmo periodo do ano no sitio localizado
no sul (PS = 0,59 + 0,05 umolg™ de GT) ndo apresentaram diferencas significativas (p<0,05)
em relagdo ao sitio referéncia. Durante o verdo, os valores encontrados para os niveis de GT
foram estatisticamente menores em ambos sitios experimentais (PN =1,15 + 0,19 umolg™” de
GT e PS =1,86 + 0,17 pmolg" de GT) em relagdo ao sitio referéncia (PC = 2,76 + 0,14 umolg™
de GT). Durante o outono (Figura 6.3-C) houve diferencas estatisticas entre PS (0,84 + 0,14
umolg'de GT) e PC (1,46 + 0,15 umolg™ de GT). Porém, o sitio PN (1,02 + 0,18 umolg™ de
GT) no outono ndo apresentou diferencas significativas (p>0,05), em relacdo a referéncia.,
Pode-se igualmente notar no sitio PC niveis mais elevados de GT durante o verdo e outono
em relacdo a primavera, repetindo o perfil encontrado no verdo. As concentragdes de
glutationa total (Figura 6.3-D) em ostras coletadas no periodo do inverno foram maiores no
sitio norte (PN = 0,65 + 0,09 umolg™ de GT) em relagdo a referéncia ( 0,27 £ 0,03 umolg™ de
GT), enquanto que o sitio que se localiza ao sul da Ilha de Santa Catarina (PS = Ribeirdo da
Ilha, 0,51 + 0,07 umolg"' de GT) ) apresentou diferenca significativa em relagdo ao sitio

referéncia.



52

Verao/2004

3079 Primavera/2004 A 3.0- - B
—~ 257 2.5
IU) Y *
5 20 © 20- —_
€ g "
3 1.5+ g_ 1.5
N e _l_
5 1.0 T _—

__ \ ©
0.5 0.54
0.0 0.0
PC PS PN PC PS PN

Fig. 6.3-A e B. Niveis de glutationa total (GT) na glandula digestiva de Crassostrea gigas coletadas em trés (03)
sitios da Ilha de Santa Catarina durante a primavera de 2003 e verdo de 2004. Os valores foram expressos pela

média + erro padrdo com (n=10). Os simbolos ** e *** indicam diferencas estatisticas significativas (p<0,01 e

p<0,001) em relacdo a referéncia.
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Fig. 6.3-C e D: Niveis de glutationa total (GT) na glandula digestiva de Crassostrea gigas coletadas em trés (03)
sitios da Ilha de Santa Catarina durante outono e inverno de 2004. Os valores foram expressos pela média + erro

padrao com (n=10). O simbolo ** indica diferengas estatisticas significativas (p<0,01) em relagdo a referéncia.
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6.5 Analise dos Antioxidantes Enzimaticos

6.5.1 Atividade da Glutationa Redutase (GR)

A atividade da GR presente na glandula digestiva de ostras coletadas na primavera de 2003
nos dois sitios experimentais (PS = 0,39 £ 0,09 ¢ PN = 0,45 + 0,06 pmol min"'g") nio foi
distinta (p>0,05) daquela obtida no sitio referéncia (PC = 0,40 + 0,08 umol min"'g"), como
mostra a figura 6.4-A. Da mesma forma no verdo (figura 6.4-B), a atividade da GR para o
sitio localizado no sul (PS= 0,14 + 0,04 pmol min'g™") e no norte (PN = 0,31 + 0,05 pumol
min"'g") ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) em relagdo & referéncia (PC = 0,25 +
0,02 pmol min'g™).

Durante a coleta de outono (figura 6.4-C) a atividade enzimatica da GR neste periodo
do outono nos sitios PS (0,57 + 0,06 umol min™'g™") e PN (0,42 + 0,03 pmol min"'g™") ndo foi
significantemente diferente em relagio ao sitio referéncia (PC = 0,42 + 0,03 pmol min™.g™).
Por outro lado, para as amostras coletadas durante o inverno (figura 6.4-D) a atividade da GR
para o sitio PS (0,57 + 0,04 pmol min™'g™) foi significativamente maior (cerca de 2 vezes) em
relagdo ao sitio referéncia (PC = 0,17 + 0,01 pmol min"'g™), enquanto que para o sitio PN
(0,18 + 0,03 pmol min'g™") ndo houve diferenca significativa em relacio ao sitio referéncia.

No sitio referéncia, novamente durante o inverno exibiu-se valores menores da
atividade da GR na glandula digestiva de ostras, comparativamente aos animais coletados nos

outros periodos do ano, independentemente da contribui¢ao dos contaminantes.
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Figuras 6.4-A e B. A atividade enzimatica da glutationa redutase na glandula digestiva de Crassostrea

gigas, durante a primavera/ 2003 e verao/2004.
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Figuras 6.4-C e D. A atividade enzimatica da glutationa redutase na glandula digestiva de Crassostrea
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referéncia.



55

6.5.2 Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da GPx na glandula digestiva de ostras coletadas na primavera de 2003
(figura 6.5-A) para o sitio sul PS (0,37 + 0,08 pumol min’'g™") e norte PN (0,30 + 0,11
pmolmin'g™! ) em relagdo ao sitio referéncia (PC = 0,46 + 0,18 pumol.min™.g") ndo mostrou
diferengas significativas entre eles (p>0,05). Do mesmo modo os valores para a atividade de
GPx (figura 6.5-B) em PS (0,23 + 0,07 pmol min"'g™" ) ¢ para o sitio no norte (PN.= 0,28 +
0,07 pmol.min™.g" ) ndo apresentaram-se estatisticamente diferentes (p>0,05) em relagdo ao
sitio referéncia (PC = 0,36 + 0,10 umol min"'g™"). Por outro lado, a atividade da glutationa
peroxidase (figura 6.5-C) em ostras no periodo do outono de 2004 mostrou valores elevados
para ambos os sitios amostrados PS (2,49 + 0,16 pmol min"'g™) e PN (1,34 + 0,20 umolmin
'g™") em relagdo ao sitio referéncia (0,64 + 0,11 umol min"'g"). A glandula digestiva da ostra
durante o inverno também mostrou o sitio localizado no sul (PS = 0,25 + 0,05 pmol min"'g™)
com atividade superior de GPx (figura 6.5-D) em relacdo ao sitio referéncia (PC =0,09 + 0,02
pmol min"'g™), enquanto que para o sitio norte (PN = 0,080 + 0,02 pmolmin™'g™" ) nio houve
diferenca significativa em relagdo ao sitio referéncia.

Os niveis da atividade da GPx dos animais coletados no sitio referéncia ndo mostraram
diferengas sazonais, exce¢do das amostras coletadas durante o inverno, repetindo o padrao

encontrado nos outros parametros examinados (GSH, GT e GR).
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Figs. 6.5-A, B, C e D: Atividade da glutationa peroxidase GPx na glandula digestiva de Crassostrea gigas em
trés sitios durante a primavera/ 2003, verdo, outono e inverno/2004. Os valores foram expressos pela média +

erro padrdo com (n =10). Os simbolos *, ** ¢ *** indicam, respectivamente p<0,05, p<0,01 e¢ p<0,001, em

relacdo ao PC (sitio referéncia).
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6.5.3 Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da catalase na glandula digestiva da ostra durante a primavera de 2003
(Fig.6.6-A) nos sitios experimentais (PS= 0,37 + 0,08 mmol min"'g") ¢ (PN = 0,30 + 0,11
mmol min'g™") ndo mostrou diferencas significativas em relagdo ao sitio referéncia (PC =
0,46 £ 0,18 mmol min"'g™). J4 para o verdo, a atividade da catalase (Fig. 6.6-B) no sitio sul
(PS = 1,39 + 0,13 mmol min"'g") foi significativamente superior ao sitio referéncia (PC =
0,42 £ 0,02 mmol min"'g™). Por outro lado, o sitio norte nio apresentou diferenca estatistica
na atividade da catalase (PN = 0,48 + 0,05 mmol min"'g™"). No outono, a atividade da catalase
(Fig. 6.6-C) apresentou o mesmo perfil daquela das ostras coletadas no verdo, uma vez que PS
(0,96 + 0,14 pmolmin'g™") se manteve aumentado (cerca de quatro vezes mais) em relagdo ao
sitio referéncia (PC = 0,23 + 0,02 umolmin™'g™"). Em contrapartida, o sitio norte (PN= 0,43 +
0,03 pumolmin'g™) ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao sitio referéncia.
Novamente no inverno esse comportamento foi semelhante aos periodos de verdo e outono,
pois, a atividade da CAT detectada na glandula digestiva das ostras no sitio sul (PS = 0,61 +
0,13 umolmin'g") também se manteve maior em relagdo ao sitio referéncia (PC = 0,16 +
0,04 umolmin'g™") e PN (0,18 + 0,03 mmol min"'g™") no apresentou diferenca estatistica em
relagdo ao PC, como estd indicada na figura 6.6-D.

Repetindo uma tendéncia verficada nos parametros anteriores, também a catalase
apresentou menores atividades nas coletas de inverno no sitio referéncia, comparativamente
aos demais periodos do ano. O perfil das atividades da CAT e GPx mostrou muita semelhanca

durante os diferentes periodos do ano.
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Figura 6.6-A e B: Atividade da catalase (CAT) na glandula digestiva de Crassostrea gigas durante a primavera/

2003 e verdo/2004. Os valores foram expressos pela média * erro padrdo com (n=10). O simbolo *** indica

p<0,001, em relacdo ao sitio referéncia (PC).
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Figura 6.6-C e D: Atividade da catalase (CAT) na glandula digestiva de Crassostrea gigas durante o outono e

inverno/2004. Os valores foram expressos pela média * erro padrio com (n=10). Os simbolos ** ¢ *** indicam

diferencas estatisticas (p<0,01 e p<0,001) em relagdo ao sitio referéncia (PC).
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6.5.4 Atividade da Glutationa S-transferase (GST)

Na primavera a maior atividade enzimatica (Fig.6.7-A) foi encontrada em PN (3,27 +
0,45 umol min"'g™") em relacdo ao sitio referéncia (PC = 1,23 + 0,16 umol min"'g™), enquanto
que o sitio sul (PS = 1,30 + 0,20 umol min"'g") ndo apresentou diferenga estatistica. Para o
verdo, (Fig. 6.7-B) o valor para a atividade da glutationa S-transferase no sitio localizado no
sul (PS = 1,90 + 0,15 umol min'g") foi significantemente maior em relacdo ao sitio
referéncia (PC = 1,07 + 0,14 pmol min"'g™"), 0 mesmo acontecendo para o sitio localizado no
norte (PN = 1,59 + 0,06 umol min"'g™") em relagio ao sitio referéncia. No outono a GST (Fig.
6.7-C) na glandula digestiva da ostra em PS (0,61 + 0,04 pmol min"'g") e PN (0,42 + 0,03
pmol min”'g") novamente apresentou atividades mais elevadas comparativamente ao sitio
referéncia (PC = 0,16 + 0,02 umol min"'g™). Igualmente no inverno, o perfil da GST dos
mexilhdes coletados no sitio PS foi semelhante ao do outono, uma vez que PS (0,31 + 0,08
pmol min™'g™) foi superior em relagdo ao sitio referéncia (PC = 0,18 + 0,05 pmol min™'g™),
enquanto que o PN (0,21 + 0,06 pmol min'g") nio apresentou diferenca significativa.

Durante a primavera e o outono as atividades da GST nas ostras coletadas no sitio referéncia

foram muito menores daqueles verificadas durante a primavera e o verao.
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Figs. 6.7-A e B: Atividade da glutationa S-transferase (GST) na glandula digestiva de Crassostrea gigas durante

a primavera/ 2003 e verdo/2004. Os valores foram expressos pela média * erro padrao com (n=10), sendo que os

simbolos * e *** indicam, respectivamente p<0,05 ¢ p<0, 001, em relacdo ao sitio referéncia (PC).
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Figs. 6.7-C e D: Atividade da glutationa S-transferase (GST) na glandula digestiva de Crassostrea gigas durante

o outono e inverno/2004. Os valores foram expressos pela média *+ erro padrao com (n=10), sendo que os

simbolos * e *** indicam, respectivamente p<0,05 e p<0,001, em relacdo ao sitio referéncia (PC).
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6.6 Analise do efeito da sazonalidade sobre os biomarcadores de estresse oxidativo nos

diferentes sitios de coleta em Crassostrea gigas.

No sentido de melhor visualizar a analise da contribui¢do sazonal, independente da
analise comparativa das diferencas obtidas entre os diferentes sitios, os valores dos
biomarcadores de estresse oxidativo foram agrupados em seqiiéncia temporal, contemplando

as amostras obtidas nas quatro estagdes do ano, conforme os graficos a seguir.

6.6.1 Dano por lipoperoroxidacao tecidual (TBARS)
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Fig. 6-8. Niveis de TBARS (nmol g™') encontrados na glandula digestiva de Crassostrea gigas (n=10). (a) indica
diferencas significativas (p<0,001) comparando-se outono e inverno com a primavera e (b) denota diferencas
significativas (p<0,001) comparando-se outono e inverno com o verdo. Todos os valores forma expressos como

média + erro padréo através de ANOVA, complementada pelo teste de Bonferroni.

Pela fig. 6-8 pode-se notar que houve uma elevag¢do do nivel de lipoperoxidagdo na
glandula digestiva de ostras coletadas no periodo de outono ( média dos trés sitios = 881,33 +
23,8 nmol g) e inverno (média dos trés sitios = 514,33 + 26,3 nmol g") em relagio a

periodos mais quentes do ano; primavera (média dos trés sitios = 408,74 + 24,5 nmol g') e
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verdo (média dos trés sitios = 357,91 + 14,8 nmol g), destacando que a diferenca entre os
valores dos niveis de TBARS obtidos em ambos os sitios PS para animais amostrados durante
o outono foi cerca de duas vezes maior em relacdo ao periodo quente do ano. No sitio

referéncia também houve um aumento nos niveis de TBARS durante o outono.

6.6.2 Glutationa reduzida (GSH)
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Fig.6-9. Niveis de glutationa reduzida (GSH) encontrados na glandula digestiva de Crassostrea gigas (n=10).
(a) indica diferengas significativas (p<0,05) comparando-se outono e inverno com a primavera. (b) indica
diferengas significativas (p<0,05) comparando-se outono e inverno com o verdo. Todos os valores foram

expressos como média + erro padrao através de ANOVA, complementada pelo teste de Bonferroni.

Para a quantidade de glutationa reduzida encontrada da glandula digestiva de
Crassostrea gigas nao houve diferenca significativa entre os periodos frios do ano em relacdo
aos periodos quentes (Fig. 6-9).

Apesar disso, as concentragdes de GSH da glandula digestiva das ostras coletadas no
sitio PS durante o outono (média dos trés sitios = 1,35 + 0,18 pmolg™) foram superiores

(cerca de duas vezes maiores) comparativamente aquelas no periodo da primavera (média dos
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trés sitios = 0,78 + 0,08 pmolg™) no mesmo sitio experimental. Houve porém menores

contetdos de GSH durante a primavera, comparativamente aos demais periodos do ano.

6.6.3 Glutationa total (GT)
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Fig. 6-10. Niveis de glutationa total (GT) encontrados na glandula digestiva de Crassostrea gigas (n=10). (a)
indica diferengas significativas (p<0,05) comparando-se outono e inverno com a primavera. (b) indica diferengas
significativas (p<0,05) comparando-se outono e inverno com o verdo. Todos os valores foram expressos como

média + erro padrdo através de ANOVA, complementada pelo teste de Bonferroni.

Os resultados apresentados acima (Fig. 6.10) para as concentragdes de GT na glandula
digestiva em Crassostrea gigas coletada no sitio PS apresentou-se significativamente superior
durante o outono (média dos trés sitios = 1,35 + 0,18 pmol g") e inverno (média dos trés
sitios = 1,86 + 0,07 pmol g"), quando comparados com os animais coletados durante o
periodo da primavera (média dos trés sitios = 0,59 + 0,05 pmolg™) e verdo (média dos trés
sitios = 1,15 + 0,18 pmol g"), sendo que foi significativamente maior no sitio PS (cerca de
duas vezes mais). Por outro lado, notou-se que o sitio PN exibiu valores de GT no inverno
significativamente menores (0,51 + 0,07 pmolg™) em relagdo aos periodos quentes do ano;

primavera (1,08 £ 0,06 pmolg™) e verdo (0,92 + 0,18 pmolg™). O perfil sazonal da GT
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encontrado foi muito semelhante ao da GSH, tanto no sitio referéncia como nos sitios

experimentais.

6.6.4 Glutationa S-transferase (GST)
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Fig. 6-11. Niveis da atividade especifica da glutationa S-transferase (GST) encontrados na glandula
digestiva em Crassostrea gigas (n=10). (a) indica diferengas significativas (p<0,05) comparando-se outono e
inverno com a primavera e (b) representa diferencas significativas (p<0,01) comparando-se outono e inverno
com o verdo. Todos os valores foram expressos como média + erro padrdo para as amostra através de ANOVA,

complementada pelo teste de Bonferroni.

A atividade enzimatica de GST, o qual esta indicada na fig. 6.11, de animais coletados
durante o outono e inverno no sitio sul (PS = 1,34 £ 0,9 umol rnin'lg'l) foi estatisticamente
menor, comparativamente aos valores encontrados nas ostras coletadas nos periodos quentes
(PS =3,42+ 0,5 ymol min™ g'). Da mesma forma para PN, também os valores da atividade
da GST foram inferiores nos periodos frios (0,65 + 0,10 umol min™ g) em relagio as valores
encontrados nos animais coletados durante a primavera e verdo (4,83 + 0,38 pmol min™ g).

As atividades da GST nas ostras coletadas no sitio referéncia foram menores durante

0s meses mais quentes, comparativamente aos meses mais frios.
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6.6.5 Glutationa redutase (GR)
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Fig. 6-12. Niveis da atividade da glutationa redutase (GR) encontrados na glandula digestiva de Crassostrea
gigas (n=10). (a) indica diferencas significativas (p<0,05) comparando-se outono e inverno com a primavera. (b)
representa diferengas significativas (p<0,01) comparando-se outono e inverno com o verdo. Todos os valores

foram expressos como média + erro padrao através de ANOVA, complementada pelo teste de Bonferroni.

Verificou-se que os valores para a atividade da glutationa redutase na fig. 6.12
encontrou-se bastante elevada no sitio PS durante a coleta feita no inverno(1,86 £ 0,5umol
min" g"') em relagdo a atividade da mesma medida na glandula digestiva de Crassostrea
gigas medida nos periodos quentes (0,54 + 0,13 umol min" g™). Para o sitio PN ndo foi
constatada diferenca significativa na atividade da GR entre os periodos de meses quentes e
frios.

Nao houve maiores oscilagdes sazonais da atividade da GR nos animais coletados no

sitio referéncia.
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6.6.6 Glutationa peroxidase (GPx)
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Fig. 6-13. Niveis da atividade especifica da glutationa peroxidase (GPx) encontrados na glandula digestiva de
Crassostrea gigas (n=10). (a) indica diferencas significativas (p<0,05) comparando-se outono e inverno com a
primavera. (b) representa diferencas significativas (p<0,01) comparando-se outono e inverno com o verdo.Todos
os valores foram expressos como média + erro padrdo para as amostras através de ANOVA, complementada

pelo teste de Bonferroni.

Os valores para a atividade da glutationa peroxidase (Fig. 6.13) apresentaram-se
maiores durante o periodo de outono, tanto para os sitios PS, como para o PN (3,83 £+ 0,36
umol min™ g"') em relagdo & primavera de 2003 (0,77 + 0,19 pmol min™ g). Para o periodo
de inverno (0,32 + 0,07 umol min™' g") verificou-se que os niveis apresentaram diferencas
significativas apenas para o sitio norte da Ilha (PN = 0,087 + 0,02 pmol min™' g ) em relagéo
ao verao, mas nao durante a primavera. Com rela¢ao a sazonalidade do sitio PC , ndo houve
diferencas significativas entre as médias dos periodos quentes e frios, apesar do acentuado
aumento dos sitios experimentais (PN e PS). Novamente, os niveis da atividade da GPx
durante o inverno foram menores em ostras coletadas durante o inverno no sitio referéncia,

comparativamente aos demais periodos do ano.
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6.6.7 Catalase (CAT)
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Fig. 6-14. Niveis da atividade da CAT (mmol min" g™') encontrados na glandula digestiva de Crassostrea gigas
(n=10). (a) indica diferencas significativas (p<0,05) comparando-se outono e inverno com a primavera. (b)
representa diferencas significativas (p<0,01) comparando-se outono e inverno com o verdo. Todos os valores

foram expressos como média + erro padrdo através de ANOVA, complementada pelo teste de Bonferroni.

Os resultados (Fig.6.14) mostraram que houve alteragdo significativa para a atividade
da catalase na glandula digestiva de Crassostrea gigas coletadas no sitio sul (PS), no periodo
de verdo (1,35 + 0,18 mmol min™ g'l) de outono (1,05 + 0,32 mmol min™ g'l) € no inverno
(0,54 + 0,13 pumol min™ g™) em relagio ao periodo da primavera (0,34 + 0,11 mmol min™' g™).

Por outro lado, o valor da atividade especifica da catalase no sitio PN ndo apresentou
diferenca significativa entre os periodos quentes e frios. As atividades da CAT em ostras
coletadas no sitio referéncia exibiram valores decrescentes da primavera ao inverno, €

novamente o0 inverno mostrou valores mais baixos.
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6.7 Analise comparativa dos biomarcadores de estresse oxidativo em Perna perna

nos distintos sitios e a variacido sazonal.

6.7.1 Analise da Lipoperoxidacio Tecidual (TBARS)

Os resultados para os niveis de TBARS na glandula digestiva do mexilhdo dos dois
sitios experimentais em relagdo ao sitio referéncia para os periodos da primavera de 2003 e
inverno de 2004 estdo representados na figura 6.15. Constataram-se niveis mais elevados de
TBARS na primavera de 2003 nos dois sitios experimentais (PS = 470,47 + 23,36 nmolg™ ¢
PN = 432,94 + 40,52 nmolg™) em relagdo ao sitio referéncia (PC = 280,00 + 38,23 nmolg™).
Para o periodo do inverno, os niveis de TBARS seguiram um perfil semelhante ao
encontrado na primavera (PS =694,63 + 74,22 nmol g'l; e PN = 490.31 + 20,94 nmol g'l),
sendo também significativamente maiores em relagdo ao sitio referéncia (PC = 220,00 + 29,09
nmol g), resultando o valor médio em PS mais de trés vezes, ¢ o de PN duas vezes maior,
em relacdo ao sitio referéncia. Verificou-se que o perfil foi semelhante ao da ostra quanto a

analise sazonal (Fig.6-8).
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Fig. 6.15: Niveis de TBARS encontrados na glandula digestiva de Perna perna (n=10). O simbolo (a) indica
diferenca estatistica (p<0,05) dos sitios PN e PS em relagdo ao sitio referéncia. (a) denota diferengas
significativas (p<0,01) comparando-se inverno com primavera. Todos os valores foram expressos como média +
erro padrao através de ANOVA, complementada pelo teste de Bonferroni.

Por outro lado, ndo houve diferencga estatistica entre os niveis de TBARS para glandula

digestiva dos mexilhdes coletados em PN entre as estacdes quente e fria.
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6.8 Analise dos Antioxidantes nao Enzimaticos
6.8.1 Tiois Totais — Glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de glutationa reduzida (figura 6.16) para os mexilhdes coletados na
primavera no sitio sul (PS = 1,52 + 0,19 pumolg™) apresentaram-se duas vezes maiores em
relagdo ao sitio referéncia (PC = 0,75 + 0,10 pmolg™), enquanto que em PN (0,57 + 0,11
umolg™) ndo houve diferenca estatistica. Os niveis de GSH (figura 6.16) na glandula digestiva
dos mexilhdes coletados no inverno ndo apresentaram diferencas estatisticas nos dois sitios
(PN =1,10+ 0,11 pmolg” ¢ PS = 1,37 + 0,14 umolg™) em relagio ao sitio referéncia (PC =
0,94 + 0,20 umol g™).
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Fig. 6.16: Niveis de glutationa reduzida (GSH) encontrados na glandula digestiva de Perna perna (N=10). O
simbolo (o) indica diferenga estatistica ( p<0,05) dos sitios PN e PS em relagdo ao sitio referéncia,

complementada pelo teste de Bonferroni.

Através do grafico acima (Fig.6.16) pode ser observado que ndo houve diferenga
significativa do nivel de glutationa reduzida na glandula digestiva de mexilhdo Perna perna
coletado no inverno (PS = 1,37 + 0,14 pumol g'1 e PN=1,10£ 0,11 pmol g'l), em relagcdo aos
animais coletados na primavera (PS = 1,52 + 0,19 umol g' ¢ PN =1,10+ 0,11 pmol g™) nos
dois sitios.  Os niveis de GSH (Fig. 6.16) encontrados em Perna perna e em Crassostrea

gigas (Fig.6.9) mostraram respostas diferentes para este parametro nas duas distintas espécies;
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no sitio PS para a ostra os niveis de GSH ndo estiveram aumentados, enquanto que para o

mexilhdo os niveis de GSH estiveram mais elevados na primavera e no inverno.

6.8.2 Glutationa Total (GT)

Verificou-se que os valores encontrados para os niveis de GT (figura 6.17) nos
animais coletados na primavera, o sitio PS (0,95 + 0,06 pmolg™) ¢ PN (1,03 + 0,15 pmolg™)
ndo apresentou diferengas significativas em relagdo ao sitio referéncia (PC = 0,76 £ 0,05
umolg™). Por outro lado, os valores das concentra¢des de GT dos mexilhdes coletados no
inverno no sitio sul (PS = 1,42 + 0,13 pumolg™) exibiu valores estatisticamente maiores em
relagdo ao sitio referéncia (PC = 1,00 = 0,06 ].Lmolg'l), enquanto que no PN (1,12 + 0,15 mM
de GT) nao houve diferenca significativa. Verificou-se que os valores encontrados para os
niveis de GSH nos animais coletados na primavera, o sitio PS (0,95 + 0,06 umolg™) ¢ PN
(1,03 + 0,15 pmolg™) ndo apresentaram diferengas significativas em relagdo ao sitio
referéncia (PC = 0,76 + 0,05 pumolg™). Por outro lado, os valores das concentra¢des de GT
(figura 6.17) dos mexilhdes coletados no inverno no sitio sul (PS = 1,42 + 0,13 umolg'l)
exibiu valores maiores em relagio ao sitio referéncia (PC = 1,00 + 0,06 pmolg™), enquanto
que no PN (1,12 + 0,15 umolg™ de GT) nio houve diferenca.
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Fig.6.17: Niveis de glutationa total (GT) encontrados na glandula digestiva de Perna perna (N=10). O simbolo

(a) indica diferenca estatistica ( p<0,05) dos sitios PN e PS em relacdo ao sitio referéncia. (a) denota diferengas
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significativas (p<0,01) comparando-se inverno com primavera. Todos os valores foram expressos como média +

erro padrdo através de ANOVA, complementada pelo teste de Bonferroni.

Os perfis dos niveis de GT (Fig. 6.24) em Perna perna e de Crassostrea gigas
(Fig.6.10) apresentaram-se distintos, pois os niveis de glutationa total no sitio PS para as
ostras ficaram diminuidas no inverno, enquanto que o mexilhdo exibiu um aumento no

periodo mais frio.

6.9 Analise dos Antioxidantes Enzimaticos

6.9.1 Atividade da Glutationa Redutase (GR)

A atividade enzimatica da GR na primavera para os dois sitios (PS=0,25 £ 0,04 pmol
min"'g" ¢ PN =0,25 + 0,06 pmol min"'g") em relagdo ao sitio referéncia (PC=0,41 + 0,08
pmol min'g™") ndo apresentou diferengas significativas (Figura 6.18). Entretanto, no inverno a
atividade enzimatica da glutationa redutase presente na glandula digestiva do mexilhdo no
sitio sul (PS=0,31 + 0,03 pmol min'g™) foi significativamente maior (cerca de trés vezes) em
relagdo ao sitio referéncia (PC = 0,11 + 0,02 umol min™'g™"), enquanto que no sitio localizado

no norte (PN = 0,13 + 0,01 umolmin™'g™) em relagio ao sitio referéncia, ndo houve diferenga

significativa.
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Fig. 6.18: Atividade da glutationa redutase (GR) encontrados na glandula digestiva de Perna perna (N=10). O
simbolo (o) indica diferenga estatistica ( p<0,05) dos sitios PN e PS em relagdo ao sitio referéncia. (a) denota
diferencas significativas (p<0,01) comparando-se inverno com primavera. Todos os valores foram expressos

como média + erro padrdo através de ANOVA, complementada pelo teste de Bonferroni.

Nota-se que ndo houve diferenca significativa para a glutationa redutase na glandula
digestiva de mexilhdes coletados no inverno no sitio Ribeirdo da Ilha (PS = 0,31 £ 0,03 pumol
min'g™"), enquanto que em PN (0,12 + 0,01 pmol min™'g™") houve diminuigdo em relagio aos
animais coletados na primavera (PS = 0,25 + 0,04 pmol min"'g" ¢ PN = 0,25 + 0,06 pmol
min"'g"), , diferenterentemente do encontrado em Crassostrea gigas (Fig.6.13), onde
aatividade da GR para as ostras ficou induzida no outono com diferencas significativas em
relacdo aos demais periodos do ano. De modo semelhante a ostra, durante o inverno a

atividade da GR mostrou-se diminuida relativamente a primavera.

6.9.2 Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da glutationa peroxidase durante a primavera de 2003 (Fig.6.19) foi maior
no sul (PS=7,11 + 1,35 umol min"'g™") do que no norte (PN = 4,55 + 1,07 pmol min™'g™"). No
entanto, em relagdo ao sitio referéncia (PC = 6,29 + 0,77 umol min'g™") constatou-se que
houve diferencgas significativas entre os sitios PS e PN. Para o periodo mais frio, a atividade
da GPx no sitio localizado no sul (PS=3,80 + 0,75 umol min"'g™") mostrou-se bastante elevada
(cerca de cinco vezes mais) em relagdo ao sitio referéncia (PC = 0,843 + 0,13 pmol min'g™).
Entretanto, para o sitio norte (PN = 2,28 + 0,07 umol min'g") nio houve diferencas

significativas em relacdo ao sitio referéncia (Fig. 6.19).
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Fig. 6.19: Atividade da glutationa peroxidase (GPx) encontrados na glandula digestiva de Perna perna (N=10).
O simbolo (a) indica diferenca estatistica ( p<0,05) dos sitios PN e PS em relagdo ao sitio referéncia. (a) denota
diferencas significativas (p<0,01) comparando-se inverno com primavera. Todos os valores foram expressos

como média =+ erro padrdo através de ANOVA, complementada pelo teste de Bonferroni.

Novamente a exemplo do que foi constatado para a ostra, a atividade da GPx de
mexilhdes coletados no sitio referéncia durante o inverno foi muito menor (cerca de oito
vezes) que na primavera.

Distintamente aos resultados apresentados para Crassostrea gigas (figura 6.13), onde a
atividade da GPx ficou bastante aumentada durante o periodo de outono, em P. perna, a GPx
estava induzida durante a primavera comparativamente ao inverno, inclusive nos mexilhdes

coletados no sitio referéncia.
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6.9.3 Atividade da Catalase (CAT)

A Fig.6.20 mostra que a atividade da catalase detectada nos mexilhdes coletados
durante a primavera de 2003 nos dois sitios (PS =0,63 + 0,15 mmol min'lg'1 e PN =0,95 +
0,32 mmol min"'g") em relacdo ao sitio referéncia (PC = 0,55 + 0,19 mmol min"'g") foi
semelhante. J4 para o inverno a atividade da catalase no sitio sul (PS = 0,31 + 0,02 mmol
min'g") foi significativamente maior que o sitio referéncia (PC = 0,21 + 0,02 mmol min'g’
Y. Por outro lado, o sitio norte (PN) ndo apresentou diferenca estatistica em seus valores da

atividade da catalase (PN = 0,13 + 0,03 mmol min'g") em relagio a referéncia.
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Fig. 6.20: Atividade da catalase (CAT) encontrados na glandula digestiva de Perna perna (N=10). O
simbolo (o) indica diferenca estatistica ( p<0,05) dos sitios PN ¢ PS em relagéo ao sitio referéncia. (a)
denota diferencas significativas (p<0,01) comparando-se inverno com primavera. Todos os valores

foram expressos como média + erro padrdo através de ANOVA, complementada pelo teste de

Bonferroni.

A atividade da CAT de mexilhdes coletados no sitio referéncia durante o inverno foi
maior daqueles coletados durante a primavera, igual tendéncia dos outros paradmetros
examinados nesta espécie e também na ostra. Entretanto, em Crassostrea gigas (Fig.6.14)

ocorreu um aumento significativo da CAT no sitio PS, enquanto que no mexilhdo houve um

decréscimo de sua atividade.



75

6.9.4 Atividade da Glutationa S-transferase (GST)

Constatou-se que a maior atividade da GST (Fig.6.21) nos mexilhdes coletados
durante a primavera foi no sitio sul (PS = 1,83 + 0,23 pmol min"'g"), em relagio ao sitio
referéncia (PC = 1,05 £ 0,18 pmol min'lg'l). Por outro lado, em relagdo ao sitio referéncia, o
sitio localizado no mnorte (PN = 1,03 + 0,23 pmol min'g"') ndo apresentou diferenca
estatistica. Para o inverno (Fig.6.21) os valores para a atividade da glutationa S-transferase no
sitio PS (0,93 + 0,23 pmol min"'g") foram novamente significativamente maiores (cerca de
duas vezes) em relagdo ao sitio referéncia (PC = 0,45 + 0,08 umol min’'g™), enquanto que

para o sitio no norte (PN = 0,44 + 0,03 pmol min"'g™) nio houve diferenca significativa.
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Fig. 6.21: Atividade da glutationa S-transferase (GST) encontrados na glandula digestiva de Perna perna
(N=10). O simbolo (a) indica diferenga estatistica ( p<0,05) dos sitios PN e PS em relago ao sitio referéncia. (a)
denota diferencas significativas (p<0,01) comparando-se inverno com primavera. Todos os valores foram

expressos como média + erro padrdo através de ANOVA, complementada pelo teste de Bonferroni.

A atividade da glutationa S-transferase na glandula digestiva de mexilhdes coletados
nos sitios referéncia e os experimentais durante o inverno foram menores em relagdo aos

animais coletados na primavera, resultado semelhante ao de Crassostrea gigas (Fig.6.11).
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7. DISCUSSAO

As andlises fisico-quimicas mostraram que o unico pardmetro que apresentou alteragcdo
com relacdo aos valores permitidos pelo CONAMA (1986) foi o indice de sulfeto total
medido na dgua do mar em diferentes locais de cultivo de ostras e mexilhdes. A presenca de
niveis elevados de ions sulfetos no meio aquatico sugere que eles poderiam ser formados
somente na auséncia de oxigénio (BAIRD, 1999), ou quando hé criagdo intensiva em
aqiiicultura, principalmente de peixes, crustaceos e moluscos (BRAZ, 2000). Os processos de
cultivos podem freqlientemente levar a uma acumulacido de detritos organicos dos proprios
organismos e, conseqlientemente, podem acarretar hipoxia severa e prolongada em
sedimentos de fundo, principalmente em aguas rasas, situagdo predominante na maioria das
estacdes de malacocultura na Ilha de Santa Catarina (SIERRA DE LEDO, 1989; CERUTTI,
1997). Por outro lado, o gas sulfidrico pode ser proveniente de regides que tenham
combinagdes presentes de enxofre oxidadas como subproduto de metabolismo anaerdbio de
bactérias heterotroficas, muito comum em manguezais ou proximos a despejos de materiais
organicos (como efluentes domésticos), ou até mesmo em areas aonde ocorre baixa circulagao
de marés (lagunas, enseadas e baias), caso dos manguezais de Tapera e de Ratones
localizados, respectivamente, proximos aos rios Ribeirdo da Ilha (Baia Sul) e Ratones (Baia
Norte), segundo estudos de Cerutti (1997). Estes resultados estdo em concordancia com
estudos desenvolvidos por Prudéncio (2003) em regides da Baia Sul através de modelos de
simulagdo para as correntes maritimas. No trabalho citado anteriormente, foi possivel
estabelecer condi¢des para o padrdo de circulagdo e dinamica das dguas pelas marés, bem
como a migracdo dos poluentes nas baias. De modo que foi identificada uma grande
dificuldade que as correntes de marés tem em “limpar” a baia. A maioria das substancias
presentes na agua do mar (residuos organicos, efluentes domésticos e industriais, defensivos

agricolas, etc.) encontram-se concentradas na foz do Rio Cubatdo (localizado na regido
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continental da Baia Sul), e mostrando que a dindmica se dé pelo fluxo das correntes maritimas
no sentido da Baia Sul continental para Baia Sul insular, e vice-versa, mais precisamente entre
as baias do Cubatdo e do Ribeirdo da Ilha. Cerutti (1997) também observou que, a medida que
as aguas do mar retornam pelas correntes de refluxo ou pelo efeito da maré vazante, estas
aguas carregam consigo sedimentos, lodos, particulas diversas (alguns contaminantes), e
bactérias que vao sendo lentamente depositadas no fundo. A deposi¢do € sempre maior nos
bolsdes ou sacos, uma vez que estes estdo ao abrigo das correntes, dos ventos e do mar aberto.
O sitio PS apresenta este perfil, pois € caracterizado por uma enseada, aguas calmas e com
baixa profundidade (no maximo 4m), apresentando pouca ou nenhuma renovagao de agua, e
demonstrando um comportamento lagunar, pela auséncia de ventos e correntes maritimas,
com excecdo das provenientes da regido do continente. Essas observagdes estio em
concordancia com estudos desenvolvidos por Seibert (2002), em que foram detectados
elevados niveis de metais pesados (Cd estando acima dos padrdes internacionais permitidos)
presentes nas partes moles de Perna perna ¢ Crassostrea gigas nas coletadas nos cultivos do
sitio PS (Ribeirdo da Ilha). Por outro lado, os xenobidticos provenientes da foz do Rio
Cubatao poderiam ser também transportadas para o extremo da Baia Sul, em regides com
correntes mais fortes e areas mais abertas, comunicando-se com o Oceano Atlantico, fazendo
com que os poluentes se dispersem devido a grande renovacdo das dguas. O sitio referéncia,
por localizar-se no extremo sul da Baia Sul, apresenta esse comportamento frente a dindmica
dos poluentes, e os dados microbioldgicos analisados confirmaram esse padrao de circulagio.
Observagdes feitas por Prudéncio (2003) e Cerutti (1997), mostraram que, ao contrario da
Baia Sul (com excecdo de sua parte mais extrema), a Baia Norte ¢ influenciada fortemente
pelas correntes de maré, correntes de deriva, fluxo de entrada de 4guas doces pelo Rio
Ratones e Rio Vermelho. De modo que, por ocasido da preamar, estas dguas ingressam na

Baia Norte, sob forma de uma corrente salgada e quente, que segue em direcdo sul, até
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encontrar as barreiras naturais descritas pelo estrangulamento da Ponte Hercilio Luz. Isso
permite sugerir que as dguas marinhas no sitio PN apresentaram, possivelmente, menores
indices de CF, vindo ao encontro da hipétese de que houvesse menor concentragdo de
contaminantes, justificada pela presenca de correntes de deriva mais fortes que no sitio PS.

Correlagdo entre elevacao dos indicadores microbiolégicos (CF e CT) e as alteragdes
associadas as defesas antioxidantes de peixes em regides poluidas por dejetos domésticos ja
foi demonstrada anteriormente (OAKES, 2004). Coerentemente, neste estudo esse perfil
apresentou-se de forma semelhante para ostras e mexilhdes nos sitios PN, caracterizado por
menores quantidades CF (NMP/100ml) e menor indu¢do das enzimas de DAs, ¢ os, onde
maiores niveis de CF e maior indug@o das enzimas de DAs foram encontrados em relacao ao
sitio referéncia.

O aumento significativo encontrado nos niveis de lipoperoxidacao tecidual (TBARS)
em Crassostrea gigas no sitio PS permite inferir que estes animais estariam enfrentando um
maior desafio oxidativo, uma vez que esses valores se apresentaram sempre elevados em
todos os periodos do ano, relativamente ao sitio referéncia. Os dados de TBARS estdo de
acordo com os niveis de CF mais elevados de PS relativamente a PN e o sitio referéncia (vide
Anexo C). Essa alteracdo também corroborou os resultados das analises microbioldgicas
feitas em oito sitios localizados na Baia Norte neste periodo (CERUTTI, 1997). Entretanto, a
alta concentragdo de turistas devido a temporada ¢ muito mais intensa na Baia Norte,
comparativamente a Baia Sul, principalmente pela existéncia de uma quantidade maior de
praias e residéncias, e, apesar da estagdo de tratamento de esgotos local estar atuando desde
1997 (CERUTTI, 1997), provavelmente desencadeia um aumento de efluentes domésticos
jogados no mar por residéncias sem ligagdes de esgotos. Varios estudos demonstraram que o
aumento da lipoperoxidagdo tecidual em organismos aquaticos esta associado a elevadas

concentragdes de xenobidticos. No molusco do mangue Mytella guyanensis (TORRES et al.,
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2002) observou-se elevados niveis de TBARS nas duas regides consideradas potencialmente
contaminadas por metais-trago, enquanto que no berbigdo Anomalocardia brasiliana
(PEREIRA, 2003), obteve-se esta correlacdo com os conteudos de coliformes fecais. Em
espécie de molusco de dgua doce (Unio tumidus) transplantada para rios poluidos da Franga,
também mostrou aumento dos niveis de dano oxidativo ocasionado pela exposi¢do aguda de
xenobidticos (COSSU et al., 1997). E importante salientar que, independentemente do grau de
poluigdo existente nos dois sitios, a elevagdo da temperatura possui papel fundamental para os
organismos aerdbios termoconformistas alterarem suas respostas fisiologicas e acarretarem
uma maior producao de EROS, elevando assim os niveis de TBARS, (WILHELM FILHO et
al., 2001b). Porém, no presente trabalho mexilhdes coletados no sitio sul (PS) apresentaram
maior elevacdo de niveis de TBARS, enquanto que as ostras provenientes do mesmo sitio,
mantiveram seus niveis mais elevados no outono. O mexilhdo Perna perna mostrou
correlacdo entre as concentragdes oxigénio dissolvido e os niveis de TBARS, estando
relacionados com picos de atividade reprodutiva daquela espécie (WILHELM FILHO et al.,
2001b). No presente trabalho, os mexilhdes Perna perna coletados nos sitios amostrais nao
foram selecionados conforme seu desenvolvimento gonadal (estadios I, II e III). O periodo
gonadal no estagio III A do ciclo reprodutivo por Magalhdes (1998), indica o periodo prévio
de eliminacdo de gametas, o qual coincide com a alta taxa de metabolismo desses moluscos, e
também com a elevagdo de suas defesas antioxidantes (WILHELM FILHO et al., 2001b).
Mesmo assim, os resultados do presente trabalho para os niveis de TBARS e as defesas
antioxidantes na glandula digestiva de Perna perna, sugerem que estes biomarcadores estejam
fortemente associados a variagdo sazonal, e, em conseqiiéncia, com 0s aumentos da taxa
metabolica devido ao aumento da temperatura, e provavel coincidéncia com picos
reprodutivos da espécie entre o metabolismo e variaveis ambientais (WILHELM FILHO et

al., 2001b). Comparando os niveis sazonais de TBARS de P. perna no sitio referéncia,
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verifica-se que estiveram quase dobrados no sitio sul no inverno comparado com a primavera,
e este aumento foi similar ao obtido para esta espécie cultivada em sitio de aparente auséncia
de acdo antropica (WILHELM FILHO et al., 2001b). Para o caso de Crassostrea gigas, a
diferenga sazonal nos niveis de TBARS e de GSH ocorreu entre outono e primavera, ao
contrario com os conteudos de GT, que apresentaram elevag¢ao no verdo. Estas correlagdes ja
foram estabelecidas em outras espécies aquaticas termoconformistas, incluindo peixes
(WILHELM FILHO et al., 1993; WILHELM FILHO & BOVERIS, 1993; WILHELM
FILHO et al., 1997; BAINY et al, 1996; WILHELM FILHO et al., 2001a). Assim, aumentos
do metabolismo via aumentos da temperatura associados com fases do ciclo reprodutivo
provocariam uma maior geracdo de EROs e, ao mesmo tempo, indug¢do de alguns
antioxidantes enzimaticos, independentemente da presenca de outros fatores indutores das
DAs, como a presenca de xenobiontes. A persistente elevagdo dos antioxidantes enzimaticos,
verificados tanto em P. perna como em C. gigas, durante os meses mais quentes
relativamente ao inverno viriam confirmar este paralelismo e interdependéncia entre
temperatura, metabolismo e niveis das defesas antioxidantes enzimaticas (WILHELM FILHO
et al., 2000). Adicionalmente, a fase reprodutiva desta espécie de molusco bivalve poderia vir
exarcebar o dano decorrente da exposi¢do de xenobidticos, pelo aumento da sensibilidade a
toxicidade (SHEEHAN, 1999). Por outro lado, a inibi¢ao do sistema de DA, poderia induzir
um estado precario que tornaria o organismo mais suscetivel aos agentes toxicos (COSSU et
al., 1997; COSSU et al., 2000). Esses dois tipos de respostas ndo sdo opostos ¢ dependem
tanto da intensidade e durag¢do do estresse aplicado, quanto da suscetibilidade do organismo
exposto ao estresse (COSSU et al., 2000; OAKES et al., 2004).

Com relacdo aos animais cultivados no sitio localizado no norte da Ilha (PN), ndo
foram observadas elevagdes tdo acentuadas como em PS nos niveis de lipoperoxidagao

tecidual na glandula digestiva, tanto de Perna perna como Crassostrea gigas. Este resultado
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estaria de acordo com os dados microbiologicos disponiveis (vide Anexo A-C), confirmando
que PS estaria antropicamente mais impactado em comparagcdo com PN. Entretanto, Perna
perna nos periodos mais frios exibiu niveis de TBARS inferiores aos detectados no sitio sul
(PS) e aos do sitio referéncia (PC). Esses resultados sdo semelhantes aos apresentados em
Anomalocardia brasiliana (PEREIRA, 2003) em estudos realizados em cinco sitios da Lagoa
da Conceicdo, onde o sitio com menor indice de coliformes fecais e totais apresentou também
niveis mais baixos de TBARS. Niveis inferiores de TBARS com relagido a um sitio referéncia
também foram constatados em Chamaelea gallina (RODRIGUEZ-ARIZA et al., 2003) e
Crassostrea gigas (RODRIGUEZ-ARIZA, 1993) na costa espanhola, onde verificou-se
menor lipoperoxidacao tecidual para sitios poluidos em relagdo a referéncia. De acordo com a
interpretacao dos autores destes trabalhos, isto consistiria numa resposta de organismos sadios
submetidos a exposicao de xenobidticos, aumentando os niveis das defesas antioxidantes para
atenuar o estresse oxidativo e os niveis de TBARS. Outra explicag@o possivel a respeito dessa
variagdo, seria pela alteragdo nos diferentes niveis de acidos graxos insaturados via efeito de
contaminantes (WINSTON ez al., 1991).

Interpretagdo analoga poderia ocorrer em Crassostrea gigas no sitio PN, onde os
niveis elevados de GSH no periodo da primavera coincidiram com os niveis de TBARS
diminuidos, exibindo uma espécie de efeito compensatorio. Para Perna perna este efeito
compensatorio poderia ocorrer no periodo mais frio também no sitio PN, onde baixos niveis
de lipoperoxidacao tecidual foram encontrados. Os valores de GSH encontrados na glandula
digestiva de P. perna no sitio controle, foram muito semelhantes aos encontrados nesta
espécie no mesmo sitio de cultivo em trabalho anterior (WILHELM FILHO et al., 2001b).
Baixos niveis do antioxidante GSH poderiam evidenciar, em curto prazo (exposi¢do aguda;
poucas horas ou dias), uma primeira resposta do organismo frente ao aumento das EROs, ¢

indiretamente, a presenca de xenobidticos ou por agentes abidticos que possam induzir
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estresse oxidativo (COSSU et al., 1997, WILHELM FILHO et al., 1997). Por outro lado,
exposi¢cdes muito prolongadas (cronica; muitos meses, anos), quando o organismo ja se
encontra com comprometimento no seu sistema antioxidante, igualmente niveis diminuidos de
GSH sio detectados (WILHELM FILHO et al., 2001b; TORRES et al., 2002; LIMA, 2004;
ZOTTIS et al., 2004). Contrariamente, para situagdes aonde se tenha exposicdo em fase
intermediaria (sub-cronica; alguns dias, poucas semanas), o organismo pode utilizar, como
principal estratégia para tentar compensar o consumo inicial de GSH, manter os seus niveis
elevados e um alto poder redutor nos tecidos (WILHELM FILHO et al., 1997; RIBEIRO et
al., 2000; LIMA et al., 2003). E importante frisar que os niveis de GSH e do metabolismo da
glutationa sdo regulados por varias enzimas, ¢ em conseqiiéncia, a concentragdo intracelular
de GSH nio ¢ constante, e depende do balanco entre a sua sintese, a sua conjugagdo, a sua
oxidagdo e a redugdo de GSSG a GSH (PENA-LLOPIS et al., 2002). Embora a GSH atue
centralmente nos sistemas antioxidantes, somente seus niveis ndo sdo suficientes para refletir
o estresse oxidativo ao qual esta submetido um organismo, porque qualquer alteracao nas vias
de consumo e regeneracdo da GSH pode dar inicio a sintese de novo do tripeptideo (COSSU
et al., 2000).

Um elevado indice de GT presente em sitios poluidos € com maior influéncia
antropica poderia significar que o organismo esta reagindo para atenuar o conseqiiente
estresse oxidativo (DI GIULIO, 1992; WILHELM FILHO et al., 1997; TORRES et al., 2002;
PEREIRA, 2003). Este tripeptideo ¢ componente-chave para determinados sistemas
antioxidantes enzimaticos, servindo como importante cofator para as enzimas glutationa
peroxidase e glutationa S-transferase (HAND, 1999). Esse comportamento possivelmente
ocorreu em Perna perna, durante os periodos da primavera e do inverno, uma vez que o
mexilhdo no sitio mais impactado (PS) apresentou elevados niveis de GT, e

concomitantemente, apresentou atividades mais elevadas de GST. Essa situacdo também foi
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descrita por Pereira (2003) quando realizou estudos com o berbigao, com indug¢ao de GST nos
sitios mais poluidos na Lagoa da Concei¢do, juntamente com uma elevagdo das quantidades
de GT.

Quanto a influéncia da sazonalidade nas defesas antioxidantes, o presente estudo
apresentou concordancia com resultados provenientes de outro trabalho desenvolvido com
Perna perna (WILHELM FILHO et al., 2001b), onde verificou-se que o nivel de GT
acompanhou os valores de GSH e também de GST, sendo que essa enzima de
biotransformagao de fase II apresentou-se mais induzida no final de primavera no sitio menos
impactado (PN). Esse perfil também se repetiu para o inicio de outono com o aumento dos
niveis de GT, GSH e também de GST para o sitio mais impactado (PS). Comparando as
atividades de GST de P. perna no sitio referéncia, verifica-se que na primavera as atividades
foram cerca de duas vezes maiores, relativamente ao inverno. Em estudo anterior, esta relagao
foi inversa, estando a GST mais induzida no inverno do que na primavera. Provavelmente as
diferentes épocas de coleta (maio x julho) relativamente ao inverno, foram determinantes para
esta diferenca. Estudos realizados com mexilhdes no hemisfério norte (VIARENGO et al.,
1991a; SOLE et al., 1995; CANCIO et al., 1999) revelaram resultados semelhantes aos de
Perna perna, tanto no presente trabalho como em outro anterior (WILHELM FILHO et al.,
2001b) onde o aumento das defesas antioxidantes estaria sendo influenciado pelas variagdes
proprias do metabolismo. Naqueles trabalhos houve a identificagdo da intensa atividade
reprodutiva coincidir com os meses de verdo e outono, o mesmo ocorrendo com Perna perna
no hemisfério sul (WILHELM FILHO et al., 2001b). Desse modo, é importante levar em
conta o ciclo reprodutivo do mexilhdo, particularmente considerando o desenvolvimento
gonadal e a atividade da glandula digestiva (SHEEHAN; POWER, 1999). As goénadas de
Perna perna exibem no outono niveis mais elevados de lipideos, mobilizagdo de carboidratos

e sintese de proteinas, e assim, necessita de um periodo mais longo para recuperar a atividade
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metabolica durante o ciclo reprodutivo em que ocorre a grande eliminacdo de gametas,
aspectos que sdo refletidos na glandula digestiva (SANTOS, 2001). Assim, a alta taxa
metabolica poderia ser o maior responsavel pelos elevados niveis de lipoperoxidacao tecidual,
independente do sitio se encontrar impactado ou ndo. Dessa forma, as enzimas antioxidantes
como a CAT, a GPx e GST também estariam induzidas em fun¢do do comportamento
sazonal. Por outro lado, para a Crassostrea gigas, verificou-se que a GST e a CAT, bem como
dos conteudos de GSH apresentaram-se aumentados no sitio PS em comparacdo com o sitio
referéncia (PC), durante os meses de outono e verdo, sugerindo que o organismo adotou a
estratégia de elevar seu sistema de defesa antioxidante para minimizar o efeito do estresse
oxidativo e para compensar os niveis elevados de TBARS durante os periodos sazonais
referidos. Em Perna perna, a maior inducdo das DAs ocorreu nos sitios experimentais
indistintamente durante a primavera e o inverno, € no sitio referéncia durante os meses mais
quentes (primavera). O sitio PN, apesar de menos impactado, também apresentou inducao da
GST em Crassostrea gigas durante a primavera de 2003, acompanhada pela elevagdo dos
niveis de GSH. Apesar de ndo constar na literatura estudos desenvolvidos com Crassostrea
gigas, a respeito da influéncia da sazonalidade nas defesas antioxidantes e no ciclo
reprodutivo, sugere-se que as ostras também possam ativar seu sistema metabodlico e alterar
sazonalmente as respostas antioxidantes, de modo semelhante a Perna perna. Especialistas
em ostreicultura mostraram que o periodo de menor reprodugdo coincide com o final de
primavera e verdio (MAGALHAES, 1998). Nesse periodo a atividade da GST mostrou-se
significativamente bem superior em comparagdo com o periodo frio do ano (maio e julho). O
fato da ostra do Pacifico ser espécie exdtica originalmente adaptada a temperaturas mais
baixas, poderia contribuir para este desempenho de produtividade durante os meses mais
frios. E interessante notar que o sistema antioxidante é aparentemente exigente em termos

energéticos e se caracteriza por prioridade funcional e por elevada demanda de sintese
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protéica (HALLIWELL & GUTERIDGE, 1999; WILHELM FILHO et al., 2004). Desta
forma, fatores ambientais e fisioldgicos como a baixa disponibilidade de oxigénio e o proprio
ciclo reprodutivo (WILHELM FILHO et al., 2001a) podem afetar a manifestagdo das DAs, e
diminuir o crescimento ¢ o ganho de peso, caracterizando um balanco funcional
interdependente destes fatores (WILHELM FILHO et al., 2004).

A glutationa redutase ¢ uma enzima muito importante para a protecdo antioxidante no
organismo, uma vez que ¢ responsavel em regenerar a glutationa reduzida, a partir da forma
oxidada (GSSG), e a baixa atividade desta enzima poderia levar a uma deficiéncia nos niveis
da GSH, ¢ assim, seria esperada uma indu¢ao desta enzima em situacao de estresse oxidativo.
Para Perna perna coletados nos sitios PS e PN no periodo mais frio do ano, constataram-se
atividades aumentadas da GR, comparativamente ao sitio referéncia, sendo que os mexilhdes
coletados em PN apresentaram niveis inferiores em relacdo ao PS, concomitantemente com a
inducdo de GST e a elevagdo nos niveis de glutationa reduzida. Isto sugere que os animais
estariam respondendo de forma adequada quanto ao processo de regeneragdo da glutationa.
Paralelo a isso, verificou-se que a glutationa peroxidase apresentou também uma inducao
relacionada com o processo de detoxificagdo de hidroperoxidos, uma vez que nesse periodo
os animais coletados no sitio PS apresentaram niveis elevados de TBARS. Trabalho realizado
por Torres (2002) com marisco-do-mangue (Mytella guyanensis) coletado em sitios com
presenga de metais pesados e indices mais elevados de coliformes fecais e totais,
demonstraram fortes correlagdes entre as atividades das enzimas GST, GPx ¢ GR, associadas
a niveis elevados de TBARS. No presente trabalho, esse efeito ficou evidenciado na indugao
nas atividades da GR, GST e¢ da CAT em Perna perna coletados no sitio PS durante o
inverno. Apesar de ndo ter havido uma diferenca estatistica entre PS em relagcdo ao sitio
referéncia no inverno, notou-se que houve uma tendéncia de indu¢do na GST no periodo frio

(final de outono) nas amostras coletadas do sitio PS. Em Crassostrea gigas, estas adaptagdes
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sazonais ficaram bem evidenciadas no periodo de outono para os animais coletados no sitio
PS, quando ocorreu indugdo das atividades da GPx, a CAT, enquanto que a GST apareceu
induzida durante os meses mais quentes. A maior indu¢do da GST em ostras coletadas no PS,
comparativamente ao sitio referéncia, permite inferir que o sitio de ostreicultura do Ribeirao
da Ilha estaria sofrendo maior impacto comparativamente ao norte (PN). Ja em Perna perna, a
GST esteve induzida no sitio PS nos periodos de primavera e inverno, em relagdo ao sitio
referéncia (PC), sendo acompanhada também com o aumento nos niveis de GSH, além do
aumento nos niveis da GT em mexilhdes coletados durante o periodo do inverno. Para o sitio
norte (PN), a GST ndo apresentou indugdo, quando comparados PS e o sitio referéncia,
exibindo atividades semelhantes ao sitio referéncia. A atividade da GR ndo atingiu a mesma
condi¢do da sazonalidade, pois houve indugdo no periodo frio do ano, relativamente aos
periodos mais quentes. Por outro lado, berbigdes da espécie Anomalocardia brasiliana
coletados em lagoa contaminada por metais pesados (PEREIRA, 2003), ndo apresentaram
mudangas na atividade da GST, enquanto que M. galloprovincialis, quando exposto
experimentalmente a metais pesados, apresentou decréscimo nas atividades da GST
(CAVALETTO et al., 2002), sugerindo uma inibi¢ao por estes xenobiontes. Em estudos com
Corbicula fluminea, demonstrou-se que a GST, bem como a CAT, ndo apresentam alteragdes
em face da sazonalidade, mostrando serem bons biomarcadores de poluigdo aquatica
independentes das variagdes sazonais (VIDAL et al., 2002). Regoli et al. (2002) também
sugere as enzimas CAT e GST como bons biomarcadores em diversos organismos marinhos,
em vista da sensibilidade de tais enzimas em revelar a perturbacdo oxidativa desde seu inicio.
Entretanto, a GST parece apresentar-se como um bom biomarcador de estresse oxidativo
apenas em organismos especificos (TORRES et al., 2002).

No presente estudo realizado com a glandula digestiva de Perna perna, pode-se

apontar os niveis de GSH, conjuntamente com as atividades da GST ¢ a GR como bons
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biomarcadores de estresse oxidativo associados aos resultados dos sulfetos dos parametros
fisico-quimicos e os dados microbioldgicos para o sitio PS. Os valores obtidos em PN para a
Crassostrea gigas sugerem que os organismos ali coletados encontram-se menos expostos ao
estresse oxidativo do que em PS, uma vez que apresentaram poucas alteracdes nas atividades
da GST, CAT e GR, comparativamente ao do sitio referéncia ¢ a PS. Assim sendo, os
resultados deste trabalho sugerem que o impacto antrépico causado nos sitios de amostragem
estaria afetando o sistema de defesas antioxidantes dos mexilhdes estudados os quais
provavelmente estdo associados a um maior impacto antrépico.

A ndo alteracdo dos parametros fisico-quimicos, exce¢ao aos niveis de sulfetos, sugere
que os efluentes domésticos estariam associados a alteragdo das defesas antioxidantes, além
do componente sazonal e fases do ciclo reprodutivo. O efeito de marés, correntes marinhas,
depositos de sedimentos e influéncia dos estudrios também merecem estudos mais detalhados
a serem conduzidos no futuro, a respeito da dinamica das dguas e o ambiente em que sao
cultivados ostras e mexilhdes.

Medidas sdo aparentemente necessarias para a reversao do estado ambiental das
regides de maricultura, notadamente a regido do Ribeirdo da Ilha, enquanto a situagdo ainda
ndo ¢ critica, uma vez que a maricultura vem se desenvolvendo ha muitos anos nos mesmos
locais, sem obedecer a um rodizio no sentido de minimizar a préopria contribuicdo dos
organismos de cultivo.

Para uma melhor analise, principalmente no que se refere aos pardmetros ambientais,
fazem-se necessarios estudos mais detalhados quanto aos niveis de contaminantes, como
metais pesados, andlises dos parametros fisico-quimicos e microbiologicos da agua
obedecendo a sazonalidade, sendo acompanhados por projetos de biomonitoramento,

associados aos biomarcadores de estresse oxidativo de Perna perna e Crassostrea gigas.
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8. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, ¢ possivel concluir que:

- Os niveis de TBARS da glandula digestiva de Crassostrea gigas ¢ de Perna perna no sitio
localizado no sitio sul (PS) apresentaram-se aumentados nas quatro estacdes do ano,
indicando dano oxidativo nos tecidos dos animais;

- Os niveis de GSH para Crassostrea gigas em PS ndo mostraram alteragdes, € para Perna
perna encontraram-se elevados nos dois periodos estudados, sugerindo que houve resposta
compensatoria, através da diminui¢do dos niveis de TBARS;

- Houve induc¢ao de GST no sitio com maior acdo antropica (PS) em Crassostrea gigas
durante as quatro estagdes, mostrando ser um bom biomarcador, pois 0 mesmo ocorreu para o
Perna perna para os periodos quentes e frios deste sitio;

- O efeito da sazonalidade, através da alteragdo da temperatura provavelmente influenciou a
taxa metabodlica e, conseqiientemente, os niveis das DAs de ambos organismos,
independentemente do impacto antropico existente em ambos os sitios;

- Desta forma, o efeito da sazonalidade fez-se presente no aumento generalizado dos
biomarcadores de estresse oxidativo enzimdticos durante os meses mais quentes, tanto na
ostra como no mexilhao;

- Em PS as indugdes das atividades da catalase e glutationa peroxidase ocorreram tanto para
Crassostrea gigas como para Perna perna, nos periodos mais frios, e foram acompanhados
pelo aumento dos niveis de peroxidacao lipidica (TBARS), sugerindo que ambos organismos
tentaram detoxificar o excesso de hidroperdxidos formados no periodo;

- Os organismos utilizados neste trabalho, Crassostrea gigas, ¢ Perna perna revelaram ser
bons bioindicadores de poluicdo aquatica relativamente aos biomarcadores de estresse

oxidativo.;
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- O uso integrado de diferentes biomarcadores como os parametros fisico-quimicos,
microbioldgicos, e os biomarcadores de estresse oxidativo, constitui metodologia apropriada

para o diagndstico e monitoramento de ambientes aquaticos;
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

- Realizagdo de um biomonitoramento nas regides de ostreicultura e mitilicultura nas
Baias Sul e Norte da Ilha de Santa Catarina, incluindo anélise de metais pesados nas
partes moles dos moluscos, sedimentos e amostras de agua, estabelecendo medidas
sazonais periddicas de parametros fisico-quimicos e de coliformes fecais, e outros
indicadores de qualidade de agua,;

- Fazer avaliagdo do conjunto de enzimas de biotransformacao de fase I, (Citocromo
P450) nas glandulas digestivas de Crassostrea gigas € Perna perna;

- Realizar avaliacao de dano ao DNA através do teste Cometa em hemocitos de ambas
espécies de moluscos;

- Realizar analises da indugdo da enzima acetilcolinesterase em amostras de regides de uso
de agrotoxicos localizadas na bacia hidrografica do rio Cubatdo do Sul, municipio de
Palhoga;

- Aprofundar a analise da influéncia de estuarios e correntes marinhas nas regidoes de

cultivo e os niveis de oxigénio dissolvido sobre os biomarcadores de estresse oxidativo.
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ANEXO - A

Governo do Estado de Santa Catarina
Fundagdo do Meio Ambiente - FATMA

BALNEABILIDADE DO LITORAL CATARINENSE

. FLORIAMGPOLIS

Ponto de Coleta: Fonio 47

Local: PRAIA DO RIBEIRAD DA ILHA (PS)
Referéncia: FRENTE A FRACA

104

CLASSIFICM_}E«O DO PONTO CONFORME RESOLU-;.-E‘D CONAMA n® 274/2000:
P‘réprio; quando em 50% ou mais de um conjunto de amastras coletadas nas Ultimas 5 semanas anteriores, no
mesmo local, houver no maximo 800 Escherichia coli por 100 mililitros.
Improprio: quando em mais de 20% de um conjunto de amostras coletadas nas dlimas & semanas anteriores, _ )
na mesmo local, for superior 3 BO0 Escherichia coli por 100 mililitros ou quands, na Ultima coleta, o resultado for superior
a 2000 Escherichia coli por 100 mililitros.
Data Hora Vento Mare | Chuvasnas| Temp. C E. col CONDIGAD
ultimas 24h Ar Agua | NMP100mL
30/3/2004 | 14:23:00 | Sudeste Yazante Ausente 28,30 | 25,50 40 PROPRIA
22/14/2004 |07:25:00 | Moroeste Yazante Alsente 23,50 21,00 170 PROPRIA
25/5/2004 | 08:22:00 | Moroeste Wazante Ausente 19,50 19,00 1100 PROPRIA
24/6/2004 | 07:39:00 | Sudeste Wazante Ausente 19,30 18,50 40 PROPRIA
27(7/2004 | 0E:158:00 | Mordeste Enchente Ausente 16,70 16,50 230 PROPRIA
26/8/2004 073700 | Sudoeste Enchente Ausente 16,70 16,00 < 20 PROFRIA
PS (Ribeirdo da Iha)*

Local coleta CT CF T°C S%o Data
Cultivo 2200 1400 20.7 35 14-04-03
Cultivo 170 70 22.7 35 23-04-03
Cultivo 500 300 18.5 35 03-07-03
Cultivo 1300 130 18.0 35 30-07-03

Ambiente 3000 900 21.3 35 14-04-03
Ambiente 300 110 22.7 35 23-04-03
Ambiente 300 300 18.5 35 03-07-03
Ambiente 500 80 18.1 35 30-07-03

Obs: *Resultados das analises de agua realizada pelo Laboratério de Saneamento (CEFET), no
periodo de 14 de abril a 30 de julho de 2003.




FATMA

ANEXO-B

Governo do Estado de Santa Catarina
Fundagao do Meio Ambiente - FATMA

R PB i ALARATE BALNEABILIDADE DO LITORAL CATARINENSE

Municipio

et FLORIANGPOLIS Local: PRAIA DE sameaaul  (PN)

Ponto de Coleta: Fonio 14 Referéncia; FRENTE A SERVIDAD PARAISC DAS FLORES

105

Proprio:

CLASSIFICACAD DO PONTO CONFORME RESOLUGAO CONAMA n® 274/2000:

quando em 50% ou mais de um conjunta de amostras coletadas nas Jkimas & semanas anteriores, no
mesme local, houver ne maximo 800 Escherichia coli per 100 mililitros.

Im prc’-prio: quando em mais de 20% de um conjunto de amostras coletadas nas dhimas § semanas anteriores,
n

o mesme local, for superior a 800 Escherichia coli por 100 mililitres ou gquands, na Ulima coleta, o resultade for superior
a 2000 Escherichia coli por 100 mililitros.

Data | Hora Vento Marg | Ciivas Das ATremp';;ua aapoomL|  coNDIGAo
30/3r2004 | 11:35:00 | Sudoeste Yazante Fraca 29,00 2550 230 IMPROPRIA
10/4r2004 | 11:15:00 | MNorte Enchante Moderadz 22 50 24 00 130 IMPROPRIA
19/5/2004 (07:58:00 | Sudoeste Enchente Ausente 16,80 17,00 800 IMPROPRIA
15/6/2004 (12:00:00 | Sudoeste Enchente Alsente 19,50 16,50 40 PROFRIA
200712004 | 08:10:00 | Ausente Yazante Moderada 14,00 14,00 1700 PROFRIA
17/8r2004 | 11:37:00 | Mordeste Enchente Ausente 24,00 20,50 20 PROPRIA
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ANEXO -C
PC (Caieira da Barra do Sul)

Local coleta CT CF T° S%o Data
Cultivo 0 0 20.1 35 12-05-03
Cultivo 0 0 18.1 30 02-07-03
Cultivo 4 4 17.3 35 31-07-03

Ambiente 20 0 19.5 35 12-05-03
Ambiente 0 0 18.0 35 02-07-03
Ambiente 240 80 17.3 35 31-07-03

Obs: *Resultados das analises de agua realizada pelo Laboratério de Saneamento (CEFET), no
periodo de 14 de abril a 30 de julho de 2003.

1- Amostra de Cultivo - Em um ponto dentro da area do cultivo, localizado na parte
central delimitada pelos “long lines”, que sao as estruturas utilizadas para esta

pratica de criacao de ostras.

2 - Amostra de Ambiente - Em um ponto localizado nas marisqueiras, que sao
estruturas de madeiras utilizadas para o cultivo de mexilhdes e ostras; ou no local
onde ficam ancoradas as balsas utilizadas durante o manejo. Ambos pontos
proximos a orla maritima.



