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Resumo

Visando implementar a utilizacdo de biomarcadores de contaminagao aquatica com a
ostra-do-mangue Crassostrea rhizophorae no estado de Santa Catarina, o presente
trabalho teve por objetivo avaliar a atividade das enzimas catalase (CAT), glutationa S-
transferase (GST) e acetilcolinesterase (AChE) nas branquias de animais cultivados
durante 7, 9 e 11 meses em trés locais no complexo estuarino lagunar (Barranceira,
BAR; Morro Grande, MG; Santa Marta, SM) em Laguna, SC e em uma regiao
referéncia (Santo Anténio de Lisboa, SAL) no municipio de Floriandpolis, SC, bem
como determinar a concentragcao de metais- trago (As, Cd, Cu, Cr, Mn, Ni, Pb, Sn, V e
Zn) nas partes moles destes mesmos animais. No complexo lagunar, foram
encontrados niveis mais elevados para os metais Cd, Cu, Zn e Mn em todos os
periodos de estudo, sendo que para o metal trago Mn, as maiores concentracoes foram
observadas somente em SM, nos periodos correspondentes a 7, 9 e 11 meses de
cultivo, e em BAR no periodo de 11 meses. As atividades da CAT, GST e AChE foram
maiores na regiao referéncia SAL nos periodos de 9 e 11 meses de cultivo, quando
comparadas aquelas determinadas para as ostras cultivadas nas diferentes unidades
da regiao do complexo estuarino no mesmo periodo. Nos periodos de 7 e 11 meses, as
concentracdes mais elevadas de metais-traco Cd, Cu, Mn e Zn nas partes moles dos
animais foram associadas a uma menor atividade das enzimas estudadas. A auséncia
de diferenga de atividade da CAT e GST entre a regido referencia e os pontos do
complexo lagunar no periodo de 9 meses foi associada as diferentes necessidades de
osmoconformacgado entre os animais, uma vez que o maior indice pluviometrico foi
observado dez dias antes da coleta deste periodo, fato que contribuiu para a
diminui¢ao da salinidade em todos os pontos de coleta em relagdo ao periodo anterior.
Por outro lado, outros fatores podem estar relacionados com as atividades enzimaticas
encontradas, uma vez que as maiores atividades destas enzimas estao associadas as
maiores salinidades apontadas na regiao referencia e aos maiores comprimentos dos
animais, e ainda, as maiores concentracbes dos metais As, Cr, Sn e V nas partes
moles dos animais na regoao referencia no periodo de 7 meses. Considerando que a
influéncia dos fatores ambientais, dos fatores enddgenos e da biodisponibilidade de
metais traco sobre os mecanismos bioquimicos que modulam a atividade das enzimas
biomarcadoras € ainda pouco conhecida, a necessidade de estudos sobre estes
parametros € enfatizada. Desta forma, a auséncia de variacdo na atividade das
enzimas analisadas ao longo do experimento nas unidades do complexo estuarino de
Laguna poderia ser interpretada dentro de um contexto molecular integrado, visando
nao so6 compreender a inter-relacdo destes parametros e as necessidades de
osmoconformacao dos animais, como também otimizar o uso de biomarcadores nesta
espécie de molusco.



Abstract

In order to establish the use of biochemical biomarkers with the mangrove oyster
Crassostrea rhizophorae in Santa Catarina state, the activity of the enzymes catalase
(CAT), glutathione S-transferase (GST) and acetylcholinesterase (AChE) was evaluated
in gills of specimens cultivated for 7, 9 and 11 months in three different sites
(Barranceira, BAR; Morro Grande, MG, Santa Marta, SM) of an estuarine complex in
Laguna, SC, as well as in animals maintained in a reference site (Santo Antbénio de
Lisboa, SAL) in Florianopolis, SC for the same time intervals. The levels of trace metals
(As, Cd, Cu, Cr, Mn, Ni, Pb, Sn, V and Zn) in soft tissues of the same animals were also
determined. In the estuarine complex, Cu, Zn and Mn were the metals for which more
elevated concentrations were determined. For the latter, this result was seen in SM in
the periods corresponding to 9 and 11 months and in BAR for the 11-month period. The
activities of CAT, GST and AChE were higher in the reference site SAL in the periods of
9 and 11 months when compared to those determined for the oysters cultivated in the
different sites of the estuarine complex in the same time intervals. Lower levels of
enzyme activities, as determined in the periods corresponding to 7 and 11 months, were
related with more elevated concentrations of trace metal in soft tissues. On the other
hand, increased enzyme activities were related to higher values of salinity as well as
with the length of the animals harvested along the experiment. Considering that the
influence of environmental and endogenous parameters as well as trace metal
bioavailability upon the biochemical mechanisms which modulate the activity of
biomarker enzymes is not fully understood, the relevance of further studies on the
subject is emphasized. Therefore, the lack of variation in the activity of the different
enzymes analyzed in the present study could be discussed in an integrated molecular
context, in order to understand the relationship among these parameters with the
necessity of the animals for osmoconformation and to better establish the use of
biomarkers in this species of mollusk.



INTRODUGAO

O estado de Santa Catarina é o principal produtor de moluscos marinhos no
Brasil, atingindo a producgao de 7.500 ton/ano de mexilhdes da espécie Perna perna
e 208.783 duzias de ostras, restritas a espécie Crassostrea gigas, no ano de 1997
(POLI & LITLLEPAGE, 1998.). Neste ano, a atividade atingiu um rendimento médio

de R$ 4.5 milhdes de reais, empregando cerca de 2000 pessoas.

O desenvolvimento da maricultura em Santa Catarina iniciou-se no periodo
entre 1971 e 1972 com a tentativa isolada da implantacdo de cultivos da “ostra-do-
mangue”, Crassostrea rhizophorae. Em 1983, os esforcos para cultivar a referida
espécie foram retomados, através do desenvolvimento do projeto “Viabilidade do
cultivo de ostra consorciado com camarao”, projeto executado pelo Departamento
de Aquicultura, CCA, UFSC. Entretanto, novamente nado foram obtidos resultados
satisfatorios. Visando incrementar a atividade no estado, em 1987, foi introduzida no
litoral catarinense, a espécie exoética “ostra japonesa” ou “ostra do pacifico”,
Crassostrea gigas. Paralelamente ao cultivo da ostra-do-pacifico, o cultivo do
mexilhdo Perna perna foi também se desenvolvendo por iniciativa dos préprios
pescadores locais e, posteriormente, pelo apoio técnico fornecido pelo
Departamento de Aquicultura da UFSC, da Associagcao Catarinense de Pesca
(ACARPESC) e da Agéncia Canadense de Desenvolvimento Internacional (CIDA)
que auxiliaram o processo de expansao da atividade ao longo de todo estado (POLI

& LITLLEPAGE, 1998).



Vale ressaltar que parte do sucesso da expansao do cultivo de mexilhdes no
Estado foi devido, em grande parte, a facilidade de obtencdo de sementes de P.
perna no ambiente. O mesmo n&o ocorreu com as ostras, visto que esta producao
tem como um dos pontos de estrangulamento a incerteza quanto a obtencdo de
sementes no Laboratério de Cultivo de Moluscos Marinhos, CCA, UFSC (COSTA et

al., 1998).

Outro fator limitante ao cultivo da “ostra do pacifico” € a sensibilidade desta
espécie as elevadas temperaturas que ocorrem nos meses de verao (dezembro a
mar¢o) ao longo de todo o litoral de Santa Catarina, ocasionando indices

expressivos de mortalidade (PEREIRA et al., 1998).

Face as necessidades de mercado, a exemplo do que ja ocorre em outros
estados brasileiros (Pernambuco, Maranhdo, S&o Paulo, Espirito Santo, Parana e
outros), tornou-se oportuno tentar viabilizar o cultivo de C. rhizophorae no estado de
Santa Catarina. Para tanto, foi firmado um convénio entre a Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina S.A. (EPAGRI), a Associagao
Catarinense de Aquicultura (ACAq), o Governo Canadense (CIDA), a FAPEU/UFSC
e a Associacao de Pescadores e Maricultores, o qual possibilitou a instalagao de 17
unidades produtivas experimentais (UPEs) com sementes de ostra-do-mangue ao
longo do litoral catarinense. O principal objetivo deste convénio foi analisar o
crescimento, a mortalidade e a viabilidade do consumo das ostras mantidas por um

periodo de doze meses nestas UPEs.

No entanto, algumas UPEs foram instaladas no complexo lagunar do sul do
estado de Santa Catarina, uma regidao em que existe um intenso conflito socio-

ambiental (GERCO, 1997). Os principais problemas ambientais nesta regido estao



relacionados a contaminacao hidrica que esta associada a atividade mineradora de
carvao nos municipios de Capivari de Baixo e Tubarao, além da importante atividade
agricola, particularmente da rizicultura intensiva, que existe em toda regido de
entorno do complexo lagunar. Enquanto a primeira atividade € constante ao longo do
ano, a segunda ¢ intensificada nas épocas do plantio e colheita do arroz (setembro a

marcgo).

O Rio Tubarao drena a area de mineragao, desaguando por fim no complexo
lagunar no sul do estado de Santa Catarina. Este rio apresenta grande quantidade
de metais pesados nas proximidades do municipio de Tubarao (e.g Fe, Al, Zn e Mn)
e baixos valores de pH (4,5), tendo sido considerado, em 1991, em fase de extingéo

bioldgica (PROVIDA, 1991).

Dados mais consistentes e recentes sobre o aporte de metais pesados na
regido lagunar sao inexistentes. Da mesma forma, ndo existem dados sobre o
aporte de pesticidas aplicados na rizicultura que sao lixiviados para o sistema
hidrico. Apenas existem registros sobre os principais pesticidas utilizados na
rizicultura nesta regido, tais como os inseticidas Furadan®, Decais®, Sumition® e
Gamit® e os herbicidas Sirus®, Ally®, Facet®, Rondstar®, Goal®, Satanil®, Rondup®

(LOPES, 1998)

A inexisténcia de dados que comprovem a relagédo entre a contaminacao e os
efeitos toxicos associados nos organismos mantidos nestes locais, tornou oportuna a

realizacdo de um programa de biomonitoramento.

Os moluscos bivalves marinhos (ostras e mexilhdes) sdo muito utilizados

como bioindicadores de contaminagdo em programas de monitoramento ambiental.



Isso é devido as suas caracteristicas bioldgicas, pois sado organismos sésseis,
filtradores, cosmopolitas, abundantes, resistentes as variagcbes ambientais e
concentram grande quantidade de contaminantes (e.g. pesticidas, metais pesados,
hidrocarbonetos) (PHILLIPS, 1986; VIARENGO et al., 1991; RAND, 1995; NOAA,

1995).

E importante ressaltar que os valores de bioacumulacdo nos animais n&o
necessariamente refletem o estado de saude dos mesmos (PELLERIN-
MASSICOTTE, 1994). O Conselho Internacional para a Exploragao do Mar (ICES)
tem recomendado que os programas de biomonitoramento marinho utilizem
biomarcadores como metodologia complementar que possa expressar os efeitos

téxicos causados pelos poluentes nos organismos (BURGEOT et al.,1996).

Os biomarcadores sao definidos por WALKER et al. (1996) como alteragcbes
bioldgicas a nivel molecular, celular e fisiolégico que expressam os efeitos toxicos
causados pelos poluentes. Entre os biomarcadores, os bioquimicos ou moleculares,
detectam a primeira alteragdo biolégica frente a presenga de um xenobidtico

(WALKER, 1998).

O ICES e o Programa de Biomonitoramento do Mediterraneo Nordeste (MED-
POL) recomendam o uso de alguns biomarcadores especificos (BURGEOT et al.,
1996). Dentre estes, estdo as enzimas de defesa antioxidante e de conjugacao de
xenobidticos, pois fornecem informacgdes importantes a respeito da capacidade de
defesa dos organismos, bem como da capacidade de excre¢do dos compostos

téxicos (BURGEOT et al., 1996).



Durante a biotransformacdo de xenobidticos pode ocorrer a formagao de
espécies reativas de oxigénio (ERO), tais como o radical anion superoéxido (O,") e o
radical hidroxil (‘OH) que podem oxidar biomoléculas, causando a morte celular
(TIMBREL, 1991). Estas ERO podem ser inativadas pelos sistemas de defesas
antioxidantes enzimaticos celulares, representados pela superéxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (SIES, 1993). Caso estas
enzimas estejam com baixa atividade, pode ser estabelecido um desequilibrio pré-
oxidante celular, denominado estresse oxidativo. O estresse oxidativo esta
associado a varios processos mutagénicos e carcinogénicos e pode comprometer o
metabolismo dos organismos aquaticos (SIES et al., 1992), podendo ainda provocar
uma diminuicdo no seu crescimento ou mesmo a sua morte, o que poderia afetar

seriamente o rendimento de um cultivo.

Diversos trabalhos tém demonstrado a relacdo entre a exposicao a
contaminantes (e.g. pesticidas metais pesados, hidrocarbonetos, entre outros) e a
alteracao da atividade das enzimas (PELLERIN-MASSICOTTE, 1994; CANCIO et

al., 1997; REGOLI, 1998).

Os compostos derivados dos xenobidticos e produzidos durante a
biotransformagao podem ser ligados a moléculas enddgenas, através de reagdes de
conjugagao. Este mecanismo bioquimico de defesa serve para aumentar a
hidrossolubilidade dos compostos e dessa maneira facilitar a sua excrecdo. Uma das
enzimas importantes neste processo, também proposta como biomarcadora pelo

ICES e MED-POL, é a glutationa transferase (GST). Esta enzima conjuga os



produtos da biotransformagdo do citocromo P450 com o substrato enddgeno

glutationa reduzida (GSH).

Outro biomarcador muito utilizado em vertebrados, assim como em
invertebrados, é a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE). Esta enzima é
responsavel pela hidrdlise do neutrotransmissor acetilcolina que é liberado nas
sinapses nervosas ou na jungao neuromuscular. Sua inibicdo pode resultar em uma
transmissao continua e desordenada de impulsos nervosos (STEGEMAN et al.,
1992). Quando os organismos sado expostos a pesticidas organofosforados e
carbamatos, a AChE ¢ inibida, o que provoca sérias consequéncias aos organismos
expostos. Portanto, o grau de inibicdo da AChE é proposto como um biomarcador

de exposicao e efeito (GALGANI et al., 1992).

O presente trabalho tem como objetivo analisar a atividade das enzimas
CAT, GST e AChE nas branquias da ostra-do-mangue Crassostrea rhizophorae das
UPES localizadas no complexo lagunar no municipio de Laguna e em uma UPE
referéncia, localizada na praia de Santo Antbnio de Lisboa no municipio de

Floriandpolis.

Visando fornecer informacdes adicionais sobre a resposta dos biomarcadores
analisados nos animais mantidos nas diferentes UPES, este estudo foi
complementado com a determinagcao de alguns parametros fisicos e quimicos da
agua e a determinacdo da concentragdo de metais tragos nas partes moles dos

animais nos diferentes locais de estudo.

Este trabalho sera submetido para a publicagao no periédico Environmental
Toxicology and Chemistry, tendo as normas para a publicacdo deste periddico

anexadas neste trabalho.
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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi determinar a concentragcdo de metais
tracos (As, Cd, Cu, Cr, Mn, Ni, Pb, Sn, V e Zn) nas partes moles da Crassostrea
rhizophorae e avaliar a atividade das atividade das enzimas catalase (CAT),
glutationa S-transferase (GST) e da acetilcolinesterase (AChE) nas branquias do
referido animal apés 7, 9 e 11 meses de cultivo em trés locais no complexo
estuarino lagunar (Barranceira, BAR; Morro Grande, MG, Santa Marta, SM) em
Laguna, SC e em uma regidao referéncia (Santo Anténio de Lisboa, SAL) no
municipio de Floriandpolis, SC. Em todos os periodos analisados foi determinado na
regido do complexo lagunar maiores concentragdes dos metais Cu, Cd, Mn e Zn
comparados com a regiao referencia. As maiores taxas pluviométricas ocorreram no
periodo de 9 meses o que determinou uma diminuicdo da salinidade em todos os
pontos de coleta. A auséncia de diferengcas na atividade nas enzimas GST e CAT
entre todos os pontos de coleta foi associada as diferentes necessidades de
osmoconformagdo em nossos animais. As maiores atividades de AChE na regiao
referencia neste periodo foi associada a influencia dos metais pesados na regido do
complexo estuarino e produtos anticolinesterasicos carreados pelos altos indices
pluviométricos neste periodo. Por outro lado, na regido referencia observamos em
todos os periodos os maiores comprimentos dos animais € maiores salinidades
evidenciando a necessidade de conhecimentos especificos sobre os mecanismos
bioquimicos associados as enzimas estudadas, frente aos contaminantes organicos
e inorganicos, variaveis ambientais e berm como a influencia de fatores enddégenos

na atividade destes biomarcadores
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Introducgao

Nos ultimos anos, a ostreicultura tem se constituido em uma importante
atividade soécio-econdbmica para o Estado de Santa Catarina, sul do Brasil [1].
Grande parte da produgdo de ostras neste Estado esta associada a espécie
introduzida Crassostrea gigas. Por outro lado, a producédo da ostra nativa, ou ostra
do mangue, Crassostrea rhizophorae, tem sido incentivada, uma vez que esta
espécie parece apresentar uma melhor adaptagao e crescimento em temperaturas

da agua mais elevadas, como as registradas nos meses de verao, neste litoral [1].

No periodo de maio de 2000 a julho de 2001, estacbes experimentais de
cultivo da ostra nativa foram implementadas em diferentes locais do litoral de Santa
Catarina. Entre estes, esta a regido do complexo estuarino do municipio de Laguna.
Esta area pertence a uma bacia hidrografica que drena residuos da maior usina
termoelétrica do Brasil, associada com uma intensa atividade mineradora de carvao
e intensa atividade agricola no entorno do complexo estuarino, o que confere, assim,
um potencial risco de contaminacdo por metais tragcos e pesticidas para aos

organismos cultivados.

Estudos realizados com a ostra nativa na regidao do estuario do Rio Potengi
(Natal, Rio Grande do Norte, Brasil) [2] e na Baia de Todos os Santos (Salvador,
Bahia, Brasil) [3] mostraram que esta espécie pode ser utilizada em programas de
avaliacdo e monitoramento ambiental, utilizando-se tanto animais coletados
diretamente no local de interesse, como animais transplantados de uma regiao nao

contaminada para zonas que apresentem uma maior contaminacao.

Vaérios trabalhos tém sugerido a possibilidade de utilizar biomarcadores

bioquimicos em bivalves para avaliar o impacto causado por contaminantes no
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ambiente [4,5,6,7]. No entanto, fatores bidticos [8], pardmetros ambientais [9] e
variagbes sazonais [9,10] podem promover alteragdes fisioldgicas importantes no
organismos, acarretando modificacbes na atividade de certas enzimas e, desta
maneira, interferir na resposta bioquimica dos organismos em regidées contaminadas.
Uma forma de minimizar a interferéncia destes parametros sobre as respostas
bioquimicas dos animais € através da utilizacdo de organismos de uma mesma

populagcdo, com a mesma idade, e transplanta-los para os locais de interesse [11].

Neste trabalho, sementes de ostras C. rhizophorae produzidas em laboratério
foram colocadas em trés regides do complexo estuarino de Laguna e em uma regiao
referéncia localizada na llha de Santa Catarina. Apds 7, 9 e 11 meses de cultivo,
analises de metais tragos e de biomarcadores bioquimicos foram realizadas para
avaliar a possibilidade de contaminagdo destes organismos. Os biomarcadores
analisados neste estudo foram a atividade das enzimas catalase (CAT), glutationa S-
transferase (GST) e acetilcolinesterase citosdlica (AChE) em branquias de C
rhizophorae. A CAT é uma enzima antioxidante que tem a funcado principal de
decompor o peroxido de hidrogénio produzido durante o metabolismo e assim,
contribuir na prevencao do estabelecimento de um estresse oxidativo celular [12]. As
GST sao uma familia de enzimas que catalisam a conjugagdo do tripeptideo
glutationa com compostos enddgenos ou xenobidticos, facilitando assim sua
excregao da célula [13]. As colinesterases sao isoenzimas que tém sido
extensivamente utilizadas como biomarcadores de efeito e exposicdo a
organosfosforados e carbamatos, desde mamiferos até invertebrados [14,15].
Recentemente, a colinesterase presente em branquia de C. rhizophorae foi

caracterizada como acetilcolinesterase e que esta enzima € inibida por carbamatos,
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como furadan e eserina [16,17].

O objetivo do presente trabalho € analisar a atividade de biomarcadores
bioquimicos (AChE, CAT e GST) e o nivel de metais tragos na ostra nativa
Crassostrea rhizophorae, (Guilding, 1828) cultivadas no complexo estuarino
potencialmente contaminado em Barranceira, Morro Grande e Santa Marta no
municipio de Laguna e na regido referencia em Santo Antonio de Lisboa no

municipio de Floriandpolis. SC
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Material e métodos

Coleta e manutengédo das ostras

Sementes de ostras C. rhizophorae foram produzidas no Laboratério de
Cultivo de Moluscos Marinhos, CCA, UFSC, e transplantadas para as regides
denominadas como Barranceira (BAR), Morro Grande (MG) e Santa Marta (SM) no
complexo estuarino do municipio de Laguna, sendo um grupo de animais mantidos
na regidao considerada como referéncia, Santo Anténio de Lisboa (SAL)
(Floriandpolis) (Fig. 1). Durante 7, 9 e 11 meses, dezembro de 2000, fevereiro e abril
de 2001, respectivamente, os animais foram mantidos em lanternas, onde
mensalmente passavam pelo procedimento de castigo para a retirada da fauna
acompanhante. Em cada periodo de coleta foram retirados aleatoriamente 20
animais, sendo 10 para a realizagdo das analises bioquimicas e 10 para a
determinacao das concentragdes dos metais tragos.

As analises de temperatura, salinidade e turbidez da agua, realizadas
concomitantemente aos periodos de coleta nos diferentes locais, foram realizadas
de acordo com métodos convencionais, utilizando-se termémetro, refratbmetro e

disco de Secchi, respectivamente.

Analises biométricas e preparagdo dos extratos de brénquia

O comprimento do eixo maior de cada animal foi medido utilizando-se um
paquimetro manual. As branquias de cada ostra foram dissecadas, pesadas e
congeladas em nitrogénio liquido (-186°C) para a preservagao de suas propriedades

bioquimicas.
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As branquias foram homogeneizadas na relagéo 1:4 (p/v) em tampao Tris-HCI
20 mM, EDTA 1 mM, sacarose 0,5 M, DTT 1mM, PMSF 0,1M, pH 7,6 em
homogeneizador "Tissue tearor" (Biospec Prod. INC.) O homogeneizado foi
centrifugado a 9.000 x g por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante armazenado a -
85°C. Nesta fragdo foi realizada a analise da atividade das enzimas CAT, GST e

AChE.

Analises bioquimicas

A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com o método
proposto por Aebi [18], que quantifica o desaparecimento de H,O, por minuto, a 240
nm a 30°C. Os valores de atividade foram expressos em unidades de catalase por
minuto por miligrama de proteina, utilizando-se o coeficiente de extingdo milimolar de

0,04 mM™".cm™[18].

A atividade da GST foi quantificada pelo método proposto por Keen et al. [13],
com as modificagbes propostas para P. perna por Medeiros [19] que sugere a
utilizacdo de uma concentragado de 2 mM de 1-cloro, 2,4 dinitrobenzeno (CDNB) e de
2 mM glutationa reduzida (GSH), pH 7,0, no ensaio enzimatico. A variacdo de

absorbancia foi registrada a 340 nm a 30°C (¢=9,6mM"'ecm™)[13].

A anadlise da atividade da AChE foi realizada de acordo com o método de
Ellman et al [20], o qual se baseia na reagdo entre o produto da hidrdlise do
substrato artificial (acetiltiocolina), tiocolina, com o acido 5,5 -ditio-(2-nitrobenzoico)

(DTNB). Esta reacéo origina um produto de cor amarela que é quantificado durante 2
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minutos a 412 nm, a 25°C (¢=0,062 X 10™) [20]. Os resultados foram expressos em
nmol por minuto por miligrama de proteina.

Todas as analises enzimaticas foram realizadas pelo menos em duplicata em
espectrofotometro Ultrospec 3000 (Pharmacia) com aquecimento Peltier e unidade
controladora de temperatura.

A determinagao da concentragcado de proteinas presentes na fragcéo citosodlica
foi realizada de acordo com a técnica descrita por Peterson [21], utilizando-se

albumina de soro bovina como padrao.

Analise de metais tragos nas ostras

Para a determinacdo de metais tragcos nos tecidos, HNO3; bidestilado foi
adicionado a 1,5 g de massa umida em um reator de politetrafluoretileno (PTFE),
sendo a amostra digerida por 3 horas a 110°C. A determinagdo do conteudo
metalico total nas ostras foi realizada através da técnica de ICP-MS ou por
espectrometria de absorgdo atdbmica com atomizagédo eletrotérmica (ETAAS). A
exatiddo dos métodos foi comprovada pela analise de amostra certificada (Oyster
Tissue) pelo "National Institute of Standards and Technology (NIST)" e "Antarctic

Krill" [22].

Tratamento estatistico dos dados

Os dados estao apresentados como média + desvio padrdo. A normalidade
dos valores de atividade das enzimas CAT, GST e AchE foi testada através do

teste de Bartlet para p<0,05 [23]. Os mesmos foram comparados através de uma
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analise variancia de duas vias (Two-Way ANOVA), tendo sido considerado os
fatores local e periodo de coleta. As comparagdes entre os grupos foi realizada
utilizando-se o teste de Tukey HSD para amostras de n iguais ou diferentes,
quando foi o caso. Foi adotado o nivel de significancia minimo de 5 % para todas

as analises estatisticas.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o Software

Statistica® for Windows versao 5.1.
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Resultados

Analise dos paréametros fisicos e quimicos na agua do mar durante a coleta

A temperatura média da agua nos locais de coleta variou de 25,6°C, em
dezembro de 2000, para 31°C em fevereiro de 2001 e 23,5°C em abril de 2001
(Tabela 1). Nenhum dos locais de coleta apresentou um padrao consistente que
demonstrasse uma tendéncia de maiores ou menores temperaturas ao longo do
periodo experimental. No entanto, as maiores temperaturas foram observadas em
fevereiro de 2001, particularmente no MG e na BAR (Tabela 1). Nestes locais, bem

como em SM, foram observados baixos valores de salinidade.

Importante destacar que, no més de fevereiro a salinidade foi menor também
em SAL, como decorréncia da maior intensidade de precipitagdes pluviométricas.
Neste local foi registrada uma diminuicdo da transparéncia da agua em relagéo aos

outros periodos de coleta (Tabela 1).

Analise biométrica das amostras

A Figura 2 mostra o comprimento do eixo maior das ostras coletadas. Os
animais de SAL apresentaram um comprimento estatisticamente maior (p<0,05), que
todas as UPEs do complexo lagunar nos trés periodos de coleta. Por outro lado, o
comprimento médio dos animais de SM foi menor que o dos demais locais nos
periodos de fevereiro e abril (p<0,05). Os animais dos locais BAR e MG nao
apresentaram diferencgas estatisticas entre si nos meses de dezembro e fevereiro,
entretanto, na coleta de abril, os animais do MG apresentaram um comprimento

maior que os animais da BAR (p<0,05).
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Analise da atividade enzimatica nas brénquias

A atividade da CAT foi 1,2 a 1,7 vezes maior nas ostras coletadas em SAL
em dezembro e abril, em comparagdo com os animais dos outros locais (Fig. 3;
p<0,05). No periodo de fevereiro, nenhuma diferenca na atividade desta enzima
foi observada. Em abril, as ostras de MG apresentaram uma atividade da CAT em
torno de 50% maior que aquelas encontradas nos animais de dezembro e

fevereiro.

A maior atividade da GST foi observada nos animais coletados em SAL no
més de dezembro (Fig. 3). Neste periodo os animais de MG também apresentaram
uma atividade da GST maior que os animais da BAR e SM. Um perfil similar de
atividade foi observado nos animais coletados em abril (Fig. 3). No més de fevereiro,
nenhuma diferenga estatistica na atividade da GST foi observada entre as ostras dos
diferentes locais, apesar de ter sido observada uma tendéncia de uma maior

atividade da GST nos animais de SAL.

Tanto em dezembro, como em abril, a atividade da AChE soluvel foi maior
nos animais de MG e SAL, em comparagao com os demais locais (Fig. 3). Em
fevereiro, apenas os animais de SAL apresentaram uma alta atividade da AChE

soluvel.

Anélise dos metais tragos em material certificado e na carne das ostras

As andlises dos metais V, Cr, Mn, Ni, Cu, Zn, As, Cd, Sn e Pb realizadas no
material certificado estiveram dentro da margem de erro aceitavel, considerando o

padrao de qualidade analitica (Tabela 2).
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O perfil do niveis de V e Cr na carne das ostras, coletadas nos diferentes
locais e periodos, foi semelhante (Fig. 4) sendo que os maiores valores foram
observados em SAL tanto em dezembro, como em abril. Estes dois metais também

mostraram-se mais elevados em BAR e MG no periodo de dezembro.

As ostras que permaneceram em SM apresentaram maiores concentragoes
de Mn que nos demais locais, em todos os periodos de coleta (Fig. 4). Além disso,
foi observada uma tendéncia de aumento nos niveis deste metal nestes animais ao
longo do periodo experimental. Os niveis de Mn também foram maiores nos animais

mantidos na BAR em abril, em relagdo aos periodos anteriores.

Em dezembro, os niveis de Cu foram maiores nos animais de MG (Fig. 5). Em
fevereiro, este metal foi encontrado em niveis mais elevados em SM e MG, enquanto
que em abril, os maiores teores de Cu foram observados nas ostras de BAR e SM. O
nivel de Cu nos animais da regidao referéncia foram os menores observados,
respectivamente, em todos os periodos de coleta (Fig. 5). Resultado semelhante foi

observado com os niveis de Zn e Cd (Fig. 5).

Nenhuma diferenga significativa foi observada entre o teor de Ni das ostras
coletadas em dezembro nos diferentes locais (Fig. 4). No entanto, em fevereiro os
animais de SM apresentaram um aumento nos niveis deste metal, comparado aos
demais grupos. Os animais coletados em SAL em abril apresentaram uma

diminuicao dos niveis de Ni, em relagdo aos meses anteriores (Fig. 4).

Os niveis de As foram significativamente maiores nos animais de SAL, regiao
referéncia, do que nos outros locais, em todos os periodos de coleta (Fig. 5). De

forma similar, os niveis de Sn dos animais coletados em SAL foram maiores do que
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nos demais locais, em dezembro e em abril. Em fevereiro, o nivel deste metal
também esteve elevado nos animais de SM (Fig. 5).

Os teores de Pb nas ostras de BAR e MG coletados em dezembro foram
maiores do que o das ostras de SM e SAL (Fig. 6). Em fevereiro, este metal
permaneceu em maiores concentragdes em MG, mas diminuiu significativamente
nos animais coletados na BAR. Por outro lado, neste periodo, foi observado um
aumento nos niveis de Pb nas ostras de SM e SAL. Em abril, foi observada uma
diminuicao dos niveis de Pb nas ostras de MG e SM e um leve aumento nos animais

de BAR e SAL.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

22

Discussao

Estudos tém sido desenvolvidos visando o estabelecimento de correlagdes
entre os niveis de contaminantes, as respostas bioquimicas e a qualidade do
alimento cultivado para o consumo humano. No presente trabalho, foi determinada a
concentracdo de metais tragcos na carne da ostra nativa C. rhizophorae e a atividade
das enzimas AChE, CAT e GST nas branquias, em animais cultivados durante 7, 9 e
11 meses em regides potencialmente contaminadas, no complexo estuarino de

Laguna e na regiao referéncia situada no municipio de Floriandpolis.

Na coleta realizada em dezembro de 2000, os animais da regidao referéncia
(SAL) apresentaram atividade das enzimas GST, CAT e AChE significativamente
maiores que nos animais coletados na regido do complexo estuarino de Laguna. A
baixa atividade destas enzimas nos animais de Laguna pode estar relacionada com
os maiores niveis de Zn, Cu, Cd e Mn, observado nestes animais, particularmente

em BAR e MG, comparado com os animais da regiao referéncia.

Certos metais, tais como o Cu e o Fe, sdo conhecidos por catalisarem a
reagcao de Fenton promovendo um aumento na peroxidagao lipidica, podendo
assim, desestabilizar a estrutura das membranas biolégicas. Alguns produtos da
lipoperoxidagdo podem ser conjugados com a glutationa, através da GST [24].
Assim, seria de se esperar que 0s animais da regido de Laguna apresentassem
um aumento na atividade da GST, maiores atividades que nao foram verificadas
nos animais instalados no complexo estuarino. Entretanto, as respostas deste
biomarcador em moluscos bivalves expostos a ambientes contaminados por
metais tem sido bastante divergentes, sendo observados resultados similares ao

presente trabalho por Regoli [25] que observou uma diminuigdo da atividade da
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GST nas branquias de Mytillus galloprovincialis. Por outro lado, foi observado um
aumento na atividade desta enzima em Mytillus guaynenses coletada em um
mangue do ltacorubi contaminado por metais [26] e ainda relatos de ausencia de
alteracao de respostas em Myftillus galloprovincialis em estuario contaminado por
metais na lItalia [4]. A grande divergencia de resultados tem sugerido que o
biomarcador GST apresente uma melhor resposta como biomarcador de
contaminagdo aquatica, particularmente, em ambientes contaminados por

xenobidtico organicos [6].

A baixa atividade da CAT observada nas ostras mantidas na regido
estuarina pode estar associada a maior concentracdo de alguns metais
detectados nestes animais. A catalase € uma hemoproteina que possui o grupo
heme em sua estrutura catalitica [27]. Certos metais possuem alta afinidade por
grupamentos sulfidrila presentes nas enzimas envolvidas na rota de biossintese
do grupo heme, tais como a a-aminolevulinato desidratase (ALAD), causando
assim uma inibicdo da sintese do grupo heme. Desta forma, haveria um
comprometimento da eficiéncia catalitica desta enzima, o que poderia explicar os
resultados observados.

A inibicao da AChE é normalmente associada com a presenca de
pesticidas organosfosforados ou carbamatos [28], sendo assim considerada como
um biomarcador especifico . Entretanto, outras substancias tém demonstrado
poder de inibicdo da atividade da AChE, tais como, metais pesados [4,29] e
hepatotoxinas de cianobactérias [30] necessitando cautela na interpretacdo dos

resultados da atividade deste biomarcador in situ. Assim, a baixa atividade da
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AChE encontrada nas ostras mantidas no complexo lagunar pode estar associada
também as maiores concentragdes de alguns metais tragos nestes animais.

Cabe ressaltar também que existe a possibilidade de que outros fatores
possam também ter afetado a atividade das enzimas analisadas nas ostras mantidas
no complexo estuarino. Neste local, na coleta realizada em dezembro, a salinidade
dos locais de coleta no estuario variou de 12, em SM, até 21, em MG. No local
referéncia, a salinidade foi de 34. Além disso, os animais referéncia apresentaram
um comprimento final significativamente maior do que os animais do complexo
lagunar, o que de certa forma reflete a existéncia de condigbes ambientais mais
adequadas para o crescimento desta espécie. Assim, as respostas bioldgicas
analisadas nestes animais possivelmente sdo um reflexo de uma integracdo de
diferentes fatores que possam estar afetando a homeostasia e por consequente,
uma melhor adaptacao as variagdes ambientais.

Dentre o contexto acima, ressalta-se que as maiores determinacdes nas
concentracdes dos metais tragos As, Cr,Sn e V nas partes moles dos animais da
regido referencia pode estar cooperando para as maiores atividades das enzimas
AChE, CAT e GST neste periodo.

Na coleta realizada em fevereiro, foi observada uma alteracdo nas condi¢des
oceanograficas das areas de coleta. Em todos os locais de estudo foi observada
uma elevacdo da temperatura média da agua, associada a predominancia de
temperaturas do ar maiores nesta época do ano. Além disso, este aumento de
temperatura coincidiu com baixos valores de salinidade associados ao maior aporte
de agua doce, provocado pela maior incidéncia de chuvas no periodo que antecedeu

a coleta. Dados fornecidos pelo Climerh-Epagri (SC) mostraram que no periodo de



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

10 dias que antecederam a coleta de fevereiro foi observada uma precipitacao
pluviométrica acumulada de 135,6 mm, cerca de 1,8 vezes maior do que a que foi
observada em dezembro (73,7 mm). Além disso na regido de SAL houve uma
diminuicao significativa da transparéncia da agua decorrente do maior aporte

antropico nesta regiao.

Neste periodo de coleta, os animais amostrados em Laguna apresentaram
maiores niveis de Cu, Zn e Cd que os animais da regiao referéncia. Entretanto,
nenhuma diferencga significativa foi observada na atividade das enzimas GST e
CAT entre as ostras dos diferentes locais. Por outro lado, a atividade da AChE foi
significativamente maior nos animais de SAL. A auséncia de relagdao entre a
atividade das enzimas CAT e GST com os niveis de Cu, Zn e Cd neste periodo de
coleta pode estar relacionada com as alteragbes nas condigbes ambientais,
principalmente relacionadas com a diminuicdo da salinidade destes locais.
Importante ressaltar que a regiao do complexo estuarino de Laguna apresenta
flutuagdes de salinidade, associadas as variagdes tidais e ao aporte de agua doce
dos rios desta regido, enquanto que SAL possui caracteristicas tipicamente
marinhas com salinidades em torno de 34 a 35. Assim, pode-se especular que
possivelmente o0s animais mantidos no complexo estuarino de Laguna
apresentassem uma melhor adaptacdo a flutuacdes de salinidade do que os

animais da regiao referéncia.

Entretanto, os mecanismos de regulagdo osmoética em animais
osmoconformadores, como os bivalves marinhos, sdo pouco conhecidos, sendo
relatado a possivel participacdo do peptideo atrial natriuretic- like, assim como

ocorre em animais vertebrados e muitos invertebrados, na regulagdo do
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metabolismo da agua e no transporte ibnico na ostra Crassostrea virginica [31]. Vale
ressaltar que a influéncia das diferentes necessidades de osmoconformagao nos
animais eurihalinos na atividade de biomarcadores bioquimicos de contaminagao

aquatica € pouco compreendido.

Estudos realizados em campo e em laboratério com a  Crassostrea
rhizophorae para avaliar as taxas de crescimento e ganho de peso em fungao da
salinidade demonstraram que as maiores taxas de crescimento e ganho de peso

foram observadas nas maiores salinidade [32].

Em nosso laboratério foi realizado um estudo in vivo com juvenis de C.
rhizophorae mantidas por 21 dias em salinidades de 7, 15, 25 e 35 ppm em que foi
analisada a atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase(CAT),
glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx), acetilcolinesterase soluvel
(AChE-Sol) e acetilcolinesterase soluvel em triton X-100 (AChE-ST) na carne dos
animais. Foi observada uma relacao inversa da atividade das enzimas GR e GPx
(p<0,05) com a salinidade e um aumento da atividade na CAT para a salinidade de 7
ppm [33]. Os resultados deste trabalho ndao sao conclusivos em relagao a existéncia
ou n&do de um estresse oxidativo nos animais mantidos em baixas salinidades. No
entanto, € sugerido que em baixa salinidade haja um maior gasto energético para a
manutencdo da homoestasia do animal e isso poderia provocar um aumento no
consumo de oxigénio desencadeando consequentemente um aumento nas repostas

antioxidantes.

A atividade da AChE no periodo de fevereiro foi semelhante para todos os
locais do complexo estuarino sendo menores estatisticamente (p<0,05) que a regiao

SAL. A presencga de maiores indices pluviométricos neste periodo poderia provocar
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um aumento na lixiviagdo de pesticidas anticolinesterasicos utilizados na regido de
entorno do complexo estuarino. Estudos recentes realizados em nosso laboratério
tém mostrado que a AChE em branquia de C. rhizophorae é inibida pelos
carbamatos furadan e eserina e que esta inibicdo € mais significativa do que no
mexilhdo P. perna [16]. No entanto, cabe ressaltar que os altos niveis de metais nas
partes moles dos animais neste periodo pode também estar contribuindo para esta

diminui¢ao de atividade.

Na coleta realizada em abril de 2001, foram observados os menores
indices pluviométricos. Considerando a chuva acumulada durante os 10 dias que
antecederam a coleta foi registrada uma precipitagao de 27,9mm (Climerh-Epagri
-SC), aproximadamente 6 vezes menor que o periodo de fevereiro. Este fato se
refletiu no aumento da salinidade em todos os locais de estudo comparados com
periodo de fevereiro. Neste periodo foi observado um perfil semelhante da
atividade das enzimas GST, CAT e AchE na branquia das ostras dos diferentes
locais, sendo registrado as maiores atividades destas enzimas nos animais de
MG e SAL. Nestes animais foram observados menores niveis de Cu, Zn e Mn.
Assim como observado nos animais coletados em dezembro, € possivel que a
diminuicdo na atividade destas enzimas esteja relacionada com os niveis mais

elevados destes metais.

Os baixos indices pluviométricos 10 dias antes da coleta, miniminizam os
possiveis efeitos de xenobidticos carreados pelo processo de lixiviagdo. Por outro
lado, as maiores concentracdes dos metais Cu, Mn e Zn encontradas nos animais
em MG em comparacado com SAL nao foram determinantes para evidenciar menores

atividades das enzimas em MG. As semelhancas do perfil das atividades
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enzimaticas e do comprimento dos animais evidenciam uma possivel influéncia de
fatores endogenos neste periodo associada a diferentes necessidades de
manutencado da homeostasia em fungdo do comprimento dos animais.

As maiores deteminagdes de metais Cd, Cu, Mn e Zn nos periodos de
dezembro e abril demonstraram uma correlagdo com as menores atividades das
enzimas estudadas. Por outro lado as maiores atividades encontradas nos animais
da regiao referéncia estao associadas aos maiores comprimentos dos animais e as
maiores salinidades comparados com os animais da regido do complexo. As
correlagdes com o0s mecanismos que influenciam a inibicdo ou ativagcdo destas
enzimas nesta espécie € pouco compreendida, evidenciando a necessidade de
esforcos em laboratério para se reconhecer mecanismos bioquimicos de ativacao
ou inibicdo desta enzima frente a contaminantes organicos e inorgéanicos, e bem
como as influéncias de fatores endégenos (e.g.. maturagdao, ontogenia). Desta
forma, sera possivel identificar o melhor tecido alvo a ser estudado, as enzimas
mais apropriadas a serem utilizadas como biomarcadores neste animal e
promover assim uma otimizagdo da técnica de biomarcadores bioquimicos para
esta espécie de moluscos.

As maiores concentragdes dos metais Cd,Cu, Mn e Zn encontradas e
auséncia de dados mais consistentes quanto a fonte exata da poluicdo de metais
evidencia a necessidade de esforgos no sentido de se mapear a origem das fontes
poluidoras, a carga destes metais no complexo estuarino na regido de Laguna
bem como a dindmica da circulagcdo para se reconhecer a abrangéncia de
distribuicdo destes agentes, bem como seu potencial efeito téxico neste

ambiente, e assim se obter parametros para as devidas medidas de mitigagcéo e
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tomadas de decisdo sobre o desenvolvimento da atividade de cultivo de moluscos

bivalves nesta regiao.
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Tabelas

Tabela 1. Tabela dos parametros fisicos e quimicos da agua do mar nos dias de

coleta nos diferentes locais

Parametro Epoca/Local Dezembro Fevereiro Abril
de coleta 2000 2001 2001
Temperatura  Barranceira 25 31 23
daagua (°C) M. Grande 23,5 35 23
Sta. Marta 27 29 24
Sto. Antbénio 27 29 24
Salinidade Barranceira 20 8 12
(%0) M. Grande 21 5 10
Sta. Marta 12 5 13
Sto. Antbnio 34 28 35
Transparéncia Barranceira 1,8 1,8 1,6
(m) M. Grande 1,0 1,8 1,9
Sta. Marta 1,3 1,1 0,8
Sto. Antbénio 1,2 0,8 2,2

*dado nao analisado. ** Coleta nio realizada

nesta estacao.



Tabela2 . Resultados obtidos para Oyster Tissue SRM 1566a

(n = 3 replicatas x 3 leituras/replicata)

Elemento  Valor encontrado Valor certificado
(mg-kg™") (mg-kg™")

Vv 4.67 + 0,35 4,68 + 0,15
Cr 1,39 £ 0,24 1,43 £+ 0.46
Mn 11,9+1,0 12,3+1,5
Ni 2,06 £ 0,16 2,25+0,44
Cu 63,4 +4,2 66,3 +4,3
Zn 869 + 17 850 + 49
As 15+1,2 14 +1,2
Cd 4,50 + 0,30 4,15 +0,38
Sn* 2+0,1 3
Pb 0,400 + 0,029 0,371 + 0,014

*
valor informado
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Fig. 1 Mapa da regidao de estudo. SAL-Santo Antonio de Lisboa, Bar. —

Baranceira, MG.- Morro Grande, SM.- Santa Marta.

Fig. 2 Comprimento das ostras do mangue Crassostrea rhizophorae coletadas
nas regides de cultivo em Santo Antonio de Lisboa (SAL), Barranceira (Bar),
Morro Grande (MG), Santa Marta(SM) nos periodos de dezembro, fevereiro e abril
e destinas para as analises bioquimicas. Letras e numeros indicam diferenga

estatistica (p<0.05) entre os locais e periodos respectivamente.

Fig.3  Atividades das enzimas acetilcolinestrase(AChE), Catalase(CAT) e
glutationa s-transferase (GST) nas branquias das ostras do mangue Crassostrea
rhizophorae coletadas em Santo Antonio de Lisboa (SAL), Barranceira (Bar),
Morro Grande (MG), Santa Marta(SM) nos periodos de dezembro, fevereiro e
abril. Letras e numeros indicam diferenga estatistica (p<0.05) entre os locais e

periodos respectivamente.

Fig. 4 Determinagdo dos metais tragos vanatico, cromo, manganés e niquelnas
partes moles das ostras Crassostrea rhizophorae coletadas em Santo Antonio de
Lisboa (SAL), Barranceira (Bar), Morro Grande (MG), Santa Marta(SM) nos
periodos de dezembro, fevereiro e abril. Letras e numeros indicam diferenca

estatistica (p<0.05) entre os locais e periodos, respectivamente.

Fig. 5. Determinagdo dos metais tragos cobre, zinco, arsénio e cadmio nas
partes moles das ostras Crassostrea rhizophorae coletadas em Santo Antonio de
Lisboa (SAL), Barranceira (Bar), Morro Grande (MG), Santa Marta(SM) nos
periodos de dezembro, fevereiro e abril. Letras e numeros indicam diferenca

estatistica (p<0.05) entre os locais e periodos, respectivamente.

Fig. 6 Determinagdo dos metais tragcos estanho e chumbo nas partes moles das
ostras Crassostrea rhizophorae coletadas em Santo Antonio de Lisboa (SAL),
Barranceira (Bar), Morro Grande (MG), Santa Marta(SM) nos periodos de
dezembro, fevereiro e abril. Letras e numeros indicam diferenca estatistica

(p<0.05) entre os locais e periodos, respectivamente.
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Consideragoes finais

O crescente desenvolvimento da aquicultura mundial deve obrigatoriamente
estar vinculado a constante preocupag¢ao com a qualidade de agua, a base para o
desenvolvimento dos organismos cultivados. No caso do cultivo de moluscos
bivalves, existe uma preocupacdo adicional devido a capacidade destes
organismos em bioacumular grande quantidade de xenobidticos organicos e
inorganicos em sua partes moles, em concentragbes muitas vezes superiores
aquelas encontrados na agua circundante.

Considerando o estado de Santa Catarina como o principal produtor de
moluscos bivalves do Brasil, tornam-se cada vez mais relevantes estudos que
visem determinar os niveis de contaminantes nos moluscos, bem como as
respostas bioquimicas e fisioldégicas que possam expressar o potencial efeito toxico
de xenobidticos.

No presente trabalho, as determinacbes de metais nas partes moles dos
animais da regiao do complexo estuarino no municipio de Laguna mostraram um
nivel mais elevado para Cd, Cu, Mn e Zn em comparagdo com O0S niveis
encontrados nas partes moles dos animais da regido referéncia em Santo Antonio
de Lisboa. Para alguns metais (e.g Cu e Zn), os niveis determinados foram
superiores aos limites permitidos pelas leis brasileiras para os alimentos (pescados
ou outros)(Portaria 685/98 da SVS/MS). Os valores encontrados inviabilizariam o
comércio destes animais no mercado brasileiro, mas, paradoxalmente, tais
determinagdes nao podem ser consideradas conclusivas, dada a natureza pontual

do presente trabalho.
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Os niveis de metais, particularmente Cu e Zn, encontrados na regido do
complexo estuarino do municipio de Laguna podem representar um alerta, no
sentido de orientar novos estudos nesta regido, visando elucidar de forma mais
clara as fontes potenciais de aporte de metais pesados. Estes estudos poderiam
incluir ainda a caracterizagao da dinamica de circulagdo das aguas na regiao, de
modo a evidenciar as possiveis influéncias sazonais da presenca dos metais tragos
Cu e Zn no complexo. Estes estudos possibilitariam o estabelecimento de
paramétros mais solidos para nortear o futuro da atividade de cultivo na regido do
complexo estuarino do municipio de Laguna.

As atividades das enzimas estudadas mostraram uma correlagao
aparentemente negativa com os niveis mais elevados dos metais Cd , Cu, Mn, e Zn
nos periodos de dezembro e abril. Por outro lado, niveis mais elevados de atividade
das enzimas nestes periodos estdo associados aos maiores valores de salinidades,
comprimento dos animiais e, particularmente no periodo de dezembro, aos maiores
niveis dos metais As, Cr, Sn e V. Tal fato indica a necessidade da realizagao de
mais estudos sobre os mecanismos bioquimicos envolvidos na biossintese das
enzimas estudadas, o que contribuiria para interpretar a inibicdo e/ou ativagao
destas enzimas frente a contaminantes inorganicos e a influencia de fatores
ambientais e enddégenos, objetivando assim, a otimizagdo do uso de biomarcadores
bioquimicos nesta espécie de molusco.

Por outro lado, as respostas obtidas em estudos in situ, como as do
presente trabalho, podem ser vistas como resultado da interacdo de fatores
biolégicos e fatores ambientais, além da presenga de xenobidticos. Estas

interagcdes podem estar promovendo efeitos sinérgico ou antagbénico sobre as
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respostas bioquimicas dos organismos, o que dificulta a interpretacdao dos
resultados.

Neste contexto, € importante considerar que o emprego de biomarcadores
bioquimicos de contaminagdo ambiental tem sido recomendado e apresentado
utilizacdo crescente em programas de biomonitoramento principalmente por
representar as primeiras respostas dos organismo frente a presenca de
xenobioticos. Assim sendo, existe uma constante procura em entender melhor os
mecanismos envolvidos nas respostas envolvendo biomarcadores, bem como em
padronizar a metodologia empregada e definir as espécies animais cultivaveis
que possam ser utilizadas como organismos sentinela em programas de

monitoramento ambiental em diferentes regides.
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