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RESUMO

A contaminacdo por metais em ambientes aquéticos € um problema recorrente, que
tem se intensificado com o crescimento industrial e a urbanizacdo de regides
costeiras. Este trabalho teve como objetivo analisar a bioacumulagcdo de metais e
estresse oxidativo em Anomalocardia brasiliana apds exposicdo a cobre e/ou zinco
por meio de um experimento manipulativo de campo com 30 dias de duragdo. Foram
analisadas as enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST) e niveis de peroxidacdo
de lipidios (LPO). A hipdtese testada foi que os niveis de bioacumulacdo e a
atividade dos biomarcadores analisados seriam significativamente maiores nos
tratamentos manipulados, conforme o aumento no tempo de exposicdo aos metais.
Doze unidades experimentais foram aleatoriamente dispostas em dois baixios de
maré situados na Baia de Paranagua (sul do Brasil). Foram aleatoriamente alocados
quatro tratamentos (3 unidades para cada tratamento) as unidades experimentais:
contaminagdo por Zinco (Zn), contaminacdo por Cobre (Cu), contaminacao
combinada por Cobre e Zinco (CZ), e sedimento ndo manipulado (NM). Em cada
unidade experimental foram dispostas duas gaiolas com 5 bivalves cada, expostos
ao contaminante para determinacdo dos niveis de bioacumulacdo e estresse
oxidativo. Nao foram detectadas diferencas significativas nas taxas de
bioacumulacao e na resposta dos biomarcadores entre tratamentos experimentais e
tempos de exposicdo que pudessem ser inequivocamente atribuidas a adicdo dos
metais in situ. Diferencas na concentracdo de cobre estiveram relacionadas a
variabilidade espacial dos baixios detectada pela ANOVA. Diferencas nha
concentracdo de zinco foram mais complexas e dependeram da interacdo entre
tratamentos, tempos e baixios.

Palavras-chave: Bioacumulacdo. Estresse oxidativo. Anomalocardia brasiliana.
Experimento manipulative. Baia de Paranagua.



ABSTRACT

The aim of this study was to analyse the bioaccumulation and oxidative
stress biomarkers in Anomalocardia brasiliana after exposure to copper and/or zinc
in a field manipulative experiment. Were analyzed the antioxidant enzymes
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPXx),
glutathione S-transferase (GST) e lipid peroxidation levels (LPO). We tested the
hypothesis that the levels of metal accumulation and the biomarker response would
be significantly larger in manipulated treatments at longer exposure times. Twelve
experimental units were randomly disposed in two tidal flats in the subtropical estuary
o Paranagua Bay (southern Brazil). Four treatments were assigned randomly to the
experimental units (3 units per each treatment): contamination by zinc (Zn),
contamination by copper (Cu), combined contamination by copper and zinc (CZ), and
undisturbed sediment (NM). In each experimental unit, two cages containing 5
bivalves each were placed. No significant differences were detected in the
bioaccumulation levels and biomarker responses among experimental treatments
and time of exposition that could be unequivocally attributed to addition of metals in
situ. Differences in the concentration of copper were related to the spatial variability
as an effect of tidal flats in ANOVA. Differences in the concentration of zinc were
more complex and depended on the interaction among treatments, time and tidal
flats.

Keywords: Bioaccumulation. Oxidative stress. Anomalocardia brasiliana.
Manipulative experiment. Paranagua Bay.
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1 INTRODUCAO

Cobre e zinco sdo micronutrientes essenciais aos organismos Vivos
desempenhando papel fundamental no crescimento, desenvolvimento, mecanismos
de regulacdo celular, e no controle homeostatico (CHASAPIS, 2011; RINGWOOD,
1998). Contudo, em excesso, esses elementos tragos desregulam o metabolismo e
podem provocar danos a saude do organismo (RAINBOW, 2006). Embora, esses
metais ocorram naturalmente no ambiente aquatico, atividades antropicas como o
despejo de efluentes industriais e domésticos contribuem para o aumento das suas
concentracdes (KENNISH, 2002).

A contaminacdo por metais pode ser avaliada por meio da bioacumulacao e
analise de estresse oxidativo em organismos expostos. A analise desses parametros
permite verificar efeitos subletais dos contaminantes em nivel suborganismico, antes
que estes se manifestem em niveis de organizagdo bioldgica superior, como
populacdes e comunidades.

A bioacumulacdo de metais em organismos vivos, em geral, reflete o grau de
contaminacdo de um ambiente (CAMBEK, 2007), contudo essa acumulagdo €
mediada tanto por fatores abidticos quanto bidticos, pois estes interferem na
assimilacao do elemento (RAJOTE et al., 2003).

O uso de biomarcadores de estresse oxidativo exerce um importante papel
na avaliacdo de impactos e no monitoramento ambiental, pois mudancas nas
defesas antioxidantes tém sido frequentemente associadas a exposicdo a
contaminantes (VAN DER OORST, 2003). A poluigdo por metais pode realcar a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), induzindo ao estresse oxidativo
(VAN DER OOST, 2003). A geracédo de ERO é um processo fisiolégico continuo que
pode se intensificar com a presenca de contaminantes. Estresse oxidativo ocorre
guando ha um desequilibrio entre a producdo de ERO que causam dano celular, e
ativacdo das defesas antioxidantes, com favorecimento da primeira
(ABELE;PUNTARULO, 2004).

Alguns biomarcadores se manifestam em resposta a tipos especificos de
compostos toxicos de acordo com seu mecanismo de defesa, enquanto outros se
manifestam em resposta a presenca de diversos contaminantes (SANNI et al.,

2017). Algumas enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD),



catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), assim como defesas ndo-enzimaticas
como niveis de glutationa reduzida (GSH), sdo importantes para protecdo das
células contra compostos xenobidticos (LUCHMAN et al., 2011). A glutationa S-
tranferase (GST) atua como um antioxidante indireto, pois age nos processos de
detoxificacdo celular, eliminando os subprodutos das ERO (BOUTET et al., 2004).
Essas defesas, entretanto, podem nao ser eficientes o suficiente para prevenir
danos oxidativos no organismo em termos de peroxidacéo de lipidios (LPO) (TURJA
et al., 2013; ZANETTE et al., 2015). A SOD, por sua vez, é descrita como sendo
uma das enzimas mais ativas, com tempo de resposta relativamente rapido
(LUCHMAN et al., 2011).

Devido a alta capacidade de bioacumulacdo, bivalves tém um potencial
significativo como bioindicador para monitoramento de metais (ZUYKOV, 2013). A
determinacdo dos niveis de bioacumulacdo, bem como a ativacdo de defesas
antioxidantes, tém sido frequentemente realizada em bivalves para se avaliar a
contaminacdo ambiental, devido as caracteristicas fisiolégicas e comportamentais
gue os tornam bons bioindicadores (BLASCO et al.,, 2008; SARDI et al.,, 2016;
VIDAL-LINAN et al., 2010; TURJA et al., 2014). Anomalocardia brasiliana € um
molusco filtrador, resistente a variagcbes ambientais e € amplamente distribuido pela
costa brasileira, principalmente em enseadas, baias e estuarios(BOEHS et al., 2008;
SANDRINI-NETO, 2016).

Neste trabalho foi analisada a bioacumulacéo isolada e combinada de cobre
e zinco, bem como avaliada a resposta de biomarcadores de estresse oxidativo no
bivalve A. brasiliana durante um experimento manipulativo de campo. Foi testada a
hipétese de que a concentracdo de metais nos tecidos e a resposta dos
biomarcadores seriam significativamente maiores nos tratamentos experimentais em
relacdo aos controles nao-manipulados conforme o aumento no tempo de

exposicao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Os metais estdo entre 0s contaminantes inorganicos mais abundantes em
ambientes aquaticos. Ao contrario dos compostos organicos, os metais ndo podem
ser degradados e se acumulam nos sedimentos e organismos (BERTIN;
AVERBECK, 2006; SEEBAUGH et al., 2005). Os metais sdo lancados nos
ambientes marinhos a partir de diversas atividades antropicas, tais como o despejo
de efluentes industriais e domésticos, mineracdo, processamento de minérios,
queima de combustiveis fésseis e lixiviagdo de areas urbanas e lixdes (FORSTNER,
1980). Como consequéncia, as concentracfes de metais em areas poluidas
préximas a centros urbanos sdo maiores do que em areas nao urbanizadas (STARK,
1998). Embora muitos metais sejam elementos essenciais, quando em altas
concentragbes podem se tornar tOxicos e causar impactos persistentes as
comunidades bénticas.

A toxicidade dos metais varia de acordo com diversas caracteristicas do
ambiente de entorno, como a espécie quimica disponivel, salinidade, pH e
temperatura. Além disso, interacdes entre diferentes contaminantes, processos
ecolégicos como competicdo, migracdo, recrutamento, e a variabilidade fisica do
ambiente podem afetar a acumulacdo, persisténcia e toxicidade de muitos
contaminantes e modificar as respostas das comunidades ante um agente toxico.
Com isso, os efeitos encontrados em laboratério podem ser diferentes dos que
ocorrem na natureza (JOHNSTON; KEOUGH, 2003). Os impactos causados por um
disturbio podem variar também em funcéo de diferencas de sensibilidade entre as
espécies e na estrutura e composicdo das comunidades entre locais e tempos
distintos (LINDEGARTH; HOSKIN, 2001). Além disso, organismos podem
desenvolver tolerdncia a disturbios especificos, tornando dificil a predicdo de
impactos ecoldgicos dos contaminantes em testes de toxicidade em laboratério
(KLERKS; LEVINTON, 1993).

Muitos estudos mostram efeitos negativos quando séo realizados em
laboratério e/ou em uma Unica espécie ou populacdo. Estes experimentos, no
entanto, ndo refletem as condicdes complexas as quais 0S organismos estao
naturalmente sujeitos, como interacdes intra- e interespecificas, e as alteracbes
fisicas e quimicas naturais do ambiente (UNDERWOOD; PETERSON, 1988). Em
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revisdo feita por Mayer-Pinto et al. (2010), observou-se que os efeitos de metais em
comunidades, quando detectados, variam muito entre tempos e locais, e fatores
externos sdo usualmente responsaveis por grande parte da variacdo encontrada,
dificultando a predicao dos efeitos dos metais sobre as comunidades.

Estudos em campo tem a vantagem de que todas as variaveis, exceto a que
esta sendo manipulada, podem variar naturalmente. Neste sentido, muitos estudos
em micro- e mesocosmos tem sido realizados para investigar os efeitos da poluicdo
por metais (BUFFET et al., 2014), buscando criar uma condi¢cdo mais proxima da
natural para testar a toxicidade. Contudo, nestes estudos, assim como nos estudos
de laboratério, muitas varidveis sdo mantidas constantes e podem n&o variar
naturalmente. No mesocosmo pode ocorrer diferencas nas propriedades do
sedimento e da agua intersticial, comparadas com as condi¢des naturais, além das
diferencas no niumero de espécies e a impossibilidade de recrutamento de novos
organismos (BERGE et al., 1986).

As evidéncias de impactos por metais sobre a macrofauna béntica em
campo surgem principalmente da observacdo de padrdes correlativos. No Brasil,
diversos trabalhos utilizaram as respostas da macrofauna béntica na avaliacdo da
contaminagdo por metais: Buruaem et al. (2013) avaliaram a qualidade dos
sedimentos em areas portuarias de Santos através da analise integrada entre testes
de toxicidade, teores de metais traco, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e
estrutura da comunidade béntica; Paixdo et al. (2010) avaliaram a qualidade dos
sedimentos de manguezais na Baia de Camamu (Bahia) através das relacbes entre
a comunidade béntica e a biodisponibilidade de metais traco; Hatje et al. (2006)
avaliaram a contaminacdo dos sedimentos e seus efeitos sobre a macrofauna
béntica em uma area préxima ao deposito de uma fundi¢cdo no sistema estuarino de
Subaé (Bahia). Na Baia de Paranagua (Parana), Choueri et al. (2009) avaliaram a
qualidade dos sedimentos através das caracteristicas fisico-quimicas, testes de
toxicidade e analise da comunidade béntica. Estudos correlativos, contudo, ndo
demonstram relagdes de causalidade entre o grau de contaminacéo e as alteracdes
observadas (MAYER-PINTO et al., 2010).
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3 METODOLOGIA

3.1 AREA DE ESTUDO

O Complexo Estuarino de Paranagua (CEP) esta localizado na costa sul do
Brasil (25° 03’ S; 48° 25" W), e € um dos maiores e mais preservados sistemas
estuarinos da América do Sul (SANTOS, 2017). Seu ecossistema é composto de
grande diversidade de habitats como 0s manguezais, costas rochosas e planicies de
maré (LANA et al., 2001). A area de estudo do presente trabalho se encontra na llha
Rasa da Cotinga, localizada no setor euhalino do setor do estuario. Para a
realizacdo do experimento foram escolhidos dois baixios de maré, um na parte norte
da ilha (25°30'36.81"S, 48°27'16.89"W) e outro na parte sul (25°31'34.24"S,
48°24'21.09"W), ambos com caracteristicas hidrodinAmicas e granulométricas
similares (FIGURA 1).

FIGURA 1 - MAPA DA AREA DE ESTUDO. COMPLEXO ESTUARINO DE PARANAGUA
REGIAO SUL DO BRASIL E AS AREAS USADAS NO EXPERIMENTO.
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3.2 EXPERIMENTO

As unidades de sedimento manipulado foram produzidas por contato com
blocos de gesso contaminados, enterrados no sedimento. Para a obtencdo desses
blocos de gesso fez-se uma solucdo de agua deionizada, gesso e sulfato de zinco
e/ou sulfato de cobre referente a cada tratamento determinado, de acordo com o
método descrito por Morrisey et al. (1996) e Lindegarth e Underwood (1999, 2002).
Para a implementacdo do experimento, doze unidades experimentais (UE) foram
aleatoriamente dispostas em cada um dos dois baixios de maré. Estas unidades
eram compostas por quatro tratamentos: contaminacao por Zinco (Zn), composta de
200g de sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO47H20), 350 g de gesso e 450 ml de
agua deionizada; contaminacao por Cobre (Cu), composta de 200 g de sulfato de
cobre pentahidratado (CuS0O45H20), 350 g de gesso e 450 ml de agua deionizada;
contaminagao combinada por Cobre e Zinco (CZ), composta de 100 g de sulfato de
cobre, 100g de sulfato de zinco, 350g de gesso e 450 ml de 4gua deionizada e;
sedimento ndo manipulado (NM) no qual ndo houve alocacdo de blocos com gesso.
A area de cada UE possuia de 1 metro de diametro envolto por seis blocos de
gesso. Os blocos foram enterrados a 10 cm de profundidade. Esta técnica teve a
finalidade de contaminar o interior do circulo de cada tratamento, de onde foram
tomadas as amostras, por meio da dissolucdo do gesso. Trinta dias apos a
implementacdo das unidades experimentais, foi selecionada aleatoriamente uma
unidade experimental de cada tratamento para alocacdo das gaiolas. As gaiolas
consistiam de uma seccao de tubo de PVC com 10 cm de diametro e 40 cm de
comprimento, com seis furos nas laterais cobertos com malha de 300 um, tanto nas
laterais quanto na parte superior (FIGURA 2A), impedindo que 0s organismos
migrassem com a oscilacdo maré, mas que ainda esteja sob sua influéncia.

Os individuos de A. brasiliana foram manualmente coletados em um baixio
afastado da area onde foram implementadas as unidades experimentais, mais ao sul
da llha Rasa da Cotinga (25°32°01.23"S, 48°24’12.58"W), e transportadas ao
laborat6rio em sacos plasticos com agua do local. Os organismos foram aclimatados
em bacias com agua do campo e sedimento, com aeracao por 24 horas. Apds o
periodo de aclimatacdo foram selecionados apenas organismos saudaveis, com

tamanho médio entre 18 e 24 mm (eixo antero-posterior).
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As conchas dos organismos utilizados no experimento foram marcadas para
facilitar sua identificacdo dos demais bivalves presentes na area de estudo. Para
tanto, as conchas foram secas por 15 minutos e depois marcadas com cianoacrilato
e areia fina (180 um). O cianoacrilato foi colado no meio de valva, e em seguida
fixado com areia fina (FIGURA 2B). Apos a fixacdo, as conchas foram lavadas com
agua destilada e colocadas em potes com agua do campo para retirar 0 excesso de
cianoacrilato, a 4gua foi trocada a cada 15 minutos por 3 vezes. Posteriormente, 0s
organismos foram colocados em bacias com agua do campo, que foi trocada a cada

12 horas até retornarem ao campo.

Dentro de cada gaiola foram colocados cinco individuos de A. brasiliana
marcados. Duas gaiolas foram alocadas dentro do circulo dos tratamentos. As
coletas foram realizadas em trés tempos: 48 horas, 15 e 30 dias ap6s a
implementacdo das gaiolas. O delineamento foi replicado em dois baixios (B1, B2)

de entremaré.

FIGURA 2 — A) GAIOLAS PARA EXPERIMENTO COM BIVALVES. B) BIVALVES MARCADOS.

FONTE: O autor (2017)

Em cada tempo, foi aleatoriamente selecionada uma gaiola por tratamento.
O sedimento coletado das gaiolas, juntamente com os bivalves, foi armazenado em
sacos plasticos com agua do local. Também foram coletadas amostras para analise
de metais. Uma amostra de cada tratamento foi coletada aleatoriamente em cada

tempo para analisar as concentracdes de metais nas unidades amostrais.
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3.3 PROCEDIMENTOS DE LABORATORIO

3.3.1 Bioacumulagéao

Para a analise de bioacumulacdo de metais em A. brasiliana foram
dissecados dois individuos por gaiola. Os individuos foram lavados com &gua do
local filtrada em malha de 63 um, acondicionados em potes plasticos com agua do
local por 24 horas para depuracdo. ApOs a depuracdo, 0os animais foram secos e
congelados em freezer por 3 horas para facilitar a abertura das conchas com
espatulas de plastico. Posteriormente, os organismos foram dissecados em
bandejas sobre blocos de gelo. Todo o tecido mole foi retirado e armazenado em
microtubos tipo eppendorf etiquetados e congelados em ultrafreezer a -80°C.

As amostras de tecido seco foram submetidas a digestéo acida assistida por
microondas através do método EPA 3052 (1996) utilizando 9,0 mL de acido nitrico
(HNO3, 65%; Merck). Os extratos foram reservados para a determinagéo dos metais
traco por espectrometria de emissdo optica com plasma indutivamente acoplado em
um Optima 7000 DV ICP-OES (PerkinElmer). A validacdo analitica foi efetuada
através da utilizacdo do material de referéncia certificado ERM CE278K-8G Mussel
Tissue.

3.3.2 Biomarcadores bioquimicos

Os individuos de A. brasiliana foram lavados com agua do local filtrada em
malha 63 pum e depois dissecados em bandejas sobre blocos de gelo usando um
bisturi. A glandula digestiva de cada individuo foi separada, armazenada em
microtubo tipo eppendorf e congelada em ultrafreezer a -80 °C.

Para determinacéo dos biomarcadores bioquimicos, glandulas digestivas de
trés individuos (totalizando aproximadamente 100 mg) foram homogeneizadas (1:10
w/v) em buffer de fosfato de potassio (0,1 M; pH 7,0), com auxilio de um
homogeneizador IKA T10 Ultra-Turrax. O homogenato foi centrifugado a 15.000g por
30 minutos (4°C) e o sobrenadante aliquotado em microtubos tipo eppendorf e
armazenado a -80°C. O sobrenadante foi usado para quantificar a atividade das
enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa-S-transferase (GST) e glutationa

peroxidase (GPx), catalase (CAT) e peroxidacdo lipidica (LPO). Esses
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biomarcadores foram escolhidos com base em estudos anteriores sobre os efeitos
de metais em organismos marinhos (GERACITANO et al., 2004; MONSERRAT et
al., 2007; SANDRINI et al., 2008).

A concentracdo de proteinas no homogenato foi medida a 595 nm pelo
método colorimétrico de Bradford (BRADFORD, 1976), usando BSA (soro de
albumina bovina) como padrdo. A atividade da SOD foi determinada a 440 nm pelo
meétodo proposto por Gao et al. (1998), que se baseia na capacidade da SOD em
inibir a auto-oxidacao do pirogalol. A atividade de CAT foi medida pelo método de
Aebi (1984), que se baseia no consumo de peroxido de hidrogénio (H,0,) exdgeno
pela CAT. A atividade da GST foi determinada a 340 nm pelo método de Keen et al.
(1976), com base na catalisacdo da reacao de conjugacdo do CDNB (1-cloro- 2,4-
dinitrobenzeno) com a glutationa reduzida (GSH). A atividade da GPx foi medida a
340 nm conforme Hafeman et al. (1974). Os niveis de LPO foram determinados
através da avaliacdo da concentracdo de hidroperéxidos pelo ensaio FOX (JIANG et

al., 1992), com leitura a 570 nm.

3.4 ANALISE DE DADOS

Os efeitos da contaminacdo por Cu e/ou Zn nos niveis de bioacumulacédo e
nas respostas dos biomarcadores em A. brasiliana foram analisados por uma analise
de variancia (ANOVA) com trés fatores ortogonais: Tratamento (Tr, fixo, 4 niveis:
adicdo de cobre, adicdo de zinco, adicdo de cobre e zinco, controle né&o-
manipulado), Tempo (Te, fixo, 3 niveis: 48 h, 15 d, 30 d) e Baixio (Ba, aleatério, 2
niveis: B1, B2). A normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias
foram verificadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Cochran, respectivamente. Quando
estes pressupostos ndo foram atendidos, os dados foram transformados para log. As
diferencas entre as médias nos termos significativos foram identificadas por meio do
teste de SNK (Student-Newman-Keuls). Todas as analises estatisticas e graficos
foram geradas na linguagem R (R CORE TEAM, 2017) com auxilio do pacote GAD
(SANDRINI-NETO & CAMARGO, 2012).
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4 RESULTADOS

4.1 BIOACUMULACAO

N&o foi detectado um aumento significativo da concentracdo dos metais (em
mg kg™) Cu e Zn em A. brasiliana conforme o tempo de exposicdo nos tratamentos
manipulados (GRAFICO 1). Diferencas na concentragdo de cobre estiveram
relacionadas a variabilidade espacial, detectada como o efeito dos baixios na
ANOVA (TABELA 1). As maiores concentracoes de Cu em A. brasiliana foram
observadas em B1. Diferencas na concentracdo de Zn foram mais complexas e
dependeram da interagdo entre tratamentos, tempos e baixios (TABELA 1).
ComparacOes a posteriori revelaram que a concentragdo de zinco em A. brasiliana
foi significativamente superior no tratamento com adicdo de Cu, mas essa diferenca
foi apenas observada em Bl apGs 48h de exposicdo (TABELA 2). Nos demais
tempos ndo houve diferencas significativas entre tratamentos. Nas comparagcdes
envolvendo a diferenca entre tempos de exposicdo para cada combinacdo de
Tratamento e Baixio, testes a posteriori revelaram que a concentracado de Zn em A.
brasiliana foi significativamente superior apds 48h, nao diferindo entre 15 e 30d apo6s

a instalacdo do experimento (TABELA 2).
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GRAFICO 1 - CONCENTRACOES DE COBRE E ZINCO NOS ORGANISMOS ANOMALOCARDIA

BRASILIANA.
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DESCRICAO DO GRAFICO: Concentracdes de cobre e zinco (média + E.P.; n= 2) nos organismos
Anomalocardia brasiliana nos tempos de exposi¢éo de 48 horas, 15 dias e 30 dias no baixio 1 (B1) e
baixio 2 (B2). CU: adi¢&o de cobre; ZN: adicdo de zinco; CZ: adicdo combinada de cobre e zinco; NM:
controle ndo manipulado.

FONTE: O autor (2017)
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TABELA 1 - ANALISE DE VARIANCIA TRIFATORIAL DAS CONCENTRAGCOES DE
COBRE E ZINCO EM A. BRASILIANA.

Cobre Zinco

Fonte gl F P gl F P
Tratamento=Tr 3 4.2802 0.13168 3 2.2053 0.266378
Tempo=Te 2 21143 0.32110 2 684.4226 0.001459*
Baixio= Ba 1 7.6904 0.01057* 1 0.0098 0.921851
TrxTe 6 0.3977 0.85676 6 0.2155 0.958057
TrxBa 3 0.2618 0.85216 3 1.4252 0.259935
Te x Ba 2 0.3301 0.72210 2 0.2258 0.799558
Trx Te x Ba 6 0.6278 0.70649 6 2.9510 0.026577 *
Residuo 24 24

*P <0.05, *P < 0.01, **P < 0.001.
FONTE: O autor (2017)

TABELA 2 - TESTES SNK PARA A INTERACAO TR X TE X BA APOS ANOVA DAS
CONCENTRACOES DE ZN EM A. BRASILIANA.

Zinco Tr (Te:Ba) Te (Tr:Ba)

T1.B1 Zn=NM=CZ<Cu Cu.Bl T3=T2<T1
T2.B1 NM=Zn=Cu=CZ CzZBl1 T3=T2<T1
T3.B1 CZ=Zn=NM=Cu NM.B1 T3=T2<T1
T1.B2 CZ=NM=Cu=Zn Zn.B1  T3=T2<T1
T2.B2 NM=Zn=CZ=Cu Cu.B2 T3=T2<T1
T3.B2 NM=Zn=Cu=CZ CZB2 T3=T2<T1

NM.B2 T3=T2<T1

Zn.B2  T3=T2<T1

DESCRICAO DA TABELA: T1: 48 h; T2: 15 d; T3: 30 d; Cu: adi¢do de cobre; Zn:
adicdo de zinco; CZ: adicdo combinada de cobre e zinco; NM: controle néo
manipulado. Nas comparac¢fes a posteriori “<” indica diferenca significativa a P < 0.05
e “="indica P > 0.05.

FONTE: O autor (2017)

4.2. ESTRESSE OXIDATIVO

No grafico 2 podemos observar a variacéo na atividade das enzimas e niveis
de LPO entre tratamentos e tempos para cada um dos baixios de maré. A atividade

da SOD néo exibiu diferencgas significativas nos fatores analisados (TABELA 3). No
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caso da CAT, as diferencas na atividade estiveram relacionadas ao baixio, com
atividade significativamente maior em B2 (TABELA 3). A atividade de GST diferiu
significativamente entre tratamentos e também conforme interacdo entre tempo e
baixio (TABELA 3). Comparacfes a posteriori para a interacdo Te x Ba revelaram
que, em B1, foi observada uma inibicdo da atividade da GST ap0s 48h, enquanto em
B2 nédo foram detectadas diferencas entre tempos. Para as diferengcas entre
tratamentos, foi observada uma inducéo significativa de GST nos tratamentos Cu e
NM, quando comparado aos efeitos de Zn e CZ. Diferencas na atividade da GPx
dependeram somente da interacdo entre tempo e baixio (TABELA 3). Testes post-
hoc (TABELA 4) revelaram atividades significativamente maiores de GPx ap0s 48h,
contudo este padrdo somente foi observado em B1. Niveis de LPO também
apresentaram diferencas significativas na interacdo entre tempo e baixio, contudo
comparacdes a posteriori ndo mostraram diferencas entre médias para esta

combinacgéao de fatores.

GRAFICO 2 — ATIVIDADE DAS ENZIMAS"
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! DESCRICAO DO GRAFICO: Atividade das enzimas (média + E.P.; n= 3) superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e niveis de
lipoperoxidacdo (LPO) no organismo Anomalocardia brasiliana nos tempos 48 horas, 15 dias e 30
dias no baixio 1 e baixio 2. Tratamentos experimentais: CU (Cobre), ZN (Zinco), CZ (Cobre e Zinco) e
NM (N&o Manipulado).
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GRAIFCO 2 — ATIVIDADE DAS ENZIMAS®
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! DESCRICAO DO GRAFICO: Atividade das enzimas (média = E.P.; n= 3) superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e niveis de
lipoperoxidagdo (LPO) no organismo Anomalocardia brasiliana nos tempos 48 horas, 15 dias e 30
dias no baixio 1 e baixio 2. Tratamentos experimentais: CU (Cobre), ZN (Zinco), CZ (Cobre e Zinco) e
NM (N&o Manipulado).
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GRAFICO 2 - ATIVIDADE DAS ENZIMAS®
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! DESCRICAO DO GRAFICO: Atividade das enzimas (média = E.P.; n= 3) superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e niveis de
lipoperoxidagdo (LPO) no organismo Anomalocardia brasiliana nos tempos 48 horas, 15 dias e 30
dias no baixio 1 e baixio 2. Tratamentos experimentais: CU (Cobre), ZN (Zinco), CZ (Cobre e Zinco) e
NM (N&o Manipulado).
FONTE: O autor (2017)
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TABELA 3 - ANALISE DE VARIANCIA TRIFATORIAL DAS RESPOSTAS ANTIOXIDANTES EM A.

BRASILIANA.
SOD CAT GST (log)
Fonte
gl F P F P F p
Tratamento=Tr 3 1.4634 0.3809 1.0040 0.49873 18.5506 0.01933 *
Tempo=Te 2 4.3236 0.1878 1.2790 0.43879 0.3652 0.73250
Baixio=Ba 1 2.1359 0.1569 5.2015 0.03174* 0.0299 0.86415
TrxTe 6 1.0526 0.4760 0.2561 0.93904 0.4923 0.79520
Tr x Ba 3 0.5222 0.6711 1.1529 0.34814 0.0886 0.96559
Te xBa 2 0.3133 0.7339 1.9205 0.16839 4.8433 0.01710 *
Trx Te x Ba 6 0.7719 0.5995 1.3182 0.28733 2.1178 0.08851
Residuo 24
GPx LPO
Fonte
al F P F P

Tratamento=Tr 3 0.8685 0.54478 8.4694 0.05638

Tempo=Te 2 0.9355 0.51666 0.1456 0.87288

Baixio=Ba 1 1.1030 0.30407 1.2467 0.27525

Trx Te 6 0.7071 0.65770 0.2485 0.94281

Tr x Ba 3 0.6537 0.58845 0.4281 0.73470

Te x Ba 2 5.4439 0.01123 * 4.4577 0.02258 *

Trx Te x Ba 6 1.2518 0.31597 0.9783 0.46124

Residuo 24

*P < 0.05, *P < 0.01, **P < 0.001.
NOTA: transformacéo utilizada esté indicada entre parénteses.
FONTE: O autor (2017)

TABELA 4 - TESTES SNK PARA A INTERACAO TE X BA APOS ANOVA DA
ATIVIDADE DA GPX EM A. BRASILIANA.

GPx Te: Ba
B1 T3=T2<T1
B2 T3=T2=T1

NOTA: T1: 48 h; T2: 15 d; T3: 30 d. Nas comparacdes a posteriori “<” indica diferenca
significativa a P < 0.05 e “=" indica P > 0.05.

FONTE: O autor (2017)



24

5 DISCUSSAO

5.1 BIOACUMULACAO

A hipétese de um aumento gradativo na concentracdo de metais e na
resposta das defesas antioxidantes em A. brasiliana nos tratamentos manipulados
de acordo com o tempo de exposicdo foi rejeitada. Padrdes de resposta na
bioacumulacdo e nas defesas antioxidantes ndo puderam ser inequivocamente
atribuidas a manipulacéo experimental de cobre e zinco nos baixios de maré. Apesar
disso, a bioacumulacdo de cobre e zinco exibiu padrdes distintos. Para o
contaminante Cu, diferencas significativas foram encontradas apenas entre 0s
baixios. Essa diferenca espacial pode estar relacionada a diferencas hidrodinamicas
dos locais, pois os individuos A. brasiliana foram tratados do mesmo modo, desde a
coleta para marcacao com cianoacrilato aos procedimentos de campo e laboratério.
Variacbes nas concentracdes de zinco foram mais complexas e dependeram da
interacdo entre tratamentos, tempos e baixios. Curiosamente, a concentracdo de Zn
foi significativamente maior no tratamento com adicdo de Cu apds 48h. Cobre e
zinco além de serem metais essenciais, a sua detoxificacdo pode ocorrer por
defesas antioxidantes, o que explicaria sua diminuicdo nos tempos posteriores
(AMIARD, 2006).

Estas respostas nos niveis de bioacumulacdo estdo potencialmente
relacionadas a acdo de defesas antioxidantes analisadas. E possivel que a ativacéo
destas defesas tenha sido suficiente para prevenir o acumulo dos metais Cu e Zn no
tecido de A. brasiliana, justificando assim a auséncia de efeitos consistentes dos

tratamentos experimentais e tempos de exposicao utilizados neste trabalho.
5.2 ESTRESSE OXIDATIVO

Os efeitos de estresse oxidativo ndo sdao necessariamente causados pelo
enriguecimento de contaminantes no ambiente, mas qualquer situacdo que cause
estresse num organismo. Entretanto, a acdo combinada das enzimas antioxidantes e
moléculas ndo enzimaticas é capaz de mitigar os efeitos de contaminantes (PREGO-
FARALDO, 2017). No sistema de defesa enzimatico, a inducdo da SOD é uma das
primeiras respostas como defesa antioxidante (LIMA et al., 2007; LUCHMAN et al.,
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2011). A SOD age convertendo radicais superoxido (O?) em peréxido de hidrogénio
(H20,) o qual é reduzido pelas enzimas CAT e GPx, pois ambas utilizam o mesmo
substrato, convertendo-o em agua e oxigénio molecular (VINCENT, 2007). Nesse
estudo, SOD néo teve variacdo entre os diferentes tratamentos e tempos. A
concentracdo de Cu pode ter sido elevada para esse organismo e, esse aumento
pode ter inibido e reduzido a atividade da SOD como reportado por Jing et al. (2006).
Resultados similares foram observados em outros estudos em que nao houve
variacdo na superoxido dismutase (TORRES, 2002; DOYOTTE et al.,, 1997).
Elevadas concentracoes de Cu podem ter inibido a regulacdo da atividade
enzimatica, em contrapartida, o organismo usaria da energia necessaria para a
producdo de SOD em outras atividades (MAIN, 2010).

CAT apresentou variacdo espacial que pode estar relacionada a diferencas
hidrodinAmicas e granulométricas dos locais, pois fontes naturais influenciam
fortemente a atividade desta enzima como variagbes na salinidade, temperatura,
ciclo reprodutivo e disponibilidade de alimento (VIDAL-LINAN, 2010; 2014). NZo
houve diferenca entre os tempos e tratamentos, provavelmente devido a inibicdo da
SOD, pois a atividade da CAT é induzida pela presenca de H,O, (TURJA, 2013).

A atividade da GST apresentou valores menores somente em B1 apés 48h,
seguido de uma indugao nos tempos seguintes. No baixio 1, GST apresentou maior
atividade, enquanto CAT a menor. Esse padrdo concorda com Seonok et al. (2013),
que sugeriram que a reducdo na atividade da CAT poderia implicar num
desequilibrio redox que resultaria em um aumento da atividade da GST em
mexilhdes. Neste trabalho, a falta de H,O, pela inibicdo da SOD pode ter impedido a
inducdo de outras enzimas, mas beneficiado a atividade da GST, biotransformando
compostos toxicos. Barata et al. (2005) sugere que a atividade peroxidase da GST
poderia compensar valores baixos da CAT.

A reacdo de metais com glutationa pode resultar na formacao de complexos
ou a oxidagdo da GSH. Cobre € um metal que promove essa oxidagdo, enquanto
zinco reage na formacdo de complexos mais estaveis (CHRISTIE; COSTA, 1984).
Estudos sugerem diminuicdo da GSH em moluscos pela afinidade do metal zinco
com a molécula GSH (XIONG et al., 2011; ALI et al., 2012; FAHMY et al., 2014).
Essa afinidade do zinco com a GSH pode ser responsavel pela menor atividade da
GST nos tratamentos Zn e CZ, assim como a presenca de Cu pode ter induzido a
atividade da GST.
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GPx e GST séo enzimas dependentes da GSH (HERMES-LIMA, 2004) e a
inducdo destas pode causar deplecdo na GSH como observado em mexilhdes
expostos a contaminantes (JENA et al., 2009; TORRES ET et al., 2002). A GPx teve
maior atividade apos 48h de exposicéo, seguido de uma gueda na concentracdo dos
tempos seguintes, sendo essas diferengcas observadas somente no baixio 1. Com
esses resultados podemos deduzir que essa queda na atividade da GPx nos tempos
seguintes esta relacionada ao aumento da GST, pois ambas apresentaram padroes
inversamente proporcionais. Contudo, ha ressalvas quanto ao uso desse
biomarcador para detectar efeito de contaminantes, pois, tanto a atividade da GPXx,
quanto da CAT, apresentam muita variacdo por fontes naturais (VIDAL-LINAN et al.,
2010, 2014).

Os resultados observados ndo mostraram niveis de LPO suficiente para
indicar dano celular. LPO é considerado o primeiro mecanismo pelo qual os radicais
oxidos podem causar dano celular (LIVINGSTONE, 2001). Em alguns estudos nao
foram encontraram diferencas significativas nos niveis de LPO devido a acdo de
antioxidantes (LUCHMANN, 2011; SARDI, 2016). No trabalho de Prego-Faraldo
(2017) verificou-se uma répida reducdo nos niveis de LPO em Mytilus
galloprovincialis, sugerindo algum nivel de resiliéncia de bivalves frente a compostos
xenobidticos. A auséncia de danos lipidicos e também de mortalidade no presente
trabalho pode indicar uma resposta adaptativa de A. brasiliana, em regides
contaminadas, o suficiente para evitar o dano oxidativo, pelo menos em termos de
lipoperoxidagao. Alternativamente, a agdo combinada das defesas antioxidantes na
escala temporal do experimento pode ter sido suficiente para prevenir danos ou

permitir a recuperac¢ao dos organismos.



27

6 CONCLUSAO

Os resultados desse trabalho mostram a importancia de estudos
experimentais in situ, uma vez que estudos em laboratério ndo incluem todas as
variaveis bidticas e abidticas que ocorrem naturalmente, o que pode alterar a
absorcdo do contaminante ou a resposta do indicador (GOODSELL, 2009). Além de
ndo refletir as condicbes complexas com o qual o organismo esta naturalmente
sujeito, assim como a interacao entre espécies e a dinamica do ambiente (MAYER-
PINTO, 2010).

A técnica utilizada neste trabalho foi baseada nos trabalhos de Lindgarth e
Underwood (1999), que testou um método de concentracdo de metais mediante um
experimento manipulativo. Os nossos valores obtidos de bioacumulacéo e niveis de
estresse oxidativo ndo aumentaram concomitante ao tempo de exposicdo. Apesar
deste experimento ter um bom delineamento amostral, o resultado das analises foi
distinto sem poder relacionar com o tempo de exposicdo, nem com as unidades
experimentais.

Contudo, esses resultados ndo devem ser atribuidos somente a resisténcia
dos organismo e capacidade fisiolégica do organismo como ativacdo de defesas
enzimaticas, mas associar esses valores distintos ao préprio método aplicado. Deve-
se levar em conta desde fatores abidticos, como a localizagdo de uma UE em
relacdo a praia até fatores bidticos, como interacdo com outros organismos, para
minimizar ao maximo 0s erros.

Um dos fatores abioticos que pode ter interferido nos resultados € a dispersao
dos blocos de gesso usado. Talvez essa dispersdo tenha agido ter agido
ineficazmente em campo devido a proporcao gesso/metal utilizado, embora tenha-se
notado durante o0 experimento que O @gesso estava pastoso e parcialmente
dissolvido. Ou as propriedades fisicas do sedimento pode ter impedido o
espalhamento do contaminante por todo o interior do circulo, uma vez que a area do
delineamento é constituida de areias finas e médias. Esta quantidade de
contaminante pode ter sido insuficiente ou a maré pode ter afetado essa proporgéo,
pois quando imerso, o delineamento estava sujeito a agcdo de ondas e correntes

carregando contaminantes para outra UE ou para fora do delineamento. Em nosso



28

experimento as UE ndo manipuladas também apresentaram valores dos metais
utilizados.

O CEP ¢é um ambiente bastante hidrodinamico com constantes variacées nas
propriedades fisico-quimicas (LANA, 2001). A toxicidade de um contaminante varia
de acordo com a condicdo ambiental, como mudancas de salinidade, pH e
temperatura, e também depende das especificidades de cada organismo.
Propriedades como a salinidade e temperatura afetam na disposicdo de metais na
coluna d’agua e, quanto maior a disponibilidade de metais maior o transporte desses
elementos. Ndo sabemos quéo forte foi a influéncia dessas varia¢cdes do inicio ao
fim do experimento. Por essas razoes, padrbfes de resposta reportados em
experimentos de laboratério sdo muito diferentes daqueles obtidos em campo.
Sabemos que metais sdo toxicos aos organismos, como mostram estudos em
laboratorios, porém, ndo se sabe como os mecanismos de toxicidade dos metais
atuam no ambiente.

Os valores do trabalho também podem ter sido afetados por outros fatores
além dos abidticos. O bivalve A. brasiliana é um organismo com habito alimentar
cavador superficial que se alimenta, via filtragdo, de substancias em suspenséao
através das branquias (POLI et al. 2004). Esta alimentacdo ocorre através de um
sifao exalante por onde as particulas, juntamente com a agua, sédo levadas para
dentro da cavidade do manto do organismo (NARCHI, 1974). A dieta de organismos
filtradores com base em fitoplanctons pode interagir com o organismo de diversas
formas. Quando se alimenta de algas nocivas, o acumulo de toxinas pode causar
desde alteracdo genética no organismo até a sua morte (Romero Geraldo, 2016).
Petes et al (2008) em seu trabalho, mostrou como uma dieta fitoplanctonica rica em
carotenoides agiu como antioxidantes no mexilhdo M. californianus. E ndo somente
a alimentacdo, mas como mostrou Osterling (2001), a presenca de algas verdes
filamentosas pode afetar a abundéncia macrofaunal, incluindo espécies filtradoras,
assim como a mortalidade (LANDSBERG, 2000). E, o CEP contém grande

diversidade de algas e, dentre estas, algas nocivas e téxicas (MAFRA JR., 2006).

Poucos estudos envolvendo a exposicdo de organismos a metais em
condi¢cdes naturais mostram evidéncias conclusivas de relagdo causa-efeito. Em
alguns estudos com bom delineamento amostral ndo foi observado o metal como

anico responsavel pelas diferencas nas comunidades. A realizagdo de experimentos
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manipulativos de campo é imprescindivel no teste de hipdteses sobre efeitos da
poluicdo em condi¢cdes ambientais relevantes e permite entender como os efeitos
dos contaminantes variam espacial e temporalmente. Este trabalho teve um
delineamento balanceado e bem replicado e mesmo assim ndo houve a deteccgéo
clara dos efeitos de contaminacdo por metais. Os resultados mostram uma possivel
interacdo desses fatores bidticos e/ou abidticos ndo observados. Sobretudo,
diferente dos estudos em laboratorio, o presente trabalho mostra que no ambiente
natural, os efeitos nos organismos ndo seguem relacdes claras de causalidade e

que outras variaveis devem ser levadas em conta quando se estuda contaminagao.
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