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RESUMO

No inverno de 2006 e no verao de 2007, ostras foram transplantadas de uma regiéo de cultivo para
locais situados a 1m, 1500m e 5500m de distancia de uma zona que recebe o aporte de efluentes
domeésticos ndo tratados (Rio Blicheler, Sdo José, SC). Em ambos experimentos, apds 14 dias de
exposicao, foram coletadas amostras de branquia (BR) e glandula digestiva (GD) dos animais e
analisadas as atividades das enzimas catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), glutationa S-
transferase (GST), glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e glutationa redutase (GR). Também
foram quantificados os niveis de coliformes fecais na agua, esteréis fecais no sedimento e ABLs,
HPAs, BPCs e OCs nos tecidos dos animais. No inverno, as ostras que permaneceram expostas no
local mais préoximo da fonte de contaminagao apresentaram uma maior atividade da G6PDH na GD e
da GR na BR. Além disso, foi observada uma atividade significativamente menor da SOD na BR e
maior atividade da SOD em GD. Neste mesmo local, os animais apresentaram uma maior atividade
da GST na BR na coleta de verdo. As alteragbes enzimaticas observadas podem estar associadas
aos maiores niveis de ABLs, HPAs, BPCs e DDTs nos tecidos destes animais. Os elevados indices
de coliformes fecais na agua e de coprostanol no sedimento do ponto mais proximo a fonte de
contaminagao evidenciam o langamento de esgotos no local.

Palavras-chave: 1. Ambiente costeiro; 2. Esgoto doméstico; 3. Biomarcadores; 4. Contaminantes

organicos; 5. Crassostrea gigas.



ABSTRACT

In both, Winter 2006 and Summer of 2007, oysters were transplanted from a farming area to sites far
1m, 1500m and 5500m from an area that receives the input of untreated domestic sewage (Rio
Bicheler, Sao José, SC, Brazil). In both experiments, after 14 days of exposure, samples of gill (Gi)
and the digestive gland (DG) of the animals were collected and the activities of catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD), glutathione S-transferase (GST), glucose 6-phosphate dehydrogenase
(G6PDH) and glutathione reductase (GR) were measured. The levels of fecal coliform in water, LABs
and fecal sterols in the sediment and LABs, PAHs, PCBs and DDTs in the tissues of animals were
also quantified. In winter, the oysters that remained exposed in the site closest to the source of
contamination showed higher activity of G6PDH in the DG and GR in the Gi. Furthermore, we
observed lower SOD activity in Gi and increased SOD activity in DG. In this same site, the animals
showed greater GST activity in Gi in the summer experiment. The observed enzyme changes may be
associated with the enhanced levels of LABs, PAHs, PCBs and DDTs in the tissues of these animals.
The elevated indexes of fecal coliform in the water and fecal sterols in sediment in the site closest to
the source of contamination, evidenced the discharge of sewage in this area.

Keywords: Coastal Environment; Domestic Sewage; Biomarkers; Organic Contaminants; Crassostrea
gigas.
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1. Introdugéao Geral

1.1 Impactos Ambientais no Ecossistema Costeiro

Na hora de abordar um estudo que tenha como objetivo a zona costeira, os primeiros
problemas surgem pela propria indefinicao destas areas e pela grande confluéncia de interesses e de
atividades humanas que nelas acontecem. Trata-se de um espago que oferece multiplos recursos que
se traduzem em numerosas perspectivas, destacando sua importancia econdébmica e social
(HERRERO, 1996). Em muitos casos s&o inevitaveis os conflitos entre os setores interessados nos
espacgos aquaticos, tornando maior a demanda e aumentando a importdncia e valor da regiao
(GIBBS, 2004).

A plataforma continental constitui 10% dos oceanos do mundo e de onde cerca de 90% dos
pescados marinhos sédo explotados e cultivados. As espécies mais sensiveis a danos pelo homem
sdo altamente dependentes dos riachos, lagos e estuarios para a procriagdo e a alimentagao nas
fases iniciais de desenvolvimento (WALDICHUK, 1974). Porém, estas areas, além de serem uma
fonte de riqueza e desenvolvimento e precisamente pela oferta da multiplicidade dos usos que gera,
recebem tudo o que chega através dos rios, como as contaminag¢des procedentes de outros pontos
do interior continental, sendo um dos lugares mais agredidos e alterados do planeta (HERRERO,
1996). A acdo antropica tem causado sérios riscos a qualidade deste ambiente, ndo apenas aos
organismos que ali vivem como também aos animais que se alimentam dos mesmos.

Devido a expansao demografica da populagéo e a diminuicdo do estoque pesqueiro, 0 mundo
esta progressivamente mais dependente da aquicultura para o fornecimento de alimentos (FAO,
2007). No entanto, a poluigdo marinha representa um risco potencial para a industria da aquicultura
em aguas costeiras (BAYEN; LEE; OBBARD, 2007). Os maiores problemas de poluicdo da zona
costeira marinha sdo os esgotos domésticos e efluentes industriais. Cerca de 65% das cidades com
populagcbes acima de 2,5 milhdes de habitantes encontram-se na regiao costeira, 20% da populagdo
mundial vive em centros urbanos nestas regides e 60% vivem cerca de 60 km da costa, gerando
aumento da poluicdo por esgoto doméstico (BARCENA, 1992).

A zona costeira brasileira possui 8,5 mil quildmetros de extensdo, concentrando cerca de
25% da populagdo do Pais, em torno de 42 milhdes de pessoas, abrigadas em cerca de 400
municipios, com densidade média de 90 hab/km?, quase cinco vezes mais que a média nacional (19
hab/kmz). O numero de habitantes em areas urbanas corresponde a 89% do total (aproximadamente
36 milhdes de pessoas), destacando-se que treze das dezessete capitais dos estados litordneos
situam-se a beira-mar. As atividades econdmicas costeiras sdo responsaveis por cerca de 73% do
PIB nacional. (SERAFIM; HAZIN, 2006, p.103). Segundo o Ministério do Meio Ambiente (BRASIL,
1996) a contaminagao de regides costeiras pela agéo direta e indireta do homem tem se intensificado
nas ultimas décadas.

De maneira geral, a introdugdo de contaminantes no ambiente marinho ocorre por diversas
vias, tais como esgotos domésticos, barcos, rios, deposicdo atmosférica, agricultura e atividades de
aquicultura intensivas em algumas regides costeiras (GOLDBURG; ELLIOTT; NAYLOR, 2001;
KENNISH, 1991), emissarios (ABESSA et al., 2005), atividades portuarias ou de marinas, extragao de
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petréleo e derramamentos acidentais de varios produtos quimicos (PROSPERI; NASCIMENTO, 2006,
p.271). Segundo Fowler (2005), sdo comercializados cerca de 80.000 a 100.000 compostos quimicos
nos Estados Unidos e que se conhece “algumas” das propriedades téxicas de cerca de apenas 500 a
1.000 deles. Além disso, cerca de 1.000 novos quimicos sao acrescentados a cada ano.

O despejo de esgoto doméstico € uma das principais fontes de contaminag¢do na costa do
Brasil, onde se estima que somente 20% da populagao estejam conectadas a um sistema de coleta e
tratamento de esgoto (Il Workshop Regional Sul Sobre o Mar, 1998). No Estado de Santa Catarina,
uma pesquisa recente realizada pelo Sistema Nacional de Informacbes sobre Saneamento
demonstrou que apenas 9,69% da populagao catarinense sédo atendidas pela rede de coleta de
esgoto (AZEVEDO, 2008). Segundo a Secretaria de Estado do Desenvolvimento Sustentavel, apenas
7% da populacdo urbana possuem coleta de esgoto e somente uma parte desta coleta é tratada
(PARODI, 2006). A regiao da Grande Floriandpolis tem as melhores redes de coleta, porém beneficia
apenas 25,04% dos habitantes, uma média bastante abaixo do indice brasileiro, que é de 56%
(RIBEIRO, 2008). A existéncia de esgotos ilegais conectados as galerias pluviais eleva os indices de
poluicdo costeira por bactérias fecais (VIEIRA et al., 2002), principalmente em estag¢des chuvosas.

Herrmann (1999) analisando os dados pluviométricos durante oitenta e oito anos (1911 a
1999) da regido central da Faixa Central do Litoral Catarinense, onde se localiza as baias da regiao
da Grande Florianopolis (baia norte e baia sul), observou uma maior concentragdo de chuvas na
estagdo de verdo. Nesta estagdo, a populacao da regido da Grande Floriandpolis, principalmente na
Ilha de Santa Catarina, tende a aumentar consideravelmente, chegando a duplicar a quantidade de
habitantes, devido ao apelo turistico que a regido oferece. Desta maneira, temos um aumento
significativo do aporte de contaminantes, principalmente de origem fecal nas aguas costeiras da
regiao.

Pesquisas nos mostram que em areas costeiras, a producédo de esgoto doméstico aumenta
consideravelmente nos periodos de férias e finais de semana (BRAGA et al., 2000), ja que a
populacdo tende a dobrar devido ao movimento nas praias. Os efeitos do esgoto podem ser
localizados (FAIRWEATHER, 1990), contaminando praias (BRAGA et al., 2000) ou bem distantes da
fonte contaminante (ZMARZLY, 1994).

No Estado de Santa Catarina, pesquisadores demonstraram que a qualidade microbiolégica
da agua vai melhorando de acordo com o distanciamento da costa (MANZONI et al., 1998; SCHMITT,
1999) e em locais mais préximos aos centros urbanos os indices de bactérias fecais sao mais
elevados, impossibilitando muitas vezes o consumo de moluscos marinhos (LOGULLO, 2005). A
estreita relacdo entre as chuvas e o potencial contaminante das descargas continentais, torna
algumas areas proibitivas para recreagdo e cultivos marinhos (CERUTTI, 1996), acarretando na
elevagcao do numero de bactérias fecais presentes na agua na estagcdo de verdo (SCHMITT et
al.,1999).

1.2 A Malacocultura em Santa Catarina
As primeiras pesquisas para a implementacao desta atividade no estado e no Brasil datam da

década de 1970, com a espécie nativa Crassostrea rhizophorae. Porém, s6 a partir da introdugéo da
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ostra do Pacifico Crassostrea gigas, inicialmente no Rio de Janeiro, em 1974 com o Projeto Cabo
Frio, e depois em Santa Catarina na década de 1980, com o Laboratério de Moluscos Marinhos da
Universidade Federal de Santa Catarina, que a atividade prosperou (COUTO, 2004).

O cultivo de moluscos marinhos praticado no estado de Santa Catarina apresenta-se
atualmente como uma importante atividade de produgéo, geradora de divisas para o estado e de
empregos para a populacao de nosso litoral, elevando o estado ao titulo de maior produtor brasileiro
de moluscos marinhos com cerca de 11.294,78 toneladas produzidas em 2007 (EPAGRI, 2008).

Particularmente os moluscos marinhos cultivados no estado de Santa Catarina, apesar de
pertencerem a um filo com cerca de 50.000 espécies de animais no mundo, com estimativa da
existéncia de pelo menos mais 50.000 a serem descritas (RIBEIRO-COSTA; MARINONI, 2002), estao
restritos a cinco espécies pertencentes a classe dos moluscos bivalves: o mexilhdo Perna perna, a
ostra-do-pacifico Crassostrea gigas, as ostras nativas Crassostrea rhizophorae e C. brasiliana e a
vieira Nodipecten nodosus.

A atividade de cultivo de moluscos em Santa Catarina, segundo as espécies utilizadas, tem
trés diferentes classificagbes: mitilicultura — producdo de moluscos bivalves da familia Mytilidae
(mexilhdes); ostreicultura — producéo de moluscos bivalves da familia Ostreidae (ostras-do-pacifico e
ostra nativa) e pectinicultura — produgdo de moluscos bivalves da familia Pectinidae (vieiras).

Das trés vertentes de cultivo citadas acima, a ostreicultura e a mitilicultura s&o as atividades
que mais se destacam no Estado, sob o ponto de vista sdcio-econdmico. A produgao de 2007 foi de
aproximadamente 10.135,90 toneladas de mexilhdes e 1.155,80 toneladas de ostras. O cultivo de
vieiras, atividade bastante promissora no estado, ainda se encontra em fase experimental e sem
numeros expressivos de producao, atingindo neste mesmo ano 3,08 toneladas (EPAGRI, 2008).

O municipio de Sao José possui um Parque Aqlicola de 109 hectares, com
aproximadamente 43 maricultores organizados em trés associagdes, produzindo mexilhdes, ostras e,
mais recentemente, vieiras. A produgao municipal de moluscos marinhos ainda é inexpressiva. No
ano de 2007 foram produzidas 750 toneladas de mexilhdes e 70 toneladas de ostras.

Em Santa Catarina, a qualidade das aguas de cultivo € uma preocupacdo dos setores de
pesquisa e fomento desde o inicio da atividade. Contudo, mesmo com esta preocupagédo sdo poucos
os locais que apresentam um monitoramento constante, ou dados consistentes de qualidade de agua
(microbioldgicos).

Entretanto, mesmo que os dados de monitoramento microbiolégico disponiveis sejam
discutiveis, eles devem ser considerados como indicativos de qualidade ambiental das areas de

cultivo.

1.3 A utilizagdo de Moluscos Bivalves em Programas de Monitoramento Ambiental

Considerando que algumas areas potencialmente contaminadas da costa brasileira e
particularmente no Estado de Santa Catarina estdo associadas a zonas de mitilicultura, ostreicultura,
pesca, recreagdo e abastecimento, o monitoramento da contaminagdo destas regides requer uma
atencéo especial. A fim de monitorar a contaminag¢ao dos ecossistemas aquaticos, diferentes estudos

tém utilizado diferentes organismos sentinela (BEEBY, 2001).
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Neste sentido, moluscos bivalves (ex.: ostras e mexilhdes) tém sido amplamente adotados
uma vez que apresentam ampla distribuicdo geografica, sao filtradores, cosmopolitas, sésseis e,
portanto, estacionarios, eurialinos e, em muitos casos espécies dominantes em seu habitat (BAINY et
al.,, 2000; CAJARAVILLE et al., 2000; CHEUNG et al., 2001; CHEUNG et al., 2002; LAU; WONG,
2003; NASCIMENTO et al., 1998; SHEEHAN; POWER, 1999).

Os moluscos bivalves podem ser os veiculos ou os agentes de doengas parasiticas,
bacterianas e virais, bem como carreadores de biotoxinas e diferentes contaminantes (CHIRONNA et
al., 2002; JAKSIC et al., 2002). Embora os virus marinhos sejam muito abundantes, somente os virus
humanos foram associados com doencgas devido ao consumo de frutos do mar. A presenca de
viroses humanas em moluscos marinhos de cultivo parece ter relagdo direta com os indicadores
potenciais encontrados em areas contaminadas (FORMIGA-CRUZ et al., 2003). Os problemas virais
sdo limitados ao papel do alimento em reciclar os virus, retornando aos humanos (LEES, 2000).
Todos os virus patégenos conhecidos que possa causar uma ameaga significativa da saude publica
no ambiente marinho s&o transmitidos através da rota fecal-oral, incluindo as doengas gastro-
intestinais humanas tais como o virus da hepatite A (GRIFFIN et al., 2003). Estes virus contaminam
os moluscos através da agua (poluicdo por esgoto doméstico no ambiente marinho), ou pela higiene
inadequada durante a manipulagdo do alimento (LEES, 2000). Muitas analises baseadas na cultura
celular de bactérias mostram que os virus humanos patogénicos podem prontamente ser detectados
na agua marinha impactada pelo esgoto doméstico (GRIFFIN et al., 2003). Os nutrientes adicionais
dos esgotos domésticos e dos rios, e os diferentes contaminantes que compdem os esgotos
(hidrocarbonetos, bifenilos policlorados e pesticidas) podem ter efeitos sinérgicos aumentando o
impacto dos virus em ecossistemas marinhos (DANOVARO et al., 2003).

Dentre os moluscos bivalves, a ostra Crassostrea gigas (Thunberg, 1789), ocupa uma
posicdo de destaque, por ser a espécie de molusco marinho mais cultivada no mundo (FAO, 1998;
MAO et al., 2006), usadas como bioindicadores de contaminantes antropogénicos (GUNTHER et al.,
1999; HUNTER et al., 1995; CAPUZZO, 1996) e uma das mais estudadas (SAAVEDRA; BACHERE,
2006). Saavedra e Bachere (2006) destacam ainda que, a identificacdo e sequienciamento do
genoma da ostra C. gigas esta sendo realizada, uma vez que um consorcio internacional para o seu
sequenciamento foi estabelecido recentemente. Em decorréncia disso, esta espécie se apresenta
como um 6timo modelo para estudos moleculares, uma vez que possui um grande repertério de
genes identificados, seqlenciados e utilizados em estudos de expressao génica, se comparada a
outras espécies de moluscos bivalves.

Dentro do cenario nacional, o cultivo desta espécie é responsavel pela maior produgdo de
ostras cultivadas no pais (90%), representada por uma crescente producédo no estado de Santa
Catarina (OLIVEIRA NETO, 2005), o que aponta para o potencial desta espécie ndo sé para o
monitoramento em locais possivelmente poluidos, como também para o monitoramento de regides de

cultivo.
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1.4 Os Biomarcadores Bioquimicos e a Contaminag¢ao Aquatica

Os biomarcadores moleculares ou bioquimicos apresentam a vantagem de servirem de sinais
precoces da degradacdo ambiental causadas pelos contaminantes (RAND, 1995), indicado a curto
prazo efeitos bioldgicos de longo prazo, antecipando assim possiveis danos em maior escala, tais
como efeitos deletérios nas populagdées e comunidades biologicas (CAJARAVILLE et al., 2000). Além
disso, a analise destes biomarcadores apresenta, na maioria dos casos, menor custo, maior facilidade
e rapidez do que as analises quimicas convencionais (GALLOWAY et al., 2004).

Em vista disso, o uso de biomarcadores bioquimicos de contaminagdo em organismos
aquaticos, para a avaliacdo de risco ambiental, tem sido incorporado em programas de
monitoramento na Europa, Estados Unidos (CAJARAVILLE et al., 2000) e no Brasil (RECOS, 2003;
VENTURA, 2004). Dentre estes biomarcadores estdo as defesas antioxidantes, enzimas de
biotransformacao (de fase |, Il e Ill), metalotioneinas, proteinas de estresse (HSPs), niveis de lipidios
peroxidados e dano de DNA e proteinas (CAJARAVILLE et al., 2000; NICHOLSON; LAM, 2005;
VALAVANIDIS et al., 2006).

Uma vez que animais sdo expostos a contaminantes, estes podem aumentar a produgao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) associada aos mecanismos de biotransformagéo de
xenobiodticos. O estresse oxidativo ocorre quando a taxa de producdo de EROS excede a taxa de
decomposicdo em seus sistemas antioxidantes, o que conduz a um aumento do dano oxidativo a
niveis celulares (ALMEIDA et al., 2005). Pelo conceito classico de defesas antioxidantes, elas podem
ser enzimaticas (catalase — CAT; glutationa peroxidase — GPx; glutationa redutase — GR; superoéxido
dismutase — SOD; glutationa S-transferase - GST) e ndo enzimaticas (CADENAS et al., 1989).
Segundo Van der Oost, Beyer e Vermeulen (2003), de acordo com Avaliagdo de Riscos Ambientais
(ERA - Environmental Risk Assessment), os componentes da defesa antioxidante s&o funcionalmente
dividido em enzimas de biotransformacao de fase Il (por exemplo, GST) e enzimas de estresse
oxidativo (SOD, CAT, GPX e GR). A enzima antioxidante glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) é
conhecida como enzima auxiliar (BONILLA-VALVERDE et al. 2004) ou complementar (ALMEIDA et
al., 2005)

Enzimas e proteinas envolvidas nos processos de biotransformacao de xenobidticos também
vém sendo utilizadas como biomarcadoras. Estes processos de biotranformagdo podem ser dividos
em duas fases. A fase-| é caracterizada pela reducao, hidrélise ou oxidacao, realizada, por exemplo,
pelas familias de citocromos P450 e flavina-monoxigenases (FMOs). As glutationas S-transferases
(GSTs) séao descritas como as principais enzimas de biotransformagdo de fase Il (BOUTET;
TANGUY; MORAGA, 2004) e representam uma familia de enzimas relacionadas com a conjugagéo
de uma variedade de metabdlitos eletrofilicos endégenos e exdgenos (xenobidticos) com o tripeptidio
glutationa reduzida (GSH).

1.5 Os Biomarcadores Bioquimicos e a Sazonalidade
Os efeitos da interagcao dos diversos tipos de poluentes com as variaveis bidticas nas ostras
(tamanho, estagio de maturacdo, taxa de filtracdo) e varidveis abidticas do ambiente marinho

(temperatura, salinidade, pH, oxigénio dissolvido, correntes marinhas, profundidade, sedimento,
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pluviosidade, disponibilidade de alimento) podem influenciar nas respostas bioquimicas dos
organismos expostos aos xenobidticos. E necessario o conhecimento detalhado dos valores basais
dos biomarcadores e considerar as variagbes sazonais destes para identificar os efeitos da poluicao
ligados as flutuagdes naturais (CAJARAVILLE et al., 2000).

Tendo em vista que os fatores bidticos e abidticos podem variar sazonalmente, esforgos
cientificos estdo sendo direcionados na busca da compreensdao do comportamento fisiolégico e a
resposta a poluentes em nivel molecular (BOCCHETTI; REGOLI, 2006; CANCIO; IBABE;
CAJARAVILLE, 1999; LAU; WONG; GARRIGUES, 2004; NIYOGI et al., 2001; PETROVIC et al.,
2004; SHEEHAN; POWER, 1999; ZANETTE; MONSERRAT; BIANCHINI, 2006).

1.6 Justificativa

A regido da Grande Floriandpolis € formada por mais de vinte municipios, porém apenas
cinco deles possuem litorais dentro das baias e praticam as atividades de maricultura. Governador
Celso Ramos, Biguagu, Sao José, Palhoga e Floriandpolis se destacam a nivel estadual e nacional
pela produgdo de moluscos bivalves, principalmente ostras e mexilhdes. As aguas das baias
apresentam boa produtividade e, com isso, propiciam um reduzido tempo de cultivo, quando
comparadas com outras regides produtoras no Brasil e no mundo.

De acordo com dados do setor produtivo no ano de 2006, o cultivo de moluscos bivalves
nesta regiao apresentou 60,29% da producgéo total de mexilhées (5908,8 t) e 95,07% da produgao
total de ostras (2388,9 t) no Estado de Santa Catarina.

Atualmente os problemas enfrentados pela atividade da malacocultura para que possa haver
um aumento na produgdo sdo a necessidade de saneamento basico, do monitoramento da sanidade
animal e da ordenagao das areas de cultivo que apresentem boas condicbes ambientais.

Dados anteriores obtidos pelo monitoramento ambiental realizado pelo Centro Municipal de
Educacdo Ambiental Escola do Mar, Sao José, SC, projeto Baia Limpa, sugerem que a regido de
estudo recebe uma grande influéncia do rio Bucheler (divisa geopolitica entre Sao José e
Florianépolis). O rio possui grande contaminagdo por esgoto doméstico. Os valores para os
parametros Coliformes Totais e Fecais encontrados durante monitoramento realizado entre agosto de
2005 a julho de 2007 demonstram esta contaminagdo. Observaram ainda a existéncia de um
gradiente poluidor que se dilui desde o ponto potencialmente poluido (rios e praias) até o ponto
referéncia (proximo ao canal central da baia norte) e uma maior concentracdo de bactérias fecais
principalmente na estagdo do verdo, tanto nas saidas dos rios, quanto nas areas de cultivo de
moluscos marinhos.

A origem de bactérias indicadoras de contaminagao fecal presume sempre ser antropogénica
(dgua da chuva, esgoto doméstico, efluentes da agricultura e urbanos). Entretanto, estudos recentes
documentaram a presenca destas bactérias em fezes de uma grande variedade de animais de
sangue quente (BARTHRAM; REES, 2000; KELSEY et al, 2004; MALLIN et al., 2001,
SAVICHTCHEVA; OKABE, 2006; TALLON et al, 2005). Outra importante fonte de contaminacgéo fecal
de aguas superficiais sdo os passaros (GRANT et al., 2001) que se reinem nos ambientes costeiros,

contaminando até mesmo ostras em areas de cultivo proximas de areas urbanas (ALBARNAZ et al.,
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2007) sendo muito dificil de estimar sua contribuicdo na contaminacao das aguas (KIRSCHNER et al.,
2004).

Em areas estuarinas, enseadas e baias, os niveis de bactérias fecais tendem a ser
normalmente maiores nos pontos de aporte de agua doce do que em areas distantes destes (NEILL,
2004). O excesso de esgotos e a ocorréncia de chuvas, principalmente em areas urbanizadas
(KELSEYA et al., 2004; MALLIN et al., 2001) afetam consideravelmente a qualidade de agua, e a
combinagao destes dois fatores aumentam os niveis de contaminagao por bactérias fecais (BRAGA et
al., 2000; CHIGBU; GORDON; STRANGE, 2005; ELMANAMA; AFIFI; BAHR, 2006; EVANSON;
AMBROSE, 2006; FERGUSON et al., 1996; MCLELLAN, 2004; MCLELLAN; DANIELS; SALMORE,
2003; PARVEEN et al.,, 1999; SURBECK et al. 2006; TALLON et al, 2005). O crescimento
demografico leva a transformagédo das regides com construgbes e pavimentagdes. Sendo assim, a
purificagdo natural das aguas da chuva, fungao da vegetagéo e da infiltragdo na solo, é bruscamente
reduzida, aumentando os volumes de agua de chuva nao-tratada potencialmente carreadoras de
patdgenos em aguas costeiras (MALLIN et al., 2001). Porém, a poluigdo do rio pode ocorrer ja em
area rural, sendo inicialmente de origem ndo humana (SURBECK et al. 2006).

Os movimentos de marés e as variagdes dos fluxos de adgua doce produzem mudancas
continuas na mistura agua doce/salgada, fazendo com que as contagens bacterianas variem
dificultando na avaliagdo da qualidade da agua. Estes organismos apresentam uma rapida taxa de
degradagdo em ambiente marinho e os valores podem variar constantemente (NICHOLS et al., 1993),
desaparecendo rapidamente (BORREGO et al., 1987) sendo apropriadas para amostras de
descargas recentes na coluna d’agua (MUDGE; LITERN, 1999). A situagédo é ainda mais complicada
quando os esgotos s&o langados diretamente (NEILL, 2004).

As regides estuarinas estéo sujeitas as condigdes fisico-quimicas da agua doce e salgada, e
estes elementos constituem fatores que podem prejudicar as medi¢cdes das bactérias indicadoras
(MILL; SCHLACHER; KATOULI, 2006). A sobrevivéncia de microorganismos indicadores em
sistemas aquaticos é afetada por fatores bidticos e abiodticos (NOBLE; LEE; SCHIFF, 2004). Algumas
condi¢gdes ambientais tém demonstrado uma grande influéncia na persisténcia de bactérias fecais,
incluindo a salinidade (ANDERSON; WHITLOCK; HARWOOD, 2005; BORDALO; ONRASSAMI;
DECHSAKULWATANA, 2002; CHAVEZ et al., 2005), irradiagdo solar (BORDALO; ONRASSAMI;
DECHSAKULWATANA, 2002; BURKHARDT Il et al., 2000; CHANDRAN; HATHA, 2005; Kl; ENSARI;
KIM, 2007; NOBLE; LEE; SCHIFF, 2004), temperatura (CHAVEZ et al., 2005; CRAIG;
FALLOWFIELD; CROMER, 2004; FUJIOKA; BONILLA; RIJAL, 1999; NOBLE; LEE; SCHIFF, 2004;
SINTON; FINLAY; LYNCH, 1999), presenca de matéria organica particulada (CRAIG;
FALLOWFIELD; CROMER, 2004), movimentagao da agua (JAMIESON et al. 2005), regime de marés
(GRANT et al., 2001; KI; ENSARI; KIM, 2007; MILL; SCHLACHER; KATOULI, 2006) e associacdes
com biofilme (BANNING; TOZE; MEE, 2003; DANOVARQO et al., 2003). Esta sobrevivéncia diferencial
dos organismos indicadores de contaminagao tem implicagées profundas para métodos que se
baseiam nestes tipos de analises (ANDERSON; WHITLOCK; HARWOOD, 2005). Quanto as analises
em sedimentos, deve-se ter cautela devido a persisténcia de organismos de contaminagao fecal nos
sedimentos (ANDERSON; WHITLOCK; HARWOOD, 2005; CHIGBU; GORDON; STRANGE, 2005;
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EVANSON; AMBROSE, 2006; FERGUSON et al., 1996; FUJIOKA; YONEYAMA, 2002;) e na areia de
praias (BEVERSDORF; BORNSTEIN-FORST,; LEE et al., 2006; MCLELLAN, 2007) devido a elevagao
de suas densidades e acumulo principalmente apds eventos de chuva.

Os coliformes fecais sdo usados como indicadores de organismos entéricos patogénicos em
ambientes aquaticos indicando poluigéo fecal e uma possivel associagdo com patdgenos entéricos
(SAVICHTCHEVA; OKABE, 2006), embora estudos indiquem que ndo sao indicadores confiaveis da
presenca de virus patogénicos (LEE et al., 2006; NOBLE; FUHRMAN, 2001). Sdo monitorados
regularmente para assegurar-se de que os corpos da agua estdo dentro de padrdes sanitarios pré-
estabececidos para fontes de agua potavel e/ou uso em atividades recreacionais. A informagéo dos
niveis de coliformes fecais € necessaria também para classificar as areas de engorda de moluscos,
condicionalmente classificando as aguas em proprias ou improprias (CONAMA, 2005), a fim de
proteger os humanos de consumir animais contaminados (ISSC, 2003). Em areas costeiras
urbanizadas, devem se considerar a necessidade de monitoramentos constantes e programas de
pesquisa sobre o impacto da poluicdo costeira a fim de proteger a saide humana (CHAVEZ et al.,
2005), bem como buscar a compreenséo da variagdo sazonal para determinar as agées necessarias
na minimizagdo das fontes de poluicdo, e os riscos associados a ela (ELMANAMA; AFIFI; BAHR,
2006). Além disso, pesquisas e o desenvolvimento de novas metodologias sobre indicadores fecais
mais apropriados para diferentes regides climaticas sao tarefas importantes para que os
pesquisadores ambientais possam fornecer uma maior seguranga em monitoramentos ambientais
(SAVICHTCHEVA; OKABE, 2006).

Muitos estudos tém sido realizados utilizando moluscos bivalves em programas de
monitoramento marinho, principalmente ostras e mexilhdes, como bioindicadores de metais pesados
acumulando estas substancias principalmente nas branquias (BERNARD, 1989; MEYER; HAGEN;
MEDEIROS, 1998; RAINBOW, 1995; SALANKI et al. 2003; SCANES, 1996; STURESSON, 1976;
STURESSON, 1978), quantificando os niveis de poluicdo marinha (GIFFORD et al. 2004) e
consequentemente, auxiliando na selecdo de areas para a implantagcdo de empreendimentos
aquicolas (TAN; LIM, 1984).

Analises de alteragbes bioquimicas e moleculares em moluscos marinhos se mostram como
ferramentas de monitoramento e avaliagdo de impactos ambientais com mais rapidez quando
comparadas com métodos convencionais (ALLEN; MOORE, 2004; BELIAEFF; BURGEOT, 2002;
FOWLER, 2005; MOORE et al., 2004; RODRIGUEZ-ORTEGA et al., 2002). Em estudos de campo,
estas analises devem ser acompanhadas outras ferramentas de avaliacdo e caracterizagdo do
ambiente de estudo, uma vez que os efluentes de esgoto possuem uma ampla variedade de
contaminantes quimicos e microbioldgicos.

Tendo em vista isso, neste trabalho foi realizada a anadlise quimica de contaminantes
organicos pelo Instituto Oceanografico da Universidade de Sdo Paulo (I0-USP) no sedimento e nas
ostras de algumas classes de contaminantes como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs),
bifenilos policlorados (BPCs), pesticidas organoclorados (DDTs), alquilbenzenos lineares (ABLs) e
esterois fecais (ex.: coprostanol, colesterol e colestanol). Os hidrocarbonetos possuem geralmente

origem crdnica no ambiente marinho, através de introducéo de esgotos, drenagem terrestre e de rios
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e com as descargas operacionais associadas a operagdes de transporte e consumo. Os HPAs tém
recebido uma atencao especial desde que foram reconhecidos como compostos potencialmente
perigosos para o ambiente (NRC, 1985). Os organoclorados (OCs) sdo compostos organicos
sintéticos que apresentam caracteristicas como persisténcia, bioacumulagéo e toxicidade, podendo
causar varios efeitos danosos ao ambiente. Dentre os OCs, incluem-se os pesticidas organoclorados
(DDTs) e os bifenilos policlorados (PCBs), que ndo sao faciimente degradados por oxidagao quimica
ou acgdo bacteriolégica e estdo incluidos na lista dos poluentes organicos prioritarios por 6rgaos como
a EPA (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY) e UNEP (UNITED NATIONS ENVIRONMENT
PROGRAMME). Outro grupo de marcadores de esgoto séo os alquilbenzenos lineares (ABLs), que
tém sido utilizados como marcadores de esgotos urbanos (ISOBE et al., 2002). Os ABLs constituem
o principal ingrediente na producéo de substancias (alquil benzeno sulfonados lineares, LAS) que sao
utilizados como tensoativos aniénicos nas férmulas dos detergentes comerciais para uso doméstico
(TAKADA; ISHIWATARI; OGURA, 1992; TSUTSUMI et al. 2002;). Sao hidrofébicos (SHERBLOM;
GSCHWEND; EGANHOUSE, 1992) e tendem a acumular-se no sedimento e nos tecidos biologicos
(BOONYATUMANOND et al.,, 2007; TSUTSUMI et al., 2002). Os ABLs tém sido amplamente
utilizados como marcadores quimicos da exposicdo a esgoto urbano. Dentre os esterdis fecais, o
coprostanol tem sido utilizado como marcador de poluicdo por esgoto (TAKADA; EGANHOUSE,
1998), uma vez que este composto € produzido no frato digestivo de seres humanos por redugéo
microbiana do colesterol, nao sendo téxico ou nocivo (MCCALLEY; COOKE; NICKLESS, 1981).

1.6.1  Objetivos

1.6.1.1 Geral
Avaliar os efeitos do esgoto doméstico utilizando ferramentas bioquimicas em ostras do
pacifico Crassostrea gigas em ambientes costeiros e de cultivo visando seu uso futuro em programas

de monitoramento.

1.6.1.2 Especificos
e Analisar biomarcadores bioquimicos em ostras mantidas em um local a priori contaminado

por esgoto doméstico, um local préximo a uma area de cultivo e um local referéncia;

e Avaliar a viabilidade da utilizagdo destes biomarcadores bioquimicos, em ostras, pela
correlagdo com analises microbioldgicas (coliformes fecais) e quimicas que confirmem a

contaminagao nos locais de estudo;

1.6.2 Revista(s) escolhida(s) para submissao do(s) Artigo(s) Cientifico(s)
Os resultados parciais ja foram apresentados em congresso (14th International Symposium on
Pollutant Responses in Marine Organisms — PRIMO 14, Florinandpolis, SC, Brasil; X Congresso
Brasileiro de Ecotoxicologia — X ECOTOX, BentoGongalves, RS, Brasil) e publicados na revista

indexada Marine Environmental Research, Volume 66, Issue 1, 2008, Pages 196-198, sob o titulo
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Comparison of the antioxidant defense system in Crassostrea rhizophorae and Crassostrea gigas
exposed to domestic sewage discharges.
O trabalho final devera ser encaminhado para a revista Marine Pollution Bulletin (Qualis A

de circulagao internacional).
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2.1 Resumo

Em experimentos realizados no inverno (2006) e verdo (2007), ostras foram transplantadas de uma
regido de cultivo para locais situados a 1, 1500 e 5500 m de distancia de uma zona que recebe
efluentes domésticos nao tratados (Rio Blicheler, Sdo José, SC). Em ambos experimentos, apos 14
dias de exposicao, foram coletadas amostras de branquia (BR) e glandula digestiva (GD) dos animais
e analisadas as atividades das enzimas catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), glutationa S-
transferase (GST), glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e glutationa redutase (GR). Também
foram quantificados os niveis de coliformes fecais na agua, esterdis fecais no sedimento e
alquilbenzeno lineares (ABLs), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), bifenilas policloradas
(BPCs) e pesticidas (DDTs) nos tecidos dos animais. No inverno, as ostras do local contaminado
apresentaram uma maior atividade da G6PDH na GD e da GR na BR. Além disso, foi observada uma
atividade menor da SOD na BR e maior na GD. Neste mesmo local, no verdo os animais
apresentaram uma maior atividade da GST na BR. As alteragbes enzimaticas observadas podem
estar associadas aos maiores niveis de ABLs, HPAs, BPCs e DDTs nos tecidos destes animais. Além
disso, foram observados altos indices de coliformes fecais na agua e de coprostanol no sedimento do
ponto mais préoximo a fonte de contaminagéo, o que evidencia o impacto do langamento de esgotos
no local.

Palavras-chave: Ambiente costeiro; Esgoto doméstico; Biomarcadores; Contaminantes organicos;
Crassostrea gigas.
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2.2 Introducgéao

Aproximadamente 25% da populagéo brasileira (42 milhdes de pessoas) estdo concentradas
em 400 municipios localizados na zona costeira que apresentam uma densidade populacional média
de 90 hab/km?, quase cinco vezes maior que a média nacional (19 hab/kmz) (Serafim & Hazin, 2006).
Isto se reflete no crescente nimero de casos de contaminagao destas regides devido a caréncia de
sistemas de coleta e tratamento adequado de efluentes de esgoto doméstico. Em regides urbanas,
estima-se que somente cerca de 51,6% do esgoto total seja coletado e deste, apenas 35,3% passe
por algum sistema de tratamento (IBGE, 2004).

O esgoto é a principal fonte de contaminantes em ambientes costeiros (Kennish, 1991). Estes
efluentes sdo considerados como uma das principais causas da diminuicdo da qualidade dos
ecossistemas costeiros, pois podem causar riscos a qualidade de vida dos organismos que ali
habitam, bem como aos animais que se alimentam dos mesmos, incluindo o homem.

Entre as espécies que habitam a zona costeira e sofrem este impacto estdo as ostras que,
além de ocorrerem no ambiente natural, tém sido amplamente cultivadas no litoral brasileiro,
particularmente em Santa Catarina (Oliveira Neto, 2005). Estes animais tém sido utilizados como
organismos sentinela em programas de biomonitoramento ambiental, pois apresentam ampla
distribuicdo geografica, sado filtradores, sésseis, eurihalinos e, em muitos casos, espécies dominantes
em seu habitat (Bainy et al., 2000; Cajaraville et al., 2000; Cheung et al., 2001; Cheung et al., 2002;
Lau & Wong, 2003; Nascimento et al., 1998; Sheehan & Power, 1999). Segundo Orbea et al. (2002),
as ostras apresentam caracteristicas apropriadas para fins de monitoramento, principalmente por
acumularem niveis elevados de contaminantes organicos.

A ostra do pacifico Crassostrea gigas (Thunberg, 1789) é a espécie de ostra mais cultivada
no mundo (FAO, 1998; Mao et al., 2006), e no Brasil (90%) (Oliveira Neto, 2005). Esta espécie tem
sido utilizada em programas de biomonitoramento em diferentes paises (Gunther et al., 1999; Hunter
et al., 1995; Capuzzo, 1996; Saavedra & Bachére, 2006), incluindo o Brasil (Medeiros et al., 2008a,b;
Zanette et al., 2008). Analises da resposta de biomarcadores bioquimicos e moleculares (ex: enzimas
antioxidantes) em ostras expostas a diferentes fontes de contaminagdo podem servir como
ferramentas de monitoramento e avaliagdo dos efeitos causados pelos xenobiéticos langados no
ambiente (Allen & Moore, 2004; Beliaeff & Burgeot, 2002; Fowler, 2005; Lopez-Barea, 1996; Moore et
al.,, 2004; Rodriguez-Ortega et al., 2002). Estes estudos apresentam a vantagem de evidenciarem
potenciais efeitos causados pelos contaminantes de uma forma precoce, podendo antecipar possiveis
danos em maior escala, tais como a nivel de populagdes e comunidades (Cajaraville et al., 2000).

Entre os biomarcadores estdo as enzimas de defesas antioxidante superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S-transferase (GST) e as enzimas
auxiliares glutationa redutase (GR) e glicose-6 fosfato desidrogenase (G6PDH). Os sistemas
antioxidantes protegem as células contra efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio (EROs)
(Manduzio et al., 2004). Quando os animais sdo expostos a compostos quimicos, sistemas de
biotransformagéo podem ser ativados desencadeando um aumento na producdo de EROs, tais como
o radical anion superoxido (O,"). Este radical é dismutado pela SOD que aumenta a produgéo de

peroxido de hidrogénio (H,O,), que por sua vez pode ser decomposto pela CAT ou pela GPx, através
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da oxidacao de duas moléculas de glutationa reduzida (GSH) formando glutationa oxidada (GSSG). A
manuteng¢do da GSSG no seu estado reduzido é catalisada pela GR que utiliza elétrons do NADPH,
produzido principalmente através da G6PDH, enzima regulatéria da via das pentoses fosfato (Almeida
et al., 2007; Castro & Freeman, 2001; Sies et al., 1983). Quando ha um desequilibrio entre a
produgcdo de EROs e uma diminuicdo da capacidade antioxidante é estabelecida uma condigédo de
estresse oxidativo (Davies, 1995; Pefia-Llopis et al., 2003) que pode levar, em ultima instancia, a
morte celular (Barrera et al., 2008; Covarrubias et al., 2008; Genestra, 2007; Goetz & Luch, 2008;
Pervaiz & Clement, 2007).

Para validar os dados de biomarcadores em animais expostos a efluentes de esgoto
doméstico é necessaria a quantificagdo dos principais tipos de contaminantes bioacumulados pelos
animais no ambiente de estudo, tais como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs),
bifenilos policlorados (BPCs) alquil benzeno lineares (ABLs), organoclorados (OCs), esterois fecais,
como o Coprostanol, entre outros. Os hidrocarbonetos possuem geralmente origem crdnica no
ambiente marinho, através de introdugdo de esgotos, drenagem terrestre e de rios e com as
descargas operacionais associadas a produgao, transporte e consumo de petréleo e seus derivados
(NRC, 1985). As principais fontes dos bifenilos policlorados (BPCs) no ambiente marinho s&o os
efluentes industriais e/ou urbanos despejados nos rios e lagos e fumagas decorrentes da incineragao
de produtos contendo BPCs (capacitores e transformadores) (Montone, 1995). Os ABLs constituem o
principal ingrediente na producao de substancias (alquil benzeno sulfonados lineares, LAS) que séo
utilizados como tensoativos aniénicos nas férmulas dos detergentes comerciais para uso doméstico
(Takada et al., 1992; Tsutsumi et al. 2002;). Sdo hidrofébicos (Sherblom et al., 1992) e tendem a
acumular-se no sedimento e nos tecidos biolégicos (Boonyatumanond et al., 2007; Tsutsumi et al.,
2002). Os ABLs tém sido amplamente utilizados como marcadores quimicos da exposi¢cao a esgoto
urbano (Isobe et al., 2002). Os pesticidas organoclorados (DDTs) sdo compostos organicos sintéticos
que apresentam caracteristicas como persisténcia, bioacumulagdo e toxicidade, podendo causar
varios efeitos danosos ao ambiente. O coprostanol tem sido utilizado como marcador de poluigdo por
esgoto (Takada & Eganhouse, 1998), uma vez que este composto é produzido no trato digestivo de
seres humanos por redugao microbiana do colesterol, ndo sendo téxico ou nocivo (McCalley et al.,
1981). Sua distribuicdo e degradacdo no ambiente ainda ndo foram estudadas extensivamente (Scott
et al., 2002).

O objetivo deste estudo foi analisar a resposta de biomarcadores bioquimicos em branquia e
glandula digestiva de ostras C. gigas expostas durante 14 dias em regides sob diferente impacto do
langcamento de efluentes doméstico em experimentos realizados no inverno de 2006 e no verdo de
2007 na regido da Baia Norte da regido da llha de Santa Catarina. Nestes animais foram
quantificados os niveis de HPAs, BPCs, ABLs e OCs visando o estabelecimento de correlagdes entre

as variaveis bioldgicas e os contaminantes quimicos.
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2.3 Materiais e Métodos
2.3.1 Area de Estudo e Desenho Experimental

O local escolhido como a area que recebe o impacto de efluentes contendo esgoto doméstico
(Contaminado) situa-se na foz do rio Blicheler (27°34'22,98” S; 48°35'58,59” O) que drena uma
pequena bacia hidrografica altamente urbanizada, percorrendo cerca de 1800 metros do inicio até a
foz, possuindo uma largura aproximada de 5 m (Figura 01). Este efluente contém residuos liquidos e
sélidos. A segunda é&rea de estudo (Cultivo) localiza-se em uma zona de cultivo de moluscos
(27°33'32,82" S; 48°35'49,67” O), situada dentro da Baia de Barreiros e distante cerca de 1500 m da
foz do rio Blicheler (Figura 01). A terceira area de estudo (Referéncia) situa-se nas proximidades da
Pedra das Tipitingas (27°31'31,77"S; 48°36'23,00"0), distante cerca de 5500 metros do local
contaminado e cerca de 2200 metros da costa, 4700 metros do rio Biguacu e 2500 metros do rio
Carolina, outras fontes possiveis de contaminantes nesta Baia (Figura 01). A escolha destes locais foi
baseada em dados de coliformes fecais obtidos em estudos anteriores realizados desde agosto de

2005, pelo Centro Municipal de Educacao Ambiental Escola do Mar, Prefeitura de Sdo José, SC.

s Referéncia =

Rio Carolina

w

Rio Trés Henriques

& Cultivo

Contaminado

Rio Biicheler

Figura 1 - Localizagdo dos pontos de exposicdo das ostras do Pacifico C. gigas na Baia Norte da regido da Grande
Florianopolis, SC, Brasil. O ponto contaminado (foz do rio Biicheler) situa-se nas coordenadas 27°34'22,98” S; 48°35'58,59” O;
ponto de cultivo 27°33'32,82" S; 48°35'49,67” O (1500 m do contaminado); ponto referéncia (Pedra das Tipitingas)
27°31'31,77"S; 48°36'23,00"0 (5500 m do contaminado).
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As ostras Crassostrea gigas utilizadas neste estudo (6 — 7 cm) foram obtidas na estagdo de
cultivo do Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM/UFSC), na Praia de Sambaqui e transportadas
para os locais de monitoramento onde permaneceram por 14 dias acondicionadas em mini-balsas.
Cada mini-balsa continha gaiolas flutuantes onde os animais (n=40) permaneceram submersos a 10
cm da superficie. Apos a exposig¢do, os animais (n=10) foram mortos e a branquia e a glandula
digestiva de cada individuo foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas
em freezer a -80°C.

As exposigcdes das ostras foram realizadas no periodo de inverno (agosto/setembro 2006), e

no verao (margo 2007).

2.3.2 Preparagao das Amostras

As amostras de branquia e glandula digestiva de 10 animais foram homogeneizadas em
tampéao Tris-HCI 20mM pH 7,6, EDTA 1mM, sacarose 0,5M, KCI 0,15M, DTT 1mM, PMSF 0,1mM, na
proporcao de 1 g de tecido para 4 mL de tampéo (1:4). O homogeneizado foi centrifugado a 9.000 x g
por 30 minutos a 4°C. Na fracédo sobrenadante foram realizadas as analises bioquimicas.

Para as analises quimicas os tecidos totais de 10 individuos de cada local foram agrupados e

imediatamente congelados.

2.3.3 Analises Bioquimicas

A atividade da catalase (CAT) foi quantificada de acordo com Aebi (1984), que quantifica a
velocidade de decomposicao da H,O, pela enzima, através do decréscimo de absorbancia a 240 nm
(e = 0,071 mM-1.cm-1) a 30° C. A determinagdo da atividade da glutationa S-transferase (GST) foi
realizada segundo o ensaio descrito por Keen et al. (1976), que se baseia na velocidade de formagao
do conjugado CDNB-GSH, realizando uma leitura em espectrofotémetro a 340 nm, durante 2 min. A
glutationa redutase (GR) utiliza elétrons do NADPH para reduzir o substrato glutationa oxidada
(GSSG). O decréscimo de absorbancia no comprimento de onda de 340 nm serve como medida
indireta da atividade desta enzima. (Carlberg & Mannervik, 1985). A atividade glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PDH) foi determinada através do aumento de absorbéncia provocado pela
redugdo de NADP" a NADPH, no comprimento de onda de 340 nm (¢ = 6,22 mM'1.cm-1) (Glock &
McLean, 1953). A atividade de superéxido dismutase (SOD) foi medida conforme método descrito por
McCord & Fridovich (1969). A determinagdo do conteudo total de proteinas presentes na fragéo
sobrenadante foi realizada de acordo com Peterson (1977), utilizando soro albumina bovina como

padrao.

2.3.4 Analises Quimicas — Ostras e Sedimento

As amostras de ostras foram homogeneizadas e processadas segundo procedimento
analitico descrito por MacLeod et al. (1986). Os organoclorados (DDTs e BPCs) foram analisados por
cromatografo a gas com detector de captura de elétrons (GC-ECD). Os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs), os alquil benzeno lineares (ABLs) e os esterdis fecais foram quantificados em um

cromatografo a gas acoplado a um espectrdmetro de massa (GC-MS) em modo seletivo de ion. O
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sedimento, depois de liofilizado, foi submetido a extracdo de maneira semelhante as técnicas

descritas acima.

2.3.5 Parametros de Qualidade de Agua

Amostras de agua foram coletadas no primeiro, no sétimo e no décimo quarto dia de cada
exposigao (inverno e verao), para posterior analise de parametros microbiolégicos (coliformes totais e
fecais) e de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO). A coleta e a analise das amostras de agua
obtida nos locais de coleta foram realizadas segundo técnicas do STANDARD METHODS FOR THE
EXAMINATION OF WATER AND WASTEWATER APHA-AWWA-WPCF, 20° edigdo. Parametros
fisico-quimicos da aqua como temperatura, salinidade e pH, bem como profundidade foram
registrados no momento da coleta. Dados climatolégicos dos periodos de monitoramento
(pluviosidade, temperatura, dire¢ao e intensidade de ventos) foram obtidos com a EPAGRI/CIRAM.

Dados de maré foram obtidos pelo site oficial da Marinha do Brasil
(http://www.mar.mil.br/dhn/chm/tabuas/index.htm), sendo utilizado como referéncia de local o Porto de
Floriandpolis e as datas de exposicao.

2.3.6 Analise Estatistica

Os dados para cada um dos trés grupos em estudo (Contaminado, Cultivo e Referéncia)
foram computados como média (+ desvio padrdo) e foram submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA) e post test “Newman-Keuls Multiple Comparison Test’. Para a caracterizagao dos pontos
monitorados, os dados de qualidade de agua e os contaminantes organicos foram submetidos a
Andlise de Componente Principal (PCA — Principal Components Analysis). Para avaliar a existéncia
de interacdo entre os fatores bidticos (respostas enzimaticas) a abioticos (contaminantes) foi
realizada uma Analise Candnica de Correspondéncia (CCA). Para as andlises estatisticas foram

utilizados os programas Statistica 6.0, GraphPad Prism 4.0 e Fitopac 2.0.

2.4 Resultados
2.4.1 Dados Biométricos

No experimento de verdo foi observada uma diferenga no peso total médio da carne fresca
das ostras mantidas no local contaminado, cultivo e referéncia (p<0,05) (22,52 + 6,18; 40,74 + 6,96 e
30,81 + 6,51 g, respectivamente). As ostras analisadas no inverno apresentaram as gbnadas nao
desenvolvidas, o que dificultou a identificagdo dos sexos, diferentemente do verdo, quando foi

constatada a predominancia de machos entre os animais analisados.

2.4.2 Qualidade de Agua

Apesar de nado terem sido registradas diferengas significativas, a salinidade no local
contaminado foi menor que no cultivo e no local referéncia devido ao aporte de agua doce do rio
Bicheler em ambas estagcbes do ano (Tabela 01). Nenhuma diferenca significativa foi observada no

pH da agua dos locais de monitoramento no verdo e no inverno, respectivamente (Tabela 1). A
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temperatura da agua no momento da coleta no inverno estava em torno de 18,3°C e no verdo em

torno de 27°C nos 3 locais de monitoramento (Tabela 01).

Tabela 1

Parametros fisico-quimicos da agua de exposigéo das ostras durante o inverno (agosto/setembro de 2006) e verdo (margo de
2007). Sal = salinidade (g.L™"); Temp = temperatura (°C); As diferengas significativas entre pontos (p<0,05) foram identificadas
por letras.

ParAmetro Inverno Verao
Contaminado Cultivo Referéncia  Contaminado Cultivo Referéncia
Sal %o 30,64+2,82" 32,64+0,17" 32,66£0,16" 34,00+2,00"° 35,83+1,61" 35,67+1,53"
pH 7,59+0,30"  7,75+0,24®  7,74+0,26"  7,96+0,14"  8,03+0,14"  7,95+0,02°
°C 18,35+1,48" 1830+1,80° 18,20+1,98* 27,67+0,29* 26,83+0,29"° 26,75+0,35"

2.4.3 Demanda Bioquimica de Oxigénio e Coliformes Fecais

Tanto no experimento de inverno, como no de verao, o local contaminado apresentou niveis
médios mais elevados de DBO do que os demais locais monitorados (Tabela 02), indicando a
presenca de matéria organica nesta regido. Porém, observando os valores ao longo da exposigao
durante o inverno e verdo (dia 0, 1 e 14) verificamos que os indices elevados de DBO n&o se
concentraram apenas no ponto contaminado. Os niveis de coliformes fecais (CF) na agua do local
contaminado observados no inverno e no verao foram maiores do que no cultivo e no local referéncia
indicando a ocorréncia de despejos de esgotos domésticos nesta area (Tabela 02). Os niveis de CF
no cultivo e no local referéncia tenderam a ser maiores no verdo do que no inverno. Este resultado
pode estar relacionado a um maior aporte de aguas continentais associadas a precipitagdo
pluviométrica, visto que no verao foi registrada uma maior incidéncia de chuva nesta regido, bem
como um aumento da geragdo de efluentes devido ao aumento da populagdo registrado nesta

estagao (turistas).

Tabela 2

Parametros fisico-quimicos e microbiolégico da agua ao longo da exposigao das ostras durante o inverno (agosto/setembro de
2006) e verdo (margo de 2007). DBO = demanda bioquimica de oxigénio (mg O./L 5 dias); Col. Fec = coliformes fecais
(NMP/100mL).

N inverno verao
Parametro X
dia 0 dia7 dia 14 Média dia 0 dia 7 dia 14 Média
Cont 9,12 3,63 510 595 5,06 6,36 1,62 435
DBO Cult 1,10 4,13 0,60 1,94 481 4,02 2,10 3,64
Ref 4,87 0,79 6,00 3,89 231 441 1,55 2,76
Cont 16000,00 2300,00 24000,00 14100,00 20000,00 8000,00 7000,00 11666,67
Col. Fec Cult 80,00 0,00 230,00 103,33 0,00 1600,00 300,00 633,33

Ref 60,00 0,00 80,00 46,67 0,00 240,00 900,00 380,00

2.4.4 Observacées Meteoroldgicas
Durante os 14 dias de experimento realizado no inverno a lua passou por trés fases
(crescente, cheia e minguante) com uma maré de sizigia durante o periodo. No periodo de verédo, o

experimento foi realizado durante marés de quadratura e de sizigia, e passou por periodos de lua



28

cheia, minguante e nova. indices pluviométricos menores foram observados no experimento de
inverno (25,9 mm) do que no verdo (168,70 mm). No experimento de inverno foi observada a
ocorréncia de chuvas apenas nos trés primeiros dias e no experimento de verdo foram observados
picos de precipitacdo no quinto (52,0mm) e décimo dia (60,8mm). O manejo das estruturas em ambas
estagdes (alocacdo das balsas, coleta de amostras de agua e sedimento, despesca) foi realizado
durante a fase de enchente de maré com ventos variando entre os quadrantes norte (N e NE) e oeste
(O) (inverno: O, O e N; verao: NE, NE e N; para dia 1, 7 e 14, respectivamente). Esta combinagao de
forca de maré e vento na regido de estudo favorecem a renovagdo das aguas na baia norte pela
entrada de agua marinha vindas do mar aberto, diminuindo o impacto do efluente fluvial podendo

interferir nos dados fisico-quimicos da agua.

2.4.5 Dados Quimicos — sedimento

Os niveis de alquil benzeno lineares (ABLs) foram significativamente maiores no local
contaminado em ambas estagbes (628,0 e 352,3 ng.g'1, para inverno e verao respectivamente)
(Tabela 03). Neste mesmo local foram observados os maiores niveis de coliformes fecais na agua. A
relagdo entre os isbmeros de ABLs internos e externos variaram entre 0,3 e 0,8, com maiores valores
no local contaminado tanto no inverno (0,8) quanto no verdo (0,6) e os menores valores no local
referéncia em ambas estagdes (0,3). A razéo I/E é um indice de distribuicdo dos isdmeros de ABLs
(isbmeros internos e externos) e é proposta como um indicador de degradagédo de ABLs por Takada
& Ishiwatari (1990). Quanto maior for o valor desta relagdo, menor sera a quantidade de isdmeros
externos, e consequentemente, uma maior degradagao (Tsutsumi et al., 2002). Os isdbmeros externos
sdo mais suscetiveis a degradagdo microbiana (Bayona et al., 1986; Tsutsumi et al., 2002;). Esta
razao pode diminuir com o aumento da distancia entre os pontos monitorados e a fonte poluidora
(Gustafsson et al. 2001). Segundo Tsutsumi et al. (2002), baixos valores da relagéo I/E caracterizam
uma maior degradacéo por bactérias aerébicas e uma condi¢cdo de contaminagéo recente por esgoto
de origem doméstica. Além destes, niveis significativamente maiores de coprostanol, colestanol e
colesterol, esterois fecais indicadores de esgoto doméstico, foram observados no sedimento do local

contaminado em relagdo ao do cultivo e do local referéncia nas duas estagbes (Tabela 03).

Tabela 3

Contaminantes organicos e esterdis fecais no sedimento dos pontos monitorados durante o inverno (agosto/setembro de 2006)
e verdo (margo de 2007). ZABLs = alquil benzeno lineares totais (ng.g'1 — peso seco); Coprostanol, Colesterol e Colestanol
(ug.g” — peso seco).

Pardmetro Inverno Verao
Contaminado Cultivo Referéncia  Contaminado Cultivo Referéncia
XABLs 628,00 464,70 313,80 352,30 112,30 194,10
Coprostanol 5,40 - - 4,42 - 0,13
Colesterol 2,95 - 0,07 3,36 - 5,85

Colestanol 1,47 - - 1,35 - 0,79
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2.4.6 Dados Quimicos — ostras

Os niveis de HPAs totais nas ostras foram significativamente maiores nos animais que
permaneceram por 14 dias no local contaminado, quando comparado aos locais referéncia e cultivo
(Tabela 04).

No inverno, os animais que permaneceram no local contaminado apresentaram praticamente
0 dobro da concentragdo de BPCs totais do que os animais dos outros locais (Tabela 04). No verao
esta diferenca nao foi observada.

O nivel de ABLs nos animais do local contaminado foram significativamente maiores do que
os animais dos demais locais (Tabela 04). No inverno estes valores foram quase cinco vezes maiores
no local contaminado do que nos demais locais e no verao cerca de trés vezes maior (Tabela 04). A
relagao entre os isdbmeros de ABLs internos externos variaram entre 0,64 e 2,11, sendo que o0s
maiores valores foram encontrados nas ostras expostas no local contaminado em ambas as estagbes
(2,11 e 1,86, para inverno e verdo, respectivamente).

Os niveis de pesticidas organoclorados (2DDT’s) foram maiores nos animais do local
contaminado tanto no inverno (7,00 ng.g'1), quanto no verao (7,18 ng.g'1) (Tabela 04). Nos animais
dos demais locais estes valores estiveram abaixo do limite de detecgdo do método (<LDM) e no verao
foram menores que os do local contaminado (5,56 e 4,26 ng.g™"). Dentre os compostos de DDT’s
analisados, o composto p.p’-DDE (4,4’-diclorodifenil-1,1 dicloroetileno) foi o Unico que apresentou
valores acima do limite de detecgdo do métodos. Este composto € o maior e mais persistente
metabdlito de diclorodifeniltricloroetano (DDT) (Gunther et al., 1999; Zhaobin & Jianying, 2008).

Tabela 4

Contaminantes organicos nas amostras de Crassostrea gigas expostas a efluentes de esgoto doméstico durante o inverno
(agosto/setembro de 2006) e verdo (margo de 2007). ZBPCs = bifenilos policlorados totais (ng.g'1 — peso seco); ZHPAs =
hidrocarbonetos poliaromaticos (ng.g” — peso seco); SABLs = alquil benzeno lineares totais (ng.g" — peso seco); EDDTs =
pesticidas organoclorados totais (ng.g'1 — peso seco); <LDM = abaixo do limite de detec¢do do método.

Pardmetro Inverno Verao
Contaminado Cultivo Referéncia Contaminado Cultivo Referéncia
>BPCs 44,70 23,50 23,40 38,60 38,60 31,80
HPAs 335,00 97,00 100,00 249,00 111,00 174,00
ABLs 965,00 210,00 178,00 354,00 118,00 85,80
>DDTs 7,00 <LDM <LDM 7,18 5,56 4,26

2.4.7 Atividade Enzimatica
2.4.7.1 Superoxido Dismutase (SOD)

No inverno os animais mantidos no local contaminado apresentaram uma atividade
significativamente maior da SOD na glandula digestiva e significativamente menor da SOD na
branquia do que os animais dos outros locais (Figura 02A). No verao nenhuma alteragéo na atividade

da SOD em ambos tecidos dos animais expostos foi observada.

2.4.7.2 Catalase (CAT)
Nenhuma alteragdo na atividade da CAT em glandula digestiva e branquias das ostras

mantidas nos diferentes locais e épocas do ano foram observadas (Figura 02B).
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Figura 2 - Atividades enzimaticas analisadas em C. gigas expostas a efluentes de esgoto doméstico em agosto/setembro de
2006 (inverno) e margo de 2007 (verdo). Os valores estdo como média + desvio padrdo (n=9) para superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), glutationa redutase (GR) e glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH).
As diferengas significativas entre pontos (p<0,05) foram identificadas por letras. Diferengas sazonais, utilizando os pontos

referéncia, foram identificadas por asterisco (*).

2.4.7.3 Glutationa S-transferase (GST)
No inverno nao foi observada diferenga entre os pontos monitorados na atividade da GST da

branquia e da glandula digestiva das ostras expostas (Figura 02C). No verao os animais do local
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contaminado apresentaram uma atividade significativamente maior da GST (137,11 + 54,57 mU.mg'1
proteina) do que os animais do cultivo e referéncia (83,24 + 26,17 e 96,49 + 32,95 mUmg'1 proteina,
respectivamente). Nenhuma variagdo sazonal foi observada na atividade da GST na branquia e na
glandula digestiva. A atividade da GST nas branquias foi em média aproximadamente 6 vezes maior

do que na glandula digestiva em todos os locais e periodos analisados.

2.4.7.4 Glutationa Redutase (GR)

A atividade da GR nas branquias das ostras mantidas no local contaminado no inverno foi
significativamente maior que a dos demais grupos (Figura 02D). No veréo esta diferenca néo foi
observada. Nenhuma alteragéo na atividade da GR de glandula digestiva foi observada tanto entre os
grupos de verdo, como nos de inverno. A atividade da GR de ambos tecidos dos animais referéncia
no inverno foi significativamente maior que dos animais do verao, o que indica a existéncia de um

efeito sazonal sobre a atividade desta enzima.

2.4.7.5 Glicose 6-Fosfato Desidrogenase (G6PDH)

A atividade da G6PDH na branquia das ostras mantidas nos diferentes locais no inverno e no
verao nao apresentou alteragdes significativas. Da mesma forma, ndo houve variagao na atividade da
G6PDH da glandula digestiva dos animais dos diferentes locais no experimento de verdo. No entanto,
as ostras mantidas no local contaminado no inverno apresentaram uma maior atividade da G6PDH na
glandula digestiva, comparado com os organismos dos outros locais (Figura 02E).

Os animais do local referéncia apresentaram uma atividade da G6PDH da GD
significativamente maior no verdo do que no inverno, o que sugere a existéncia de um efeito sazonal

sobre esta enzima.

2.4.8 Estatistica Multivariada
2.4.8.1 Analise de Componente Principal

Para a caracterizacdo dos pontos monitorados, os dados de qualidade de agua e os
contaminantes orgéanicos foram submetidos a Analise de Componente Principal (PCA — Principal
Components Analysis). Os resultados foram significativos, com os dois eixos dos gréficos
representando cerca de 90,57% dos dados amostrados, sugerindo a existéncia de uma forte relagao
entre o local contaminado em ambas as estagdes com os contaminantes, representados pelos
vetores. Os contaminantes ABLs e esterodis fecais encontrados no sedimento, ABLs, HPAs, BPCs,
DDTs em ostras, além dos coliformes fecais encontrados nas amostras de agua estéo direcionados
para o local contaminado (Figura 03).
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Figura 3 - Resultados da andlise de componente principal (PCA) utilizando os contaminantes encontrados e os pontos
monitorados. Cont = contaminado; Cul = cultivo; Ref = referéncia; | = inverno; V = verao; ABLs = alquil benzeno lineares; HPAs
= hirocarbonetos poliaromaticos; Col.Fec. = coliformes fecais; BPCs = bifenilos policlorados; DDTs = pesticidas; ost = ostra;
sed = sedimento.

2.4.8.2 Anélise Canédnica de Correspondéncia

Para avaliar a possivel interagéo entre os fatores bioticos (respostas enzimaticas) e abiéticos
(contaminantes) foi realizada uma Analise Multivariada Canénica de Correspondéncia (CCA). Esta
analise nos permite interrelacionar fatores abidticos categéricos (Ex: contaminado, cultivo e
referéncia) e numéricos (Ex: concentracdo dos contaminantes e atividades enzimaticas). O gréfico
obtido representa em dois eixos cerca de 88% dos dados utilizados. A atividade da SOD analisada
em GD apresentou interagdo com o coprostanol e colestanol (esterdis fecais) encontrados no
sedimento e HPAs e ABLs encontrados nas ostras. A G6PDH analisada em GD apresentou interagao
com os coliformes fecais em agua, BPCs e DDTs em ostras e colesterol no sedimento. Os resultados
ainda sugerem que existe uma interagdo da atividade da GR em BR com os ABLs no sedimento.
Observamos que durante o inverno existe uma maior diferenciagéo entre os pontos monitorados, com
a atividade da SOD e G6PDH em GD muito bem relacionada com o ponto contaminado. Durante o
verdo uma similaridade aparece entre os pontos, podendo estar diretamente relacionada com a
precipitacdo, porém confirmando a contaminagao devido a proximidade do ponto contaminado com o
eixo 01 (Figura 04).
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Figura 4 — Resultados da analise candnica de correspondéncia (CCA) utilizando dados categoéricos e numéricos. Cont =
contaminado; Cul = cultivo; Ref = referéncia; | = inverno; V = verdo; ABLs = alquil benzeno lineares; HPAs = hirocarbonetos
poliaromaticos; Col.Fec. = coliformes fecais; BPCs = bifenilos policlorados; DDTs = pesticidas; ost = ostra; sed = sedimento;
SOD = superdéxido dismutase; G6PDH = glicose 6-fosfato desidrogenase; CAT = catalase; GST = glutationa S-transferase; GR
= glutationa redutase; gd = glandula digestiva; br = branquia.

2.5 Discusséo

Pesquisas sobre a qualidade ambiental utilizando moluscos marinhos como organismos
sentinelas sédo frequentemente encontradas na literatura (Bainy et al., 2000; Cajaraville et al., 2000;
Cheung et al., 2001; Cheung et al., 2002; Lau & Wong, 2003; Nascimento et al., 1998; Sheehan &
Power, 1999;), porém somente uma pequena parcela destes trabalhos tem se dedicado a avaliar a
acumulacdo de contaminantes por organismos expostos e as respostas bioquimicas decorrentes
desta exposicdo. O presente estudo analisou no inverno e no verdo a resposta de alguns
biomarcadores bioquimicos em ostras do Pacifico Crassostrea gigas mantidas durante 14 dias em um
local contaminado, uma area de cultivo de moluscos marinhos (distante 2200 m do local
contaminado) e um local de referéncia (distante 5500 m do local contaminado), obedecendo um
gradiente de diluicdo dos contaminantes.

A temperatura, a salinidade e o pH da agua dos pontos monitorados foram bastante
semelhantes. Os altos niveis de DBO e coliformes fecais na agua do local escolhido como
contaminado sugerem a existéncia de contaminagédo por esgoto doméstico. Outros indicadores do
aporte de esgoto, tais como niveis de ABLs e os esterois fecais (coprostanol, colestanol e colesterol)
no sedimento, estavam elevados no local contaminado, corroborando com esta hipétese. No verao os
niveis de coliformes fecais no local referéncia e no cultivo foram superiores aos observados no

inverno, o que pode estar relacionado com indices mais elevados de precipitagdo pluviométrica e



34

producdo de esgoto doméstico gerados pela populagdo flutuante neste periodo experimental
(turistas). Com o aumento no volume de agua de origem pluvial e condicbes de maré vazante, o
gradiente de contaminacdo poderia estar avangando em direcdo ao mar, atingindo os demais locais
monitorados.

Os valores de coliformes fecais observados durante o experimento em muitos momentos
ultrapassaram o limite definido pela Resolugdo Conama N® 357/2005 (CONAMA, 2005), que
estabelece em 43 NMP/100 ml para areas préprias de cultivo de moluscos marinhos. Da mesma
forma, a ANZECC (Australian and New Zealand Environmental Conservation Council) refere-se como
limite para contatos primarios os valores de 150 NMP/100 ml (Shah et al., 2007). Segundo o CSSP
(Canadian Shellfish Sanitation Program) o limite para cultivos de moluscos é de 14 NMP/100ml,
sendo que apenas 10% das amostras poderdo exceder 43 NMP/100mI (CSSP, 2008).

Os ABLs podem ter como origem o esgoto doméstico ou industrial que ndo sofrem tratamento
adequado antes de ser descartado em rios ou oceanos (Takada et al, 1992). Os valores encontrados
neste estudo (112,3 - 628,0 ng.g'1) sdo semelhantes aos encontrados em regides estuarinas
urbanizadas (Isobe et a., 2004; Medeiros et al., 2005; Tsutsumi et al., 2002) e maiores quando
comparados com dados de regides costeiras de mar aberto (1,7 — 92,9 ng.g'1) (Macias-Zamora &
Ramirez-Alvarez, 2004). Medeiros & Bicego (2004) obtiveram valores entre 25,3 e 430,6 (ng.g”") em
sedimentos da Baia de Santos. A presenca de ABLs em pontos distantes das fontes de introducao
pode ser explicada pela hipétese de que os ABLs sdo adsorvidos por particulas de baixa densidade
(Isobe et al., 2004), incluindo material coloidal, podendo essa associagao transportar os ABLs por
grandes distancias (Takada et al., 1992). Pela razdo I/E, os indices nas amostras do local
contaminado foram as maiores encontradas, sugerindo a introdugéo recente de esgoto. Os valores da
razao I/E encontrados no local contaminado sdo semelhantes aos encontrados para esgotos brutos e
efluentes oriundos de tratamentos primarios (0,7 - 0,8 e 0,5 - 0,9, respectivamente) por Takada &
Eganhouse (1998), e aos menores valores encontrados no sedimentos da regido do sul e sudeste
asiatico (Isobe et al., 2004).

Diferente dos isdbmeros de ABLs, o coprostanol e outros esterois fecais podem persistir no
meio ambiente, especialmente nos sedimentos, tornando ambigua a informagdes sobre uma recente
contaminacgéo fecal (Isobe et al., 2002; Pitt, 2001, Savichtcheva & Okabe, 2006). O coprostanol € um
dos principais esteréis fecais excretado por seres humanos e animais (Savichtcheva & Okabe, 2006).
E hidrofébico, sendo facilmente associado com particulas de esgotos e de agua, podendo ser
incorporado nos sedimentos e preservado por um longo tempo sob condicdo de anoxia sem
significativa biodegradagao (Isobe et al., 2002). Segundo Nichols et al. (1993), valores acima de 0,5
Mg/g de coprostanol estdo na faixa de concentragao de regides poluidas muito préximas as descargas
de esgoto. Sedimentos com valores de coprostanol acima de 0,010 ug/g tém sido considerados como
provenientes de areas adversamente contaminadas por esgoto (Writer et al., 1995). Grimalt et al.
(1990) observaram que sedimentos de areas urbanas e remotas apresentaram niveis de coprostanol
entre 0,41 e 3,5 yg/g. Leeming & Nichols (1996) sugerem que valores entre 0,06 e 0,4 pg/g limitam a
utilizagdo as aguas para contatos primarios e secundarios em ambientes estuarinos. Relacionando os

valores de coprostanol com os limites de coliformes fecais propostos pela ANZECC (Australian and
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New Zealand Environmental Conservation Council), para contatos primarios foi estabelecido que os
valores devem permanecer abaixo de 0,15 pug/g (Shah et al., 2007). A diminuigdo da concentragéo de
coprostanol observada no local contaminado pode evidenciar o transporte destes compostos
associado a particulas em suspensao, principalmente durante o verao (precipitagdo). O colestanol
pode ser produzido por organismos fitoplancténicos e também como intermediario nas
transformagdes do colesterol. O colesterol € um precursor do coprostanol encontrado no tubo
digestivo dos mamiferos, em ovos, leites e gorduras e, por conseguinte, ndo é tdo especifico para a
contaminagao fecal (Savichtcheva & Okabe, 2006). Porém, segundo as relagbes descritas por Mudge
& Norris (1997), Writer et al. (1995) e Grimalt et al. (1990), entre coprostanol, colestanol e colesterol,
podemos concluir que o rio Bicheler (ponto contaminado) € uma regidao impactada por esgoto

domeéstico (Tabela 5).

Tabela 5

Relagbes entre esterdis fecais encontrados no sedimento dos pontos monitorados durante o inverno (agosto/setembro de
2006) e verédo (margo de 2007). Con = contaminado; Cul = cultivo; Ref = referéncia. (relagbes ndo encontradas no ponto do
cultivo (inverno e veréo) e referéncia (inverno) devido a auséncia de pelo menos um dos esterois).

Inverno Verao

Relagoes entre esterois fecais Con Cul Ref Con Cul Ref Indices Referéncia
Coprostanol/(Coprostanol+Colestanol) 0,79 ... 0,77 .. 0,14 0,7-1,0 Grimalt et al. , 1990
Coprostanol/(Colesterol+Colestanol) 1,22 .. 094 .. 0,02 >0,06 Writer et al. , 1995
Coprostanol/Colesterol 1,83 ... 1,32 .. 0,02 >1,0 Mudge & Norris, 1997

Shah et al. (2007) recentemente concluiram que elevados niveis de coprostanol podem ser
indicativos de contaminagdo humana, mas n&o necessariamente estdo associados a valores altos de
coliformes fecais, ndo apresentando uma correlagdo direta e constante. Leeming & Nichols (1996)
sugerem que os coliformes fecais estariam diretamente relacionados com a presenca de coprostanol.
Em ambientes aquaticos e sob condi¢des aerdbicas, a presenga de coprostanol sugere poluigéo fecal
relativamente recente (Savichtcheva & Okabe, 2006).

Os bifenilos policlorados (BPCs), amplamente utilizados no passado como fluidos dielétricos
em capacitores e transformadores, sdo conhecidos pela sua persisténcia no ambiente, com
ocorréncia e distribuigao global (Tanabe, 1988). Esses compostos podem entrar na atmosfera sob a
forma particulada ou de vapor, sendo que ambas as formas coexistem (Wheatley, 1973). A remocéo
dos BPCs para o oceano é feita principalmente pela acdo das chuvas e depende da particdo na
interface ar/agua (Montone, 1995). Uma vez no oceano, os BPCs s&o distribuidos e transferidos
através da coluna d’agua, biota e sedimento. A produgdo e comercializagao dos bifenilos policlorados
no Brasil esta proibida desde 1981 (Portaria Interministerial n° 19, de 02 de janeiro de 1981),
entretanto, capacitores e transformadores que contém esses produtos ainda tém seu uso permitido
até a substituigdo por um produto isento de BPCs. Apesar de presentes nas amostras deste estudo,
as concentragbes podem ser consideradas baixas se comparadas a outras regides. Na Costa da
Tasmaénia, Mondon et al. (2001) encontraram valores entre 1499 e 8836 ng.g'1 lipideo em amostras
de Crassostrea gigas. Porém, os valores encontrados por pequisadores em regides estuarinas na

China sdo semelhantes aos encontrados nos animais deste estudo (Chen et al., 2002; Fung et al.,
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2004;). Wei et al. (2006), analisando invertebrados marinhos (mexilhdes, ostras e camardes),
obtiveram valores entre 2,1 e 108,8 ng.g'1, que segundo os pesquisadores podem causar efeitos
deletérios na saude de populagcbes que consomem grandes quantidades de pescados. As
concentragdes iguais 100 ng.g'1 podem ser consideradas de média poluicdo segundo o critério
estabelecido pelo Grupo Conjunto de Controle Continuo da Poluigdo das Convengdes de Oslo e Paris
(JMG) para avaliagdo dos dados do Programa Conjunto de Controle da Poluigdo (JMP) (Benoliel,
1986).

A entrada dos pesticidas organoclorados no ambiente marinho ocorre de diversas maneiras,
tais como pelo carreamento dos compostos pelas chuvas, lengéis freaticos e rios. Ocorre também a
introducdo devido ao transporte atmosférico dos defensivos que se dispersam durante a sua
aplicagao e se associam a matéria organica na agua (Clark, 1992). O grupo dos DDTs ¢é fortemente
adsorvido aos detritos e as particulas de sedimentos. A acumulagdo do DDT no sedimento e sua
continua re-exposi¢cdo na coluna d’agua € uma das principais fontes de contaminagdo da biota
existente nos ecossistemas costeiros (Young et al.,, 1977). As maiores concentragdes foram
encontradas no local contaminado tanto no inverno quanto no verdo. Para os demais locais
monitorados, observamos a presenga apenas na exposi¢cdo de verdo, podendo este resultado ter
relacdo direta com a precipitacdo e o aumento do volume de esgoto doméstico devido ao aumento da
populacgédo (turistas). Apesar de identificada a contaminagéo, esses valores podem ser considerados
baixos se comparados com aqueles onde houve uma aplicacdo direta de DDT no ambiente, bem
como abaixo da concentragdo maxima recomendada para consumo humano pela Environmental
Protection Agency (EPA) que é de 14,4 ng.g'1 (Zhoua et al., 2008). Os bivalves analisados da regido
Nordeste por Taniguchi (1995) e Sericano et al. (1995), dentro do programa International Mussel
Watch, apresentaram altos niveis de DDT nas amostras coletadas em S&o Luis do Maranhao (184,73
ng.g'1 peso seco) e Fortaleza (130 ng.g'1 peso seco). Nessas regides, o DDT foi aplicado em grande
escala para combater o vetor transmissor da malaria. Tavares et al. (1988) determinaram valores
baixos (6 ng.g'1 peso seco, considerando 80% de umidade) de DDTs em bivalves da Baia de Todos
os Santos, valores muito préximos as concentragdes encontradas neste trabalho. Dentre os
compostos analisados, observamos que apenas o composto  p.p’-DDE (4,4 -diclorodifenil-
1,1’dicloroetileno) apresentou valores acima do limite de detecgdo do método. O p,p'-DDE é um
produto da degradacéo do pesticida DDT e é relatado como um desruptor endécrino, com atividades
anti-androgénica (Kelce et al. 1995). Segundo Garcia-Reyero et al. (2006), este metabdlito afeta a
expressdo de genes envolvidos com o sistema enddcrino, como a sintese hormonal, metabolismo e a
ativagao receptores enddcrinos. Inexistem trabalhos relatando os impactos deste composto sobre o
sistema hormonal em moluscos marinhos. Zhaobin e Jianying (2008), observaram desenvolvimento
gonadal anormal em peixes expostos ao p.p’-DDE.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) originam-se da queima de combustiveis
fésseis e derivados, e em menor proporgdo da queima de biomassa vegetal e diagénese de
precursores naturais (Law & Biscaya, 1994). As concentragbes mais altas encontradas no local
contaminado em ambas estagbes sdo préximas as relatadas por Sericano et al. (1995) para

mexilhndbes em regides que sofrem com a introdugdo de esgoto doméstico, industrial e de
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contaminantes provenientes de portos (380 e 740 ng.g™' peso seco). Yim et al. (2002) encontraram
niveis semelhantes de HPAs totais (144 a 664 ng.g'1) aos deste trabalho em Crassostrea gigas
coletas em uma regido da Coréia apds 5 anos da ocorréncia de um derrame de petréleo de grandes
proporgdes. Oros & Ross (2005) analisando HPAs em C. gigas do Estuario de S&do Francisco
(California, EUA), regido sujeita a diversas fontes de contaminagdo como efluentes domésticos e
industriais, encontraram concentragdes que variaram de 184 a 6899 ng.g'1. Somente as
concentragbes mais baixas encontradas por esses autores sao equivalentes aos niveis de HPAs
observados nas ostras deste trabalho. Uma avaliagcdo realizada em Mytilus edulis na Baia do rio
Seine (Franga) apresentou valores de HPAs préximos aos encontrados neste estudo (15,2 e 447,0
ng.g"') (Rocher et al., 2006). Baumard et al. (1998) consideram que o ambiente tem baixo grau de
poluicdo por HPAs entre valores de 0 e 100 ng.g’1 e moderado entre 100 e 1000 ng.g'1. Desta forma,
a maioria das amostras apresenta-se na faixa de moderado grau de poluicdo. Observamos que os
valores encontrados no local contaminado sdo maiores no inverno do que no verao. Orbea et al.
(2002) obseravaram resultados semelhantes, com maiores concentra¢cdes de HPAs durante o inverno
em mexilhdes Mytilus galloprovincialis e ostras Crassostrea sp. As concentragdes no local de cultivo e
referéncia apresentaram comportamento inverso. Este resultado pode ter relacdo direta com a
precipitagdo, onde a chuva dilui a concentragao pelo aporte de agua doce, porém faz com que a
pluma contaminante avance sobre o mar.

As concentragbes de alquil benzeno lineares totais (ABLs) determinadas em C. gigas mais
altas foram detectadas na amostra do local contaminado, tanto no inverno (965 ng.g'1) quanto no
verdo (354 ng.g”). Nao ha registros de ABLs em ostras, somente em mexilhdes como descrito por
Tsutsumi et al. (2002), que relataram concentragdes de ABLs no intervalo entre 10 e 1640 ng.g'1 peso
seco nas costas sul e sudeste da Asia e uma relagdo entre isdmeros internos e externos entre 1,23 e
3,04. A regido metropolitana de Téquio, por exemplo, apresentou altas concentragdes de ABLs (1000-
1760 ng.g'1), enquanto as regibes afastadas da cidade apresentaram concentragdes mais baixas (71-
350 ng.g'1). Estes resultados se assemelham aos encontrados neste estudo. As amostras coletadas
no inverno e verdo mostraram concentragbes decrescentes a medida que os locais estavam mais
afastados da costa. Observamos ainda que os valores estavam menores no verao em todos os locais
monitorados, podendo ter relagdo direta com a precipitagdo. Corroborando com os dados
encontrados no sedimento, a razdo I/E nas ostras variou de 0,64 a 2,11, sendo que os maiores
valores foram observados no local contaminado tanto no inverno (2,11), quanto no verdo (1,86),
devido a uma concentracdo maior de isdbmeros internos, sugerindo a introducéo recente de esgoto e
maior degradacao.

Em relagdo aos fatores bidticos analisados neste estudo, observamos que as respostas
enzimaticas encontradas variaram de acordo com o tecido analisado. Maiores atividades de CAT e
GR foram observadas na glandula digestiva (GD), e maiores valores de GST e G6PDH foram
observados nas branquias (BR). A enzima SOD nado apresentou diferengca entre os tecidos
analisados. Cossu et al. (1997), analisando moluscos bivalves de agua doce Unio tumidus,
observaram resultados para CAT e SOD semelhantes aos resultados deste estudo. Manduzio et al.

(2004) observaram resultados semelhantes para GST analisados em branquias do mexilhdo Mytilus
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edulis. Almeida et al. (2005), encontraram resultados semelhantes para CAT, GST, G6PDH e SOD
em mexilhdes Perna perna.

As branquias e a glandula digestiva dos moluscos bivalves desempenham um papel
importante na alimentagdo, através da obtencdo, digestdo e absorgdo. A exposigdo crdnica de
bivalves a poluentes na agua e sedimento, prejudica a absor¢do de nutrientes, comprometendo o
crescimento e a reprodugéao (Au, 2004).

Em glandula digestiva (GD), érgdo diretamente relacionado com o processamento dos
alimentos, as respostas enzimaticas tiveram maior atividade da SOD e da G6PDH durante o inverno
no local contaminado. Diferentes estudos demonstram o aumento da atividade da enzima
antioxidante SOD em bivalves marinhos expostos a HPAs (Niyogi et al., 2001; Porte et al., 1991; Solé
et al., 1995) e BPCs (Orbea et al., 2002). A glandula digestiva € um importante local de acumulagao,
detoxificagdo e de excregado de contaminantes organicos e inorganicos, € uma crescente atengao vem
sendo dada as alteragdes histo e citopatolégicas em moluscos bivalves (Au, 2004). A alta atividade da
enzima G6PDH observada nos animais expostos no local contaminado neste estudo possivelmente
esta relacionada com a necessidade de aumento na produgdo de NADPH (via pentoses fosfato),
principal doador de elétrons para a manutengdo da glutationa no estado reduzido através da
glutationa redutase. Vaschenko & Kotsyuba (2008), através de analises citoquimicas quantificaram a
atividade da produgdo de NADPH em mexilhdes Crenomytilus grayanus e observaram uma maior
producgéo na glandula digestiva em animais expostos em areas poluidas. Maiores atividades de outras
enzimas dependentes de NADPH (quinona oxiredutase e NADPH-ferronemoproteina redutase) foram
observadas na glandula digestiva do mexilhdo Mytilus edulis e correlacionadas com a contaminagao
de BPCs e HPAs em éareas urbanizadas (Krishnakumar et al., 1995). Estas enzimas estdo envolvidas
na biotransformacao de xenobidticos na glandula digestiva (Vaschenko & Kotsyuba, 2008).

Devida a elevada capacidade de filtragcdo dos moluscos bivalves, as branquias estédo
expostas continuamente a agua, podendo concentrar eventuais poluentes nela contida (Au, 2004; Le
Pennec & Le Pennec, 2003). Com os resultados apresentados em branquias neste experimento,
observamos uma maior atividade, frente aos poluentes, da GST no verdo, GR no inverno e inibi¢cao
da SOD no inverno, no ponto contaminado. Bebianno et al. (2007) analisando a atividade da GST em
branquias do mexilhdo Mytilus galloprovincialis, observaram comportamento semelhante durante o
verdo. J& Manduzio et al. (2004) observaram maiores atividades de GST em branquias no inverno.
Em experimentos in situ, a atividade desta enzima aumenta em locais contaminados com HPAs,
correlacionando o aumento da atividade com a temperatura e eventos de chuva (Bainy et al., 2000;
Bebianno et al., 2007). Rocher et al. (2006), observaram que a GST e a SOD em branquias de
mexilhdo Mytilus edulis apresentaram correlagao positiva com a contaminagao por HPAs. Resultados
semelhantes para GST foram observados em experimentos in vitro com o molusco bivalve Pecten
maximus expostos a HPAs (Le Pennec & Le Pennec, 2003).

A G6PDH teve sua maior atividade na branquia, porém neste tecido tivemos uma menor
atividade da GR frente aos poluentes. De maneira inversamente proporcional, a GR teve maior
atividade na glandula digestiva, tecido no qual a G6PDH apresentou diferencga significativa entre o os

animais do local contaminado e os demais. Com base nestes resultados, pode-se sugerir que o
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aumento da atividade da G6PDH e GR em C. gigas expostos ao esgoto doméstico ocorre de forma
distinta entre os tecidos para fazer face ao aumento de pro-oxidantes celulares e/ou de deplecéo de
NADPH/GSH empregado como substrato por enzimas antioxidantes e de biotransformagao (Zanette
et al., 2008).

Nenhuma diferenga significativa (p<0,05) na atividade da CAT foi observada entre os grupos
experimentais. Resultados semelhantes foram observados por Bainy et al. (2000) em experimentos in
situ na regiao da Baia Norte, quando foi avaliada a atividade desta enzima na glandula digestiva do
mexilhdo Perna perna.

Foi observada uma maior atividade da G6PDH em GD no verdo e GR em BR no inverno. A
SOD apresentou maior atividade frente aos poluentes em BR e inibicdo em GD no inverno. Nao existe
relatos de comportamento semelhante a este na literatura. Alteragdes sazonais nos biomarcadores
tém sido associadas a alteragdes no estado fisioldgico de ostras (ex.: crescimento e reproducédo) ou
nos parametros fisico-quimicos da agua e em experimentos a curto prazo, podendo a precipitagao
influenciar as respostas de biomarcadores em ostras (Sheehan & Power, 1999; Zanette et al., 2006).
Os resultados obtidos mostram que os biomarcadores nao respondem similarmente entre os locais
monitorados. Esta constatacdo esta em conformidade com outros estudos de interagdo entre
biomarcadores e a sazonalidade frente a contaminantes (Lafontaine et al., 2000; Manduzio et al.,
2004)

Através da analise de PCA utilizando os dados abidticos ficou demonstrado que existe uma
forte relagdo entre o local contaminado e os pardmetros que indicam a contaminagédo deste local
encontrada na agua (Coliformes Fecais), no sedimento (ABLs, Coprostanol, Colesterol, Colestanol) e
nos animais expostos (HPAs, ABLs, BPCs e DDT’s), em ambas estagdes. Os eixos 01 e 02 explicam
90,57% das interagdes entre os dados, reforcando esta hipotese. A PCA é comumente utilizada como
ferramenta de analise de grupo de dados, buscando uma relagdo entre os mesmos e uma
representagao grafica destas variagdes (Allen & Moore, 2004).

A analise canobnica de correspondéncia dos dados bidticos e abidticos demonstrou a
existéncia de uma interagdo entre as respostas enzimaticas e os contaminantes encontrados, com os
eixos explicando 88% destas interagcbes. Este tipo de analise multivariada evidencia as tendéncias e
correlagoes indiretas entre as variaveis (Pereira et al., 2007). Neste trabalho foi observada uma maior
concentragdo de contaminantes e coliformes no inverno no ponto contaminado, o que reforca a
hipétese de que no verao a precipitacao dilui os contaminantes presentes no local contaminado. Em
contrapartida, a precipitagdo aumenta a area de alcance do efluente impactado (menores diferengas
entre os pontos monitorados durante o verao).

A analise de componente principal para a caracterizagdo dos locais monitorados e a analise
candnica por correspondéncia para buscar possiveis interagcdes entre os fatores biéticos e abidticos
mostraram-se como um grupo de analises indicadas para experimentos de campo e caracterizagao

do impacto antrépico.
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2.6 Conclusées

O presente estudo demonstrou que em regides costeiras urbanizadas a contaminagéo de
aguas de rios por emissao direta e/ou indireta de esgotos doméstico e/ou industriais sdo os maiores
contribuintes na depreciagdo da qualidade ambiental de areas costeiras e em areas de cultivo de
moluscos, principalmente em regides de maior residéncia de aguas, como baias e enseadas. Os
contaminantes tendem a se concentrar em periodos de estacado seca (inverno) nas regides mais
préximas a costa (praias e foz de rios), porém em estacdes chuvosas (verdo), apesar da diluicdo, o
impacto atinge maiores distancias. A combinagdo da precipitagdo pluviométrica com o aumento do
volume de esgoto doméstico gerado pelo consequente aumento da populagéo (turistas) pode ter
relacdo direta com os resultados encontrados neste estudo. O rio utilizado neste estudo & um
pequeno contribuinte na regido das Baias da llha de Florianépolis, porém é um dos mais impactados
da regido uma vez que drena uma regiao altamente urbanizada.

A ostra C. gigas serviu como um bom indicador da variagcdo da concentracdo de
contaminantes organicos no ambiente marinho amostrado e nas respostas bioquimicas, mostrando
que esta espécie € um organismo sentinela adequado. Dentre as enzimas utilzadas neste estudo, a
superoxido dismutase (SOD) e glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) analisadas em glandula de
C. gigas demonstraram ser bons biomarcadores, indicadas para serem utilizadas futuramente em
programas de monitoramento de ambiente marinhos impactados por esgoto doméstico, porém
experimentos semelhantes deverao ser repetidos a fim de observar respostas similares.

Sugere-se que novos estudos sejam realizados a fim de monitorar outros contaminantes
fluviais da regido e avaliar o efeito isolado e a interacdo de fatores abidticos (influéncia da maré, fase
da lua, ventos, seston, matéria organica particulada) e bidtico (ritmo circadiano, estagio gonadal,
sexo) nas atividades enzimaticas pela exposi¢cdo ao esgoto em ambiente costeiro, para que estes

parametros possam futuramente serem validados em programas ambientais desta natureza.
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