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RESUMO
Em agosto de 2019, o Brasil sofreu um dos maiores derramamentos de petréleo de sua

histéria, com manchas de 6leo atingindo praias do nordeste e espalhando-se ao longo da costa.
O dleo foi coletado na Praia do Paiva e foi preparada uma fragdo acomodada em agua (FAA)
para ser utilizada em um experimento que avaliou efeitos toxicos deste Oleo através da
exposicao de ostras da espécie Crassostrea gasar, a FAA. As ostras foram expostas a dilui¢oes
de 5% e 12,5% de FAA por um periodo de 96 horas, que correspondem a concentracdes de uma
soma de HPAs totais (SHPAt) igual a 8,5 e 21,8 ng-ZPAHt L1, Ap6s o periodo de exposicao,
as branquias e glandula digestiva foram dissecadas e armazenadas a -80 °C para andlise de
biomarcadores bioquimicos, incluindo as enzimas superdxido dismutase (SOD), glutationa S-
transferase (GST), catalase (CAT), além da peroxidacéo lipidica (TBARS) e acetilcolinesterase
(AChE).

Os resultados demonstraram alteracGes importantes nas ostras expostas. Nas branquias,
foi observada uma reducdo significativa da atividade da SOD nas ostras expostas a diluicdo de
12,5%, enquanto na glandula digestiva, ndo houve mudancas significativas na atividade da
SOD. Quanto a GST, a atividade dessa enzima foi induzida nas branquias das ostras expostas a
concentracdo mais alta de FAA (12,5%), no entanto, na glandula digestiva, a atividade da GST
néo apresentou alteragdes significativas em nenhuma das dilui¢Oes testadas. A atividade da CAT
ndo revelou mudangas estatisticamente significativas em ambos os tecidos. J& a enzima AChE
apresentou uma diminuicdo de atividade nas branquias das ostras, mas na glandula digestiva
ndo foi observada alteracdo. Por fim, a peroxidacdo lipidica, medida pelos niveis de
malondialdeido (MDA), nas branquias apresentou uma reducdo, enquanto na glandula digestiva
os niveis de MDA ndo mostraram diferencgas significativas quando comparados ao grupo
controle. Esses resultados indicam que a exposicdo a FAA do 6leo em dilui¢cbes iguais a 12,5%
induz alteracGes biogquimicas significativas nas ostras, especialmente nas branquias, afetando

sua capacidade antioxidante e atividade enzimatica.

Palavras chave: HPAs, FAA, derramamento de 6leo, biomarcadores bioquimicos



ABSTRACT
In August 2019, Brazil suffered one of the largest oil spills in its history, with oil slicks

hitting beaches in the northeast and spreading along the coast. The oil was collected at Praia do
Paiva and a water-accommodated fraction (WAF) was prepared to be used in an experiment
that assessed the toxic effects of this oil by exposing Crassostrea gasar oysters to WAF. The
oysters were exposed to 5% and 12.5% dilutions of WAF for a period of 96 hours,
corresponding to concentrations of a sum of total PAHs (XPAHLt) equal to 8.5 and 21.8 ng-
YPAHt L-1. After the exposure period, the gills and digestive gland were dissected and stored
at -80 °C for analysis of biochemical biomarkers, including the enzymes superoxide dismutase
(SOD), glutathione S-transferase (GST), catalase (CAT), as well as lipid peroxidation (TBARS)
and acetylcholinesterase (AChE).

The results showed significant changes in the exposed oysters. In the gills, a significant
reduction in SOD activity was observed in oysters exposed to the 12.5% dilution, while in the
digestive gland, there were no significant changes in SOD activity. As for GST, the activity of
this enzyme was induced in the gills of oysters exposed to the highest dilution of WAF (12.5%),
however, in the digestive gland, GST activity did not show significant changes at any of the
dilutions tested. CAT activity showed no statistically significant changes in either tissue. The
enzyme AChE showed a decrease in activity in oyster gills, but no change was observed in the
digestive gland. Finally, lipid peroxidation, measured by malondialdenyde (MDA) levels,
showed a reduction in the gills, while in the digestive gland MDA levels showed no significant
differences when compared to the control group. These results indicate that exposure to WAF
oil in dilutions equal to 12.5% induces significant biochemical changes in oysters, especially in

the gills, affecting their antioxidant capacity and enzymatic activity.

Keywords: PAHs, WAF, oil spill, biochemical biomarkers
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1 INTRODUCAO

O petrdleo é um recurso ndo-renovavel amplamente utilizado na sociedade
moderna, desempenhando um papel crucial em diversos setores, como a producgéo de
energia elétrica, a industria e o transporte (Martins, 2019). Cerca de 90% de sua
composicdo total é formada pelos chamados hidrocarbonetos alifaticos, e entre 5 a 10%
¢ composto por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Meador, 2003), que
constituem uma classe de compostos formados por dois ou mais anéis benzénicos
condensados (Li et al., 2017). Esses compostos tem chamado aten¢do da comunidade
cientifica devido as suas caracteristicas toxicas, sendo 16 HPAs identificados como
poluentes prioritarios para monitoramento ambiental (Perrichon et al., 2016) pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA).

Apesar da relevancia do petréleo como fonte primordial de combustivel e de suas
multiplas aplicacfes na sociedade moderna, € importante considerar os danos
ambientais que sua exploracdo pode causar. Os ecossistemas proximos as areas de
extracao, refino, processamento, distribuicdo e rotas de transporte de petroleo estdo
altamente susceptiveis aos impactos diretos e indiretos dessas atividades (Martins,
2019), pois essas operagOes relacionadas a exploracdo deste recurso tdo valioso

configuram potenciais fontes de poluicdo ambiental (Kataoka, 2001).

Mesmo com 0s avancos tecnologicos nas praticas de exploracdo, transporte e
armazenamento do petroleo, acidentes ainda ocorrem com certa frequéncia, resultando
no despejo anual de cerca de 2,5 milhdes de toneladas de petréleo no oceano (Etkin,
1998). Embora os derramamentos acidentais ndo sejam a principal fonte de introdugéo
do 6leo no ambiente, eles ganham notoriedade por estarem associados a impactos
severos que afetam diretamente a biodiversidade do ecossistema marinho, mesmo em
derramamentos de menor escala, conforme resultados observados em Brussaard et al.
(2016). Entre setembro e novembro de 2019, a costa nordeste brasileira foi impactada
por densas massas de residuos de petréleo, caracterizando um desastre ambiental em
grande escala que se estendeu por 3000 km e afetou diversos ecossistemas costeiros
(Magalhaes et al., 2021; Magris and Giarrizzo, 2020).

Diante dessa situacdo, as atividades de monitoramento ambiental adotam como
modelo em seus estudos ecotoxicolOogicos as espécies sentinelas, que por serem

sensiveis a presenca de um ou varios poluentes, determinam de forma mensuravel a
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toxicidade desses poluentes no ambiente, servindo para indicar precocemente possiveis

riscos ao ecossistema (Berthet, 2015).

Programas de monitoramento do ambiente aquatico vém utilizando com frequéncia
peixes e bivalves como organismos biomonitores (Cajaraville et al., 2000). Os moluscos
bivalves (ex.: mexilhGes e ostras) em especial apresentam varias caracteristicas
bioldgicas e ecoldgicas que representam vantagens para sua utilizacdo neste tipo de
estudo, como a alimentacédo através da filtracdo, estilo de vida séssil e alta capacidade

de bioacumular poluentes (Niyogi et al., 2001).

Os moluscos bivalves desempenham uma funcéo significativa na alimentacao
humana, sendo uma valiosa fonte de nutrientes essenciais e de proteina de alta qualidade
(Oliveira, 2012). Eles apresentam algumas vantagens em comparagdo a outros grupos
biolégicos por serem organismos sésseis , 0 que facilita sua amostragem (Borja et al.,
2000; Joyce et al., 2015). Além disso, como sdo organismos filtradores, eles tém a
capacidade de concentrar em seus tecidos 0s contaminantes presentes no ambiente em

que vivem, através do processo de bioacumulagdo (Zuykov et al., 2013).

Em virtude de suas caracteristicas, os moluscos bivalves sdo organismos sentinelas
excelentes em atividades de biomonitoramento e estudos de contaminacdo em
ambientes aquaticos (Ledn et al., 2013). Por exemplo, um estudo envolvendo ostras da
espécie Crassostrea brasiliana expostas ao diesel numa FAA, indicaram a alta
capacidade desse organismo em bioacumular hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos de

maneira dependente da dose (Lichmann et al., 2011).

No contexto do litoral brasileiro, a ostra Crassostrea gasar (Adanson, 1757) é uma
especie estuarina de grande importancia econémica e ecologica, que ¢ amplamente
distribuida ao longo da costa e que pode ser encontrada em ambientes estuarinos do
litoral pernambucano (Nascimento, 1991), estando presente inclusive nas regides
afetadas pela chegada do 6leo no litoral brasileiro em 2019. Sua utilizagdo é muito
relevante em estudos de contaminacéo, sendo utilizada, por exemplo, em uma pesquisa
que transplantou ostras dessa espécie em estuarios contaminados, e os resultados obtidos

indicaram alteracGes nas resposta de multiplos biomarcadores (Ferreira et al., 2019).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos ecotoxicol6gicos a partir
de biomarcadores bioquimicos em ostras da espécie Crassostrea gasar expostas a fracao

acomodada em agua do 6leo que chegou ao litoral brasileiro em 20109.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1  Toxicologia

A toxicologia é um campo da ciéncia voltado para o estudo das substancias
toxicas cuja historia remonta a séculos atras, com 0s primeiros registros de interesse
humano em entender as propriedades toxicas das plantas, minerais e outros materiais
(Perpétuo et al., 2019). Podemos citar como exemplo os experimentos realizados por
Mitridates 1V (120-63 a.C.), um governante do antigo reino de Ponto, na Anatoélia (atual
Turquia), que por medo de ser assassinado tinha o habito de ingerir diariamente e
administrar em seus escravos quantidades crescentes de venenos e antidotos, buscando

assim, desenvolver uma tolerancia (CHASIN and Pedrozo, 2003).

Por volta do século XVI, a toxicologia comegou a ter um aprofundamento em
seus conceitos, pois 0 médico e alquimista suico Paracelsus (1493-1541) desenvolveu
através de experimentacdes a teoria central de que qualquer substancia pode ser tdxica
dependendo da dose a que os individuos fossem expostos (Beasley and Levengood,
2012). Desde entdo, os estudos toxicoldgicos evoluiram bastante a medida que os
avancos na quimica, biologia e medicina aconteciam, proporcionando desta forma uma
compreensdo mais profunda dos mecanismos pelos quais os agentes toxicos afetam os

organismos Vivos.
2.2  Ecotoxicologia

Segundo Hoffman et al. (2002), René Truhaut , em 1969, foi o responsavel por
cunhar o termo “ecotoxicologia” e também por defini-lo como sendo o ramo derivado
da toxicologia que estuda os efeitos deletérios causados por poluentes de origem natural

ou artificial sobre organismos que constituem o ecossistema.

Com a ascensdo da industrializagdo como paradigma de desenvolvimento, o
século XIX foi caracterizado principalmente pelo surgimento de um novo cenario
urbano, impulsionado pelo grande fluxo migratério das areas rurais para as zonas
urbanas. No entanto, o avanco industrial ndo se deu isento de consequéncias adversas,
uma vez que a busca pela maximizacdo da producdo exigia o uso extensivo de
compostos quimicos, compostos estes que, se ndo fossem bem descartados e tratados,

representavam um potencial impacto negativo para toda a biota.
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Um exemplo emblematico das consequéncias devastadoras do descarte indevido
de compostos quimicos é o tragico episodio da Baia de Minamata, no Japao, em 1956.
O efluente despejado na Baia continha mercurio, o qual servia como catalizador na
fabricacdo de acetaldeido da industria Chisso, e como resultado, a comunidade local foi
exposta a altos niveis de metilmercdrio, causando uma série de doencas neuroldgicas

graves, conhecidas como “doenga de Minamata” (Ekino et al., 2007).

Atualmente, a ecotoxicologia visa estimar os efeitos deletérios causados pelos
contaminantes nos organismos Vvivos. As respostas biologicas desencadeadas pela
exposicdo de um organismo a um contaminante frequentemente obedecem a uma
sequéncia hierarquica (Figura 1), que se inicia com modificacfes bioquimicas e
desdobrando-se em alteraces fisioldgicas. Estas Gltimas, por sua vez, acarretam
impactos no desempenho ecoldgico dos individuos, afetando aspectos da dinamica
populacional, e potencialmente afetando niveis superiores de comunidades e

ecossistemas.

Em nivel bioquimico, a avaliacdo da toxicidade causada por um poluente em um
organismo pode incluir a analise de alteragdes na atividade enzimatica de biomarcadores
de estresse oxidativo, como a catalase, uma enzima do sistema de defesa antioxidante.
No nivel fisiologico, podem ser monitoradas medidas como a taxa de filtracdo. Ja em
organismos individuais, alteragcdes comportamentais podem ser observadas, resultando
em impactos na comunidade, como a diminui¢do da taxa de reproducdo. Esses efeitos
podem, em Ultima instancia, repercutir no nivel do ecossistema, modificando, por

exemplo, a riqueza de espécies e a estrutura do ambiente.
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Figura 1: Hierarquia biologica das possiveis medidas de toxicidade dos contaminantes e suas
caracteristicas
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Fonte: (ALVES, 2017)

Portanto, para o devido estabelecimento de regulamentagbes ambientais
eficazes, € necessario que haja uma boa compreensdo dos efeitos adversos dos
contaminantes ambientais sobre 0s organismos, e para isso, torna-se necessario a
utilizacdo de organismos testes sensiveis para medir a toxicidade de um determinado

contaminante apds exposicao a diferentes doses ou concentra¢des do mesmo.

A relacdo dose-resposta ou concentracdo-resposta baseia-se na exposi¢ao
controlada de um organismo sensivel a um contaminante disposto em diferentes doses
ou concentracGes no meio de exposi¢do, com o intuito de determinar o limiar a partir do
qual os efeitos adversos, tanto letais quanto subletais, comegcam a ser verificados. Esta
verificacdo € baseada nos métodos de quantificacdo da toxicidade sendo utilizados, e
deve ser baseada numa avalia¢do estatistica comparativa entre os individuos expostos

ao contaminante e individuos controle.

O ambiente aquatico € um dos ecossistemas mais vitais para a sustentacdo da

vida na Terra, desempenhando papéis essenciais na regulacdo do clima, na manutencéo
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da biodiversidade e no fornecimento de recursos essenciais para humanos e outras
formas de vida. No entanto, é também o mais suscetivel a influéncia negativa das
atividades humanas, conforme ressaltado por McLachlan and Defeo (2017). A poluigéo
resultante dessas atividades, incluindo substancias quimicas tdxicas e residuos,
inevitavelmente encontra seu caminho para os corpos d'agua, seja por meio do
escoamento superficial de areas urbanas e agricolas ou pela lixiviagdo de contaminantes

do solo.

Além disso, 0s ecossistemas aquaticos sdo especialmente delicados devido a sua
cadeia alimentar bem definida, que intensifica a probabilidade de bioacumulagéo (Di
Giulio and Hinton, 2008). Como resultado, os principais predadores aquaticos tendem
a acumular concentracBes mais elevadas de substancias toxicas em seus tecidos,
representando ndo apenas uma ameaca para sua propria saude, mas também para 0s

organismos que deles se alimentam.

Diante desse cenario, torna-se crucial promover estudos ecotoxicolégicos
direcionados ao ambiente aquatico. Essas iniciativas sdo essenciais para avaliar os
impactos da poluicdo, entender os mecanismos de bioacumulagdo e biomagnificacéo,
bem como desenvolver estratégias eficazes de gestdo e mitigacdo dos riscos ambientais

associados a contaminag&o aquatica.

2.3 Petréleo

O petroéleo é uma substancia natural formada ao longo de milhdes de anos a partir
da decomposicdo de matéria organica que se acumula no fundo de regifes oceanicas.
Esse processo ocorre em condigdes especificas, no qual a matéria organica, sob camadas
de sedimentos, € submetida a altas pressdes e temperaturas, onde sO através da
perfuracdo das rochas € possivel extrai-la, fazendo com que o dleo suba para a
superficie. O petroleo bruto tem como principais componentes os hidrocarbonetos
alifaticos, que chegam a atingir cerca de 90% de sua composi¢do total, enquanto os
outros 5 a 10% é composto pelos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Meador,
2003), onde 16 HPAS, por apresentarem caracteristicas toxicas, foram identificados

como poluentes prioritarios para monitoramento ambiental (Perrichon et al., 2016).

A relevancia do petréleo em nossa sociedade é gigante, pois € considerado uma
das substancias mais significativas e influentes da era industrial e moderna, servindo

como fonte de energia primaria crucial para uma variedade de aplicacdes, que vao desde
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combustiveis até materiais para a producdo de plasticos e produtos quimicos. Sua
importancia é tdo grande que o desenvolvimento econémico de muitos paises esta
intimamente ligado a sua producao, exportacdo e uso (Council et al., 2003). Entretanto,
apesar de sua importancia econémica, o petroleo também é uma das principais fontes
de poluicdo ambiental, uma vez que a queima de combustiveis fosseis, como a gasolina
e o diesel, contribui significativamente para as emissdes de gases de efeito estufa,
exacerbando as mudangas climaticas e seus efeitos associados, como o aumento das

temperaturas globais, eventos climéticos extremos e elevacdo do nivel do mar.

Além dos problemas atrelados com a queima, os derramamentos de petréleo
representam uma ameagca ainda mais grave para 0S ecossistemas marinhos e costeiros,
causando danos irreparaveis a vida selvagem e aos habitats naturais. Segundo
estimativas, cerca de 3,2 milhdes de toneladas de hidrocarbonetos derivados do petroleo
chegam ao ambiente marinho a cada ano, sendo os derramamentos resultantes das
operacOes regulares de navios-tanque e as descargas de residuos urbanos os principais
agentes poluidores responsaveis por essa contaminagdo (Levengood and Beasley, 2007).

2.4 Acidentes com Petréleo

Ao longo da historia, inimeros desastres relacionados ao derramamento de
petr6leo ocorreram em varias partes do mundo, deixando um impacto duradouro no
ambiente marinho e na saide humana. Dois exemplos emblematicos desses eventos
foram o derramamento de petr6leo no Golfo Pérsico, em 1991, onde 1 milhdo e 360 mil
toneladas de petrdleo foram derramadas, e o derrame de petroleo da plataforma marinha
Deepwater Horizon, no qual aproximadamente 507 milhdes de litros de petréleo bruto

foram liberados no Golfo do México (Barron et al., 2020).

No Brasil, em agosto de 2019, o pais foi impactado por um dos maiores
derramamentos de petréleo de sua historia (Reddy et al., 2022). Este desastre ambiental
comecou a ser percebido quando manchas de 6leo comecaram a aparecer em praias do
nordeste brasileiro, se espalhando ao longo da costa e afetando centenas de quildmetros

de litoral, principalmente em estados do nordeste.

Cerca de 5.379 toneladas de residuos de oOleo foram coletados das praias
afetadas (Soares et al., 2022), onde grande parte desse 6leo permaneceu submersa ou
aderiu a rochas e recifes de corais, representando uma ameaca continua ao ecossistema

marinho, e a persisténcia desses residuos de 6leo nos ambientes marinhos é preocupante,
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pois eles podem continuar a liberar compostos tdxicos e causar danos prolongados a

vida marinha.

Os ecossistemas estuarinos sdo ambientes Unicos e altamente produtivos
encontrados na interface entre ambientes de agua doce e agua salgada, geralmente onde
rios encontram o mar. Essas areas costeiras apresentam uma mistura variada de
condicGes fisicas, quimicas e bioldgicas, criando um ambiente dinamico e diversificado.
Uma das caracteristicas distintivas deste ecossistema € a alta variacdo na salinidade da
agua, que resulta da mistura de agua doce proveniente dos rios e agua salgada do oceano
(Thurman and TRUJILLO, 1996). Essa oscilagdo na salinidade cria gradientes
ambientais Unicos, proporcionando uma ampla gama de nichos ecoldgicos para uma

diversidade impressionante de organismos adaptados a essas condicBes variaveis.

A diversidade biologica nos ecossistemas estuarinos é notavel, com uma
variedade de espécies adaptadas para sobreviver em condi¢bes desafiadoras. Peixes,
aves, crustaceos, moluscos e uma infinidade de organismos microscopicos habitam
essas aguas, muitas vezes desempenhando papéis fundamentais na cadeia alimentar e
nos ciclos biogeoquimicos. Esses ambientes funcionam como bergéario, local de
alimentacdo e de reproducdo para muitas espécies marinhas, que aproveitam a grande

disponibilidade de nutrientes presentes no ambiente (Barletta-Bergan et al., 2002).

Além de sua importancia ecologica, 0s ecossistemas estuarinos também tém um
valor econdmico significativo. Eles sustentam pescarias comerciais importantes
(NAHUM et al., 2006), oferecem oportunidades para turismo e recreacdo (Marchesini
and da Cruz, 2013) e ainda desempenham um papel vital na protecdo contra desastres

naturais (Souza et al., 2023).

No entanto, os ecossistemas estuarinos estdo sob crescente pressdo devido as
atividades antrdpicas. Algumas das principais fontes de impacto incluem o despejo de
esgoto das areas urbanas, a emissdo de produtos quimicos organicos e inorganicos pela
indUstria, a agricultura e o intenso trdfego de embarcacg6es, atividade essa que pode
resultar em vazamentos acidentais de petréleo e derivados, combustiveis e outros

produtos transportados pelo mar (Kennish, 2019).
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2.5  Hidrocarbonetos policiciclicos aromaticos

Os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAS) sdo compostos organicos
que apresentam multiplos anéis aromaticos na sua composi¢cdo. Esses compostos sdo
formados durante processos de combustdo incompleta de materiais organicos (Johnson
et al., 2008), como a queima de carvdo, 6leo, gas e biomassa, bem como em processos

naturais, como erupcdes vulcanicas e incéndios florestais.

Os HPAs podem ser encontrados em diversos compartimentos ambientais, como
no solo, no ar e na agua. Dentre os inumeros HPAs conhecidos, dezesseis sdo
considerados prioritarios devido a sua onipresenca em ambientes contaminados e a sua
toxicidade conhecida (Altenburger et al., 2003). Esses compostos sdo frequentemente
monitorados em estudos de areas contaminadas como indicadores de contaminagdo por
petréleo e outros derivados. Entre os dezesseis, seis sdo reconhecidos como
carcinogénicos para humanos e outros organismos, como o benzo(a)pireno, enquanto 0s
outros dez restantes tém sido objeto de estudos devido ao seu potencial toxico,

especialmente para animais aquaticos (Payne et al., 2003).

Inicialmente, o petréleo derramado pode causar a morte de organismos com
poucas horas de contato direto com sua forma bruta (Alford et al., 2014), mas quando
uma parte do 6leo se mistura a &gua, a absorcdo pelos organismos € facilitada,
principalmente com o passar do tempo. Essa exposi¢do continua € particularmente
preocupante por conta da presenca dos HPAs, compostos que tém efeitos adversos na
salude dos organismos marinhos e que podem causar danos nos tecidos, 6rgdos e
sistemas fisioldgicos dos animais, levando & morte ou a efeitos subletais. Sem contar
que os efeitos do derramamento de petrdleo podem persistir por anos ou décadas apds o
incidente inicial, e a recuperacao dos ecossistemas afetados pode ser lenta e incompleta,

especialmente em areas sensiveis e habitats criticos.

2.6 Ostras e a espécie Crassostrea gasar como organismo modelo para estudos

ecotoxicologicos

As ostras sdo moluscos bivalves comumente encontrados em ambientes
marinhos e estuarinos ao redor do mundo. Esses animais sdo chamados de bivalves por
terem seus corpos formados por duas valvas, conhecidas como conchas, que sao
compostas principalmente de carbonato de calcio, e estdo conectadas por articulagdes,
formadas por ligamentos de elastina e proteina, secretadas pelo manto desses moluscos
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(Wakamatsu, 1975). A forma e o tamanho das conchas do género Crassostrea podem
variar entre as espécies, mas geralmente possuem uma estrutura moderadamente fina,
dispondo de uma valva direita maior e concava (Costa, 1975; Galtsoff, 1964) e um
comprimento médio que varia entre 5,05 £ 8,29 cm (Christo and Absher, 2008).

Em termos de distribuicdo global, as ostras do género Crassostrea sdo
encontradas em uma ampla gama de regides, incluindo América do Norte, América do
Sul, Europa, Asia e Oceania (Steinwandter et al.). No Brasil, atualmente reconhece-se a
ocorréncia de duas espécies de ostras do género Crassostrea no litoral brasileiro:
Crassostrea rizophorae e Crassostrea gasar (Ignacio et al., 2000; Varela et al., 2007),

conhecidas respectivamente como ostra-do-mangue e ostra-de-fundo.

Além de seu papel ecoldgico, as ostras possuem uma importancia econdémica
significativa. Sua carne € altamente valorizada como alimento por ser rica em minerais,
vitaminas e proteinas, enquanto suas conchas sdo utilizadas na fabricacdo de uma

variedade de produtos artesanais (Wakamatsu, 1975).

As ostras sdo consideradas excelentes organismos para serem utilizados em
estudos ecotoxicoldgicos por diversas razdes. Em primeiro lugar, sua eficiéncia como
organismos filtradores é notavel. Ao consumirem grandes volumes de agua para se
alimentar da matéria organica ali dissolvida, as ostras bioacumulam e consequentemente

se expBem a contaminantes quimicos presentes na agua (Martins et al., 2022).

Essa capacidade de filtragem torna as ostras sensiveis as mudancas na qualidade
da agua. Além disso, devido ao fato de viverem imersas no meio de exposi¢ao, 0s
organismos aquéticos, como as ostras, sdo particularmente vulnerdveis a exposigdes
elevadas a contaminantes (Di Giulio and Hinton, 2008). Isso permite que as ostras
acumulem substancias em seus tecidos, como metais pesados, pesticidas e outros
poluentes, tornando-as indicadores Uuteis da presenca e concentracdo desses

contaminantes no ambiente.

Outra vantagem das ostras € que elas sdo organismos sesseis, ou seja, crescem e
se desenvolvem em um substrato fixo, facilitando o monitoramento e a comparacao de

dados sobre a qualidade da &gua em determinadas areas (Rizzi and Machado, 2007).

Um exemplo de ostra com relevancia econdmica e ecoldgica e a espécie C.

gasar, encontrada em ambientes estuarinos da costa pernambucana (Nascimento, 1991).
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Entre as ostras nativas, C. gasar € uma das espécies mais cultivadas, devido ao seu
tamanho e aos resultados nos cultivos em comparacdo com outras espécies, como C.
rhizophorae (Guilding, 1828) (Christo and Absher, 2006). Dadas suas caracteristicas, C.
gasar é uma espécie excelente para avaliar a bioacumulacéo e a toxicidade causada por
HPAs (Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos), através da quantificacdo de
biomarcadores bioquimicos em estudos de avaliacdo e monitoramento de regides

estuarinas.

2.7 Biomarcadores bioquimicos de contaminac¢édo ambiental

Os biomarcadores sdo indicadores bioldgicos que através de medidas especificas
refletem os efeitos decorrentes da exposicdo a substancias poluentes (Amorim, 2003).
Estes efeitos podem ser percebidos em varios niveis, indo desde bioquimicos até a
comportamentais, e sao medidos através da analise de amostras do organismo que foi

exposto a esses poluentes quimicos (Sarkar et al., 2006).

Esses biomarcadores podem ser caracterizados pelo emprego de mecanismos de
defesa contra contaminantes, como a atividade da enzima glutationa S-transferase
(GST) (que auxilia no processo de excrecdo de contaminantes do organismo), variagdes
nos niveis de peroxidacdo lipidica (LPO), inibicdo da atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE), entre outros. O uso de biomarcadores em estudos
ecotoxicoldgicos é excelente, pois auxilia bastante na determinacdo de programas de
monitoramento ambiental (CARVALHO-NETA, 2010). Assim, os biomarcadores
emergem como instrumentos valiosos no processo de avaliacdo de riscos, abrangendo

desde a identificacdo e classificacdo dos perigos até a caracterizacao dos efeitos.

2.7.1 Biomarcadores de neurotoxicidade

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor essencial no sistema nervoso central
e periférico, desempenhando papéis vitais na transmissdo de sinais entre 0s neurdnios e
nas respostas musculares. A enzima responsavel pela hidrélise da ACh em acetato e
colina € a aceticolinesterase (AChE), inativando o neurotransmissor. A atividade dessa
enzima determina o fim de respostas sinapticas do receptor muscarinico e nicotinico
(Picciotto et al., 2012).

A presenca da AChE impede a sobreestimulagéo dos receptores colinérgicos pos-

sinapticos, garantindo que a resposta neural ou muscular seja breve e precisa. A analise



da atividade da AChE ja ¢ utilizada em programas de monitorizacdo ambiental (Burgeot
et al., 1996), pois a inibicdo da sua atividade é um indicador da exposi¢do do organismo

a contaminantes, como, por exemplo, HPAs, organofosforados e carbamatos.

2.7.2 Biomarcadores de estresse oxidativo

Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) sdo moléculas que naturalmente estdo
presentes no organismo e que surgem pelos processos de oxidacdo dos alimentos e
producdo de energia (Di Giulio and Hinton, 2008). A presenca dessas moléculas em
concentracfes adequadas é importante pois auxilia 0 organismo a manter o equilibrio
metabolico, entretanto, pode haver um aumento na concentragdo de EROs estimulada
pela exposicdo a algum poluente, gerando uma situacdo de estresse oxidativo. O
aumento no surgimento desses radicais livres pode estar ligado a acdo de enzimas
peroxidases, que catalisam reacOes de oxidacdo-reducdo, e da acdo de certas enzimas da
familia CYP450, responsaveis por catalisar a oxidacdo de varias moléculas (ALVES,
2020). Um organismo afetado pelo estresse oxidativo apresentara alteracdes nos seus
biomarcadores ecotoxicoldgicos, que podem ser classificados como biomarcadores de

dano ou defesa (Amiard-Triquet et al., 2012).

Biomarcadores de defesa sdo aqueles que agem na fungdo de defender o
organismo daquele contaminante ao proteger as moléculas da acdo das EROs, que como
dito anteriormente, ocasiona danos nas celulas do organismo afetado (Valavanidis et al.,
2006). Portanto, a andlise de biomarcadores pertencentes ao sistema de defesa
antioxidante, como a acdo das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superdxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx), € fundamental.

2.7.2.1 Defesa antioxidante externa

O sistema de defesas antioxidantes de origem exdgena € constituido basicamente
por substancias de baixo peso molecular, como as vitaminas C e E, por minerais, como
0 selénio e o zinco, e por compostos fendlicos com potencial significativo de acdo
antioxidante (Barbosa et al., 2010). Todos esses elementos ndo enzimaticos presentes
nos fluidos bioldgicos agem contra os danos oxidativos resultantes da formacdo de

radicais livres, protegendo o organismo do estresse oxidativo.
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2.7.2.2 Defesa antioxidante interna

As defesas antioxidantes de origem enddgena sdo constituidas por enzimas e
proteinas de alto peso molecular que tentam reduzir os efeitos oxidantes causados pela
presenca de EROs (ALVES, 2020). Um exemplo € a proteina enzimatica antioxidante
Superéxido Dismutase (SOD), que tem a funcdo de inibir a acdo de EROs ao doar um
elétron para esses radicais livres instaveis, contribuindo para a reparacdo das moléculas
afetadas (Lushchak, 2011). A enzima SOD ¢é responsavel por catalisar a conversdo do
radical superdxido, que possui alta reatividade e potencial de danificar moléculas
essenciais, como proteinas e lipidios, em peroxido de hidrogénio e oxigénio (Lushchak
et al., 2001). Embora o perdxido de hidrogénio também seja toxico, ele é bem menos
reativo que o radical superoxido e que também pode ser decomposto posteriormente
pela acdo de outras enzimas de defesa antioxidante, como a CAT e a GPx. A enzima
antioxidante CAT possui a funcdo de catalisar a conversdo do perdxido de hidrogénio
em agua e oxigénio, evitando a formacdo de radicais livres mais perigosos e reativos,
como o radical hidroxila, prevenindo danos celulares (ALVES, 2020). Sua presenca
ocorre principalmente na organela celular peroxissomo, a qual é responsavel por varias
reacdes metabdlicas que acabam gerando o perdxido de hidrogénio como subproduto
(Di Giulio and Hinton, 2008), tornando a catalase importantissima para a eliminagao

eficiente do mesmao.

2.7.2.3 Indicador de dano oxidativo

A peroxidacao lipidica (LPO) é um processo onde os lipidios presentes nas
membranas celulares, em especial 0s acidos graxos poli-insaturados, sdo oxidados por
radicais livres, como o radical superdxido ou o radical hidroxila, causando diversos
problemas as células (Barbosa et al., 2010). Esse processo € considerado um importante
indicador de dano oxidativo por gerar varios subprodutos toxicos que podem ser
utilizados como biomarcadores de dano oxidativo, sendo um deles o malondialdeido
(MDA), que indica a extensdo do dano causado aos lipidios da membrana (Lima and
Abdalla, 2001). A concentracdo de MDA pode ser medida através do método TBARS
(Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitlrico), que consiste em um ensaio que, por
formar um produto colorido pela reacdo do MDA com o TBA, possibilita quantificacdo

através da leitura num espectrofotdmetro.



2.7.3 Biomarcadores de biotransformacéo

A metabolizacgao de agentes poluentes segue um processo trifasico, onde as fases
iniciais ttm como objetivo primario tornar os xenobidticos sollveis e reduzir sua
toxicidade, biotransformando eles para facilitar a excre¢do, enquanto a ultima fase se
encarrega da eliminacdo dessas substancias do organismo afetado (Van der Oost et al.,
2000).

2.7.3.1 Biotransformacao de fase |

A proteina CYP1A ¢ induzida pela exposicdo a moléculas poluentes, como 0s
HPAs, e essa exposicao faz com que o xenobiotico ao qual o organismo foi exposto se
ligue a um complexo proteico, que por sua vez, se liga ao DNA. A proteina resultante,
CYP1A, pode ter sua atividade catalitica analisada por conta da converséo do substrato

7-etoxirresorufina (7-ER) em resorufina hidroxilada (Whyte et al., 2000).

As enzimas do complexo do citocromo P450, especialmente a enzima
etoxiresorufina-o-deetilase (EROD), tem a funcéo de catalisar reacfes de oxidacdo de
xenobioticos (Huber et al., 2008), sendo caracterizado como um marcador enziméatico
da atividade da proteina CYP1A ap0s tratamento com 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-
dioxina (TCDD) (DeVito, 1996).

2.7.3.2 Biotransformacao de fase Il

A enzima de biotransformacéo glutationa S-transferase (GST) age na facilitacdo do
processo de excregdo, atuando como uma importante mediadora na desintoxicagéo do
organismo. Seu mecanismo envolve a conjugacgéo da glutationa reduzida (GSH) com
compostos eletrofilicos, ndo permitindo que outras moléculas se liguem aos
xenobidticos, proporcionando assim uma protecao vital contra agentes toxicos (ALVES,
2020).

3 OBJETIVOS
3.1  Obijetivos gerais

O presente trabalho visa avaliar efeitos ecotoxicolégicos em ostras Crassostrea
gasar, causados pela exposicdo a HPAs presentes na fracdo acomodada em &gua do

6leo que atingiu a costa pernambucana.
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3.1.1 Obijetivos especificos

e Preparar a FAA do dleo e caracterizar os HPAS presentes;
e Expor as ostras C. gasar a dilui¢cdes de 5% e 12,5% da FAA por 96 h;

¢ Analisar os biomarcadores bioquimicos em branquias e glandula digestiva apds a
exposicao

4 MATERIAIS E METODOS
4.1  Obtencdo das ostras C. gasar

As ostras da espécie C. gasar utilizadas neste estudo foram obtidas através da
empresa “Ostramar”, especializada em ostreicultura, e posteriormente foram
transportadas até o Laboratorio de Ecotoxicologia Aquatica da Universidade Federal de
Pernambuco (LABECOTOX/UFPE).

No laboratorio, as ostras foram imediatamente alocadas em aquarios de vidro
com capacidade de 15 L para o inicio da exposicao nas seguintes condicdes: salinidade
inicial de 25 unidade de salinidade pratica (PSU), temperatura de 28° C, pH 7,88 £ 0,2.

4.2  Preparacdo da fracdo acomodada do 6leo em agua e caracterizacdo da

concentracédo de HPAs.

A preparacéo da fragdo acomodada em &gua (FAA) do 6leo coletado na Praia do

Paiva foi baseada em Singer et al. (2000).

A FAA foi obtida a partir da mistura na proporcéo de 1:100 (massa/volume),
sendo assim, 1 g de 6leo para 100 mL de agua salobra 25 PSU, com os seguintes
parametros fisico-quimicos: pH 7,8 £ 0,2, oxigénio dissolvido 7,0 + 0,5 mg L-1, e
temperatura 27 + 1°C, seguida de agitagdo lenta em frasco de vidro com haste inoxidavel
com pa giratdria por 24 horas. Ap6s o periodo de agitacdo, o volume total foi filtrado
em filtro de 2 pm de abertura e armazenado em garrafas &mbar numa temperatura de

4°C (Figura 2).



28

Figura 2: Esquema ilustrativo das etapas da preparagdo da FAA.

Pesagem de 100g do Homogeneizacio
o6leo bruto oleo-agua

Filtragem Armazenamento

FONTE: Autora, 2024

Para a quantificacdo dos HPAs foi realizado um procedimento de extracao
liquido-liquido dos HPAs, onde foi separado numa garrafa @mbar com 1 L da FAA bruta
e foi adicionado o padrao interno (PI), com HPA deuterados, e 20 mL de n-hexano. Apés
a obtencdo do extrato, este foi concentrado utilizando um rotaevaporador e
subsequentemente submetido a uma coluna contendo silica (3,2 g) e alumina (1,8 g)
para purificacdo. Por fim, o extrato purificado foi injetado no cromatdgrafo a gas
(modelo 7820A, Agilent Technologies) para conclusdo do processo e obtencdo dos
dados de composicdo e concentracdo dos HPAs segundo metodologia descrita em Mariz
Jretal. (2024).

4.3  Desenho experimental da exposicéo

A FAA preparada para o experimento foi inicialmente diluida nas concentracfes
de 10% e 25% de FAA em aquérios de vidro de 15 L contendo agua salobra entre 25 e
27 PSU e com aeracdo constante. A principio, para cada concentragdo foram utilizados
3 aquarios com 5 ostras por aquario (3 L/ostra), totalizando 9 aquarios e 45 ostras
(Figura 3).
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Figura 3: Sala de exposicao dos aquarios.

FONTE: Autora, 2024.

As ostras foram expostas por um periodo de 24h as concentragc6es de 10% e 25%,
entretanto, por conta de problemas envolvendo um elevado nivel de amdnia na &gua
neste intervalo de 24h, foi necessario aumentar o volume de agua disponivel para cada
ostra. O nimero de aquarios de exposi¢cdo aumentou para 18, permitindo que cada ostra
fosse mantida em 6 L de 4gua, minimizando o acimulo de aménia. Esse aumento do
volume de &gua (duplicado) também ocasionou uma maior diluicdo da FAA, que passou
de 10% e 25% inicialmente para 5% e 12,5%, respectivamente. As ostras foram
mantidas nestas novas concentracfes até o fim do experimento, totalizando 96h de
exposicdo. Vale ressaltar que a renovacdo total da &gua dos aquarios com suas

respectivas concentragdes da FAA ocorreu apos 48h de exposicao.

4.4 Processamento das amostras

Apos o periodo de 96h exposicdo, as ostras foram medidas em comprimento e
largura e tiveram suas branquias e glandula digestiva dissecadas. Foi utilizada uma
quantidade de amostra que variava entre 0,1000 e 0,1200g para homogeneizagdo em

solucao tampdo fosfato de sodio e de potassio (PBS) pH 7,4, em uma proporcéao de 1:5
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(m/v). Em seguida a amostra homogeneizada foi centrifugada por 30 minutos a 9000
RCF (forga centrifuga relativa) e 4 °C em centrifuga refrigerada. Apds a centrifugacao,
foi retirado o sobrenadante de cada amostra para serem armazenadas no ultrafreezer a -

80°C para posterior analises da cinética enzimatica.

Figura 4: Esquema ilustrativo do processamento das amostras de tecido de C. gasar.

Transferéncia dos tecidos para

Morfometria das ostras Dissecagao dos tecidos Pesagem dos tecidos
tubos de 2 ml

FONTE: Autora, 2024.
4.5  Biomarcadores bioquimicos ap06s 96 horas de exposi¢ao

4.5.1 Biotransformacao de fase Il glutationa S-Transferase (GST)

Para o teste da atividade enzimatica da GST, foi preparado o Mix da GST e o
substrato iniciador (SI) cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). Utilizou-se uma placa
Greiner translicida de 96 pocos vazia, onde foi realizada uma leitura no
espectrofluorimetro a 340 nm, com o objetivo de verificar a homogeneidade da
absorbancia nos pocos. Em seguida, o teste foi iniciado com a adi¢ao de 5 pL da aliquota
do sobrenadante do tecido homogeneizado das ostras, 35 pL de dgua ultrapura e 200 pL
do Mix da GST a placa. A leitura basal foi realizada em 340 nm por 3 minutos, e entdo

10 pL do substrato iniciador (CDNB) foi rapidamente acrescentado.

4.5.2 Defesas antioxidantes Superdxido Dismutase (SOD)

Foi preparada uma solugéo de pirogalol, constituida por uma solucéo de 0,05 M
de &cido cloridrico (HCI), diluindo 6 mM de pirogalol. Também foi separado o tampao
de ensaio Tris HCI, composto por 0,05 M de tris-HCl e 0,01 M de EDTA. Para o inicio
do teste, foi utilizada uma placa translicida Greiner de 96 pocos, onde foram
adicionados, com auxilio de uma pipeta, 50 pL da aliquota do sobrenadante do tecido

homogeneizado das ostras, 55 pL de agua ultrapura e, por tltimo, 140 pL do tampéo de



ensaio. A leitura basal foi realizada no espectrofluorimetro a 420 nm por 3 minutos.
Apos isso, foram pipetados 35 pL da solucdo de pirogalol em cada pogo, e a leitura foi

refeita.

45.3 Catalase (CAT)

Primeiro, foi preparada a mistura de reacdo para CAT, composta por 25 mL de
Fosfato de Potassio (KPi) 0,05 M com pH 7,4, juntamente com 0,150 mL de Peroxido
de Hidrogénio (H202), em um frasco ambar. O teste teve inicio com a leitura dos po¢os
vazios de uma placa UV Greiner de 96 pogos no espectrofluorimetro a 240 nm por 5
minutos, com o objetivo de verificar a absorbancia dos pogos. Apés essa verificacao,
foram pipetados 5 pL da aliquota do sobrenadante do tecido homogeneizado das ostras
em cada poco da placa. Com a placa ja posicionada na bandeja do espectrofluorimetro,

250 pL do Mix para areagédo de CAT foi adicionado, e a leitura foi feita imediatamente.
4.5.4 Peroxidacdo lipidica pelo método do malondialdeido (TBARS)

O teste de peroxidacdo lipidica (LPO) forma um conjugado passivel de leitura
por espectofotometria que indica os danos oxidativos causados pela conjugacdo do
malondialdeido (MDA) com o acido tiobarbiturico (TBA). O ensaio teve inicio com
uma leitura basal realizada no espectrofluorimetro, utilizando microplacas pretas de 96
pogos, contendo 160 pL de tampédo fosfato de sddio e potassio (PBS), 10 uL de
hidroxitolueno butilado (BHT) dissolvido em etanol 99%, 20 pL da aliquota do
sobrenadante do tecido homogeneizado das ostras e 50 pL de acido tricloroacético
(TCA) 50%. Apls essa primeira leitura, foram adicionados 75 pL de acido
tiobarbiturico (TBA) 1,3%, e a placa foi levada a estufa a 60°C por 1 hora. Por fim, a
leitura foi refeita no espectrofluorimetro. A excitacdo utilizada em ambas as leituras foi
de 535 nm, com emissdo em 590 nm, e os valores de fluorescéncia obtidos foram

aplicados a curva de concentragcdo de MDA (R2 > 0,99).
455 Acetilcolinesterase (AChE)

Foi separado o tampdo de homogeneizagdo KPI 0,01 M com pH 7,4, juntamente
com a solucdo substrato iniciadora DTNB e a solucéo de iodeto de acetilcolina. Utilizou-
se uma placa Greiner transl(cida de 96 pocos e o teste comegou com a adi¢do de 50 pL
da aliquota do sobrenadante do tecido homogeneizado das ostras, 200 pL da solucgéo de
DTNB. A leitura basal foi realizada no espectrofluorimetro a 415 nm por 2 minutos.
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Apés a finalizagdo dessa leitura, foram rapidamente pipetados 50 pL da solucdo de
iodeto de acetilcolina em cada pogo, para medir a absorbancia da atividade da enzima
AChE.

4.6 Analise estatistica

Todos os parametros analisados quanto a normalidade e homocedasticidade dos
dados foram avaliados por ANOVA de um fator. Para os dados que ndo apresentaram
o0s pré-requisitos da ANOVA, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis ndo paramétrico.
Os testes a posteriori de Dunnet (ANOVA) e Dunn (Kruskal-Wallis) foram utilizados
para comparagdo entre os tratamentos expostos a FAA e o grupo controle.

5 RESULTADOS
5.1 Quantificacdo de HPAs na amostra de FAA

A concentracdo de HPAs totais incluindo moléculas parentais e alquiladas
(ZHPALY) presentes na FAA bruta foi igual a 170 ng-XPAHt L. Dentro dessa composi¢ao
complexa, observou-se que o criseno se destacou como 0 HPA parental mais abundante,
apresentando uma concentragdo de 18,9 ng L. Os HPAs alquilados Fluorantenos +
Pirenos e Benzo[a]antracenos + Crisenos também apresentaram as maiores
concentragdes, atingindo 25 ng L™ (Tabela 1). As diluices utilizadas na exposi¢do das
ostras de 5% e 12,5% de FAA correspondem a concentragfes de uma soma de HPAs
totais (CHPAL) igual a 8,5 e 21,8 ng-ZPAHt L, respectivamente.
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Tabela 1 - Concentragdo Total de HPAs extraidos da solucgdo bruta (100%) da FAA preparada com
amostras coletadas de dleo no litoral de Pernambuco

. Concentracdo em
Analito de Interesse ¢

ng L
Naftaleno 2,78
1-Metilnaftaleno <LQ
2-Metilnaftaleno <LQ
C1 Naftalenos <LQ
C2 Naftalenos ND
C3 Naftalenos ND
C4 Naftalenos ND
Acenaftileno ND
Acenafteno ND
Fluoreno <LQ
C1 Fluorenos ND
C2 Fluorenos ND
C3 Fluorenos ND
Fenantreno ND
Antraceno ND
C1 Fenantrenos + Antracenos ND
C2 Fenantrenos + Antracenos ND
C3 Fenantrenos + Antracenos 3,08
C4 Fenantrenos + Antracenos 6,2
Fluoranteno ND
Pireno 3,9
C1 Fluorantenos + Pirenos 16,2
C2 Fluorantenos + Pirenos 25,3
C3 Fluorantenos + Pirenos 23,3
Benzo[a]antraceno ND
Criseno 18,9
C1 Benzo[a]antracenos + Crisenos 18,7
C2 Benzo[a]antracenos + Crisenos 25,5
C3 Benzo[a]antracenos + Crisenos 24,3
Benzo[b]fluoranteno ND
Benzo[K]fluoranteno ND
Benzol[a]pireno ND
Dibenzo[a,h]antraceno ND
Indeno[1,2,3-cd]pireno ND
Benzo[ghi]perileno 151
Somatorio 170

5.2  Biomarcadores bioquimicos de estresse oxidativo e de neurotoxicidade

5.2.1 Peroxidacéo Lipidica (TBARS)

A concentracdo de MDA na branquia apresentou reducdo estatistica significativa
nos organismos expostos aos tratamentos de 5% e 12,5%, quando comparados aos

individuos do tratamento controle (Figura 5). Em contraponto, as amostras de glandula
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digestiva ndo apresentaram alteracao na concentracdo de MDA nos organismos expostos

quando comparados aos organismos do tratamento controle (Figura 5).

Figura 5: Concentragdo de malondialdeido (MDA) presente na branquia e na glandula digestiva de ostras
Crassostrea gasar apds 96h de exposicdo a concentracfes crescentes da fracdo acomodada do 6leo
coletado no litoral de Pernambuco.

A: Concentragdo de MDA presente na branquia das ostras (ANOVA, F= 8,065, p < 0,002, seguido de
Dunnet p < 0,05);

B: Concentracdo de MDA presente na glandula digestiva das ostras (Kruskal-Wallis, p > 0,05);

(*) Diferenca significativa estatisticamente em comparagéo com o controle. A linha horizontal tracejada
do box plot representa os valores médios obtidos, enquanto a linha horizontal continua do box plot
representa a mediana.
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5.2.2 Catalase (CAT)

A atividade da CAT na branquia (Figura 6) e na glandula digestiva (Figura 6)
ndo foi estatisticamente diferente para as ostras expostas aos tratamentos com 5% e

12,5% de FAA, em relagéo ao controle em nenhuma das matrizes avaliadas neste estudo.

Figura 6: Atividade da catalase (CAT) na branquia e na glandula digestiva de ostras Crassostrea gasar
apos 96h de exposicdo a concentragdes crescentes da fracdo acomodada do 6leo coletado no litoral de
Pernambuco.

A: Atividade da CAT na branquia das ostras (Kruskal-Wallis, p > 0,05);

B: Atividade da CAT na glandula digestiva das ostras (ANOVA, p > 0,05);

(*) Diferenca significativa estatisticamente em comparacdo com o controle. A linha horizontal tracejada

do box plot representa os valores médios obtidos, enquanto a linha horizontal continua do box plot
representa a mediana.
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5.2.3 Glutationa-S-transferase (GST)

Na branquia foi encontrada um aumento estatistico na atividade da GST para 0s
organismos expostos ao tratamento de exposi¢do com 12,5% de FAA (Figura 7). As
amostras de glandula digestiva ndo apresentaram alteracdo na atividade da GST nos
organismos expostos quando comparados aos organismos do tratamento controle
(Figura 7).

Figura 7: Atividade da Glutationa-S-Transferase na branquia e na glandula digestiva de ostras
Crassostrea gasar apds 96h de exposicdo a concentragdes crescentes da fracdo acomodada do dleo
coletado no litoral de Pernambuco.

A: Atividade da GST na branquia das ostras (Kruskal-Wallis, H =7,211, p < 0,027, seguido de Dunn p <
0,05);

B: Atividade da GST na glandula digestiva das ostras (ANOVA, p >0,050);

(*) Diferenca significativa estatisticamente em comparacdo com o controle. A linha horizontal tracejada
do box plot representa os valores médios obtidos, enquanto a linha horizontal continua do box plot

representa a mediana.

35

0.45 0.18
~ 0.40 | Al 016 - B
£ 035 1 80,14
2% T L 1 T
%2 030 | T £ 0,12
S %025 | € 20,10 — — =
ng 0.20 | | L__ —E% 0,08 - T
'::'\_;0.15« ZC 0,06 T
S S
£ 0,10 == - + £ 0,04
0.05 ; ; : 0.02
0% 5% 12.5% 0% 5% 12,5%
Diluigoes da FAA em agua Dilui¢des da FAA em 4gua

5.2.4 Superdxido Dismutase (SOD)

Nas amostras de branquia foi verificada uma reducéo estatistica nos organismos

do tratamento de exposi¢do com 12,5% de FAA (Figura 8). Enquanto nas amostras de



glandula digestiva ndo houve alteracdo na atividade da SOD nos organismos expostos

quando comparados aos organismos do tratamento controle (Figura 8).

Figura 8: Atividade da Superdxido dismutase (SOD) na branquia e na glandula digestiva de ostras
Crassostrea gasar ap6s 96h de exposicdo a concentracdes crescentes da fracdo do dleo coletado no litoral
de Pernambuco.

A: Atividade da SOD na branquia das ostras (Kruskal-Wallis, H= 6,805, p < 0,033, seguido de Dunnett
p <0,05);

B: Atividade da SOD na glandula digestiva das ostras (ANOVA, p >0,05);

(*) Diferenca significativa estatisticamente em comparacdo com o controle. A linha horizontal tracejada
do box plot representa os valores médios obtidos, enquanto a linha horizontal continua do box plot
representa a mediana.
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5.2.5 Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade enzimética da AChE apresentou uma reducdo nas amostras de
branquia das ostras expostas ao tratamento com 12,5% de FAA (Figura 9). Néo foi
encontrada alteragdo na atividade da AChE nas amostras de glandula digestiva
organismos expostos quando comparados aos organismos do tratamento controle
(Figura 9).

Figura 9: Atividade da Acetilcolinesterase (AChE) na branquia e na glandula digestiva de ostras
Crassostrea gasar apds 96h de exposi¢do a concentracBes crescentes da fracdo acomodada do do 6leo
coletado no litoral de Pernambuco.

A: Atividade da AChE na branquia das ostras (ANOVA, F= 6,473, p < 0,05, seguido de Dunnett p <0,05);
B: Atividade da AChE na glandula digestiva das ostras (Kruskal-Wallis, p > 0,05);

(*) Diferenca significativa estatisticamente em comparacdo com o controle. A linha horizontal tracejada
do box plot representa os valores médios obtidos, enquanto a linha horizontal continua do box plot

representa a mediana.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo foi observado que na branquia das ostras expostas a FAA,
comparadas as ostras controle, houve uma queda na concentracdo de MDA, sugerindo
que enzimas do sistema de defesa antioxidante podem estar desempenhando esse papel
de protecdo do organismo, e diminuindo o nivel de peroxidacao para valores inferiores
aos controles. Por outro lado, néo foi verificada alteracéo no tecido da glandula digestiva

das ostras expostas em relagdo aos controles.

Quando os organismos Sd0 expostos a contaminantes ambientais, durante o
processo de biotransformagdo dos mesmos, moléculas de ERO podem ser formadas,
moléculas essas que em excesso sao instaveis e comprometem a integridade das células
ao roubar elétrons de outras moléculas. Para inibir a acdo das ERO, geralmente os
bivalves tendem a apresentar um aumento da atividade das enzimas antioxidantes, o que
caracteriza um estado de estresse oxidativo (Van der Oost et al., 2003; Zanette et al.,
2011). O excesso de moléculas de ERO promove a peroxidacéo lipidica, resultando na
formacdo de MDA, um produto final deste processo. O MDA ¢é considerado um
marcador de dano oxidativo, e sua alta concentragcdo no organismo indica que 0 mesmo

estd em uma condicao de estresse oxidativo (Del Rio et al., 2005).

Neste estudo, a atividade da SOD no tecido da branquia diminuiu nas ostras
expostas a concentracdo de 12,5% de FAA, com uma tendéncia de diminuicdo na
diluicdo 5%, enquanto na glandula digestiva nenhuma alteracdo foi observada. Num
outro estudo envolvendo exposicdo de C. brasiliana a FAA de 6leo diesel foi também
verificada inibicdo da SOD em ostras expostas a maior diluicdo de 20% da FAA por 96
horas (Lichmann et al., 2011). A exposicio de ostras C. gasar a 10 pg criseno L™ em

laboratorio também causou a inibicdo da SOD no tecido branquial, a inibicdo da
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atividade da SOD pode resultar de niveis elevados de ERO nas células, sugerindo um
aumento na producdo de anion superéxido no tecido branquial (Bastolla et al., 2023).
Neste presente estudo, a concentragdo de criseno parental na FAA do 6leo diluida a
12,5% foi igual a 2,36 ng L, indicando uma inibicdo da SOD numa concentragio

significativamente inferior a concentracdo utilizada por Bastolla et al. (2023).

A atividade da GST auxilia na fase Il do processo de biotransformagédo de
xenobioticos para descontamina¢do do organismo (Sies, 1999), e sua atividade €
tipicamente induzida ap0s exposicdo a poluentes organicos (de Campos Guerreiro et al.,
2024). Em da Silva et al. (2005), foi verificada inducdo da GST na glandula digestiva
da ostra C. rhizophorae ap0s a exposicao ao 6leo diesel nas concentracdes de 0.01, 0.1,
e 1 ml L™! em diferentes salinidades. Neste estudo, as amostras de branquia indicaram
uma inducdo na atividade da GST na diluicdo com 12,5% de FAA, uma tendéncia de
inducdo na diluicdo 5%, e auséncia de alteracdo na glandula digestiva. Em Lichmann
etal. (2011), a exposicdo de C. brasiliana a FAA de 6leo diesel também indicou inducao
da GST, porém no tecido da glandula digestiva, e auséncia de alteracdo no tecido
branquial. Acredita-se também que o GST desempenhe uma atividade peroxidase,
exercendo um papel antioxidante suplementar significativo na célula (Bebianno and
Barreira, 2009), e também esta envolvida no metabolismo de subprodutos do estresse
oxidativo, como o derivado reativo da peroxidacéo lipidica 4-hidroxinonenal (Guerreiro
etal., 2024). As branquias sdo o primeiro 6rgdo de contato com os contaminantes sendo
absorvidos, estando envolvidas nos processos de biotransformacgdo e no sistema de
defesa antioxidante (Bastolla et al., 2023). A inducdo da GST no tecido branquial foi
eficaz na prevencgdo de danos nas membranas lipidicas das ostras expostas, verificado
pela reducdo na concentracdo de MDA no seu tecido branquial. Esta correlagdo negativa
significativa entre a inducdo da GST e a reducdo da peroxidacdo lipidica também foi
observada em C. brasiliana apos exposicdo ao diesel (Lichmann et al., 2011),

reforcando o papel antioxidante da GST.

A AChE é uma enzima muito importante associada a transmissdo sinaptica, e
modificagcbes na sua atividade caracterizam neurotoxicidade por exposicdo a
contaminantes, que pode gerar consequéncias deletérias para 0s organismos aquaticos
(Johann et al., 2020). A diminuicdo da atividade na branquia pode ser explicada pela
presenca de HPAs de alto peso molecular na FAA, que possuem quatro ou mais anéis

aromaticos, e que podem inativar a acdo do neurotransmissor ACh, e consequentemente
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inibir a acao da enzima (Kang and Fang, 1997). A atividade da AChE pode ser inibida
principalmente por inseticidas organofosforados e carbamatos, mas recentemente foi
constatado que esta enzima também pode ser inibida por outros contaminantes incluindo
metais e HPAs (Fu et al., 2018). Neste estudo foi verificada uma inibi¢cdo da AChE nas
branquias das ostras expostas a diluicdo com 12,5% da FAA, de forma semelhante ao
verificado nas branquias (Akcha et al., 2000) e na glandula digestiva (Banni et al., 2010)

do mexilhdo Mytilus galloprovincialis exposto ao benzo(a)pireno.
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7 CONCLUSAO

A exposicdo de C. gasar a FAA do 06leo coletado no litoral pernambucano induziu
no tecido branquial dos individuos um aumento na atividade da GST em associagéo a
uma diminuigdo da peroxidagdo lipidica, e uma diminuigdo da SOD e da AChE nas
concentraces de HPAs testadas. A auséncia de alteragdes bioguimicas na glandula
digestiva pode estar associada a uma baixa taxa de bioacumulacdo de HPAs nas
concentracOes de exposicao utilizadas. As respostas bioquimicas verificadas reforcam a
importancia da utilizacdo de biomarcadores bioquimicos em ostras como modelos
bioldgicos e organismos sentinelas para a avaliagdo dos efeitos de contaminantes e para

0 biomonitoramento de areas propensas a contaminacao por petréleo e seus derivados.
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