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RESUMO

Atividades relacionadas & aquicultura marinha, tais como, a ostreicultura
tem sido ameagada em funcdo do comprometimento da qualidade da
agua. O fenantreno € um dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) mais abundantes e distribuidos no ambiente aquatico. Bivalves
expostos a este composto mostraram efeitos nos diferentes tecidos. Este
estudo avaliou em laboratério, os efeitos e alteragdes moleculares e
histologicas que o fenantreno exerce sobre a ostra Crassostrea
brasiliana (Lamarck, 1819), ao longo de 10 dias de exposi¢do nas
concentracdes de 100 e 1000 pg.L™. Técnicas histolégicas,
histoquimicas, e a técnica de hibridizacao in situ (ISH) foram utilizadas
para localizar os principais tecidos que apresentam transcrigdo do gene
citocromo P450 (CYP2AUL). Foi realizada também a identificacdo
sexual e do estadio reprodutivo dos animais. Independente da
concentracdo de exposicdo ao fenantreno, os niveis de bioacumulagédo
pelas ostras aumentou com o0 passar do tempo de exposi¢do. Foram
observadas alteracdes histologicas na glandula digestiva e no manto dos
animais expostos por 10 dias a fenantreno. As ostras expostas a maior
concentracdo de fenantreno apresentaram um aumento significativo de
células mucosas (p<0,05) em relagdo ao controle e aquelas expostas a
menor concentracdo de fenantreno tiveram uma maior atrofia na
glandula digestiva. Quanto a localizacdo dos transcritos do gene do
CYP2AU1 observamos reacgao positiva na branquia, glandula digestiva,
manto, intestino e gdnadas. Os resultados encontrados neste trabalho
demonstraram que o uso da técnica de ISH foi eficaz para localizar os
transcritos do CYP2AU1 em diferentes 6rgdos da ostra C. brasiliana,
aléem da importancia na identificacdo de possiveis alteragdes
histopatoldgicas decorrentes da exposicéo a fenantreno.

Palavras-chave: Aquicultura, Ecotoxicologia, Ostra, Hibridizagdo in
situ, CYP450.






ABSTRACT

Activities related to marine aquaculture, such as oyster farming have
been threatened due to the impairment of water quality. Phenanthrene is
one of the most abundant and distributed polycyclic aromatic
hydrocarbon (PAH) in the aquatic environment. Bivalve molluscs
exposed to this compound have shown effects in different tissues. This
study evaluated under laboratory conditions, the molecular and
histological changes and effects of phenanthrene on the oyster
Crassostrea brasiliana (Lamarck, 1819), over 10 days of exposure at
concentrations of 100 and 1000 pg L™. Histological, histochemical, and
in situ hybridization (ISH) techniques were used to identify the
transcription sites of cytochrome P450 isoform (CYP2AUL). Sex and
reproductive stage were identified in all organisms. Independent of the
phenanthrene exposure concentration, levels of bioaccumulation by
oysters have increased along the exposure period. Histological changes
were observed in the digestive gland and in the mantle of animals
exposed for 10 days to phenanthrene. Oysters exposed to higher
concentrations of phenanthrene showed a significant increase of
mucosal cells (p<0.05) compared to the control and those exposed to
lower concentrations of phenanthrene had greater atrophy in digestive
gland. As for the location of the CYP2AUL, gene transcripts showed
positive reactions on gill, digestive gland, mantle, gut and gonads. The
results observed in this study have shown that the use of the ISH
technique was effective to locate the transcripts of CYP2AUL in
different organs of oyster C. brasiliana, besides the importance in
identifying possible histopathological changes arising from exposure to
phenanthrene.

Key words: Aquaculture, Ecotoxicology, Oyster, In situ hybridization,
CYP450.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 A problemética da poluicédo no habitat marinho

Vaérios fatores tm ameacado a qualidade do ambiente marinho,
tais como o langcamento de esgosto sanitario sem tratamento, eventos de
derrames de petrdleo, eutrofizacdo (enriquecimento em nutrientes),
aumento no descarte de poluentes organicos persistentes (POPSs),
acidificacdo das aguas decorrentes do aquecimento global, aumento do
lixo marinho, pesca excessiva, entre outros (BELLWOOQOD et al., 2004;
McCOOK, 1999; NYSTROM et al., 2000).

Os efluentes gerados pela exploracdo, o refino e a distribuigéo
de petrdleo e seus derivados, podem causar eventos de exposi¢cdo aguda
e/ou cronica no ambiente marinho (KENNISH, 1992).

Embora acidentes envolvendo a atuacdo da indUstria do petréleo
tenham grande destaque na midia, a contaminacdo cronica corresponde a
maior parcela de petroleo introduzida nos ecossistemas costeiros. De
acordo com Gabardo (2007) e Tiburtius e colaboradores (2005), o aporte
cronico de petroleo e seus derivados pode ocorrer através do escoamento
urbano, de efluentes industriais e domésticos, da navegacdo, do
transporte, além de pequenos e continuos vazamentos de combustiveis
em pontos de distribuicao.

A costa brasileira merece especial atencdo, tendo em vista a
tendéncia atual de crescimento econémico associado ao aumento da
exploracdo de novas areas petroliferas, impondo um risco maior de
exposicdo dos organismos marinhos (LUCHMANN, 2012).

Segundo o Greenpeace (2014), a regido Sul do Brasil ndo tem
na indUstria de petréleo o seu principal alvo de pesquisa em relacéo a
exploracédo e producdo petrolifera, uma vez que a maioria dos blocos de
exploracéo esté localizada nas bacias do pré-sal, entre Rio de Janeiro e
S&o Paulo, ou seja, na regido sudeste. No entanto, com a expansao das
areas de exploracdo pela Bacia de Santos, em poucos anos esta regido
também devera ser motivo de preocupagao.

A regido Sul, com destaque para o estado de Santa Catarina, é 0
principal produtor industrial de pescados do Brasil. Neste Estado
encontra-se 26,2% do volume total anual de toda a produgdo pesqueira
do pais, o equivalente a 115 mil toneladas. Além disso, o Estado é o
maior produtor de ostras e mexilhdes do Brasil. Trata-se de uma fonte
importante de renda e de suprimento para a indlstria alimenticia
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nacional, mas que estd sob constante ameaga, visto que 0 saneamento
desta regido esta muito deficiente e o grande montante de investimentos
volta-se para fontes de energias poluidoras, como o petréleo, principal
matriz  energética brasileira (EPE, 2014; EPAGRI, 2013;
GREENPEACE, 2010).

Essa combinacdo de vetores de impacto demanda medidas
preventivas para avaliar, monitorar e, em muitos casos, evitar atividades
impactantes sobre nossos ecossistemas, especialmente 0s costeiros
(LUCHMANN, 2012).

1.2 O desafio atual da aquicultura nos ecossistemas costeiros

A aquicultura depende fundamentalmente dos ecossistemas nos
guais esta inserida, sendo a qualidade das aguas de cultivo uma das
principais preocupacdes dos setores de pesquisa e fomento desde o
inicio da atividade (VALENTI, 2002).

Sabe-se que o0 aumento da pressdo sobre 0s recursos naturais,
com destaque para ambientes aquaticos, deve-se, em grande parte, ao
crescimento populacional mundial das Gltimas décadas. Esse aumento
evidencia a dependéncia do homem por bens e servi¢cos ambientais no
desenvolvimento de diversas atividades econémicas (HALPERN et al.,
2008; LINS et al., 2010; MOREL, 2004).

Observando o mapa global de impacto antropico marinho
costeiro e oceanico (Figura 1A), as regiGes fortemente atingidas séo
acosta leste da América do Norte, o Mar do Norte, 0s mares que
banham a China, 0 Mar do Caribe, 0 Mar Mediterraneo, o Mar
Vermelho, o Golfo Pérsico, o0 Oceano Pacifico ocidental. Um exemplo
de impacto causado pela atividade humana na América Latina e no
Caribe sdo as aguas residuais despejadas sem tratamento que chegam
perto de 80%. Outro exemplo sdo as aguas residuais ndo tratadas e
despejadas em grande parte da Africa e Indo-Pacifico, onde a proporgo
é muito alta, chegando a marca de 80-90% (UNEP/GPA, 2006).
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Figura 1: A) Mapa global do impacto antrépico em ecossistemas costeiros e
oceénicos. A escala de impacto foi definida pelos autores, varia de locais muito
pouco impactados (azul) ao mais impactado (vermelho). B) Destaque do impacto na
regido sudeste na costa brasileira (modificado de HALPERN et al., 2008).

Segundo a UNEP/GPA (2006), um valor estimado de US$ 56
bilhGes é anualmente destinado para solucionar o problema das aguas
residuais. Ainda que o montante seja de bilhGes de dolares, o tratamento
de aguas residuais é uma das areas onde ha menos investimento global
(DODDS et al., 2007). Além desse fator, aliado a isso, esta a ma gestdo
do esgoto, que ameaca 0s servicos de salde e 0s ecossistemas
(UNEP/GPA, 2006).

De acordo com Halpern e colaboradores (2008), a costa
brasileira pode ser classificada como média ou altamente impactada, e
algumas regides, como a Sudeste, apresentam niveis alarmantes de
influéncia humana (Figura 1B). O impacto do esgoto sanitario é uma das
principais fontes de poluicdo nos ecossistemas marinhos (ABESSA et
al.,2005; MARTINS et al., 2008; KENNISH, 1992). Segundo a ultima
edicdo do Atlas de saneamento 2011, aproximadamente 45% dos
municipios brasileiros ndo possuem rede de coleta de esgoto (IBGE,
2011).

Mesmo que o crescimento econdmico observado nos Gltimos
anos seja inquestionavel, o Brasil continua sendo um pais em
desenvolvimento, cujas necessidades essenciais, como saneamento,
estdo muito aquém da oferta existente (BAER, 2008).

Por outro lado, os paises em desenvolvimento tém
desempenhado um papel importante no abastecimento de pescados nos
mercados globais. Em 2012, esses paises contribuiram com mais de
60% do total das exportacoes de pescados (FAO, 2014).
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A aquicultura apresenta-se como atividade economicamente
emergente (ELER; MILLANI, 2007). Segundo as Ultimas informacgdes
da FAO, desde 2000 a producao aquicola mundial mais do que dobrou,
atingindo mais de 70 milhdes de toneladas em 2013 (FAO, 2014).

Atividades relacionadas a aquicultura marinha, tais como,
ostreicultura, mitilicultura e piscicultura tém sido ameagadas em fungéo
do comprometimento da qualidade da &gua, decorrente do langamento
de contaminantes antropicos nas zonas costeiras (BAYEN; LEE;
OBBARD, 2007; DUMBAULD; RUESINK; RUMRILL, 2009; FAO,
2007).

Compreende-se que essas atividades, coparticipantes na
crescente demanda por alimento de boa qualidade nutricional, enfrentam
0 desafio de moldar-se ao conceito de sustentabilidade, implicando em
novos valores & producdo de conhecimento e as praticas do setor
(ELER; MILLANI, 2007). Diante destas perspectivas, existe uma
preocupacgdo quanto ao futuro da aquicultura, frente a uma condicéo de
crescente contaminagdo dos ecossistemas costeiros. Surge, portanto o
desafio de avaliar e monitorar a gestdo de aguas residuais e esgotos de
fontes difusas lancados no ambiente marinho (VELDHOEN et al.,
2012).

1.3 O impacto da polui¢do na ostreicultura de Santa Catarina

No Brasil, o cultivo de ostras ocorre basicamente com trés
espécies do género Crassostrea: as ostras nativas C.rhizophorae
(GUILDING, 1828), C. brasiliana (LAMARCK, 1819) = C. gasar
(ADANSON, 1757) e a ostra japonesa C. gigas (THUNBERG, 1793)
(GOMES, 2009).

O cultivo de ostras também depende das condic6es dos sistemas
marinhos, incluindo as areas Umidas e regifes estuarinas, bem como as
bacias de recepcdo e drenagem e as aguas interiores proximas a costa
(VAZ, 2012). Essas condi¢des podem ser alteradas pelas mudancas
climaticas, floracfes de algas tdxicas, poluicdo quimica e microbiana
(MOURA et al., 2011).

A primeira producdo comercial de C. gigas em Santa Catarina
foi registrada em 1991, no municipio de Floriandpolis. Em 2006 a
producdo atingiu 3.152,4 toneladas, porém, em 2007, houve uma
reducdo drastica de mais de 60%. Essa queda foi associada
principalmente a problemas de comercializacdo, sendo Floriandpolis e
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Palhogca os principais municipios produtores atingidos (FERREIRA,
OLIVEIRA NETO, 2006; OLIVEIRA NETO, 2008).

Em abril de 2008, outro fator que interferiu na venda de ostras e
mexilhdes na baia sul de Floriandpolis foi a floracdo de algas vermelhas.
A comercializacdo destes moluscos foi proibida na principal area de
cultivo em Santa Catarina (BRANDO, 2008).

Ja em janeiro de 2014, a Justica Federal interditou o cultivo de
moluscos na Grande Floriandpolis e exigiu estudos de impacto
ambiental. Essa interdicdo ocorreu devido ao vazamento de dleo no
inicio do més de dezembro, na subestacdo desativada da Celesc, na
localidade de Tapera, Sul da llha de Santa Catarina. Esta area foi
considerada como supostamente contaminada com a substancia
bifenilapoliclorada (PCBs), conhecida no mercado como ascarel,
(KREMER, 2014).

Esta interdicdo durou até o final do més de janeiro de 2014,
guando a Secretaria de Estado da Agricultura e da Pesca e a Companhia
Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina (CIDASC),
informaram que as amostras de moluscos analisadas pelo Laboratério de
Quimica Organica do 10-USP deram negativas para presenca de PCBs.
Com o resultado, a Secretaria da Agricultura e da Pesca e a CIDASC
avaliaram que ndo existia restricbes ao consumo de ostras, mariscos e
berbigdes naquela area (JVANOLLI, 2014).

1.4 A ostra Crassostrea brasiliana (LAMARCK, 1819)

Como ja descrito anteriormente, no Brasil existem trés espécies
de Crassostrea: C.gigas (Thunberg,1793), introduzida na década de 70
e duas espécies nativas: C. brasiliana (Lamarck,1819) = C. gasar e C.
rhizophorae. De acordo com o estudo de Melo e colaboradores (2010),
baseado na homologia da sequéncia do gene RNAr 16S, a ostra C.
brasiliana e C. gasar possuem sequéncias idénticas indicando que
ambas pertencem a mesma espécie. Mesmo diante da identificacdo
morfologica de espécies do género Crassostrea ser dificil e fortemente
influenciada pelo ambiente (LAM; MORTON, 2003), e recentemente
considerando as espécies C.gasar e C.brasiliana serem sinonimias,
surge a necessidade urgente de estudos morfolégicos para ambas as
espécies (MELO et al.,2010).

Segundo a EPAGRI (2010), 10% da producdo nacional de
moluscos ocorrem com as espécies nativas C. brasiliana e C.
rhizophorae. Nas Ultimas décadas, a producdo de ostras no Brasil
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cresceu consideravelmente e a ostra do mangue nativa C. brasiliana tem
sido cada vez mais cultivada em areas estuarinas brasileiras (PIE et al.,
2006). Tal atividade gera empregos, ajuda a fixar populagdes nativas
litordneas em seu ambiente tradicional, atua como complemento de
renda para pescadores artesanais e ainda auxilia na preservacdo
ambiental, no que diz respeito a manutencdo dos estoques naturais desta
espécie e preservacdo dos locais onde os cultivos sdo implantados
(FERREIRA; OLIVEIRA NETO, 2006).

Moluscos bivalves tém sido extensivamente utilizados como
sentinelas para monitorar (biomonitores) entrada de contaminantes em
ambientes marinhos e de estuarios (NOAA, 1993; O'CONNOR;
BELIAEFF, 1995). Estes organismos sdo sésseis e se alimentam por
filtracdo, caracteristicas que Ihes permite acumular produtos quimicos
em altas concentragdes, inclusive acima dos encontrados na &gua
circundante (OLIVER, et al., 2001).

Os bivalves (dentre eles, a ostra C.brasiliana) respondem
negativamente aos xenobidticos, com diminuicdo da taxa e no potencial
de crescimento (SINDERMANN, 1996). As ostras sdo animais bastante
delicados e particularmente vulneraveis a doengas, predadores, polui¢éo
industrial e outros riscos naturais, 0 que explica, em parte, a oscilagdo
entre crescimento e alteracdes no ciclo de producéo das ostras (DORE,
1991).

De fato, existe uma relacdo entre certas patologias, exposicdo a
contaminantes e a influéncia sobre o sistema imune dos bivalves. A
diminuicdo da resposta imune leva a um aumento de doencas e parasitas,
diminuindo o volume da gbnada. Segundo Perdue e colaboradores
(1983), o tecido da gdnada das ostras pode ser responsavel por 55% do
total do peso seco de carne. Essas respostas podem inferir um possivel
prejuizo econémico indiretamente provocado pela contaminacdo de
origem humana (SINDERMANN, 1996).

Além disso, a biotransformacdo de compostos organicos pelos
bivalves levam a formacdo de metabdlitos eletrofilicos reativos que
podem se ligar covalentemente ao DNA formando adutos (DE
MAAGD; VETHAAK, 1998). Como consequéncia, mutagdes podem
resultar em neoplasias e tumores em bivalves (WOLOWICZ et al.,
2005).

Diante destes fatores, o desenvolvimento ontogenético e a
resisténcia frente a agentes estressantes podem ser afetados de forma
substancial, levando a um retardo no crescimento ou até mesmo a morte
de muitos organismos, sobretudo nas fases mais iniciais do
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desenvolvimento (MARTIN; OSBORN; GLICKSTEIN, 1981). De fato,
o desenvolvimento reprodutivo é um dos processos fisioldgicos mais
importantes no ciclo de vida de qualquer espécie de bivalve
(ENRIQUEZ-DIAZ et al.,2009).

Um dos principais obstaculos para o estabelecimento do cultivo
de espécies nativas como, por exemplo, C. brasiliana, é a producédo em
larga escala de sementes em laborat6rio. Um dos fatores limitantes para
esta producdo é a imprevisibilidade na obtencdo de reprodutores
maduros oriundos do mar (GOMES, 2009), individuos que podem sofrer
influéncia direta da mé qualidade de agua marinha.

Parte das fazendas de cultivo de Santa Catarina esta assentada
em baias que recebem influéncia de efluentes de rios, aguas pluviais de
vias de trafego e esgoto clandestino, reconhecidas fontes poluidoras
(FLORES-NUNES, 2008; LUCHMANN, 2012). Nessas fontes destaca-
se a presenca de hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAS).
Dentre eles, alguns tém recebido uma atencdo especial, como o
fenantreno, desde que foram reconhecidos como compostos
potencialmente danosos e poluidores para o ambiente (FIGUEIREDO,
1999; VEIGA, 2003).

Estudos tém utilizado biomarcadores de respostas bioquimicas
e moleculares em moluscos bivalves com o objetivo de avaliar e
monitorar 0 impacto das atividades antropicas, observando a
bioacumulacdo de fenantreno em diferentes tecidos destes animais
(FLORES-NUNES, 2008; FLORES-NUNES, 2013; LUCHMANN, et al
2014).

1.5 Fenantreno

O fenantreno, é um hidrocarboneto policiclico aromatico
(HPA) constituido por trés anéis benzénicos, de baixo peso molecular,
semi volatil, amplamente distribuido no meio aquatico, considerado um
composto bastante toxico aos animais, exibindo amplo fator de
bioacumulagdo em organismos aquéaticos (FIGUEIREDO, 1999;
HANNAM et al., 2010; OLIVEIRA et al, 2007). Segundo Albers
(1995), por ndo possuirem sistemas de detoxificacdo bem
desenvolvidos, os moluscos bivalves, tendem a bioacumular esses
compostos mais intensamente.

Apesar de ndo ser caracterizado como um composto
carcinogénico, o fenantreno, possui em sua estrutura, uma regido de baia
observada em outros HPAs considerados carcinogénicos e, portanto,
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esta incluido na lista de poluentes prioritarios (Figura 2) pela USEPA
(2009). A regido de baia é uma regido concava formada pelas
ramificacBes na sequéncia de anel benzénico. Compostos que possuem
esta regido possuem maior tendéncia a carnogenicidade, pois tal
organizacdo dos 4tomos de carbono fornece um alto grau de reatividade
bioguimica (BAIRD, 2002; JERINA et al., 1978)
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Figura 2: Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs). Nesta figura estdo os
16 HPAs prioritarios em estudos ambientais de acordo com a Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 2009). Detalhe da estrutura do fenantreno
com representacdo da regido de baia (cdncava).

Na legislacdo brasileira inexistem regulamentacdes especificas
guanto a quantificacdo em sedimentos ou bioacumulagdo em
organismos das concentragcfes limites maximas e minimas, de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, que poderiam comprometer a
qualidade ambiental (PAVEI, 2007).
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Limites de risco ambiental sdo utilizados em exames
ecotoxicoldgicos, fisico-quimicos e dados toxicologicos humanos. Eles
representam as concentragdes ambientais de uma substancia, oferecendo
diferentes niveis de protecdo para 0 homem e 0s ecossistemas
(VERBRUGGEN; HERWIJNEN, 2011).

Um dos contaminantes mais abundantes e distribuidos no
ambiente aquético dentre os HPAs é o fenantreno (SCHAFER;
KOHLER, 2009).

Segundo o relatdrio de limites de riscos ambientais para o
fenantreno de Verbruggen e Herwijnen (2011), sdo utilizados limites de
risco ambiental para definir padrées de qualidade da &gua destinados
para a Comissdo de Coordenacdo Holandesa de Substancias. Segundo
este relatorio, a concentracdo maxima permitida (MPCw) de fenantreno
na agua doce e salgada ¢ de l,lug.L'l (VERBRUGGEN; HERWIJNEN,
2011).

Exposicdo a este composto tem sido associado a moluscos
bivalves demonstrando os efeitos causados nos diferentes tecidos desses
organismos aquéticos (EINSPORN; KOEHLER., 2008; HANNAM et
al., 2010; LUCHMANN et al., 2014; MOORE et al., 1984; PICCARDO
et al., 2001; SCHAFER; KOHLER 2009; SCHAFER et al., 2011).
Contudo existe uma caréncia de estudos que comprovem que O
fenantreno possa causar danos histopatoldgicos que comprometam a
salde das ostras. Por isso, a identificacdo de possiveis alteracdes
teciduais decorrentes da exposi¢do a fenantreno torna-se importante,
podendo ser proposta como biomarcadores da contaminacao aquética.

1.6 Histopatologia como biomarcador de efeito e poluicéo

A histopatologia é uma ferramenta que pode ser considerada
como um excelente método de comprovacdo de danos em um nivel de
organizacdo bioldgica superior aos moleculares e bioquimicos. Por isso
a histologia patoldgica é utilizada em anélises do efeito de xenobidticos
sobre biomonitores (ALBINATI, 2009; LINS et al., 2010; HEATH,
1995; SCHWAIGER et al., 1997).

Os hiomarcadores de efeito (histopatoldgicos) identificam
alteragdes morfoldgicas celulares e subcelulares que podem ocorrer de
forma direta e inicial e produzir um dano direto do téxico no organismo,
podendo afetar o crescimento e a competéncia reprodutiva (ZAGATTO;
BERTOLETTI, 2006).
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Como um parametro integrador das alteragdes dos sistemas
fisiolégicos e bioquimicos (MYERS; FOURNE, 2002), a hispatologia é
considerada uma ferramenta sensivel, que permite avaliar a salde do
organismo de uma forma mais integrada (SEGNER; BRAUNBECK,
1988).

Isoladamente, a histopatologia gera dados sobre lesdes em
niveis teciduais ndo especificando a causa pontual da lesdo, ou seja, ndo
diagnostica a contaminacdo, mas sim resposta bioldgica a agressdo, ou
ao estresse (LINS et al., 2010). No entanto, quando associados a outros
métodos de andlises, estudos histoldgicos podem auxiliar no diagnéstico
de patologias. Por exemplo, em moluscos bivalves tem-se usado as
alteragdes histolégicas para avaliar o estado da salde e do ecossistema,
pois estas fornecem informacBes sobre a frequéncia e distribuicdo de
processos toxicopaticos e sua relagdo com as atividades humanas
(COUCH, 1985; DA ROS; RIBA et al., 2004).

Neste estudo, além da utilizacdo de técnicas histologicas de
rotina, técnicas histoquimicas e de hibridizacdo in situ foram também
utilizadas para avaliar os possiveis danos bioldgicos causados pela
exposic¢do das ostras ao fenantreno.

1.7 Hibridizac&o in situ

A hibridizagdo in situ conhecida como ISH (in situ
hybridization), é uma técnica que associa métodos tradicionais de
histoquimica e imuno-histoquimica com métodos de biologia molecular
(PETRIDIS et al., 2009). Esta técnica permite localizar um gene
especifico, parte de sua sequéncia, seus transcritos ou, ainda, qualquer
sequéncia especifica de acidos nucleicos (DNA ou RNA) em tecidos
bioldgicos fixados e processados histologicamente, gerando informagdes
sobre a distribuicdo dessas moléculas nos diferentes tecidos e tipos
celulares de um determinado organismo (SILVA-VALENZUELA et al.,
2006).

Acidos nucleicos, assim como as outras macromoléculas,
ocupam posicbes precisas nas células e tecidos, e uma grande
guantidade de informacdo é perdida quando estas moléculas s&o
extraidas das células. Por esta razdo, tém sido desenvolvidas técnicas
nas quais sondas de A&cidos nucleicos sdo usadas para localizar
sequéncias especificas de DNA/RNA, enquanto elas ainda estdo nas
celulas (ALBERTS et al., 1999).
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Outras técnicas de biologia molecular, como a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), permitem a detec¢cdo de RNAmM ou DNA extraidos
de tecidos, mas ndo permitem observar a distribui¢do dos transcritos ou
RNA em um tipo de populacdo celular, ou em areas de diferentes
tecidos. Além disso, a técnica de ISH permite relacionar a presenca de
genes e seus transcritos com 0s processos patoldgicos (SILVA-
VALENZUELA, 2006).

Durante os altimos anos, os protocolos da técnica de ISH
tornaram-se padrdo nos laboratdrios (BARROSO-CHINEA et al., 2007).
Assim, em estudos ecotoxicoldgicos, além da utilizacdo de ferramentas
histologicas, imuno-histoquimica e histoquimicas, estdo sendo
introduzidas técnicas de ISH para a deteccdo de alteragbes causadas por
contaminantes (COSTA et al.,2012; FASULO et al., 2008; ITOH;
TAKAHASHI., 2007; SAKAMOTO et al., 2008; ZORITA et al., 2007).

A reacdo de ISH para deteccdo de RNAm vem concretamente
se estabelecendo como uma técnica complementar a rotina
histopatoldgica. A técnica de ISH envolve a marcacdo de nucleotideos,
fragmentos, ou sequéncias de DNA/RNA especificas, denominada
sonda. Existem atualmente diversos processos para a marcagdo da
sonda, podendo-se utilizar isétopos radioativos, fluorocromos ou outras
moléculas marcadoras (SIVIERO, 2013).

No presente estudo foram utilizadas sondas de RNA, tendo
como objetivo principal a ligacdo especifica com o0 mRNA-alvo no
tecido. A sonda foi marcada com a Digoxigenina (DIG). O método de
marcacdo da sonda de RNA com Digoxigenina é baseado em um
esterdide isolado das plantas Digitalis purpurea e Digitalis lanata.
Como as flores e as folhas dessas plantas sdo a Unica fonte natural de
digoxigenina, o anticorpo anti-DIG ndo se liga a outros materiais
biologicos tornando a marcacdo muito mais especifica (EISEL;
GRUNEWALD-JANHO; KRUCHEN, 2002).

Nesse método, uma fita complementar de RNA marcada com a
molécula digoxigenina (sonda) se liga complementarmente a sequéncia
de mRNA-alvo no tecido. A fita de RNA é desnaturada e quando este
processo é lentamente revertido, através da reducdo da temperatura, as
fitas complementares se anelam formando os hibridos (fita marcada —
sequéncia alvo). Entdo, a molécula ligada a sonda é detectada por um
anticorpo conjugado com a enzima fosfatase alcalina, a qual, quando em
contato com seu substrato, age sobre 0 mesmo gerando um precipitado
de cor azul arroxeado, sinalizando a localizacdo da sequéncia-alvo
(Figura 3).
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Figura 3: Esquema representando a imunodeteccdo por reagdo colorimétrica, da
sonda hibridizada com a sequéncia alvo (Adaptado de SCOTT, G.F., 2006).

Para o sucesso da reacdo é importante que a escolha da
preparacdo citoldgica ou histolégica seja a mais adequada. Cuidados
com a degradagdo do RNA devem ser tomados desde o processamento
dos tecidos. A fixacdo é uma etapa critica na reacdo, pois uma fixacdo
insuficiente pode resultar na perda do sinal de hibridizacdo e na
integridade morfoldgica (SIVIERO, 2013).

Ja a eficiéncia da reacdo de ISH propriamente dita depende do
estabelecimento correto de pardmetros que estdo diretamente
relacionados com as reacdes de desnaturagdo e anelamento, condicéo de
desnaturagdo, temperatura de hibridizacdo, concentracdo da sonda,
presenca de cations na reacdo e composicao da solucdo de hibridizacdo
(com ou sem formamida). Outras varidveis podem contribuir em alguns
pontos importantes da elaboracdo dos experimentos, como tamanho e
concentracdo da sonda, pareamento errbneo de base entre a sonda e 0
alvo (mismatch), lavagens da reagdo poOs-hibridizacdo e uso de uma
sonda fita simples versus uma sonda fita dupla (SIVIERO, 2013).

Mesmo diante da complexibilidade da técnica, a ISH tornou-se
uma técnica padrdo em laboratérios (BARROSO-CHINEA et al., 2007).
Quando comparado com os métodos imuno-histoquimicos para detectar
proteinas, a ISH identifica o local ou a célula, em que uma dada proteina
pode ser potencialmente sintetizada. Portanto, a ISH é um procedimento
que pode produzir melhores resultados do que a imuno-histoquimica,
principalmente quando as proteinas estudadas podem estar sendo
expressas abaixo do limite de deteccdo da técnica imuno-histoquimica,
ou sendo secretadas amplamente no meio extracelular (BARROSO-
CHINEA et al., 2007).
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1.8 Os citocromos P450 (CYPs)

Os citocromos P450 (CYPs) constituem uma ampla e
diversificada familia de proteinas pertencentes ao sistema de
biotransformacdo de xenobidticos de fase I, agindo na detoxificacdo ou
bioativagdo de drogas, farmacos, pesticidas e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (LUCHMANN, 2012; SARKAR, et al., 2006;
WAXMAN; AZAROFF, 1992). Por outro lado, muitos citocromos P450
possuem funcdes enddgenas especializadas no metabolismo de
moléculas sinalizadoras, como por exemplo, horménios esteroides,
eicosandides (vertebrados) e ferormdnios (REWITZ et al., 2006).

Em invertebrados marinhos, genes P450 e evidéncias
bioquimicas de atividade P450, ttm sido demonstrados nos grupos
Cnidaria, Annelidae (poliqueta), Mollusca, Artropoda (Crustacea e
Insecta) e Echinodermata (REWITZ et al., 2006). Os niveis de
citocromo P450 total e atividade monoxigenase tém sido estudados em
bivalves por décadas (LIVINGSTONE; KIRCHIN; WISEMAN, 1989;
STEGEMAN, 1985).

Os P450 também apresentam enorme relevancia quando se fala
em regulacéo enddcrina. Sabe-se que uma ampla variedade de poluentes
quimicos (compostos organoestanicos, metais pesados, herbicidas e
compostos xenoestrogénicos/fitoestrogénicos) pode induzir
anormalidades enddcrinas em invertebrados. Entretanto, o mecanismo
de acdo de cada um destes agentes causais, raramente tem sido
elucidado, principalmente devido a caréncia de informacdo sobre o
sistema endocrino dos invertebrados (JANER; PORTE, 2007). Em
alguns filos de invertebrados, como por exemplo, em moluscos e
equinodermos, esterdides sexuais possuem um importante papel na
producdo e diferenciacdo sexual (JANER; PORTE, 2007).

Alguns estudos tém tentado detectar proteinas CYP1A, que sdo
classicos biomarcadores de exposicdo a contaminantes organicos.
Contudo, a interpretacdo desses resultados em moluscos bivalves tem
sido complicada por problemas metodoldgicos, evidenciando a
necessidade de desenvolvimento de novas ferramentas para o estudo de
CYPs em bivalves (ZANETTE, 2009).

Com a aplicacdo de técnicas moleculares, por exemplo, muitas
bibliotecas de sequéncias expressas (ESTs - acrébnimo do inglés
expressed sequence tag) em certas espécies de moluscos bivalves tém
sido identificadas, bem como, tem fornecido informagdes extremamente
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Uteis para a elucidacdo de mecanismos bioquimicos e moleculares
(LUCHMANN, 2012; ZANETTE et al., 2010).

Investigacbes recentes realizadas em nosso laboratério
(LUCHMANN et al., 2014), comprovaram que a familia do gene CYP2
€ a mais induzida por fenantreno, destacando-se altos niveis de
expressao de RNAm para o CYP2AU1, em branquias e glandula
digestiva de ostras C. brasiliana expostas a concentra¢cdes bem acima
dos limites tolerados.

Diante da originalidade desse resultado, surgiu a necessidade de
realizar um estudo sobre a transcricdo desse gene sob diferentes
concentracBes de fenantreno e intervalos de tempo de exposi¢do. Foi
utilizada a técnica de hibridizacéo in situ para caracterizar a transcri¢do
do CYP2AUL nos ¢érgdos de C. brasiliana expostas ao fenantreno.
Diferente de outros métodos moleculares, a hibridizac¢do in situ € uma
técnica eficaz que permite observar a localizacdo especifica do RNA em
tipos celulares de diferentes drgdos das ostras. Esta caracteristica
possibilita observar possiveis diferencas funcionais dos tipos celulares e
a utilizacdo de o6rgdos ainda ndo vistos como alvo em técnicas de
estudos de biomonitoramento ambiental.

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar, em
laboratério, os efeitos e alteracbes moleculares e histoldgicas que o
fenantreno exerce sobre a ostra C. brasiliana ao longo de intervalos de
tempo de exposicdo, através da combinacdo das técnicas histologicas,
histoquimicas e de hibridizagdo in situ, visando a utilizacdo destas
técnicas nos programas de monitoramento ambiental. Dentre as
respostas avaliadas estdo & influéncia do fenantreno na histologia da
glandula digestiva, analises histoquimicas no manto das ostras e a
localizagdo da transcricdo do gene CYP2AUL nos tipos celulares dos
diferentes 6rgdos da ostra, através da técnica de hibridizacao in situ.

O artigo apresentado serd submetido para a publicacdo na revista
Aquatic Toxicology.
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RESUMO

Atividades relacionadas a aquicultura marinha, tais como, a ostreicultura
tem sido ameacada em fungdo do comprometimento da qualidade da
agua. O fenantreno é um dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) mais abundantes e distribuidos no ambiente aquatico. Bivalves
expostos a este composto mostraram efeitos nos diferentes tecidos. Este
estudo avaliou em laboratério, os efeitos e alteracbes moleculares e
histologicas que o fenantreno exerce sobre a ostra Crassostrea
brasiliana (Lamarck, 1819), ao longo de 10 dias de exposi¢cdo nas
concentragbes de 100 e 1000 ug.L™. Técnicas histolégicas,
histoquimicas, e a técnica de hibridizacdo in situ (ISH) foram utilizadas
para localizar os principais tecidos que apresentam transcrigdo do gene
citocromo P450 (CYP2AU1l). Foi realizada também a identificacéo
sexual e do estadio reprodutivo dos animais. Independente da
concentracdo de exposicdo ao fenantreno, os niveis de bioacumulacdo
pelas ostras aumentou com o passar do tempo de exposi¢do. Foram
observadas altera¢des histologicas na glandula digestiva e no manto dos


mailto:isis_mmartins@hotmail.com

40

animais expostos por 10 dias a fenantreno. As ostras expostas a maior
concentracdo de fenantreno apresentaram um aumento significativo de
células mucosas (p<0,05) em relagdo ao controle e aquelas expostas a
menor concentragdo de fenantreno tiveram uma maior atrofia na
glandula digestiva. Quanto a localizacdo dos transcritos do gene do
CYP2AUL1 observamos reagao positiva na branquia, glandula digestiva,
manto, intestino e gdnadas. Os resultados encontrados neste trabalho
demonstraram que o uso da técnica de ISH foi eficaz para localizar os
transcritos do CYP2AU1 em diferentes 6rgdos da ostra C. brasiliana,
além da importancia na identificacdo de possiveis alteracdes
histopatoldgicas decorrentes da exposicéo a fenantreno.

Palavras-chave: Histopatologia, ISH, poluicdo aquatica, ostra, HPAsS,
fenantreno, CYP2AUL.
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ABSTRACT

Activities related to marine aquaculture, such as oyster farming have
been threatened due to the impairment of water quality. Phenanthrene is
one of the most abundant and distributed polycyclic aromatic
hydrocarbon (PAH) in the aquatic environment. Bivalve molluscs
exposed to this compound have shown effects in different tissues. This
study evaluated under laboratory conditions, the molecular and
histological changes and effects of phenanthrene on the oyster
Crassostrea brasiliana (Lamarck, 1819), over 10 days of exposure at
concentrations of 100 and 1000 pg L™. Histological, histochemical, and
in situ hybridization (ISH) techniques were used to identify the
transcription sites of cytochrome P450 isoform (CYP2AUL). Sex and
reproductive stage were identified in all organisms. Independent of the
phenanthrene exposure concentration, levels of bioaccumulation by
oysters have increased along the exposure period. Histological changes
were observed in the digestive gland and in the mantle of animals
exposed for 10 days to phenanthrene. Oysters exposed to higher
concentrations of phenanthrene showed a significant increase of
mucosal cells (p<0.05) compared to the control and those exposed to
lower concentrations of phenanthrene had greater atrophy in digestive
gland. As for the location of the CYP2AUL, gene transcripts showed
positive reactions on gill, digestive gland, mantle, gut and gonads. The
results observed in this study have shown that the use of the ISH
technique was effective to locate the transcripts of CYP2AUL in
different organs of oyster C. brasiliana, besides the importance in
identifying possible histopathological changes arising from exposure to
phenanthrene.

Key words: Histopathology, ISH, aquatic pollution, Oyster, HPAsS,
phenanthrene, CYP2AUL.
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2. INTRODUCAO

A exploracdo, o refino e a distribuicdo de petréleo e seus
derivados, podem causar eventos de exposicdo aguda e/ou cronica de
seus efluentes (KENNISH, 1992).

Embora acidentes envolvendo a atuacdo da indUstria do petréleo
tenham grande destaque na midia, a contaminacao crdnica corresponde a
maior parcela de petroleo introduzida nos ecossistemas costeiros. De
acordo com Gabardo (2007) e Tiburtius e colaboradores (2005), o aporte
cronico de petroleo e seus derivados pode ocorrer através do escoamento
urbano, de efluentes industriais e domésticos, da navegacdo, do
transporte, além de pequenos e continuos vazamentos de combustiveis
em pontos de distribuicao.

Atividades relacionadas 4 aquicultura marinha, tais como,
ostreicultura, mitilicultura e piscicultura tém sido ameagadas em funcédo
do comprometimento da qualidade da dgua decorrente do lancamento de
contaminantes antrépicos nas zonas costeiras (BAYEN; LEE;
OBBARD, 2007; DUMBAULD; RUESINK; RUMRILL, 2009; FAO,
2007).

O fenantreno é um hidrocarboneto policiclico aromatico (HPA)
constituido por trés anéis benzénicos, de baixo peso molecular, semi
volatil, amplamente distribuido no meio aquético, considerado um
composto bastante toxico aos animais, exibindo amplo fator de
bioacumulagdo em organismos aquéaticos (FIGUEIREDO, 1999;
HANNAM et al.,, 2010; OLIVEIRA et al, 2007). Segundo Albers
(1995), quando comparado a vertebrados, moluscos bivalves possuem
baixa atividade de detoxificagio de HPAs, por isso tendem a
bioacumular esses compostos mais intensamente.

Apesar de ndo ser caracterizado como um composto
carcinogénico, o fenantreno, estd incluido na lista de poluentes
prioritarios pela USEPA (2009). O fenantreno é um dos contaminantes
mais abundantes e distribuidos no ambiente aquéatico dentre os HPAs
(SCHAFER; KOHLER, 2009). Exposicdo a este composto tem sido
associado a moluscos bivalves demonstrando os efeitos causados nos
diferentes tecidos desses organismos aquaticos (EINSPORN;
KOEHLER., 2008; HANNAM et al., 2010; LUCHMANN et al., 2014;
MOORE et al., 1984; PICCARDO et al., 2001; SCHAFER; KOHLER
2009; SCHAFER et al., 2011).

Contudo existe uma caréncia de estudos que comprovem que 0
fenantreno possa causar danos histopatolégicos que comprometam a



43

salde das ostras. Por isso, a identificacdo de possiveis alteracdes
teciduais decorrentes da exposicdo a fenantreno torna-se importante,
podendo ser proposta como biomarcadores da contaminagao aquatica.

Investigacbes recentes realizadas em nosso laboratdrio
(LUCHMANN et al., 2014), comprovaram que a familia do gene CYP2
ser a mais induzida por fenantreno, destacando-se altos niveis de
expressao de RNAm para o CYP2AUL, em branquias e glandula
digestiva de ostras C. brasiliana expostas a concentracdo de 1000
ng.L™. A familia de proteinas pertencentes ao sistema de
biotransformacdo de xenobioticos de fase I, os citocromos P450, agem
na detoxificacdo ou bioativagdo de drogas, farmacos, pesticidas e
também de HPAS, como por exemplo, o fenantreno (LUCHMANN,
2012; SARKAR et al., 2006; WAXMAN; AZAROFF, 1992).

Diante da originalidade desse resultado, surgiu a necessidade de
realizar um estudo sobre a transcricdo do gene CYP2AUL sob diferentes
concentragBes de fenantreno e intervalos de tempo de exposigdo. Foi
utilizada a técnica de hibridizacéo in situ para caracterizar a transcri¢do
deste gene nos o6rgdos de C. brasiliana expostas ao fenantreno.
Diferente de métodos bioquimicos que apenas quantificam o gene e de
outros métodos moleculares, a hibridizacdo in situ é uma técnica eficaz
gue permite observar a localizacdo especifica do RNA em tipos
celulares de diferentes 6rgdos das ostras. Esta caracteristica possibilita
observar possiveis diferencas funcionais dos tipos celulares e a
utilizacdo de 6rgéos ainda ndo vistos como alvo em técnicas de estudos
de biomonitoramento ambiental.

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar, em
laboratério, os efeitos e alteracbes moleculares e histoldgicas que o
fenantreno exerce sobre a ostra C. brasiliana ao longo de intervalos de
tempo de exposicdo, através da combinacdo das técnicas histologicas,
histoquimicas e de hibridizacdo in situ. Dentre as respostas avaliadas
estdo a influéncia do fenantreno na histologia da glandula digestiva,
analises histoquimicas no manto das ostras e a localizacdo da transcri¢do
do gene CYP2AUL nos tipos celulares dos diferentes 6rgdos da ostra,
através da técnica de hibridizag&o in situ.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material biolégico e aclimatacao

Ostras do mangue Crassostrea brasiliana (=Crassostrea gasar)
de 5-7,5 cm de altura (GALTSOFF, 1964), de mesmo lote e condi¢des
de cultivo foram coletadas (n =100) da estacdo do Laboratério de
Cultivo de Moluscos Marinhos do Departamento de Aquicultura da
Universidade Federal de Santa Catarina (LMM-UFSC) localizado na
praia de Sambaqui em Floriandpolis, SC. As ostras foram transportadas
até a sala de aclimatacdo do Laboratdrio de Moluscos Marinhos (LMM),
na Barra da Lagoa (Floriandpolis, SC), onde permaneceram por um
periodo de aclimatacdo de 7 dias, sob condigdes controladas: agua do
mar filtrada (poro de 0,45um), temperatura constante (21°C), salinidade
(25), aeragdo constante e alimentagdo de manutencéo (8,0 x 10* cél.mL™
Isochrysis galbana; 8,0 x 10* cél.mL"* Chaetoceros muelleri).

3.2 Delineamento Experimental

Ap6s o periodo de aclimatacdo no LMM, as ostras foram
transportadas imediatamente para a sala de bioensaios do Laboratério de
Biomarcadores de Contamina¢do Aquética e Imunoquimica (LABCAI-
UFSC) e acomodadas em aquarios por 24 horas antes da exposi¢do ao
contaminante.

A exposicdo foi realizada em trés aquarios de vidro de 60 litros
(n=50 ostras/aquério) sob condic¢Bes controladas: dgua do mar filtrada
(poro de 0,45 uM) sendo (1L de agua do mar filtrada por animal),
temperatura constante (21°C), salinidade (25), aeragdo e concentragao
nominal de fenantreno constante. Os aquarios foram cobertos com
tampa de vidro e acomodados dentro de caixas plasticas adaptadas com
filtro de ar para diminuir a contaminacdo do ar por fenantreno no
laboratorio.

O experimento consistiu em um grupo controle com 0,01% de
dimetilsulféxido (DMSO), utilizado como veiculo do fenantreno (CT);
um grupo exposto a 100 ug.L‘1 (T1) de fenantreno e um grupo exposto
a 1000 pg.L™ (T2). As duas concentracdes de fenantreno foram
escolhidas através de avaliacdes de estudos anteriores realizadas em
C.brasiliana (LUCHMANN, 2014). O experimento foi realizado em
regime semi-estatico com renovacgdo da dgua com DMSOQO, fenantreno
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100 pg.L™ e fenantreno 1000 pug.L™ nos aquarios controle (CT), T1 e
T2, respectivamente, a cada 24 horas (Figura 4).

Figura 4: Manutencdo das ostras Crassostrea brasiliana nos aquarios de vidro,
cobertos por caixas plasticas para minimizagdo da contaminagdo por fenantreno no
ar. CT) Ostras do grupo controle sem contaminante (0,01% de DMSO). T1) Grupo
de ostras expostas a 100 pg.L™ e o grupo exposto a 1000 pg.L? (T2).

A solucdo estoque foi utilizada a cada 24 horas até o final do
experimento, para manter as concentragdes iniciais da exposi¢do. O
efluente liquido gerado diariamente no experimento foi tratado com
carvao ativado e posteriormente descartado. O processamento e as
analises das ostras foram realizadas no LABCAI/UFSC e no Laboratério
de Malacologia Experimental (LAMEX- UFSC), do NEPAQ- Ndcleo de
Estudos em Patologia Aquicola.

3.3 Manutencao das ostras nos aquarios

Durante todo o periodo de exposicdo, as ostras foram
alimentadas uma vez ao dia, com a mesma dieta da aclimatacdo, duas
horas antes da exposicdo na seguinte sequéncia: esvaziamento dos
aquarios - renovacdo com agua do mar limpa - alimentacdo por 2h —
esvaziamentos dos aquérios - renovagdo da dgua de acordo com o
delineamento (CT, T1, T2).

Grupos de 10 ostras foram coletados de cada tratamento (T1 e
T2) e controle (CT) apo6s 1, 5 e 10 dias de exposicdo, sendo 0s animais
medidos, pesados e dissecados para a coleta de tecidos para analises
guimicas, histolégicas e moleculares.
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3.4 Analises histopatoldgicas
3.4.1 Tratamento e preparacao das amostras

Para as analises histoldgicas, tecidos de oito ostras de cada
grupo (tempo e concentragdo) foram retirados das conchas e realizada a
macrotomia em plano transversal retirando-se a regido mediana do
corpo com aproximadamente 0,5 cm de espessura. A regido do corte
inclui glandula digestiva (ou diverticulo digestivo), branquias, génadas e
manto, além de parte do intestino e estdmago. O corte abrange o final do
palpo labial e inicio da branquia na regido inferior e o final da glandula
digestiva na regido superior do corpo do animal (Figura 5). Estas
amostras foram acomodadas em histocassetes identificados e
imediatamente fixados em formol tamponado (PBS; pH 7,3; 0,1M) nos
trés periodos de coletas (1, 5 e 10 dias).

Manto

Gléandula Digestiva

Estdmago

T 00 o T
o b G |ﬁ
Gonada

Figura 5: Ostra da espécie Crassostrea brasiliana, demonstrando o corte da secao
transversal realizado para as analises histologicas. A seta indica o local da
macrotomia, com detalhe do corte transversal dos Orgdos em histocassete
identificado.

Decorridas aproximadamente 48 horas de fixagéo, os cortes da
secdo transversal das ostras foram processados para evitar a degradacéo
do RNA nos tecidos. O processamento histoldgico seguiu uma rotina de
desidratacdo e inclusdéo (MARTOJA; MARTOJA-PIERSON, 1970) em
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processador automatico de tecidos (Lupetec, PT05), onde o alcool, xilol
e parafina eram livres de RNases e DNases.

Os blocos histolégicos de parafina foram submetidos &
microtomia (5uM) em micrétomo rotativo (Lupe, MRPO03). Os cortes
foram estirados e recolhidos em um banho termostatico (Fanem, 100) a
52°C.

Os cortes das ostras para as andlises histologicas de rotina
foram montados em laminas de vidro (Prolab). Para a andlise de ISH, os
cortes foram montados em laminas_de vidro silanizadas (Sigma), pré-
aquecidas por 24 horas em estufa (Deleo, DLSO2) a 70°C.

As laminas de cada animal foram montadas e destinadas para as
analises histologicas, histoquimicas e de ISH. Os cortes histoldgicos
foram corados com Hematoxilina de Harris e Eosina - HHE
(HOWARD; SMITH, 1983). Também foram realizadas técnicas
histoquimicas coradas com Alcian Blue seguindo metodologia adotada
por Cargnin-Ferreira e Sarasquete (2008), para detectar a presenca de
células mucosas no manto.

As laminas foram analisadas e fotografadas em microscopio de
luz (Carl Zeiss Primo StariLED). O diagndstico das analises
histopatoldgicas foi realizado por um s6 individuo.

As lesdes ou alteragdes histopatoldgicas nos érgéo-alvo (manto,
glandula digestiva, branquia, gbnada e estdbmago) das ostras C.
brasiliana foram relacionadas a uma escala semi-quantitativa da
intensidade do efeito ou da extensdo da éarea afetada.

As possiveis alteracdes diagnosticadas nas branquias foram
guantificadas através da contagem da frequéncia de cada alteracdo,
seguindo a metodologia adotada por Carballeira e colaboradores (2011).
Para uma avaliacdo de possiveis alteracdes na glandula digestiva, foi
realizada uma analise visual dos tdbulos, avaliadas de forma semi-
quantitativa de acordo com Ellis e colaboradores (1998).

Métodos de &cidos mucopolissacarideos (coloragdo por Alcian
Blue) foram utilizados para detectar a presenca de células mucosas no
manto e a quantificagdo foi realizada por contagem alcian blue
positivas, utilizando-se o software Image J 1.47t (Fiji).

Também foram avaliadas a presenca de inflamagéo dos tecidos,
de edema, neoplasias e tumores, seguindo a metodologia proposta por
Ellis e colaboradores (1998).

A determinacdo das fases do ciclo reprodutivo (Gametogénese,
Replecdo/Pré-desova, Desova Parcial, Desova Total, Repouso ou
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Indeterminado) foi baseada nas classificagdes qualitativas da ostra
C.brasiliana segundo Ramos e colaboradores (2014).

Adicionalmente, oito amostras de manto e branquia de cada
grupo (mesmas ostras utilizadas nas andlises histologicas) foram
preservadas em RNA later (Sigma - Aldrich) e mantidas em gelo até
serem armazenadas em freezer -80°C para analises moleculares
posteriores. Além disso, foram coletados pools de ostras (50g) por
tratamento, nos trés periodos de exposicao, para as analises quimicas.

3.5 Analises Moleculares

3.5.1 Selecédo do gene

O gene da isoforma de citocromo P450 CYP2AUL1 foi escolhido
para os estudos de ISH por ter sido aquele, dentre outras isoformas de
citocromo P450, que apresentou uma maior taxa de transcricdo em
ostras C. brasiliana expostas a fenantreno (LUCHMANN et al., 2014).
A sequéncia do gene escolhido passou por um processo de montagem de
sequéncias (“assembly”) utilizando o programa CAP3 (Sequence
Assembly Program) (HUANG, MADAN, 1999).

3.5.2 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido das branquias utilizando o reagente
TRIzol (Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante. A
guantificacdo do material extraido foi checada a partir das leituras de
260nm/280nm em espectrofotdmetro  NanoDrop ND-1000 UV-Vis
(NanoDrop, Technologies) e as amostras foram armazenadas a -80°C.

A sintese de cDNA foi realizada com o kit OmniscriptTM
Reverse Transcriptase (Qiagen) de acordo com as instrugdes do
fabricante. As amostras foram quantificadas como descrito
anteriormente e armazenadas a -20°C para analises posteriores.

3.5.3 Desenho dos iniciadores e analises de PCR

Uma das preocupacdes iniciais para o desenho de iniciadores
especificos para CYP2AU1 era o fato de que existiam mdltiplas
sequéncias de RNAm identificadas no transcriptoma de C. brasiliana
semelhantes a este gene, pertencentes a sub-familia CYP2. Assim, 31
sequéncias homologas ao gene (CYP2AU1) foram obtidas do banco de
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dados e alinhadas juntamente com outras sequéncias homologas ao gene
(CYP2AUL), de outras espécies proximas evolutivamente, que estavam
disponiveis no GeneBank. Estas sequéncias foram alinhadas utilizando o
programa BioEdit (HALL, 2011). A traducdo deduzida das sequéncias
de nucleotideos para aminodcidos foi realizada através do servigo
Translate a DNA Sequence (http://www.vivo.colostate.edu), e as
mesmas foram utilizadas pelo programa de bioinformatica BLAST —
Protein blast (blastp), disponivel como servico online na web site do
NCBI, para identificacdo de sequéncias homélogas ao gene (CYP2AUL).

As regides que apresentaram a menor conservacdo entre as
espécies foram escolhidas para o desenho de iniciadores especificos,
visando amplificar uma regido interna do gene de aproximadamente
500pb. Para isto, foi utilizado o software Primer3plus e também os
anelamentos foram testados utilizando o programa jPCR (Java web
tools) visando especificidade para o gene CYP2AU1. Os pares de
iniciadores, mostrados na Tabela 1, foram sintetizados pela empresa
Integrated DNA Technologies (IDT).

Tabela 1: Codigo e sequéncia dos iniciadores especificos utilizados.

Cédigo  Sequéncia dos iniciadores 5° — 3’

P2 Forward TGCAGGCCCACAGAAATC

P2 Reverse  CATTTTTCCTGTTTTACGCTTTTT
P4 Forward TGCAGGCCCACAGAAATC

P4 Reverse  CTTTAGGGACGTGGATGCATTCA
P5 Forward TGCAGGCCCACAGAAATC

P5 Reverse TCTGTTCCCTTGTGTATGGCA
P16 Forward CTCTGATTTGGAGGCTGACG

P16 Reverse ~ ATGCATCCACGTCCCTAAAG

P23 Forward CACTCTGATTTGGAGGCTGAC
P23 Reverse ~ ATGCATCCACGTCCCTAAAG

3.5.4 Amplificacéo pela Reacdo em Cadeia da Polimerase

O kit Advantage 2 PCR mix (Clontech) foi utilizado na
padronizagdo das condigdes de PCR, realizado no termociclador T-
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Gradient (Biometra), para a amplificacdo do fragmento de tamanho
esperado (672pb). O programa foi modificado para uma reacdo de PCR
Touchdown (DON et al., 1991; ROUX, 1995), com um ciclo inicial de
desnaturagdo de temperatura 94°C durante 2 minutos, seguida de
parametros de ciclagem que desceram 1 grau na temperatura de
anelamento (55°C até 50 °C) com ciclos de 25 vezes e, por fim, 72°C
por 10 minutos para desativacdo da enzima Polimerase. Apés a PCR e
digestdo com a enzima ECORI (Invitrogen), o produto final de 672pb
foi analisado em gel de TBE 1x/agarose 2% (Anexo A).

3.5.,5 Purificacdo, Clonagem, Digestdo e Sequenciamento dos
fragmentos dos produtos de PCR para confirmacéao do gene.

O produto da reacdo com tamanho esperado (672 bp) foi
purificado utilizando o QIAquick Gel Extraction Kit® (Qiagen), de
acordo com as instru¢cdes do fabricante. Foram utilizados 2ul para
guantificacdo do cDNA em 260nm e 280nm no espectrofotdmetro
(NanoDrop, Technologies) e, o restante, utilizado para a clonagem.

Ap6s a purificacdo, foi utilizado o kit para clonagem TOPO®
TA Cloning ®kit Dual Promoter, no qual o inserto foi ligado ao vetor do
kit (o)CRtm Il — Topo® vector) contendo os promotores T7 e SP6
polimerases de cada lado do plasmideo, com posterior transformacéo de
bactérias calcio competentes DH5a através de choque térmico a 42°C.

As bactérias transformadas foram incubadas em placa de agar
35g/L (LB Agar- Sigma) com ampicilina (L00mM), IPTG (0,5mM) e X-
GAL (50mM) durante 18 horas a 37° C para o crescimento das colonias.
Em fungdo do método de selecdo colorimétrico, as colbnias que
apresentaram cor branca foram transferidas para o meio liquido para
crescimento, contendo 1 mL de meio de cultura 20g/L (LB Broth -
Sigma) e 100mM de ampicilina e mantidas durante 18 horas a 37° C em
agitacdo constante (140 rpm).

A purificacdo do DNA plasmidial foi realizada a partir de 1,5
mL do meio liquido contendo as coldnias, com o kit Plasmid Mini
(Qiagen) de acordo com as instrucdes do fabricante e 2uL do material
purificado foi quantificado por espectrofotometria conforme descrito
anteriormente. Amostras de 700 pL de meio liquido (LB Broth - Sigma)
com bactérias contendo 300 uL de glicerol, foram estocados a -80° C,
para preservacdo deste material para ISH.
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Foi realizada ainda a digestdo do DNA plasmidial com a enzima
de restricdo ECORI (Invitrogen) para confirmacéo do tamanho esperado
do fragmento nas seguintes condicdes: 2 pL do tampdo ECORI (10x); 1
pHg da enzima ECORI (50mM); 1 pg de RNase A; 2uL de DNA
plasmidial purificado (50 ng/uL) e 14 pL de agua para biologia
molecular, totalizando um volume final de 20 pL por reagéo.

Os sequenciamentos dos fragmentos obtidos com os iniciadores
especificos foram realizados no Laboratério de Biomarcadores de
Contaminagdo Aquatica e Imunoquimica da UFSC. A reacdo de
amplificacdo dos fragmentos contidos nos plasmideos foi realizada
utilizando-se o kit ABI BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems,
EUA). O sequenciamento foi realizado no equipamento ABI 3130
Genetic Analyzer System (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas
foram primeiramente submetidas a uma avaliagdo de qualidade pelo
programa ABI Sequencing Analysis Software v5.3.1 (Applied
Biosystems) e posteriormente agrupadas pelo programa
CAP3 (Sequence Assembly Program) (HUANG, MADAN, 1999),
formando sequéncias consenso.

Ap6s o seqlienciamento do produto das clonagens, a sequéncia
formada foi entdo comparada com a sequéncia esperada, utilizando o
programa para edigdo de sequéncias BioEdit (Ibis Biosciences).

Posteriormente, os plasmideos foram linearizados com as
enzimas de restricdo (ECORV e BAMHI) especificas aos seus
promotores SP6 e T7 seguindo as instrugdes do fabricante, e
precipitadas através do kit QlAquick Gel Extraction Kit® (Qiagen), a
fim de obter uma alta qualidade de DNA para a sintese de ambas as
sondas sense e antisense pela transcricéo in vitro.

3.5.6 Preparacdo da sonda de RNA (Transcricao in vitro)

As ribosondas sense (negativo) e antisense (positivo) utilizadas
no Dot Blot e na hibridizagdo in situ foram transcritas in vitro e
marcadas ndo radioativamente com digoxigenina (DIG), com base no
procedimento descrito por Barroso-Chinea e colaboradores (2007), com
algumas modificacoes.

Como template foi utilizado um plasmideo recombinante
contendo o produto de 672pb proveniente da PCR. O fragmento foi
clonado no plasmideo TOPO® TA Cloning ®kit Dual Promoter, no
qual o inserto foi ligado ao vetor do kit (pCRtm Il — Topo® vector)
conforme as instrucdes do fabricante. O primeiro passo foi linearizar os
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plasmideos e transcrevé-los com RNA polimerases apropriadas para
sintetizar as ribosondas sense e antisense. Os 120 pl da transcrigdo in
vitro incluem 6ug de template de cDNA plasmidial linear, 0,5 mM de
rATP, rCTP, rGTP, 0,325 mM de rUTP, 0,175 mM de DIG rUTP
(Roche), 0,1 M de DTT, 120 U de RNase inhibitor (Promega) e 114 U
de T7 ou SP6 RNA polimerase (Promega). Depois de sintetizar durante
2 horas a 37°C, o template de cDNA foi digerido com 6U RNase free
DNase (Promega) por 15 minutos a 37°C. Em seguida, as ribosondas
foram precipitadas com adi¢do de cloreto de litio 4M, etanol 100% e
tampédo 10mM de Tris elmM de EDTA e recuperadas por centrifugacao
a 4°C por 30 minutos. A qualidade da sintese da sonda e do anticorpo
anti-DIG conjugado a fosfatase alcalina (Roche) foi monitorada pela
técnica de Dot blot.

3.5.7 Dot Blot

A técnica de Dot Blot foi realizada com base no procedimento
descrito por MULLER (2004). Amostras de RNA extraidas de ostras C.
brasiliana foram desnaturadas por 10 minutos a 65°C e entdo
imobilizadas (6pl) em membrana de nitrocelulose sob vacuo, utilizando-
se o sistema Hybri-Slot Manifold (Life Technologies). Posteriormente a
aplicacdo das amostras, a membrana foi lavada com NaOH 0,4 M e SSC
10X. Ap6s incubacdo a 80°C por 2 horas em solucdo de pré-
hibridizagdo (SSC 10X, reagente de bloqueio 1%, SLS 0,1%, SDS
0,2%), a membrana foi incubada durante a 65°C com a sonda marcada
com DIG, previamente desnaturada.

A membrana foi lavada, sucessivamente, com tampéao 1 (SSC
2X, SDS 0,1%), tampdo 2 (SSC 0,5X, SDS 0,1%) e tampdo 3 (&cido
maléico 0,1 M, NaCl 0,15 M, Tween 20 0,3%) e, entdo, foi incubada em
solucdo de blogueio 1X (Roche) por 30 minutos a temperatura ambiente
(TA). A imunodeteccéo foi realizada com anticorpo anti-DIG conjugado
a fosfatase alcalina (Roche), diluido em solucdo de bloqueio 1:500, por
incubacdo com a membrana por 30 min (TA). Apds ter sido mantida em
tampdo de lavagem 3 por 30 min, a membrana permaneceu submersa em
tampéo de deteccdo (Tris 0,1 M, NaCl 0,1 M, pH 9,5) por 5 minutos. A
deteccdo foi realizada incubando-se a membrana com NBT/BCIP
(Roche) em tampao de detecgdo no escuro por até 1 hora.
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3.5.8 Hibridizac&o in situ

A técnica de hibridizacdo in situ foi realizada com base no
protocolo abcam®. Para esta técnica, foi utilizada ribossonda marcada
com digoxigenina e testada previamente por Dot Blot.

Aquecimento das
léGminas
Desidratagdo das

Tratamento das I&minas !
Iadminas emblocadas | ===p | com proteinase K para Banhos estringentes
em parafina s expor o MRNA

Desnaturac@o Detec¢do do anticorpo
da sonda pela fita hibrida

1

i Revelagdo com
Sintese da sonda de RNA NBT/BCIP
Contra coloragdo
Bismarck Brown

Figura 6: Etapas da técnica de ISH para localizagdo do CYP2AUL na ostra
Crassotrea brasiliana (Adaptado do protocolo Abcam®).

Aplicagao de 2,6ng/ul

da solugao de sonda

sobre os tecidos
nas laminas

Hibridizagdo da sondo)

Resumidamente, apds desparafinizacdo e hidratacdo, as laminas
foram digeridas com 20 pg/ml de proteinase K (Promega) pré-aquecidas
incubando-as a 37°C por 10 min. A pré-hibridizacdo foi realizada com
as laminas incubadas por 1 hora a 65°C em solucdo de pré-hibridizacéo
na cAmara Umida. A hibridiza¢&o ocorreu quando o tecido desnaturado
foi coberto com a sonda sense ou antisense (2,6 ng/ul) marcada com
DIG, também desnaturada (65°C por 30 min) e as laminas incubadas
durante a noite a 65°C. As laminas foram lavadas em banhos pds-
hibridizag8o a 45°C de acordo com o protocolo.

Posteriormente, as laminas foram bloqueadas em solucdo de
bloqueio (MABT, 1% de blocking reagent (Roche), 2% ABS) por 1
hora a temperatura ambiente na cdmara Umida. A imunodeteccéo foi
realizada com anticorpo anti-DIG conjugado com fosfatase alcalina
(Roche), diluido em solucéo de bloqueio (1:500). Apéds incubacéo de 2
horas, em camara Umida, as laminas foram lavadas em tampédo de
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lavagem MABT e incubadas no escuro a 37°C com a solugdo de
revelacdo NBT/BCIP (Roche). A reacdo foi interrompida pela incubacgdo
das laminas com PBS (durante a noite a 4°C). Ao final, os cortes foram
contra corados com Bismarck Brown Y 0,5%, desidratados e as laminas
montadas com laminula e meio de montagem ERV-MOUNT (Easy
Path). A hibridizacdo com as ribossondas sense foram utilizadas como
controle negativo.

Os resultados da presenca da isoforma CYP2AUL nos diferentes
tecidos das ostras expostas por 10 dias a fenantreno e controle, foram
semi-quantificadas de acordo com o método de avaliacdo de ISH
proposto por HENKE e colaboradores (2006), onde o grau da coloragdo
foi classificado como de baixa (+), média (++) e alta (+++) intensidade.

3.6 Analises quimicas das ostras C. brasiliana

Para avaliar os niveis de biocacumulacdo de fenantreno nas
ostras, 0 mesmo numero amostral (72 ostras) remanescente (analises
histopatoldgicas) foi utilizado para a andlise quimica. Foram coletados
pools dos tecidos (50g) restantes da disseccdo histologica de cada
tratamento (T1, T2 e CT), nos trés tempos de exposi¢do (1, 5 e 10 dias)
e imediatamente congelados para a analise quimica.

Posteriormente, os tecidos respectivos a cada tratamento e
periodo de coleta foram secos, extraidos e submetidos a um
cromatégrafo a gas e posteriormente quantificados seguindo o
procedimento metodoldgico baseado em Macleod e colaboradores
(1986) no Laboratério de Quimica Organica Marinha (I0-USP).

3.7 Analise dos dados

Para a aplicacdo dos testes estatisticos adequados, os dados
foram avaliados quanto a sua normalidade (teste de D’Agostino &
Pearsons) e homocedasticidade (Teste de Levene). A distribuicdo foi
considerada normal ou homocedastica para p>0,05. Aqueles que
apresentaram distribuicdo normal e foram homoscedasticos foram
avaliados por meio de testes paramétricos. Aqueles que nédo
apresentaram normalidade foram analisados por testes ndo-paramétricos.
Os resultados da quantificacdo do percentual das células mucosas no
manto foram transformados na funcdo arco-seno (FOWLER; COHEN,
1998) e verificados quanto a presenca de valores discrepantes (outliers)
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através do Teste de Grubbs, sendo, entdo, excluidos das analises
estatisticas.

As andlises estatisticas dos dados foram realizadas mediante
Anélise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey e para
dados ndo-paramétricos Kruskal-Wallis, seguido de teste de comparacédo
multipla de Dunn’s. As analises estatisticas foram realizadas com 0
software Statistica 6.1. e GraphPad Prism 5. Diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise quimica das ostras

Os niveis de fenantreno, dos pools de tecidos de ostras C.
brasiliana tratadas e controles, apresentaram valores acima do limite de
deteccdo. Para isso, as amostras foram diluidas 100 vezes para que 0s
niveis de concentracdo pudessem ser calculados como ilustrado na
tabela 2.

Tabela 2: Niveis de bioacumulacdo de fenantreno de pools de ostras
C.brasiliana (n= 72) expostas a 100 e 1000 pg.L™ de fenantreno e grupo
controle (sem adicdo de fenantreno) coletadas apés 1, 5 e 10 dias de
exposicdo.Valores expressos em pg.g™ peso seco.

Periodo Tratamentos

CT T1 T2
1dia 56,77 67,33 117,18
5 dias 35,69 111,94 412,60
10 dias 47,12 237,70 872,16

Legenda: CT- Controle; T1 — Ostras expostas a 100 pg.L ™; T2 — Ostras expostas a 1000 pg.L *

De acordo com a tabela acima, observamos que os niveis de
bioacumulacéo (pg.g” peso seco) de fenantreno nas ostras aumentou
com o passar do tempo de exposi¢do nas duas concentragdes testadas.

Ap6s 10 dias no laboratério, o grupo controle (CT), apresentou
niveis de concentracio de fenantreno de 47,12 pg.g . E importante
salientar que os niveis de fenantreno nos pools de ostras coletadas do
ambiente de cultivo (tempo zero) apresentaram uma concentragdo basal
de 43,6 ug.g ™.

Niveis elevados de fenantreno foram observados nos animais
expostos por 10 dias as duas concentracdes, atingindo 237,7 pg.g “em
T1 e 872,1ug.g" em T2. E importante ressaltar que o fenantreno foi
introduzido nos aquérios diariamente, de acordo com o tratamento
determinado.
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4.2 Alterac0es histopatoldgicas

Neste estudo ndo foi observada mortalidade das ostras durante
todo o experimento. A analise por microscopia de luz nas branquias,
intestino e estdmago (Figura 7) ndo evidenciou alteragdo ou
anormalidade nas estruturas das ostras controle e expostas nos trés
periodos de exposicao.

CT

g 14 4

Figura 7: Corte transversal de branquias, intestino e estbmago da ostra Crassostrea brasiliana
do grupo controle (CT) e expostas a 1000 pg.L™ de fenanteno (T2) por 10 dias. A-B) Lamelas
branquiais integras onde aparecem detalhes dos diversos filamentos branquiais (FB) observa-se
a presenca de cilios laterais (CL) e frontais (CF); C-D) Intestino normal (IN), sem nenhuma
presenca de vacuolizagdo ou desestruturacdo epitelial; E-F) Estdmago normal (ES), sem
nenhuma alteracéo do epitélio géstrico. Barras: (A, B); 20 um (C,D,E,F) e 200 pm (b).
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Entretanto, na glandula digestiva dos moluscos, principal centro
de regulagdo metabdlica, com o passar do tempo de exposi¢cdo os
animais apresentaram maior intensidade de atrofia na glandula digestiva
(Figura 8). Ndo foram observadas alteracdes relacionadas a hipertrofia,
hiperplasia e presenga de vacuolos digestivos. Alem disso, foi detectada
qualitativamente a presenca de les6es inflamatérias no tecido conjuntivo
no entorno da glandula digestiva nos tecidos das ostras tratadas e
controle desde o primeiro dia de exposi¢do, com maior intensidade com
10 dias. Essas lesdes foram observadas como sendo a presenca de focos
de células marrons (Figura 8 D).

Figura 8: Corte transversal da ostra Crassostrea brasiliana expostas a 10 dias a 100
ug.L™ de fenantreno (T1) e grupo controle (CT), mostrando a atrofia dos (t) tiibulos
das glandulas digestivas. A) Glandula digestiva de ostras grupo controle (CT),
presenca moderada de atrofia (+), poucos tlbulos atrofiados; B) Glandula digestiva
de ostras grupo controle (CT), atrofia presente (+) ; C) Glandula digestiva de ostras
expostas a 100 pg.L™ de fenantreno (T1), atrofia muito presente (++); D) Glandula
digestiva de ostras expostas a 100 ug.L™ de fenantreno (T1), forte presenca de
atrofia (+++), parede extremamente fina. Setas indicam células marrons. Barra: 100
pm.
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Tabela 3: Marcadores histopatolégicos para andlise estrutural de
glandula digestiva de ostras Crassostrea brasiliana, segundo Ellis e
colaboradores (1998).

Periodo Tratamentos Marcadores histopatoldgicos
Hiperplasia Hipertrofia Atrofia  Vacuolizagio

CT - - + -
1 dia T1 - - + -
T2 - - + -
CT - - ++ -
5 dias T1 - - 4+ -
T2 - - ++ -
CT - - ++ -
10 dias T1 _ _ 4+ _
T2 - - ++ -

Legenda: CT- Controle; T1 — Ostras expostas a 100 ug.L ™; T2- Expostas a 1000 pg.L ; Marcador, (+++)
fortemente presente, ++ muito presente; + Presente; + pouco presente; - Ausente.

Na tabela 3 observa-se que a intensidade da atrofia tubular no
grupo controle (CT) nos diferentes tempos aumentou em uma ordem de
magnitude entre 1 (+) e 10 dias (++), enquanto que a intensidade da
atrofia de ostras expostas a 100 pg.L™ de fenantreno (T1) nos diferentes
tempos aumentou em trés ordens de magnitude entre 1 (£ ) e 10 dias
(+++) e nas ostras expostas a 1000 pg.L™ de fenantreno (T2) aumentou
em duas ordens de magnitude entre 1 (£ ) e 10 dias (++).

Quando comparado os tratamentos apenas com 1 dia de
exposicdo observa-se 0 mesmo padrdo de atrofia tubular no tratamento
Tl e T2 () exceto no grupo controle que apresentou ordem de
magnitude maior (+). Quando comparado os tratamentos apenas com 5
dias de exposicdo observa-se um padrdo de atrofia tubular (++) neste
intervalo de tempo. Ja nos tratamentos apenas com 10 dias de exposicédo
observa-se a maior intensidade de atrofia (+++) nos animais expostos a
uma concentracdo de 100 ug.L™ de fenantreno e os demais tratamentos
(CT e T2) com diminuicdo em uma ordem de magnitude (++)(Tabela 3).

No manto das ostras dos grupos controle e expostos por 10 dias
foi observada uma vacuolizagdo no tecido epitelial. Utilizando técnicas
histoquimicas foi possivel quantificar numerosas células mucosas
(Figura 9).

A Figura 10 mostra o aumento no percentual de células
mucosas no manto com o passar do tempo de exposicdo. Apo6s 10 dias
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de exposicdo, as ostras expostas a maior concentracdo de fenantreno
mostraram diferencas significativas em relacdo ao controle.
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Figura 6: Corte transversal do manto de ostras Crassostrea brasiliana controle e
expostas a fenantreno durante 10 dias. A) Presenga de vactolos no tecido epitelial do
manto de ostras do grupo controle; B) Detalhe (azul) da presenca de células mucosas
(CM) nos vacuolos do manto de ostra do grupo controle; C) Presenga de vactolos no
tecido epitelial do manto de ostras expostas a 100 pg.L™ de fenantreno; D) Detalhe (azul)
da presenca de células mucosas (CM) nos vacuolos do manto de ostra expostas a 100
ug.L™ de fenantreno; E) Presenca de vactolos no tecido epitelial do manto de ostras
expostas a 1000 pg.L™ de fenantreno (F) Detalhe (azul) da presenca de células mucosas
(CM) nos vactiolos do manto de ostra expostas a 1000 pg.L™ de fenantreno. Fotos: A, C e
E coloragdo com HHE e fotos B, D e F coloragdo com Alcian blue. Barra: 100 pm.
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Figura 7: Percentual de células mucosas no manto de ostras Crassostrea brasiliana
expostas a 100 e 1000 pg.L™ de fenantreno e grupo controle (sem adigdo de
fenantreno) e coletadas em 1, 5 e 10 dias. CT) Controle; T1) Ostras expostas a
fenantrenol00 pg.L™; T2) Ostras expostas a fenantreno 1000 pg.L?.  *Indica
diferencas significativas entre tratamentos em relacdo ao controle P<0,05.

Através da andlise histoldgica foi observada uma proporcéo de
sexos (macho: fémea) de 1,8:1 no primeiro dia, 5,3:1 em cinco dias e
0,8:1 no décimo dia de exposicdo ao fenantreno. Em treze ostras nao foi
possivel determinar o sexo devido ao estadio de repouso/indeterminado.
Nenhum caso de hermafroditismo foi observado.

Tabela 4: Distribuicdo do nimero de animais (n=72) ao longo dos 10
dias de exposicdo ao fenantreno, identificacdo sexual e seus respectivos
estadios reprodutivos. Legenda: (M) Macho; (F) Fémea; (IN)
Indeterminado/Repouso; (I) Gametogénese; (Il) Pré-Desova; (IlI)
Desova Parcial; (1) Desova Total; (CT) Controle, (T1) 100 pg.L™, (T2)
1000 pg.L™.

1 dias 5 dias 10 dias
M F IN M F IN M F IN
e e v [ LTI AVAR NI T T AV v mnv
ctitT1-31- -2 51 - -1 1121 - -|- - - 213
T1|- 383 - 22 - -1 -]14 -1 -1 2|1 11 4 1
T2|- 2 -3 - -111|11211 2|3 1 -1 - - -3
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A Tabela 4 mostra a distribuicdo do nimero de animais,
identificagdo sexual e estadios de desenvolvimento gonadico nos trés
periodos de coleta. No primeiro dia de coleta foi observada uma maior
predominéncia de machos em maior grau de maturacdo sexual (ll),
enquanto que os animais analisados do grupo exposto por 10 dias
estavam em estagios iniciais de desenvolvimento reprodutivo (I). No
segundo periodo de coleta, apds 5 dias de exposicdo, houve uma
predominéncia de animais machos em estadios iniciais de gametogénese
() nos grupos CT e T1, enquanto que no grupo T2 foram observados
individuos em todos os estadios de desenvolvimento. Os animais
analisados ap6s 10 dias de exposicdo apresentaram uma maior
proporcéo de machos em estadios de gametogénese nos grupos CT e T2
e fémeas em estadios de desova nos grupos CT e T1. O grupo T2
apresentou uma predominancia de machos em gametogénese.

4.3 Dot Blot

Ap0s a preparagdo da sonda, foi utilizada a técnica de Dot Blot
para testar a especificidade e marcacdo das sondas sense, antisense e
controle (apenas RNA de ostras C. brasiliana). As sondas sense e
antisense reagiram revelando coloracéo azul arroxeado. O controle (sem
sonda) apenas com RNA de ostras C. brasiliana ndo foi reagente. Ap6s
confirmacdo de eficiéncia das sondas sense e antisense, foi realizada a
andlise da sensibilidade da hibridizacdo pela técnica de blotting. A
hibridizagcdo com a sonda foi testada seguindo o procedimento descrito
por Muller (2004). Foi observada a hibridizacdo da sonda antisense
(positivo) com 0 RNA de C. brasiliana e a auséncia de hibridizacdo com
a sonda sense (negativo) (Figura 11).

Antisense Sense

Figura 8: Dot Blot para hibridiza¢do da sonda antisense (positivo) com o RNA de
Crassostrea brasiliana e a auséncia de hibridizacdo com a sonda sense (negativo).
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4.4 Hibridizacéo in situ

A hibridizag8o in situ (ISH) foi realizada em 1&minas (cortes de
parafina) com sonda de RNA marcada ndo radiotivamente como ja
descrito anteriormente, de acordo com as seguintes etapas (Figura 11).
Foram testados diferentes tempos de incubacdo e de concentracdo com
proteinase K nas laminas, até se obter a permeabilizacdo dos tecidos sem
alteracdo de sua morfologia. A técnica de ISH foi otimizada alterando o
tempo, temperatura das lavagens (45°C) e a concentracdo de sal.

A aplicacdo da técnica de ISH caracterizou os principais sitios
de transcri¢do do gene CYP2AUL, em diferentes tecidos de C.brasiliana
expostas ao fenantreno e controle apds 10 dias de exposicao.

As laminas contendo a sonda sense (controle negativo da
técnica) ndo reagiram com a solucdo de revelacdo (Figura 11). As
laminas contendo a sonda complementar (antisense) aoc RNAmM
revelaram coloragdo azul/arroxeada em determinados 6rgdos (Figura
13,14,15).

A B

Figura 9: Laminas da ostra Crassostrea brasiliana contendo a sonda sense (controle
negativo da técnica) contra 0 RNAm, sem a deteccdo do sinal (azul/arroxeado) em
ostras do grupo controle (A) e exposto a 1000 ug.L™ de fenantreno (B). Barra: 100
um (A, B, D, E, F, G, H) e 20 um (C).
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Figura 13: Localizagdo dos transcritos do CYP2AUL nas branquias e glandula
digestiva da ostra Crassostrea brasiliana do grupo controle (CT) e expostas a 1000
pg.L? de fenantreno (T2) por 10 dias, hibridizadas com sonda antisense. A-B)
Reacdo positiva nos filamentos branquiais (FB), sendo detectado o sinal
(azul/arroxeado) localizando os transcritos do CYP2AU1 no epitélio branquial; C-D)
Na glandula digestiva, observa-se a marcagdo especifica (azul/arroxeado) nas células
secretoras (CS) dos tibulos digestivos (TD). Barra: 100 pm (A-D).
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Figura 14: Localizag&o dos transcritos do CYP2AU1 no intestino e manto da ostra Crassostrea
brasiliana do grupo controle (CT) e expostas a 1000 pg.L™* de fenantreno (T2) por 10 dias,
hibridizadas com sonda antisense. A-B) No intestino (IN), observa-se a marcagdo especifica
(azul/arroxeado) nas células epiteliais (CE) e no tubulo intestinal (TD); C-D) No manto, sinais
(azul/arroxeado) foram detectados a partir de células epiteliais do lobo interno (LI) e também
do lobo médio (LM) com diminuicéo do sinal no lobo exterior (LE). Barra: 100pum (A- D).

Desde o primeiro dia de exposicdo/coleta as ostras
apresentaram reacdo positiva (azul/arroxeada) para a localizagdo do
CYP2AUL na branquia, glandula digestiva, intestino, manto e gdnadas.

Na tabela 5 observa-se um padrdo de reagdo positiva na
branquia, manto e intestino. Nesses 6rgdos a intensidade de reacéo
positiva de ostras do grupo controle permaneceu constantemente baixo
(+) nos diferentes tempos de exposicao.

Na branquia observa-se que ostras expostas ao fenanteno (T1 e
T2) apresentaram maior intensidade de reacdo positiva (++,+++) que as
ostras do grupo controle (+) nos diferentes tempos de exposi¢do. No
manto ostras expostas a 1000 ug.L™ de fenantreno (T2) apresentaram
maior intensidade de reacdo positiva (++) quando comparado ao grupo
controle (CT) e exposicdo a 100 pg.L™ de fenantreno (T1). J& no
intestino, a partir do quinto dia de exposi¢do observa-se que as ostras



66

expostas ao fenantreno (T1 e T2) apresentaram maior intensidade de
reacdo positiva (++) que as ostras do grupo controle (+) (Tabela 5).

A glandula digestiva e as gbnadas das ostras foram 6rgdos que
ndo apresentaram o mesmo padrdo de intensidade de sinal. O grupo
controle apresentou um aumento na intensidade de reacdo positiva ao
longo dos dias de exposicdo (Tabela 5).

Apos 5 dias de tratamento, foi observada uma alta intensidade
de reagdo (+++) na glandula digestiva de ostras expostas a 1000 pg.L™
de fenantreno (T2). Entretanto, ostras do grupo controle (CT)
apresentaram aumento no sinal de reacdo (++) ap6s 5 e 10 dias de
exposi¢do. Também foi observado aumento de sinal de rea¢do nos
grupos T1 e T2 ap6s 5 e 10 dias de exposicdo (Tabela 5).

Nas gonadas foi observada a localizacdo de transcritos do
CYP2AU1 com alta intensidade de reacdo (azul/arroxeado) positiva nas
gbnadas de machos e fémeas a partir do quinto dia de exposi¢do. A
intensidade do sinal do grupo T1 foi maior nos tempos de exposicdo de
5 e 10 dias quando comparados ao tempo de 1 dia. O grupo T2
apresentou maior intensidade do sinal no tempo de 5 dias em rela¢do ao
tempo de 1 dia (Tabela 5).

Tabela 5: Avaliacdo semi-quantitativa de ISH (sonda antisense), com
sinal positivo (azul/arroxeado), segundo método adotado por Henke e
colaboradores (2006).

Periodo Tratamentos

Orgéos analisados

BR MA IN GD GO
CT + + + + +
1 dia T1 ++ + + + +
T2 ++ ++ + + +

CT + + + ++ ++

5 dias T1 ++ + ++ ++ +++
T2 +++ ++ ++ +++ ++

CcT + + + ++ +++

10 dias T1 +++ + +++ ++
T2 +++ ++ ++ +++ +

Legenda: CT- Controle; T1 — Ostras expostas a 100 pg.L *; T2- Expostas a 1000 ug.L %; BR- Branquia;
GD- Glandula Digestiva; GO- Gonada; MA- Manto; IN- Intestino, (-) sem sinal, (+) 20% das células com
sinal positivo baixo, (++) 50% das células com sinal positivo médio, restante em (+), (+++) mais de 50% das
células com alto sinal, restante em (++).
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Foi possivel observar reacdo positiva desde estadios iniciais
(gametogénese) até a maturacdo avancada nas gbdnadas femininas e
também nos machos em estddio inicial de desenvolvimento
(gametogénese). Entretanto, nas gbnadas masculinas em estadio de
matura¢do mais avancado (pré-desova) apenas as células da parede dos
acinos apresentaram reacao positiva do CYP2AU1 (Figura 13).

A B
Af
Af Af
Af
e
TC
@ D
Am
Am
L
Am 9
- Am
Am

Figura 10: Localizagdo do CYP2AU1 nas gonadas da ostra Crassostrea brasiliana
expostas a 100 pg.L™ de fenantreno por 5 dias. (A-D) Ostras hibridizadas com sonda
antisense. A) Reacdo positiva, sendo detectado o sinal (azul/arroxeado) da
localizagdo do CYP2AUL nos &cinos das gbnadas femininas (Af) em estagio de
gametogénese com grande quantidade de tecido conjuntivo (TC); B) Gonada
feminina em pré-desova observa-se o estadio de maturacdo mais avancada dos
acinos femininos (Af); C) Gonadas masculinas em estagio de gametogénese, onde se
observa a reagdo positiva (azul/arroxeado) nos acinos das gdnadas masculinas (Am);
D) Estadio avancado de desenvolvimento (pré-desova) apenas no epitélio dos acinos
masculinos (Am). Barra: 20 um (A,B) e 100 pm (C,D).
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5. DISCUSSAO

Alteracbes nas condicBes ambientais das dareas costeiras
causadas por pressdes antropicas podem afetar varias atividades
econbmicas, entre elas a pesca e maricultura, o que reforca a
necessidade da manutencdo de ambientes saudaveis nas zonas costeiras
e justifica a importancia e necessidade da realizacdo de trabalhos
voltados para o biomonitoramento.

Para esta finalidade, alguns estudos realizados em nosso
laboratério tém proposto a utilizacdo de respostas bioquimicas e
moleculares e a bioacumulagdo de diferentes contaminantes, como por
exemplo, o fenantreno em moluscos bivalves (GOMES, 2013;
FLORES-NUNES, 2013; LUCHMANN et al., 2014).

O fenantreno é um dos principais componentes do petréleo
bruto, amplamente distribuido no meio aquético, e é considerado um
composto bastante téxico aos invertebrados marinhos, pois exibe um
amplo fator de bioacumulagio em organismos aquaticos
(FIGUEIREDO, 1999; HANNAM et al., 2010; OLIVEIRA et al, 2007).
Albers (2005) explica que os moluscos bivalves, por ndo possuirem
sistemas de detoxificacdo desenvolvidos, tendem a bioacumular esses
compostos mais intensamente. Anyakora e colaboradores (2005)
confirmaram a presenca de altas concentra¢fes de fenantreno (1.460
png.L™) na dgua do mar, em 4reas de descarga de 6leo na Nigéria.

E sabido que os bivalves filtradores podem acumular
contaminantes nos seus tecidos em concentracdes de 1.000 a 10.000
vezes superior as verificadas na fonte de exposicdo (UNEP, 2004). Isso
pode explicar porque em nosso estudo, 0s niveis de fenantreno
encontrados nos tecidos de C. brasiliana foram de 237,7 pg.g” em
ostras expostas a 100 pg.L™ de fenantreno (T1), e também como
detectado na exposicéo de 1000 pg.L™ (T2), em que a concentracéo de
fenantreno chegou a 872,2 pg.g™, apés 10 dias de exposicdo ao
contaminante.

Estudos demonstraram diferentes niveis de bioacumulacdo de
fenantreno em bivalves (HANNAM et al., 2010; MOORE et al., 1984;
SCHAFER et al., 2011; WOOTTON et al., 2003) e essa diferenciaco
pode estar associada a interacdo de alguns fatores como diferentes
concentragdes de exposi¢do que os animais foram submetidos; o tempo
de exposicdo; e a capacidade de cada espécie de metabolizar o
contaminante (WEINSTEIN, 1997; WIDDOWS; DONKIN, 1992;
WOOTTON et al., 2003).
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Em nosso estudo, ap6s 10 dias de exposi¢cdo ao fenantreno, foi
observado que ostras do grupo controle (CT) possuiam 47,12 pg.g™ de
fenantreno, resultado préximo ao nivel de concentracéo de 43,6 ug.g™,
observado nas ostras coletadas do cultivo, no inicio do experimento.

Parte das fazendas de cultivo de Santa Catarina esta ameacada,
pois estdo localizadas em baias que recebem influéncia de efluentes de
rios, aguas pluviais de vias de trafego e esgoto clandestino, reconhecidas
fontes poluidoras (FLORES-NUNES, 2008).

Diversos estudos relatam diferentes concentracdes de HPA
acumulados (peso seco) nos tecidos de moluscos bivalves coletados
proximos a costa (FLORES-NUNES, 2008; KRISHNAKUMAR et
al.,1995; PICCARDO et al.,, 2001; YOSHIMINE et al.,, 2012). A
capacidade limitada de moluscos bivalves de metabolizar HPAs resulta
muitas vezes, em uma alta acumulacdo desses hidrocarbonetos nos
tecidos (HANNAM et al., 2010).

Contudo existe uma caréncia de estudos que comprovem que 0
acumulo de HPAs possa causar danos histopatoldgicos que
comprometam a saude das ostras (EERTMAN et al., 1995; FASULO et
al., 2008; MOORE et al., 1964; WEINSTEIN, 1997). Por isso, a
identificacdo de possiveis alteracGes teciduais decorrentes da exposicdo
a fenantreno torna-se importante.

5.1 Analises Histopatoldgicas

Sabe-se que as branquias estdo em contato direto com o0s
contaminantes presentes no meio aquatico e, por isso, sdo a principal
forma de incorporacdo destes elementos dissolvidos na &gua
(VIARENGO, 1989). Por esse motivo, as branquias destes animais
foram estudadas para determinar possiveis diferencas entre as respostas
agudas (e talvez sub-crbnicas) nas duas concentracGes de exposicdo ao
fenantreno testadas.

Ainda que a branquia seja um 6rgdo com uma estrutura sensivel
ao estresse e aos contaminantes, 0 que permitiria observar facilmente os
efeitos dos poluentes sollveis em agua (GEORGE; PIRIE; COOMBS,
1976), no presente estudo as branquias dos animais expostos nas duas
concentraces de fenantreno e controle ndo apresentaram alteragdes ou
anormalidades em sua estrutura (Figura 8A e 6B), nos trés periodos de
exposicdo (1, 5 e 10 dias). A hipotese é de que isto tenha ocorrido
devido ao tempo ou a concentracdo de exposi¢do, talvez insuficientes,
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para causar danos a sua estrutura. No estudo de George e colaboradores
(1976) a exposicgao foi de 25 dias. Outros estudos expuseram bivalves a
concentragcbes de HPAs superiores (SUNILA, 1988, WANG et al.,
2010), quando observaram alteracdes nas branquias.

O estdmago possui em sua estrutura interna sulcos ciliares, que
desempenha importante funcdo na triagem e absorcdo dos alimentos
(HOLOPAINEM; LOPEZ, 1989). Em nosso estudo, o tempo e a
concentracdo de exposicdo ao fenantreno pode ter sido insuficiente para
causar alteracdes ou anormalidades na estrutura dos sulcos ciliares, uma
disfungdo nessa estrutura poderia ocasionar deficiéncia na digestdo dos
organismos.

No intestino dos bivalves, 0 material ingerido e ndo absorvido é
eliminado na forma de fezes, através da regido exalante, juntamente com
uma pequena parcela de material originado das células e enzimas
envolvidas no processo digestivo (HAWKINS; BAYNE, 1992;
HOLOPAINEM; LOPEZ, 1989).

Assim como no estudo de Mix e Sparks (1970), o intestino das
ostras tratadas e controle mantiveram sua arquitetura normal (nenhuma
fragmentacéo, perda de cilios ou descamagdo), nos animais analisados
nos trés periodos de exposicdo. A hipdtese de que isto tenha ocorrido é
gue diferente da branquia e do manto, o intestino € um 6rgao que nao
possui 0 contato direto com a agua contaminada, mas apenas, com 0
material ingerido pelas ostras.

A glandula digestiva dos moluscos apresentou um maior grau
de atrofia tubular com o passar do tempo de exposi¢do ao fenantreno nos
diferentes grupos experimentais. A atrofia da glandula digestiva
(diverticulo  digestivo), € uma condicdo caracterizada pelo
adelgacamento do lumen e das paredes do tubulo digestivo, tem sido
descrita em inimeras espécies de bivalves (ELLIS et al; 1998).

Em nosso estudo, quando comparado os tratamentos apenas
com 10 dias de exposi¢do observou-se a maior intensidade de atrofia
(+++) nos animais expostos a uma concentracdo de 100 pg.L™* de
fenantreno e os demais tratamentos (CT e T2) com diminui¢cdo em uma
ordem de magnitude (++) (Tabela 3). Este resultado sugere que o
fenantreno pode estar interferindo, de forma sub-cronica, na atrofia
tubular desses animais.

Quando comparado a intensidade da atrofia tubular no grupo
controle (CT) nos diferentes tempos, observa-se um aumento em uma
ordem de magnitude entre 1 (+) e 10 dias (++), enquanto que a
intensidade da atrofia de ostras expostas a 100 pg.L™ de fenantreno (T1)
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nos diferentes tempos aumentou em trés ordens de magnitude entre 1 (£)
e 10 dias (+++) e nas ostras expostas a 1000 ug.L™ de fenantreno (T2)
aumentou em duas ordens de magnitude entre 1 (+ ) e 10 dias (++). Este
resultado sugere que o fenantreno pode estar agindo de forma sinérgica
com o estado nutricional das ostras aumentando a intensidade da atrofia
(CARBALLEIRA etal., 2011; COUCH, 1984).

Segundo Carballeira e colaboradores (2011), a exposi¢do aos
poluentes pode causar danos as células da glandula digestiva. As causas
desta condicdo tém sido atribuidas a uma variedade de estressores,
incluindo a exposicdo aos poluentes. Entretanto, deve-se ter cautela
nessa afirmacdo haja vista que as variacGes na oferta de alimentos
também podem causar atrofia tubular (ELLIS et al., 1998).

Em nosso trabalho, a alimentacdo introduzida no aquario era
diaria e baseada na metodologia de dieta mista adotada por Ramos e
colaboradores (2013). Muller-Feuga e colaboradores (2003) relatam que
dietas mistas de microalgas aumentam as chances de se obter uma dieta
equilibrada. Contudo, as microalgas utilizadas podem né&o ter atingido o
valor nutricional necessario para suprir a necessidade energética da
espécie.

O aparecimento da atrofia nos tdbulos digestivos tem sido
relacionado com a exposi¢do a poluentes (COUCH, 1984). Segundo
Zorita e colaboradores (2006), esta atrofia epitelial pode levar a uma
reduzida capacidade de digerir material particulado (alimento). Portanto,
a exposicdo a contaminantes pode causar a atrofia dos tabulos
digestivos, fazendo com que os moluscos bivalves diminuam ou, até
mesmo, deixem de se alimentar.

Weinstein (1997) observou que ostras (Crassostrea virginica)
expostas por 21 dias a 100 pg.L™ de fluoranteno em laboratério,
também apresentaram uma reducdo no epitélio tubular. Estes trabalhos
corroboram com 0 nosso estudo, tendo em vista que as ostras mantidas
sob condigBes controladas de alimentacdo, temperatura e salinidade
apresentaram em todos os tratamentos (T1, T2, CT) atrofia nos tubulos
digestivos, desde o primeiro dia de exposigéo.

Além de atrofia tubular, foram detectadas células marrons no
tecido conjuntivo, no entorno da glandula digestiva. Foi observada a
presenca de células marrons nos tecidos de ostras dos grupos T1 e T2
apenas com 10 dias de exposi¢do, 0 que sugere uma reacdo sub-crénica
ao contaminante. Ha que se considerar, entretanto, que células marrons
sdo caracteristicas patognomonicas geradas por diversos fatores que, ndo
apenas pela exposicao ao fenantreno (BIGNEL et al., 2011).
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Essas lesbes sdo frequentemente observadas em organismos
aquaticos, incluindo ostras provenientes de ambientes estressantes e sdo
comumente associadas com a exposicdo a metais e xenobibticos
organicos (BIGNEL et al.,, 2011). Apds uma resposta inflamatoria,
parece que os agregados inflamatérios (células marrons), migram
através do tecido conjuntivo para a membrana de um 6érgao alvo da
ostra, para a remoc¢do através da diapedese. Isto se evidenciou na
observacdo dos agregados inflamatdrios (células marrons) nas glandulas
digestivas.

Quanto a superficie interior do manto, esta é composta
principalmente por células ciliadas e células secretoras de muco
(mucdcitos), que se dedicam ao actimulo e transporte dos rejeitos da sua
cavidade (COAN et al., 2000). O muco secretado pela ostra participa na
captagdo de alimento, sendo também uma via de incorporacdo de
contaminantes (MARIGOMEZ et al., 2002).

Sabe-se que cada o6rgdo dos bivalves pode biocacumular
concentragBes diferentes de contaminantes (DHEILLY et al., 2011).
Moore e colaboradores (1984) observaram que apds exposicdo a 100
png.L ™ por 3 dias, mexilhdes bioacumularam as maiores quantidades de
fenantreno no manto (23,7ug.L™) em relacdo aos demais 6rgéos
analisados.

Até 0 momento, existe uma caréncia de estudos que relatam o
potencial do manto como 6rgdo-alvo de bioacumulacdo de
contaminantes e, principalmente, ao fenantreno.

Observamos em nosso estudo que o percentual de células
mucosas (mucocitos) no manto aumentou com o passar do tempo de
exposicdo ao fenantreno (Figura 10). Apds 10 dias, as ostras tratadas na
maior concentragdo de fenantreno (T2) apresentaram um aumento
significativo de células mucosas (p<0,05) em relacdo ao controle.
Concomitantemente, neste mesmo periodo, e com concentracdo (T2), os
pools de ostras apresentaram os maiores valores de bioacumulagéo (peso
seco) de fenantreno (Tabela 2). Estes resultados sugerem que, ap6s 10
dias, a exposicdo das ostras a maior concentracdo de fenantreno (T2)
pode ter influenciado no aumento do percentual de células mucosas no
manto. Fasulo e colaboradores (2008) observaram um aumento de
células mucosas (mucécitos) na branquia de Mytillus galloprovincialis
coletado em um ambiente poluido e, ainda consideram que, a presencga
de mucdcitos nestes 6rgdos representa um mecanismo de defesa da
espécie a contaminantes.
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Com relacdo a identificagdo sexual dos animais e ao estadio
reprodutivo (Tabela 4), levamos em consideracdo nesse estudo a
importancia da determinacdo do sexo desses animais em programas de
biomonitoramento ambiental. Tendo em vista que muitas vezes
individuos da mesma espécie, mas de sexo opostos, diferem em relagdo
a suscetibilidade ao estresse toxico (HINES, 2007; SCHAFER et al.,
2011). Ostras do género Crassostrea possuem a capacidade de mudar de
sexo, por serem hermafroditas assincronas (ndo simultaneas), mudando
sua fase sexual de macho para fémea e de fémea para macho, podendo
apresentar-se como macho ativo e fémea ativa a cada ano (GOSLING,
2004).

Assim, com relacdo & analise das gbnadas, detectamos que
havia uma maior propor¢do de machos do que fémeas nos tratamentos
durante o periodo amostral.

No caso dos machos expostos ao fenantreno Tl e T2,
observamos que o estddio de maturacdo sexual, pré-desova, esteve
presente no inicio do experimento (1dia), revertendo para estadios
iniciais de desenvolvimento reprodutivo (gametogénese) ao final de 10
dias.

Estudos revelam que em invertebrados, gametas masculinos
muitas vezes parecem ser mais suscetiveis a estresse quimico (AU., et
al, 2001;. CALDWELL et al, 2004.; FITZPATRICK et al., 2008).
Assim, em nosso estudo o fenantreno pode ter causado uma regressao na
maturacdo da gbénada apds o primeiro dia de exposicdo ao fenantreno.
Em diferentes espécies de invertebrados, Caldwell e colaboradores
(2004) observaram uma reducdo no sucesso de fertilizacdo apds a pré-
incubacdo de espermatozoides com aldeido. Fitzpatrick e colaboradores
(2008), observaram taxas de fertilizacdo significativamente reduzidas do
mexilhdo Mytilus trossulus, ap6s a exposicdo do esperma a 100 ug.L™
de cobre. Existe uma caréncia de estudos que relatam a suscetibilidade
das gbnadas de invertebrados a exposicao de fenantreno.

No caso das fémeas expostas ao fenantreno obtivemos
resultados opostos aos machos. Fémeas expostas a T1, no primeiro e
quinto dia o estadio era de gametogénese (I), no décimo dia, o estadio
com maior prevaléncia foi o de desova total (IV). Na exposi¢do T2, as
fémeas apresentaram estadio de desova parcial (111) e total (IV) no
primeiro dia de exposicao, revertendo para estadio de gametogénese (I)
no quinto e décimo dia. De acordo com esses resultados, podemos
inferir que as fémeas também podem ter sofrido influéncia do
fenantreno, visto que, as ostras expostas & menor concentracdo (T1)
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podem ter sofrido aceleragdo na desova. E no grupo T2, o fenantreno
pode ter causado a reducdo no volume de gametas.

Hidrocarbonetos sdo conhecidos por terem uma grande
variedade de efeitos reprodutivos em bivalves, incluindo atrofia do
epitélio germinativo, redu¢do no volume de gametas e células de
armazenamento, e aumento dos niveis de atresia no oécito (BARSZCZ
et al, 1978;. LOWE; PIPE, 1985; LOWE, 1988). Eertman e
colaboradores (1995) observaram a inibicdo no desenvolvimento
gonadico em mexilhGes (M. edulis) que bioacumularam niveis de
fluoranteno de 7,2 pg.g™.

5.2 Localizagdo de transcritos do CYP2AUl nos tecidos de C.
brasiliana

Através de técnicas bioquimicas e moleculares, em estudos
anteriores LUCHMANN et al. (2014), observaram uma alta inducéo de
transcritos génicos de CYP2AUL em branquias e glandulas digestivas de
C. brasiliana a partir da exposicdo desses animais a concentracdo de
100 e 1000 pg.L™ de fenantreno.

Tomando por base os resultados desse estudo, e tendo em vista
gue a técnica de ISH ainda ndo ter sido utilizada para localizagdo de
CYPs para esta espécie, através da técnica de ISH, observamos
exatamente em quais células das branquias e glandulas digestivas além
de outros Orgdos como as gOnadas, manto e intestino estavam
localizados os transcritos do CYP2AUL. Além disso, integramos
técnicas histoldgicas, histoquimicas e analises quimicas para elucidar os
possiveis efeitos que o fenantreno pode causar nesses 6rgaos ao longo
dos dias de exposicdo. As laminas contendo a sonda sense (controle
negativo da técnica) ndo reagiram com a solucgéo de revelagéo.

Quanto a localizagdo de transcritos do CYP2AU1 nas branquias,
apesar de ndo terem sofrido nenhuma alteracdo na sua estrutura
morfolGgica, observamos reacdo positiva (azul/arroxeado) nas ostras do
tratamento T1, T2 e CT, através da tecnica de ISH. Através desta
técnica, localizamos o gene e observamos que o sinal (azul/arroxeado)
no epitélio branquial foi mais intenso (+++) nos animais expostos na
maior concentracdo de fenantreno (T2), a partir do quinto dia de
exposicdo (Tabela 5). Foi observado também que, com o passar do
tempo de exposi¢cdo, houve um aumento da intensidade de reacdo do
citocromo. Esses resultados foram confirmados através da analise
quimica (Tabela 2).
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Portanto, é possivel inferir que, quanto maior os niveis de
fenantreno bioacumulado nas ostras, maior € a intensidade de sinal do
gene CYP2AUL nas branquias. Lichmann e colaboradores (2014)
descobriram uma alta inducdo de transcritos génicos de CYP2AUL na
branquia de C. brasiliana, a partir da exposicdo desses animais a 1000
pg.L' de fenantreno apds 24h de exposicdo. Estes resultados
corroboram com a localizacdo deste gene pela técnica de ISH,
confirmando que a presenca do CYP2AU1L nas branquias € um possivel
indicador de que as células deste 6rgao respondem ao estresse induzido
pela exposicdo de HPA em bivalves.

A borda do manto da C. brasiliana é composta por trés lobos:
um mais interno, chamado de lobo palial, provido de tentaculos; um
lobo médio, denominado sensorial, também recoberto por tentaculos; e o
lobo externo, responsavel pela formagdo da concha (EBLE; SCRO,
1996), sendo que o lobo interno (palial) no manto das ostras é o tecido
que tem o primeiro contato com a agua do ambiente (GALTSOFF,
1964).

Em nosso estudo, no que se refere & localizagdo de transcritos
do CYP2AU1 no manto observamos, através da técnica de ISH, reacédo
positiva (azul/arroxeado) na localizagdo do CYP2AULl nas células
epiteliais do lobo interno e também no lobo médio, com uma leve
diminuicdo do sinal no lobo exterior. Sinais de reago positiva também
foram detectados nas bordas do manto, desde o primeiro dia de
exposicao, nas ostras expostas a T1, T2 e CT, com maior intensidade de
reacdo (++) sendo observada em 10 dias de exposi¢do (Tabela 5).
Observamos que desde o primeiro dia de experimento que o lobo interno
(palial) e medio (sensorial) obtiveram uma intensidade de reacéo
moderada com diminuicdo do sinal no lobo exterior. Isso
provavelmente se deve ao fato da estrutura e funcdo desses tecidos
serem diferenciadas. Os lobos médios e internos possuem sua estrutura
recoberta por tentdculos (EBLE; SCRO, 1996) o que aumentaria a
superficie de contato com a agua contaminada. Além disso, o lobo
interior é o tecido que tém os primeiros contatos com a agua proveniente
do ambiente e que entra na cavidade do manto (GALTSOFF, 1964).

Assim o0 manto, por possuir tecidos que estdo em contato direto
com 0s contaminantes presentes no meio aquatico, deve ser considerado
um érgédo-alvo de localiza¢do de transcritos do CY2AUL, principalmente
nos lobos internos onde ocorreu maior intensidade de reagdo. Este
resultado corrobora com o estudo de Okada e colaboradores (2013), que
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detectaram em C. gigas, através de ISH, a localizacdo de transcritos do
gene Cg-Chitl nas células epiteliais do lobo interno do manto.

No caso do intestino, observamos que com o passar dos dias de
exposicdo ao fenantreno, células epiteliais intestinais e do interior dos
tibulos intestinais apresentaram reacdo positiva (++), principalmente
nas ostras expostas a concentracéo de 1000 ug.L™ de fenantreno. Wang
e colaboradores (2010) detectaram forte expressdo de citocromo P450
nos tabulos renais e células epiteliais intestinais de peixes expostos a
5mg.L" de benzo(a)pireno. Diante desses resultados, a reagdo positiva
na localizagdo de transcritos de CYP2AUL nas células intestinais, podem
ser um indicador de resposta ao estresse induzido pela exposicdo ao
fenantreno em moluscos bivalves.

Quanto a localizacdo de transcritos do CYP2AUL nas glandulas
digestivas, através da técnica de ISH, desde o primeiro dia de exposicao,
a reacdo foi positiva (azul/arroxeado) nas células secretoras dos tabulos
digestivos das ostras do tratamento T1, T2 e CT. Entretanto, ndo se
observa 0 mesmo padrdo de reacdo positiva ao longo o tempo de
exposi¢ao como os demais 6rgdos analisados.

Observamos sinal de alta (+++) intensidade de reagdo
(azul/arroxeado) nas células secretoras dos tdbulos digestivos (Figura 13
D), em ostras expostas por 10 dias a 1000 pg.L™ de fenantreno. A
glandula digestiva de bivalves é constituida por uma série de tabulos
gue se comunicam com 0 estdbmago por uma sequéncia de dutos
ramificados. O epitélio dos tabulos digestivos é composto por dois tipos
de células, as principais que sdo as digestivas e as em menor proporgao,
as células secretoras ou basofilas (GOSLING, 2003; MORTON, 1983).

A alta intensidade de reagéo positiva nas células secretoras com
0 passar dos dias de exposicdo pode ser um indicador de resposta ao
estresse induzido pela exposicdo ao fenantreno, jad que estas células
contribuem para a digestdo extracelular e regulacdo metabdlica
(DIMITRIADIS et al., 2004; MARIGOMEZ et al., 1995, 1998).
Entretanto, a de se ter cautela nesta afirmac&o visto que ostras do grupo
CT (sem adicdo de contaminante) apresentaram um alto sinal de reacédo
(+++) com o passar dos dias de exposi¢do. Esta condicdo pode estar
relacionada com a atrofia tubular observada nos animais deste grupo
(Tabela 3).

Esses resultados corroboram com o estudo de Lichmann e
colaboradores (2014), que encontraram a maior indugéo de transcritos
génicos do CYP2AUL1 na glandula digestiva de C. brasiliana, apoés 24h
de exposicéo desses animais a 1000 pg.L™ de fenantreno.
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Foi observada a localizacdo de transcritos do CYP2AUL com
alta intensidade de reacdo (azul/arroxeado) positiva nas gdnadas de
machos e fémeas expostas a 100 pg.L™ a partir do quinto dia. Este
aumento na intensidade de reacdo pode estar relacionado com os niveis
de fenantreno bioacumulados pelas ostras, que foram crescentes com o
passar do tempo de exposicdo.

Observamos que nos machos expostos no dia 1, a intensidade
de reacdo positiva (azul/arroxeado) foi menor, devido a localizacdo de
transcritos do CYP2AUL (reacdo positiva) terem ocorrido com maior
prevaléncia, apenas no epitélio dos gonodutos de machos em estadio de
pré-desova. No quinto e décimo dia, foi observado sinal de reacdo
positiva com maior intensidade de reacdo, pois a rea¢do positiva ocorreu
em todas as células da gbnada masculina no estadio de gametogénese.

Diante desses resultados a localizacdo dos transcritos de
CYP2AU1 na gbnada dos machos pode ter relagdo com estadio
reprodutivo.

A espermatogénese (gametogénese) € um processo de
diferenciacdo celular que conduz a formagdo dos gametas masculinos.
Durante os estadios iniciais deste processo, as células precursoras se
dividem mitoticamente inUmeras vezes até que finalmente sofrem
divisdes meidticas a partir do qual as células resultantes (espermatides)
adquirem um genoma haploide e seguem diferenciando-se
(espermiogénese) até produzir células altamente diferenciadas que
correspondem aos espermatozoides maduros (FELPETO, 2001). A
diminuicdo do sinal de reagdo nos individuos que estdo em estadios de
maturacdo mais avancada (Pré-desova) pode estar relacionada com a
diminuicdo das espermatides.

No caso das fémeas, observamos intensidade de reacdo positiva
(azul/arroxeado) nas gbdnadas em todas as fases da ovogénese
(gametogénese). Demonstrando que a localizacdo dos transcritos €
independente do ciclo reprodutivo.

Com base nestes resultados podemos sugerir que a localizacéo
de transcritos do CYP2AUL nas gbnadas de C. brasiliana pode ter
influéncia do sexo e estadio reprodutivo (espermatogénese) nos machos.

Este foi o primeiro estudo que utilizou a técnica de hibridizagdo
in situ para localizagdo de transcritos de citocromo P450 (CY2AU1) em
moluscos bivalves, o que possibilita a geragdo de novos trabalhos com
outras isoformas de P450, bem como outros genes de biotransformacéo.

Sugere-se a utilizacdo da branquia como 6érgdo-alvo para
estudos de biomonitoramento visto que apresentou uma maior variagéo
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de magnitude no sinal do gene CYP2AU1 em relacdo ao controle. Além
disso, este tecido ndo apresentou danos histopatoldgicos o que poderia
mascarar 0s resultados da transcri¢do génica.

Contrariamente a branquia, a glandula digestiva e 0o manto
apresentaram alteragcdes histopatologicas que podem dificultar as
interpretacGes dos resultados. Adicionalmente, a gbnada é um tecido de
elevada complexidade devido as variacBes de maturacdo que podem
afetar a transcricdo do CYP2AUL.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados encontrados neste trabalho demonstraram uma
significativa bioacumulacdo de fenantreno no tecido das ostras expostas,
que foram associados a alguns efeitos histoldgicos observados na
glandula digestiva e no manto de animais expostos. Interessantemente,
nenhum dano histoldgico foi observado nas brénquias, intestino e
estdbmago dos animais expostos.

Utilizando a técnica de ISH foi possivel localizar os transcritos
do CYP2AUL em diferentes 6rgdos da ostra C. brasiliana. A ISH € um
procedimento que fornece informacgBes Uteis para a elucidacdo de
possiveis funcbes bioldgicas dos genes de estudo. Com a técnica
padronizada no laboratério, novos estudos poderdo ser realizados em
moluscos, com o objetivo de localizar transcritos de outras isoformas do
citocromo P450, bem como de outros genes de biotransformacéo, tendo
em vista serem familias génicas normalmente induzidas por
xenobioticos.

Visando a aplicabilidade da ISH em estudos ecotoxicoldgicos,
realizamos um estudo integrado da técnica de ISH combinado com
técnicas histoldgicas, histoquimicas e analises quimicas, e observamos
possiveis efeitos que o fenantreno pode causar nos 6rgaos das ostras ao
longo do tempo de exposi¢do ao fenantreno.

Atualmente existe uma caréncia de estudos que comprovem
gue o fenantreno possa causar danos histopatolégicos que comprometam
a salde das ostras. Em nosso estudo, observamos que o aparecimento de
atrofia tubular possivelmente esta relacionada com a exposi¢do ao
fenantreno. Foi observado também o potencial do manto como 6rgao-
alvo de bioacumulacdo de contaminantes, em virtude do aparecimento
de mucdcitos que aumentou seu percentual com o passar dos dias de
exposicao.

Assim, a identificacdo de possiveis alteracfes teciduais
decorrentes da exposicdo a fenantreno torna-se importante, podendo ser
proposta como biomarcadores da contaminagdo aquéatica
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7. CONCLUSOES

Ostras bioacumulam fenantreno ao longo dos dias de exposicéo;
O aumento da atrofia tubular no grupo controle sugere que as
ostras ndo se alimentaram suficientemente durante o
experimento;

O estado nutricional e o fenantreno podem estar agindo de
forma sinérgica na atrofia tubular das ostras;

O aumento significativo no percentual de células mucosas no
manto pode indicar que 0 muco é um mecanismo de protecao
contra a exposicdo ao fenantreno nesta espécie;

A técnica de ISH mostrou-se eficaz na localizagdo dos
transcritos de CYP2AUL nos tipos celulares de diferentes
orgdos: Branquia, manto, intestino, glandula digestiva e gbnada;
A maior intensidade de reagdo do CYP2AU1 foi encontrada nas
células epiteliais das branquias. Os grupos tratados
apresentaram maior reacdo positiva em relacdo ao controle,
podendo indicar que as células deste 6rgdo respondem ao
estresse induzido pela exposicdo de fenantreno;

No manto, os lobos internos apresentaram maior intensidade de
reacdo do CYP2AU1L possivelmente por estarem em contato
direto com o xenobi6tico;

No intestino a intensidade do sinal foi maior nas células
epiteliais préximas ao limen e as células mais proximas ao
tecido conjuntivo. Esse padrdo pode estar relacionado a uma
diferenca funcional destes tipos celulares na biotransformacéo
de xenobidticos;

A transcricdo do gene CYP2AU1 na glandula digestiva pode
estar relacionada tanto com a exposi¢éo ao fenantreno quanto a
atrofia tubular/estado nutricional;

A transcricdo do CYP2AUL nas gbnadas dos machos de C.
brasiliana sofre influéncia do estadio reprodutivo.
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