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RESUMO 
 

A alta densidade populacional nas regiões costeiras, somada à 

ocupação desordenada e ao saneamento precário, exerce pressão 

sobre os ecossistemas aquáticos, sendo um dos problemas, a 

constante entrada de contaminantes nesses ambientes. Entre os 

contaminantes que entram no ambiente aquático, estão o petróleo 

e seus derivados. Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 

(HPAs) são moléculas orgânicas hidrofóbicas derivadas do 

petróleo utilizadas em combustíveis e intermediários das 

indústrias, e que entram no ambiente aquático através de esgoto 

sanitário e lixiviação urbana ou ainda através de eventos de 

derramamento de petróleo e derivados. Animais expostos a HPAs 

apresentam alterações na atividade de enzimas do sistema de 

biotransformação e antioxidantes. Dessa forma, o 

desenvolvimento de ferramentas sensíveis à poluição é necessário 

para o monitoramento da qualidade ambiental nas áreas de cultivo. 

Nesse contexto, a ostra Crassostrea gigas¸ além ser a espécie de 

ostra mais cultivada no mundo, é amplamente utilizada em análises 

de biomonitoramento ambiental como organismo sentinela. O 

sistema de biotransformação metaboliza compostos lipofílicos 

endógenos ou xenobióticos, convertendo-os em moléculas mais 

hidrofílicas e, assim, facilmente excretáveis pelas células. Há 

poucas informações sobre a resposta da atividade enzimática em 

moluscos quando expostos aos hidrocarbonetos isolados. Dessa 

forma, o objetivo do presente estudo foi analisar a atividade de 

enzimas de biotransformação GST e GSTm, e enzimas 

antioxidantes e auxiliares GPx, GR, CAT e G6PDH em brânquia 

de ostras do pacífico, C. gigas, expostas aos HPAs: pireno (50 e 

100 µg. L
-1

) e fluoreno (100 e 200 µg. L
-1

) por 96h. Houve maior 

bioacumulação de pireno nos tecidos (=49,66 e 93,34 µg. g-1  de 

peso seco nos animais expostos a 50 µg. L-1 e 100 µg. L-1, 

respectivamente) em comparação ao fluoreno (= 29,53 e 39,07 µg. 

g-1 de peso seco nos animais expostos a 100 µg. L-1 e 200 µg. L-1, 

respectivamente). Nos grupos controle e no tempo zero (T0), a 

concentração de pireno e fluoreno foi inferior a 1 µg. g-1 de peso 

seco em todos os tempos e tratamentos. Não foram observadas 

alterações significativas nas atividades enzimáticas entre os 

grupos, com exceção da atividade de GSTm, maior atividade nas 



 

 

 

brânquias de ostras expostas a 100 µg. L-1 de pireno em relação ao 

grupo exposto a 50 µg. L-1 e ao grupo controle. A exposição aos 

HPAs pireno e fluoreno não alterou a atividade das enzimas 

antioxidantes e de biotransformação em brânquias de ostras C. 

gigas nas condições experimentais do presente estudo. 

Palavras-chave: biotransformação. enzimas antioxidantes. 

fluoreno. pireno. poluição aquática. ostra do pacífico. 
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*O delineamento experimental, dados de GST, GSTm e de 

bioacumulação de HPAs nos tecidos integram a tese da doutoranda 

Marília Nardelli Siebert, do Programa de Pós-Graduação em 

Bioquímica da UFSC, intitulada “Atividade 7-etoxi-resorufina o-

deetilase em ostras Crassostrea sp. e níveis de transcritos e 

atividades de enzimas de biotransformação em ostras Crassostrea 

gigas expostas a hidrocarbonetos policíclicos aromáticos. ” 

(Capítulo IV: Níveis de transcritos e atividades de enzimas de 

biotransformação em ostras Crassostrea gigas expostas ao pireno 

e fluoreno) 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Poluição aquática por hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos (HPAs) 

 
Historicamente, o desenvolvimento humano se 

manteve próximo a regiões costeiras e, associado à ocupação 

desordenada, tem sido o principal agente de degradação da 

qualidade ambiental. De acordo com o relatório “World 

Population Prospects: The 2015 Revision” publicado pela 

Organização das Nações Unidas (ONU), a população mundial 

atual é de 7,3 bilhões e, estima-se que deste total, mais da 

metade vive a menos de 100 km de distância do mar e exerce 

influência sobre o ambiente, contribuindo para a degradação dos 

ecossistemas, em especial os ecossistemas aquáticos 

(LARUELLE et al., 2012; ONU DESA, 2015). 

Segundo Loureiro Filho (2014), a ocupação da zona 

costeira brasileira ocorreu por uma sucessão de eventos 

históricos, que possuem como objetivo utilizar os recursos 

naturais disponíveis em prol do desenvolvimento 

socioeconômico. Inicialmente, ainda no século XVI, ocorreu 

como consequência do processo de expansão marítima dos 

portugueses, seguido do desenvolvimento da indústria do 

turismo em meados do século XX e, atualmente, com o 

extrativismo de combustíveis fósseis, como o gás natural e o 

petróleo. O petróleo é responsável por uma parcela significativa 

da matriz energética brasileira e apresenta crescente demanda. 

Além disso, compostos derivados do petróleo são amplamente 

utilizados como intermediários em produtos farmacêuticos, 

agrícolas, produtos fotográficos, materiais lubrificantes e outras 

indústrias químicas (ABDEL-SHAFY; MANSOUR, 2015). 

Destacam-se entre os compostos derivados do petróleo, os 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs), devido ao seu 

potencial mutagênico e carcinogênico em sistemas biológicos 

(WHO, 1983). 

Estudos relatam que em ecossistemas aquáticos, a 

distribuição de HPAs ocorre por meio do processo de deposição 

seca ou úmida das partículas atmosféricas emitidas sobre os 
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solos superficiais (Figura 1). Uma vez estabelecidos em solo, 

estas podem se movimentar e distribuir, via correntes, na 

superfície de lagos, córregos e oceanos. Além disso, 

lançamentos de efluentes de esgotos sanitário, escoamento 

rodoviário, emissões industriais e acidentes durante o transporte 

e produção de combustíveis fósseis contribuem com a carga de 

HPA disponível no ambiente aquático (DOUBEN, 2003; 

ABDEL-SHAFY; MANSOUR, 2015).  

 
Figura 1. (A) Distribuição dos HPAs nos ecossistemas aquáticos via 

deposição seca ou úmida das partículas atmosféricas no meio aquático. 

(B) HPAs considerados como prioritários no monitoramento de 

poluentes orgânicos, de acordo (EPA, 1986). Detalhe para os HPAs 

utilizados no estudo. 

 

 Fonte: Elaborado pela autora. 
 

 

Os HPAs pertencem a uma classe de substâncias 

orgânicas que possuem dois ou mais anéis benzênicos e podem 

apresentar grupos substituintes ligados. Segundo Page e 

colaboradores (2000), diferentes condições físicas, como 

temperatura e pressão, conferem aos HPAs diferentes 

configurações e, consequentemente, graus de reatividade. HPAs 

derivados da combustão incompleta de matéria orgânica, sob 

condições de elevada temperatura e baixa pressão, em um curto 

tempo de formação, são considerados de origem pirogênica ou 

pirolítica. Enquanto, HPAs formados sob condições de baixa 

temperatura, em escala de tempo geológico ou decorrente da 

liberação de petróleo puro ou subprodutos petrolíferos são 
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considerados de origem petrogênica (NEFF, 1979; NEFF, 1984; 

DAHLE, 2003; BEYER, 2010). 

Devido ao risco à saúde humana e do ambiente, os 

HPAs são amplamente estudados pelas áreas de saúde pública 

e a ecotoxicologia (WHO, 1983; NETTO et al., 2000; BEYER, 

2010). A Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos 

(EPA – Environmental Protection Agency), também 

denominada EPA, estabeleceu em sua publicação Quality 

Criteria for Water (1986), 16 hidrocarbonetos prioritários no 

monitoramento de poluentes orgânicos (EPA, 2001) (Figura 2). 

Entre os HPAs listados como importantes para o 

monitoramento de poluentes orgânicos prioritários, fluoreno e 

pireno são alvos de estudos devido a sua limitada 

biodegradabilidade. Desta forma, a presença de pireno e 

fluoreno está associada a elevadas concentrações de HPAs em 

ambientes contaminados, o que pode colocar em risco a saúde 

dos ecossistemas aquáticos (TAO et al., 2010; LEVENGOOD; 

SCHAEFFER, 2011, ZHANG et al., 2012). 

 

1.2 Pireno e Fluoreno 

 

O pireno (Figura 2) é um HPA com origem pirolítica, 
composto por 4 anéis aromáticos, de peso molecular moderado 
e semi volátil. De acordo com a Agência Internacional de 

Estudos sobre o Câncer (WHO, 1983), o pireno não possui 
evidência carcinogênica determinada, entretanto, possui uma 

estrutura de baía, uma concavidade formada pelas ramificações 
na sequência do anel benzênico, que garante uma maior 
tendência a carcinogenicidade, decorrente do alto grau de 

reatividade bioquímica (JERINA et al., 1978; BAIRD, 2002). 
Segundo o Relatório “Environmental risk limits for polycyclic 

aromatic hydrocarbons (PAH) ” publicado em 2012, a 

concentração de pireno que é passível de causar sérios riscos a 

qualidade dos ecossistemas (SRC eco, water) é 4,2 µg. L-1 para água 

doce e salgada (VERBBRUGGEN, E., 2012) 
O fluoreno (Figura 2) é um composto com origem 

petrogênica e possui 3 anéis aromáticos em sua composição. De 

acordo com Douben (2003), a disponibilidade de fluoreno no 
ambiente está relacionada com a produção de diferentes gêneros 
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comerciais, como a fabricação de produtos farmacêuticos, 

defensivos agrícolas, corantes, plástico termo-endurecido (do 
inglês, thermoset plastic). Ainda, de acordo com o Relatório 

“Environmental risks limits for polycyclic aromatic 
hydrocarbons (PAH) ” publicado em 2012, o SRCeco, water do 

fluoreno é estimado em 117 g. L-1 em água 

(VERBBRUGGEN, E., 2012).  
  Estudos ecotoxicológicos que avaliam o efeito de HPAs 

em organismos aquáticos são utilizados e apontam uma série de 

efeitos deletérios oriundos da exposição: alterações nas respostas 

bioquímicas, moleculares, histológicas, entre outras (MATTOS et 

al., 2010; RICHARDSON et al., 2008; LÜCHMANN et al., 2011; 

ZANETTE et al., 2011; XIE et al., 2017), entretanto, há uma 

carência na literatura de estudos que avaliem o efeito isolado dos 

HPAs sobre os organismos (REIS., 2014; PIAZZA et al., 2016; 

ZACCHI, 2017, SIEBERT, 2017). 

 
 

Figura 2. Lista dos 16 hidrocarbonetos prioritários no monitoramento de 

poluentes orgânicos, de acordo com a Agência de Proteção Ambiental dos 

Estados Unidos (EPA, 2001). Destaque para os HPAs utilizados no 

presente estudo: Pireno e Fluoreno. 

 
 
Fonte: US. EPA (2001) 
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1.3 Aquicultura e a contaminação aquática 

 

Uma das atividades afetadas pela contaminação do 

ambiente aquático é a aquicultura, pois depende 

fundamentalmente da saúde dos ecossistemas aos quais está 

inserida, e estes devem ser mantidos em equilíbrio para garantir 

a manutenção da atividade (VALENTI, 2002; IBAMA, 2003). 

A produção mundial de pescados oriundos do setor aquícola 

praticamente dobrou no período compreendido entre 2000-

2013, chegando a 70 milhões de toneladas (FAO, 2014).  

  Considerando a expansão do setor, associado à 

extensão do território brasileiro, conclui-se que o país possui 

significativo potencial para produção de pescados através da 

aquicultura, quando comparado aos demais países do mundo. 

Desta forma, o desenvolvimento desse potencial contribuiria 

para o desenvolvimento do agronegócio no país (IBAMA, 2003; 

FAO, 2014). 

De acordo com dados publicados pela EPAGRI (2014; 

2015), Santa Catarina lidera o ranking nacional de produção de 

moluscos, representado em primeiro lugar pelo cultivo de 

mexilhão Perna perna com produção de 17.853, 1 toneladas na 

safra de 2015, e em segundo lugar o cultivo de ostras da espécie 

Crassostrea gigas (Figura 3) nas baías norte e sul da Grande 

Florianópolis, responsável por 96,87% da produção estadual de 

ostras cultivadas, chegando ao recorde de 3.670, 36 toneladas de 

ostras na safra de 2014.   

Como consequência, a atividade atende, em alguns 

aspectos, aos três pilares da sustentabilidade: econômico, 

através da geração de empregos; social, ajuda a fixar as 

populações nativas litorâneas nessas regiões, além de 

complementar a renda; e ambiental, devido à manutenção dos 

estoques naturais e preservação dos locais onde os cultivos são 

implantados (FERREIRA; OLIVEIRA NETO, 2006; REIS, 

2014).  Entretanto, o potencial de desenvolvimento dessa 

atividade é susceptível a interferências negativas decorrentes do 

lançamento de contaminantes de origem antrópica nos 

ecossistemas costeiros.  
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Figura 3. Classificação taxonômica das ostras Crassostrea gigas 

(Thunberg, 1793) 

 

 
 

Fonte: Organização das Nações Unidas para Alimentação e Agricultura 

(FAO, 2017). Disponível em 

http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Crassostrea_gigas/en 

Acesso em 10/06/2017. 

 

Segundo Sindermann (1996), bivalves respondem 

negativamente a contaminantes, com efeitos diretos sobre a 

produção, por meio da diminuição da taxa/potencial de 

crescimento e da resposta imune, o que favorece a baixa resistência 

a patógenos. Além disso, moluscos bivalves apresentam uma 

maior tendência em bioacumular contaminantes nos tecidos 

podendo representar riscos à saúde humana (PINTO, 2008). 

Com o objetivo de monitorar a presença de 

contaminantes e a qualidade dos ambientes aquáticos, programas 

de biomonitoramento são amplamente utilizados. Nesses 

programas, a presença de contaminantes em organismos 

sentinelas é associada a alterações biológicas nesses organismos 

que possam representar algum efeito ou danos no ecossistema 

monitorado. Nesse contexto, moluscos bivalves são organismos 

utilizados como sentinelas, por serem sésseis e se alimentarem 

por filtração, características estas que permitem a 

bioconcentração de substâncias dispersas ao longo da coluna 

d’água, por exemplo, substâncias químicas (OLIVER et al., 2001; 

REIS, 2014). 

 

 

Reino: Animalia 

Filo: Mollusca 

Classe: Bivalvia 

Ordem: Ostreoida 

Família: Ostreidae 

Gênero: Crassostrea 

Espécie: Crassostrea gigas 

(Thunberg, 1793) 
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No Brasil, a regulamentação quanto a concentrações limites 

máxima de HPAs disponíveis em corpos de água em áreas 

destinadas à prática da maricultura - Resolução CONAMA n° 

357/05 (Tabela 1) ainda é incipiente e concentrações limites para 

sedimentos e a organismos aquáticos são inexistentes (CONAMA, 

2005; PAVEI, 2007). Entretanto, existem regulamentações que 

indicam o monitoramento ambiental de HPAs em atividades 

potencialmente poluidoras. A Resolução n° 393/07 do Conselho 

Nacional do Meio Ambiente, por exemplo, estabelece como dever 

das empresas operadoras de plataformas petrolíferas o 

monitoramento semestral da água produzida e descartada para fins 

de identificação da presença e concentração de HPA, e prevê 

avaliação de toxicidade crônica da água produzida em organismos 

aquáticos, através de métodos ecotoxicológicos padronizados com 

organismos marinhos (CONAMA, 2005). 
 

Tabela 1. Padrões de lançamento de efluentes para corpos de água onde 

haja pesca ou cultivo de organismos para fins de consumo intensivo, 

adaptado da Resolução CONAMA n ° 357/05 para os 16 HPAs listados 

como importantes para o monitoramento de poluentes orgânicos 

prioritários (EPA, 1986) 

Valor Máximo Permitido 
 

Parâmetros Orgânicos 
 

     Doce 
 

Salobra 
 

Salina 

Benzo(a)antraceno    

Benzo(a)pireno    

Benzo(b)fluoranteno    

Benzo(k)fluoranteno  0,00018 g L-1 

     Criseno    

Dibenzo (a,h)antraceno    

 Indeno(1,2,3-cd)pireno
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1.4 Biomarcadores Bioquímicos 

De acordo com a definição proposta por Walker e 

colaboradores (2016), biomarcador é qualquer resposta biológica, 

resultante da exposição a químicos ambientais, que demonstre 

alterações do estado normal ou basal do indivíduo ou organismo. 

Nesse contexto, os parâmetros bioquímicos, fisiológicos, 

morfológicos, histológicos e comportamentais podem ser 

utilizados como biomarcadores. Dentre os parâmetros 

bioquímicos, as enzimas antioxidantes são comumente propostas 

como biomarcadores de contaminação em invertebrados, pois 

atuam prevenindo o ataque pró-oxidante de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) formadas em uma taxa mais elevada durante a 

biotransformação de alguns compostos orgânicos (REGOLI et 

al., 2002; LEI et al., 2015). 

ERO podem ser produzidas pelos organismos vivos tanto 

sob condições fisiológicas basais, como no transporte de elétrons, 

reações enzimáticas e reações de oxidação, ou ainda em situações 

de estresse, como na presença de químicos ambientais 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). São classificadas em 

dois grupos: os radicais livres - aqueles que possuem um ou mais 

elétrons não pareados e apresentam maior reatividade, com 

potencial de causar danos celulares: radical ânion superóxido 

(O2
-) e radical hidroxila (OH); e os não-radicais - quando dois 

radicais livres compartilham seus elétrons não pareados, com 

destaque para o peróxido de hidrogênio (H2O2). (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2007; BIRBEN et al., 2012). 
De acordo com a definição proposta por Sies (1993), 

estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilíbrio entre pró-

oxidantes e antioxidantes em favor dos primeiros, que podem 

provocar interrupção da sinalização e controle redox, incluindo 

danos a diferentes biomoléculas, como: DNA, lipídios, proteínas 

e carboidratos. Evolutivamente, os organismos vivos 

desenvolveram mecanismos de defesa antioxidantes, enzimáticos 

e não enzimáticos, que podem atuar de três formas na proteção 

celular contra ERO: prevenção da formação, inativação das 

reações oxidativas ou reparo do dano causado (SIES, 1993; SIES, 

2015). Diversos estudos indicam que o aumento na produção de 

ERO pode estar relacionado com a presença de determinados 

contaminantes ambientais, uma vez que o sistema de 

biotransformação de compostos orgânicos, como quinonas e 
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HPAs, pode promover um aumento na expressão e atividade das 

enzimas antioxidantes (REGOLI et al., 2002; AKCHA et al., 

2003; PATRI; PADMINI; BABU, 2010).  

Dificuldades na detecção da atividade das enzimas 

envolvidas na biotransformação, associadas a elevada capacidade 

de bioacumulação de contaminantes, em especial orgânicos, 

trouxeram incertezas a respeito da capacidade de metabolização de 

contaminantes em moluscos (LEE; SAUERHEBER; BENSON, 

1972). Entretanto, alguns trabalhos sugerem que estes animais 

possuem um sistema de metabolização relativamente eficiente 

(McELROY; LEITCH; FAY, 2000), devido à bioconcentração de 

HPAs encontrada em tecidos de moluscos provenientes da 

exposição a locais poluídos (RAMDINE et al., 2012; GIRÓN-

PÉREZ et al., 2013),  e à detecção das atividades das enzimas de 

superfamília CYP e das enzimas UDPGT e GST e de enzimas 

antioxidantes (SCHLENK; BUHLER, 1989; LIVINGSTONE, 

1998;  ORBEA et al., 2002; SOLE; LIVINGSTONE, 2005; 

LUCHMANN et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2015), que indicam 

a existência de um sistema de biotransformação atuante nesses 

organismos. 

 

1.5 Enzimas de defesa antioxidante 

 

A análise da atividade de enzimas do sistema antioxidante 

(Figura 4) e de biotransformação tem sido amplamente utilizada 

em programas de monitoramento ambiental, com o objetivo de 

avaliar o efeito de diferentes contaminantes nos organismos. Entre 

elas, destacam-se as enzimas antioxidantes: Superóxido Dismutase 

(SOD), Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa 

Redutase (GR) e Glicose-6- Fosfato Desidrogenase (G6PDH) e 

também as enzimas de biotransformação da fase II, Glutationa-S- 

Transferases (GST) (BRAY; LEVY, 2000). 

Encontradas no citosol e na mitocôndria, a SOD pertence 

a um grupo de metaloenzimas que agem contra a ação de ânions 

superóxido, devido a conversão de O2
-.em H2O2. A decomposição 

de H2O2 é catalisada por duas enzimas, CAT e GPx. A CAT, 

encontrada principalmente nos peroxissomos, realiza a conversão 

de peróxido de hidrogênio (H2O2) em água e oxigênio molecular. 

GPx também possui atividade peroxidase, em especial sobre 



                                                                                               32 

 

 

peróxidos de hidrogênio e orgânicos. Entretanto, sua capacidade 

antioxidante é dependente da utilização de elétrons do tripeptídeo 

glutationa (GSH), devido ao grupamento tiol (SH) reativo 

presente na cisteína (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; 

REISCHL et al., 2007; TREVISAN, 2008).   

A manutenção no balanço de glutationa no meio celular é 

realizada pela GR. Ao transformar glutationa dissulfídica 

(GSSG) em glutationa reduzida (GSH), ocorre oxidação de 
NADPH em NADP+ pela enzima (VAN DER OOST; BEYER; 
VERMEULEN, 2003). Diretamente relacionado à manutenção 

da função antioxidante da glutationa, a G6PDH atua como uma 
enzima antioxidante coadjuvante, fornecendo intermediários 
redutores (NADPH) para regeneração de GSH a partir de GSSG 

pela GR, de forma que se houver um desbalanço de glutationa, o 
meio celular pode ser comprometido, provocando sérios danos ao 
metabolismo celular (SLEKAR, KOSMAN; CULOTTA, 1996; 

TREVISAN, 2008).  

A conjugação de contaminantes eletrofílicos a GSH no 

sistema de biotransformação de fase II, realizada pela GST, 

confere menor toxicidade e caráter mais hidrofílico aos 

contaminantes, de forma que a eliminação do contaminante para o 

meio extracelular se torna facilitada (STEGEMAN; LECH, 1991). 

A diversidade de classes e polimorfismos das GSTs conferem 

diferentes formas de atuação durante o processo de 

biotransformação de contaminantes.  Elas são subdivididas nas 

classes: citosólicas -   isoformas: alfa, mu, pi, sigma, theta, zeta e 

ômega; mitocondriais: Kappa; ou ainda associadas a proteínas de 

membrana, as isoformas microssomais: subgrupos I, II e IV. 

(HOARAU et al., 2001; HAYES, FLANAGAN; JOWSEY, 2005).  

A regulação das enzimas antioxidantes e de 

biotransformação em animais está relacionada ao Fator 2 

relacionado ao Fator Nuclear E2 (NRF2) que atua diretamente na 

regulação da transcrição de genes com o elemento de resposta 

antioxidante e o elemento de resposta eletrofílica, que podem 

promover um aumento ou redução na capacidade de 

biotransformação e antioxidante dos animais frente a ERO através 

da regulação nas taxas de transcrição de genes envolvidos nesses 

processos, como por exemplo a CAT, SOD mitocondrial e 

tiorredoxina redutase 1 (YIN et al., 2016; DANIELLI et al., 2017).  

Estudos relatam que em moluscos bivalves a regulação das 

enzimas de biotransformação e de defesa antioxidantes estão 



33 

 

 

relacionadas ao NRF2 (TREVISAN et al., 2014; DANIELLI et al., 

2017). 

Nesse contexto, técnicas que evidenciam respostas em 

níveis mais simples de organização biológica podem ser mais 

preventivas em um contexto de monitoramento ambiental, pois 
podem indicar precocemente o estabelecimento de uma 
perturbação ambiental que poderá afetar níveis superiores de 

organização biológica, com o estabelecimento de respostas 
irreversíveis. (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006). 

 
Figura 4. Principais enzimas antioxidantes celulares e auxiliares: 

Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa Redutase (GR), 

Glicose 6-Fosfato-Desidrogenase e Glutationa S-Transferase (GST). Na 

figura estão representadas as principais vias de produção de ERO, no caso, 

ânion superóxido. São elas: CYPs, via biotransformação de 

contaminantes na fase I; Xantina oxidase; Mitocôndria e NADPH 

oxidase.  

 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar a atividade de enzimas antioxidantes em brânquias 

de ostras Crassostrea gigas expostas aos HPAs pireno e fluoreno.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 
a) Analisar a atividade das enzimas antioxidantes CAT, 

GPx, GST, GSTm e enzimas auxiliares GR e G6PDH em 
brânquias de ostras C. gigas expostas a 50 e 100 µg. L-1 

de pireno por 96h; 

 
b) Analisar a atividade das enzimas antioxidantes CAT, 

GPx, GST, GSTm e enzimas auxiliares GR e G6PDH em 
brânquias de ostras C. gigas expostas a 100 e 200 µg. L-

1 de fluoreno 96h; 

 
c) Avaliar a concentração dos HPAs pireno e fluoreno nos 

tecidos das ostras, a fim de verificar a bioconcentração. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Obtenção e aclimatação das ostras C. gigas 

 

  Ostras da espécie Crassostrea gigas com comprimento 

total 10,0 cm ± 1,8 cm foram obtidas em um de cultivo de ostras 

(Figura 5) localizado no Ribeirão da Ilha – Florianópolis/SC, e 

transportadas até o Laboratório de Bioensaios do Laboratório de 

Biomarcadores de Contaminação Aquática e Imunoquímica 

(LABCAI/UFSC). 

No laboratório, os animais foram distribuídos em tanques 

de 150 L, em um sistema de recirculação de água com volume total 

de 1000 L e aclimatados durante 7 dias nas seguintes condições: 

salinidade inicial de 25, temperatura de 20° C, pH 7,8 ± 0,1, 

amônia de 0 a 0,25 mg/L, fotoperíodo 12:12. A alimentação foi 

realizada a cada 36 h com ração comercial Phyto B- Plus, em uma 

proporção de 200.106 células por ostra constituída por um mix de 

microalgas marinhas (Nitaschia closterilum, Chaetoceros sp., 
Nannochloropsis ocullata e Chlorella sp.) com duração de 2 h. A 

manutenção da rotina de alimentação a cada 36 h permitiu que os 

animais permanecessem 24 h de jejum antes da dissecção.  

 
Figura 5. Localização do cultivo de ostras onde os animais foram 

coletados – Baía Sul de Florianópolis -  Ribeirão da Ilha.  
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3.2 Exposição das ostras C. gigas ao pireno e fluoreno 

 

O experimento de exposição de C. gigas aos HPAs pireno 

e fluoreno integra a tese de doutorado da MSc Marília Nardelli 

Siebert, do Programa de Pós-Graduação em Bioquímica, da 

Universidade Federal de Santa Catarina (SIEBERT, 2017) e foi 

realizado na sala de Bioensaios do Laboratório de 

Biomarcadores de Contaminação Aquática e Imunoquímica 

(Cadastro da Comissão de Ética no Uso de Animais - CEUA: 

BIO067). 

Ao final do período de aclimatação, os animais foram 

expostos ao pireno (Aldrich 185515, 98% de pureza) ou ao 

fluoreno (Aldrich 128333, 98% de pureza). Os animais foram 

distribuídos em 9 aquários de vidro com volume total de 18 L 

(Figura 6), com 6 animais por aquário (3 L/ostra) expostas por 

96 horas a pireno, nas concentrações de 50 µg. L-1 e 100 µg. L-1 

e fluoreno a 100 µg. L-1 e 200 µg. L-1, ambos utilizando Dimetil 

Sulfóxido (DMSO) (Sigma D4540, >99,5% de pureza) como 

solvente. Cada tratamento foi realizado em triplicata, e utilizou 

como grupo controle a mesma concentração do solvente (DMSO 

0,002%). 
 

 

Figura 6. Delineamento do experimento de exposição de ostras C. gigas 

ao pireno e fluoreno. 

 

 

Fonte: SIEBERT, M. N. (2017)  
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Foi adotada a renovação total da água dos aquários (água 

do mar (3 L/ostra), sem adição de contaminantes para 

alimentação dos animais. Após o período de alimentação (2 h), 

a água contendo ração comercial foi removida e uma nova 

renovação total de água foi realizada em cada aquário, 

adicionando as respectivas concentrações dos contaminantes.  

Os aquários referentes a cada tratamento foram mantidos 

dentro de caixas de madeira hermeticamente fechadas contendo 

filtros para vapores orgânicos a fim de diminuir a possibilidade 

de contaminação cruzada entre diferentes tratamentos e a 

contaminação do ar (Figura 7). A aeração foi mantida constante 

durante o período de exposição, com fonte de ar externa ao local 

de exposição.  

Ao final de 96 h de exposição, os animais tiveram suas 

brânquias e glândula digestiva dissecadas, aproximadamente 

400 mg de tecido, e imediatamente processados para as análises 

enzimáticas (Figura 8). Ao final do período de experimento, os 

resíduos líquidos resultantes foram submetidos a filtração 

passando por carvão ativado para posterior descarte. 
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Figura 7. A. Aclimatação de ostras C. gigas em sistema de recirculação 

de água. B. Aspecto geral do Laboratório de Bioensaios durante os 

experimentos com aquários em caixas fechadas. C. Triplicata dos 

aquários com ostras. D. Caixas de madeira com filtros para vapores 

orgânicos. O projeto das caixas de vedação, o sistema de troca de água 

das unidades experimentais e de tratamento do resíduo líquido foi 

desenvolvido e executado pelo Engenheiro de Aquicultura Dr. Fabrício 

Flores Nunes. 

 

 

 
Fonte: SIEBERT, M. N. (2017) 
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3.3 Análises Químicas 

 

A quantificação dos HPAs foi realizada em pool de tecidos 

moles de seis animais de cada tratamento após 24 h e 96 h de 

exposição e em um pool de seis animais coletados imediatamente 

antes do início de cada experimento. 

 As ostras foram homogeneizadas e processadas segundo 

MacLeod et al. (1986), com pequenas modificações. As amostras 

foram extraídas a partir de um grama de tecidos de ostras 

liofilizados (liofilizador Thermo Savant, Módulo D, Waltham) 

com n-hexano e diclorometano 50% (v/v) utilizando o aparelho 

Soxhlet durante 8 h. Antes da extração, foram adicionados os 

padrões internos: naftaleno-d8, acenaftaleno-d10, fenantreno-d10, 

criseno-d12 e perileno-d12 (5 ng μ. L-1) a todas as amostras, brancos 

e referência (SRM 2974a – Organics in Freeze-Dried Mussel 

Tissue – Mytilus edulis).  

O extrato evaporado foi purificado em coluna de 

cromatografia de sílica (contendo 8 g de sílica gel sobre 16 g de 

alumina) e eluído em uma mistura de n-hexano e diclorometano 

(50%). O eluato foi concentrado e o padrão p-terfenil (5 ng.μ.L-1) 

foi adicionado. A determinação dos HPAs dos tecidos das ostras 

foi efetuada por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria 

de massas (GC-MS) com modo de aquisição SIM (monitoramento 

seletivo de íons). A identificação de fluoreno e pireno foi feita por 

comparação dos tempos de retenção com padrões de referência da 

Accustandard (New Haven, EUA) e Fluka (St Louis, EUA). 

 Os compostos analisados no GC-MS também foram 

identificados através do íon de quantificação (razão massa/carga, 

m/z). A quantificação foi feita por razões entre os padrões internos 

e os compostos de interesse, baseada nas curvas analíticas 

montadas com pelo menos 5 concentrações diferentes de cada 

grupo de compostos.  

A quantificação de HPAs foi realizada no Laboratório de 

Química Orgânica Marinha, Instituto Oceanográfico, 

Universidade de São Paulo, sob a coordenação da Profa. Dra. 

Márcia Caruso Bícego. 
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3.4 Processamento das amostras 

 

As amostras de brânquias de ostras expostas aos HPAs 

foram pesadas (100 mg de tecido) e homogeneizadas em cinco 

vezes o volume de tampão de homogeneização (TRIS-HCl 0,1 

M, pH 7,4, contendo sacarose 0,5 M; KCl 0,15 M; DTT 1 mM 

e PMSF 0,1 mM). Após, foram submetidas à centrifugação a 

9.000 g a 4°C por 30 min. O sobrenadante resultante dessa 

centrifugação foi removido e submetido a uma nova 

centrifugação a 100.000 g a 4°C por 90 min. O sobrenadante 

resultante, correspondente à fração citosólica, foi separado em 

alíquotas e congelado a -80°C para ensaios das atividades 

enzimáticas. A fração microssomal resultante foi lavada em 

tampão de homogeneização sem DTT e PMSF e submetida à 

ultracentrifugação a 100.000 g por 20 min a 4°C. A fração 

microssomal resultante foi ressuspendida em tampão TRIS-HCl 

0,1 M, pH 7,4, contendo KCl 0,15 M e Glicerol 20%, congelada 

a -80oC e utilizada para a análise da atividade da GST 

microssomal (GSTm). 

 

3.5 Determinação da concentração de proteínas 

A concentração de proteínas totais presentes na fração 

citosólica e microssomal foi determinada de acordo com a 

metodologia descrita por Bradford (1976) baseada na absorção 

do reagente Comassie Brilliant Blue G-250, utilizando albumina 

de soro bovino como padrão. O ensaio foi realizado em 

microplaca e os dados gerados nessa análise foram utilizados 

para o cálculo de atividade específica de cada enzima. 

 

3.6 Ensaios de Atividade Enzimática 

 

 A atividade da CAT foi verificada de acordo com a 

metodologia proposta por Beutler (1975), com base na degradação 

de peróxido de hidrogênio (H2O2) (ε = 0,0436 mM-1cm-1) em água 

e oxigênio molecular. O ensaio foi realizado em microplaca da 

marca Greiner, modelo UV-Star e medido a 240 nm por 90 

segundos a 25 ºC. O ensaio utilizou meio de reação composto por 

tampão para CAT (Tris 1M e EDTA 5 mM), H2O2 10,4 mM. 
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 A metodologia descrita por Glock e McClean (1953) para 

detecção da atividade da G6PDH foi utilizada neste trabalho, em 

que a atividade é expressa em função do aumento na absorbância 

de 340 nm, decorrente da redução de NADP+ a NADPH (ε = 6,22 

mM-1cm-1). O ensaio utilizou meio de reação composto por tampão 

Tris HCl 0,1 M pH 7,4, MgCl2 0,2 M, NADP+ 0,2 mM, G6P 

registrado durante 5 minutos a 25 ºC. 

 De acordo com Keen (1976), as atividades de GST total e 

microsomal (GSTm) foram detectadas através da reação de 

conjugação promovida pelo substrato CDNB (1-cloro-2,4 

dinitrobenzeno, 10 mM) que promove um aumento na absorbância 

de 340 nm (ε= 9,6 mM-1cm-1) registrado por 5 minutos, a 25 ºC. O 

meio de reação continha tampão fosfato de potássio 0,1 M pH 7,0, 

EDTA 1 mM e GSH 0,1 mM. 

Ao reduzir glutationa dissulfídica, é possível detectar a 

atividade da GR pelo decréscimo na absorbância de NADPH, a 340 

nm por 5 min a 25 ºC, conforme a metodologia descrita por 

Calberg e Mannervik (1985). O meio de reação continha tampão 

fosfato 0,1 M pH 7,0, EDTA 5 mM pH 7,0, GSSG 2 mM, GSH 

0,15 mM e NADPH 0,1 mM. 
A atividade da GPx foi determinada de acordo com a 

metodologia descrita por Wendel (1981), onde a oxidação do 

NADPH (ε = 6,22 mM-1cm-1), decorrente da redução do substrato 

Hidroperóxido de cumeno (Cu-OOH), foi monitorada a 340 nm 

por 5 min, a 25 ºC. O meio de reação foi composto por tampão 

fosfato de potássio 0,1 M pH 7,0, EDTA 5mM pH 7,0, NADPH 

0,2mM, GR 0,2 U. ml-1 e GSH 0,1 M.  
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Figura 8. Procedimentos de laboratório. A e B. Dissecção dos animais. 

C. Preparação das microplacas para posterior análise enzimática em 

Espectrofotômetro Spectramax M5, Molecular Devices. D. Microplaca de 

polipropileno utilizada nos ensaios enzimáticos. 

 
 

Fonte: Imagens cedidas por Flávia Lucena Zacchi em 2014. Acervo 

pessoal. 

 

3.7 Análises Estatísticas 

 

Os dados de atividade enzimática foram analisados 

estatisticamente quanto à presença de outliers, normalidade e 

homocedasticidade (Teste de Grubbs, D’Agostini e Bartlett, 

respectivamente). Foi utilizado o teste paramétrico One-Way 

ANOVA (5%), seguido de pós-teste de Tukey (5%). Para 

apresentação dos gráficos foi utilizado o software GraphPad Prism 

5.0. Diferenças foram consideradas significativas quando p < 0,05. 

Os dados foram apresentados na forma de média ± desvio padrão 

A

D 

A

A 

A

B 
A

C 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Bioacumulação de HPAs nos tecidos 

 

De acordo com Zanette (2009), a natureza lipofílica dos 

compostos químicos de origem orgânica, por exemplo, compostos 

derivados do petróleo, favorece a absorção destes via membranas 

lipídicas dos tecidos expostos e a metabolização destes compostos 

será dependente da sua estrutura e interação com proteínas 

sinalizadoras ou enzimas dos sistemas de biotransformação. 

Moluscos bivalves apresentam uma tendência à bioacumulação de 

contaminantes decorrente de características intrínsecas ao grupo: 

sésseis e alimentação via filtração (LIVINGSTONE, 1998; 

GOSLING, 2003; BUSTAMANTE et al., 2012).   

Ostras da espécie C. gigas foram expostas a pireno nas 

concentrações de 50 e 100 µg. L-1 e de fluoreno, nas concentrações 

de 100 e 200 µg. L-1 por 96 h com o objetivo de analisar a atividade 

das enzimas antioxidantes e de biotransformação frente a 

exposição nesses organismos. A concentração de pireno nos 

tecidos foi 49,66 e 93,34 µg. g-1 de tecido seco nos animais 

expostos a 50 µg. L-1 e 100 µg. L-1, respectivamente (Figura 9), 

enquanto que a concentração de fluoreno nos tecidos foi de 29,53 

e 39,07 µg. g-1 de tecido seco nos animais expostos a 100 µg. L-1 e 

200 µg. L-1, respectivamente (Figura 9).  Nos grupos controle e no 

tempo zero (T0) a concentração de pireno e fluoreno foi inferior a 

1 µg. g-1 de tecido seco nos animais dos diferentes períodos de 

exposição e tratamento. 
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Figura 9. Quantificação de HPAs em tecidos de ostras C. gigas expostas 

por 96h a  pireno nas concentrações de 50 (P50) e 100 µg. L
-1

 (P100 ) ou 

e a fluoreno nas concentrações de 100 (F100)  e 200 µg. L
-1

 (F200) e o 

respectivos grupos controles (CT). T0 representa as ostras coletadas no 

início dos experimentos. A análise foi realizada em um pool de seis ostras 

para cada grupo. 

 

 
 

Fonte: SIEBERT, M. N. (2017). 

 

 

De acordo com Librando, Sarpietro e Castelli (2003), a 

interação entre os HPAs e as membranas é favorecida quando estes 

contaminantes são dissolvidos em solventes orgânicos, ou seja, 

permite a interação desses com as membranas biológicas através 

de difusão passiva, e consequentemente possibilita uma maior 

bioconcentração.  Nesse contexto, parâmetros que quantifiquem a 

permeabilidade das membranas biológicas quando expostas aos 

HPAs permite uma avaliação do potencial de bioacumulação do 

contaminante e, desta forma, estabelecer uma relação destes dados 

com as respostas bioquímicas apresentadas. 

A permeabilidade das membranas pode ser mensurada 

através das suas propriedades físicas químicas, como a 

lipofilicidade (SCHNEIDER, 2011). A lipofilicidade pode ser 
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quantificada pelo coeficiente de partição octanol-água, que pode 

ser definido como a relação de solubilidade de um composto nos 

meios hidrofóbicos, como as membranas celulares e aquosas (Log 

partição=Log soluto octanol– Log solutoágua). Nesse contexto, o 

pireno apresenta uma maior tendência em interagir com as 

membranas biológicas dos tecidos expostos, devido ao maior 

coeficiente de partição octanol-água (Pow = 5,22) e, 

consequentemente, em bioconcentrar mais intensamente, em 

relação ao fluoreno (Pow = 4,18) (BRUGGEMAN; VAN DER 

STEEN; HUTZINGER, 1982).   

Além disso, a diferença constitutiva e funcional entre 

tecidos pode interferir na avaliação dos parâmetros bioquímicos. 

Na presença de contaminantes ambientais, a brânquia é o primeiro 

órgão afetado, o que justifica a escolha do tecido para o presente 

estudo. Desta forma, é possível que tenha uma relação entre a 

bioconcentração de HPAs nas respostas bioquímicas.  

 

 

4.2 Biomarcadores Bioquímicos em ostras expostas aos HPAs 

pireno e fluoreno 

 

Ostras da espécie C. gigas foram expostas a duas 

concentrações de pireno (50 e 100 µg. L-1) e fluoreno (100 e 200 

µg. L-1) por 96 h. A atividade das enzimas CAT, GPx, GR, GST e 

G6PDH não diferiu entre os grupos de ostras expostas ao pireno e 

ao fluoreno. A atividade da enzima GSTm foi a única que 

apresentou diferença significativa entre os grupos. O grupo de 

ostras expostas a pireno na concentração de 100 µg. L-1 apresentou 

uma atividade GSTm maior do que o grupo exposto a 50 µg. L-1 e 

o grupo controle. 
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Figura 10. Atividade das enzimas GPx, GR, GST, GSTm, G6PDH e CAT 

em brânquias de ostras Crassostrea gigas expostas a diferentes 

concentrações de HPAs pireno e fluoreno por 96 h. Os dados estão 

expressos em média desvio ± padrão (n=9). Letras diferentes demonstram 

diferença significativa (p < 0,05). 

 
 

 

De acordo com Ahmad et al., (2005), e considerando que 

existe uma relação entre a bioconcentração de compostos 

resistentes a biotransformação e a atividade das enzimas de 

biotransformação e antioxidantes, sugere-se que a utilização de 

outros tecidos, como a glândula digestiva em ostras, seja mais 

adequada para a avaliação da atividade de enzimas antioxidantes 

no organismo exposto.  

  Para Holmstrom e Filkel (2014), ERO representam o 

equivalente científico do anti-herói, quando comparados ao mundo 

literário, de forma que apresentam uma série de aspectos benéficos 

e maléficos aos sistemas biológicos. Sob o ponto de vista positivo, 

a produção de radicais livres atua como mediador para o 

cumprimento de funções biológicas importantes: geração de ATP, 

por meio da cadeia transportadora de elétrons, ativação de genes e 
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a sinalização intracelular frente a processos inflamatórios. Em 

contraste, a exposição a condições ambientais adversas pode 

conduzir à produção excessiva de ERO, e, desta forma, conduzir a 

um desbalanço entre oxidantes e pró-oxidantes, de forma a gerar 

efeitos deletérios ao organismo, denominado estresse oxidativo. 

No sistema de biotransformação de fase I, os HPAs sofrem 

ação de enzimas, principalmente aquelas da superfamília dos 

CYP450, de forma a se tornarem substratos mais adequados para 

as reações de conjugação que compõem o sistema de 

biotransformação de fase II, catalisadas, em parte, pelas GSTs. 

Entretanto, este processo gera uma série de intermediários reativos, 

passíveis de causar estresse oxidativo, danos ao DNA e 

peroxidação lipídica. (BUSTAMANTE et al., 2012; CAPPELO et 

al, 2013, D’AGATA, 2014). 

As defesas antioxidantes protegem as células contra os 

efeitos deletérios das ERO gerados pelo contaminante ou no 

processo de biotransformação citado anteriormente (Fase I e II). 

As enzimas antioxidantes CAT e GPx são peroxidases, presentes 

na maioria das células eucarióticas, que possuem como objetivo a 

proteção contra peroxidação lipídica decorrente da ação de ERO, 

no caso do peróxido de hidrogênio (RICHARDSON et al., 2008; 

LÜCHMANN et al., 2011). No presente estudo, as enzimas 

antioxidantes CAT e GPx não sofreram alterações significativas 

pela exposição aos HPAs pireno e fluoreno, entretanto, a ausência 

de alterações significativas de CAT e GPx em brânquias de 

moluscos foi relatada também em Crassostrea brasiliana expostas 

por 96 h a fração de óleo diesel acomodada em água (FAD) 

(LÜCHMANN et al., 2011), Mytilus galloprovincialis exposto a 

B[a]P por 72 h (BANNI et al., 2010) e em Anomalocardia 

brasiliana expostas a derramamento de óleo por diferentes 

períodos de tempos e concentrações (SANDRINI-NETO et al., 

2016). Em contraste, variações nas atividades da CAT e GPx foram 

relatadas em Crassostrea corteziensis (GIRÓN-PÉREZ et al., 

2013) e Crassostrea rhizophorae (RAMDINE et al., 2012) 

mantidas em locais contaminados com metais e HPAs e em 

Crassostrea gigas exposta a óleo quimicamente disperso por 48 h 

(LUNA-ACOSTA et al., 2011).  

As defesas antioxidantes contam também com o sistema 

não enzimático composto pelo tripeptídeo GSH, que atua na 

decomposição do radical peróxido de hidrogênio em água e 

oxigênio molecular. Desta forma, as concentrações de GSH 
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disponíveis no meio celular desempenham papel fundamental na 

atividade das enzimas dependentes desse tripeptídeo: GR, GPx e 

GST. Xie et al. (2017) relata que em ostras Pinctada martensii 

expostas a pireno por 7 dias ocorre uma diminuição significativa 

de GSH total, e assim sua capacidade antioxidante pode ser 

sobrecarregada resultando em um desbalanço na relação GSH: 

GSSG. A depleção de GSH pode comprometer o sistema 

dependente de glutationa GPx/GSH/GR, e assim interferir na 

defesa antioxidante do organismo exposto (MELLO et al., 2015).  

A manutenção dos níveis de GSH intracelular é catalisada 

pela enzima GR, em um processo dependente de NADPH (VAN 

DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Nesse contexto, a 

G6PDH atua como enzima antioxidante auxiliar (BAINY et al., 

1996), pois fornece NADPH, produzido na via das pentoses 

fosfato, de forma a viabilizar a regeneração de GSSG. Neste 

experimento, a atividade de G6PDH não sofreu alterações 

significativas com os tratamentos.  

Apesar de não terem sido observadas alterações 

significativas na atividade de GR, estudos em glândula digestiva e 

fígado de moluscos e peixes, respectivamente, expostos a FAD s 

apontam a atividade dessa enzima quando avaliada em conjunto 

com GST, pode ser considerada um bom indicador de exposição a 

HPAs, de acordo com relatos de estudos, respectivamente 

(MATTOS, 2010; LÜCHMANN et al., 2011). 

 No sistema de biotransformação de fase II, as enzimas da 

família GST ganham destaque no processo de detoxificação de 

contaminantes devido à ligação do tripeptídeo glutationa (GSH) 

aos substratos que possuem centros eletrofílicos, o que os torna 

mais hidrossolúveis, e mais facilmente excretáveis pela célula 

(MATTOS, 2010).  Estudos anteriores associaram alterações 

significativas à exposição ao HPAs em bivalves (HOARAU et al., 

2001; LIMA et al., 2007; BEBBIANO et al, 2009; BANNI et al., 

2010). No presente estudo, não houve alteração significativa na 

atividade de GST total, entretanto, na atividade GSTm houve um 

aumento no grupo de animais expostos a pireno na concentração 

de 100 µg. L-1 em relação ao grupo controle.  

A distribuição das isoformas de GST entre e dentro dos 

tecidos pode influenciar na resposta enzimática de acordo com a 

toxicocinética do contaminante e disponibilidade de GSH como 

co-substrato. O aumento na atividade da GSTm observado na 

brânquia das ostras expostas ao pireno pode estar indicando uma 
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maior capacidade de conjugação deste sistema na membrana do 

retículo endoplasmático em comparação às GSTs encontradas na 

fração citosólica (GAUTHIER et al., 2014). Estudos indicam a 

biotransformação de HPAs, catalisada pelo citocromo P450, 

atividade quantificada por meio da atividade de 7-etóxi-resorufina 

O-deetilase (EROD), como um marcador clássico de exposição a 

HPAs em vertebrados e potencial em invertebrados (SIEBERT et 

al., 2017).  Desta forma, o aumento na atividade de GSTm pode 

estar relacionado com uma maior taxa de biotransformação 

catalisada pelo sistema microsomal Citocromo P450, localizado 

principalmente nesta membrana. Então, os conjugados formados 

estariam mais aptos à rápida eliminação da célula pelos sistemas 

de fluxo celular, o que corrobora com o aumento da atividade de 

EROD relatada em Crassostrea brasiliana expostas a pireno 

(ZACCHI, 2017). 

De acordo com Regoli et al. (2011), alterações nos níveis de 

antioxidantes são de difícil previsibilidade e vários estudos 

apontam resultados diferentes para os mesmos parâmetros, com 

indução, inibição, mudanças bifásicas ou temporárias de acordo 

com as condições experimentais como: intensidade e duração de 

exposição, espécies, tecidos, estado metabólico ou fatores 

biológicos e ambientais ainda desconhecidos.  

Além disso, a ausência de alterações significativas nos 

parâmetros bioquímicos analisados pode estar relacionada com a 

carcinogenicidade dos HPAs estudados. Pireno e fluoreno não 

apresentam evidências carcinogênicas, de acordo com a Agência 

Internacional de Estudos sobre o Câncer (WHO, 1983). Nesse 

contexto, é possível que os HPAs estudados não apresentem 

toxicidade suficiente para causar alterações em nível bioquímico 

nos animais expostos nestes tempos e concentrações quando 

comparado a outros compostos como benzo[a]pireno, benzo 

[a]antraceno e benzo[a]fluoranteno, por exemplo, que apresentam 

maior grau de reatividade, e consequentemente mutagenicidade e 

carcinogenicidade, em função da sua estrutura química.  
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5 CONCLUSÕES 

 

• Exposição ao pireno nas concentrações de 50 e 100         

g. L-1 não alterou a atividade das enzimas antioxidantes 

e auxiliares em brânquias de ostras C. gigas; 

 

• A maior atividade das GSTm observada nas ostras 

expostas ao pireno na concentração de 100 µg. L
-1 pode 

estar associada a um aumento na atividade do sistema de 

biotransformação de Fase I localizados nesta membrana. 

 

• As ostras C. gigas expostas a fluoreno nas concentrações 

de 100 e 200 µg. L
-1 não apresentaram alterações 

significativas na atividade das enzimas antioxidantes e 

daquelas envolvidas no processo de biotransformação; 

 

• Os níveis de pireno nos tecidos das ostras após 96 h e 

exposição foram maiores do que do fluoreno, sugerindo 

que o pireno apresenta maior capacidade de interagir com 

as membranas biológicas em comparação ao fluoreno. 

 

6  PERSPECTIVAS 

• Estudos que avaliem parâmetros como GSH total, 

reduzida, dissulfídica, tióis proteicos e não proteicos 

devem ser conduzidos para verificar se as ostras 

encontravam-se em um estado pró-oxidante quando 

expostas a pireno e fluoreno. 

 

• Estudos que avaliem a atividade das enzimas 

antioxidantes e de biotransformação em outros tecidos 

deverão ser conduzidos para verificar se existe relação 

entre a bioacumulação dos HPAs em diferentes tecidos na 

resposta bioquímica.  
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