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RESUMO

O cultivo de moluscos bivalves marinhos acaba comumente dividindo o
mesmo espaco geografico com outros setores econdmicos, tais como o
turismo e a inddstria imobiliéria, os quais estdo associados ao impacto
de origem antrépica registrado em muitas areas costeiras. Apesar da
procura pelo ordenamento e definicdo de parques aquicolas, esta
situacdo ainda ocorre com frequéncia. O Municipio de Balneario
Camboriu (SC- Brasil) (BC), cuja economia dependente do turismo,
apresenta altos indices de desenvolvimento humano e uma reconhecida
cadeia logistica comercial, urbana e imobiliaria. Nos meses de verdo, a
populacdo do municipio aumenta de forma significativa e supera em
guase nove vezes a populacdo local fixa, a qual por si sd ja representa a
maior densidade populacional de Santa Catarina. Nesse contexto, 0
presente estudo avaliou os niveis de transcritos de genes alvo em
brénquias da ostra Crassostrea gasar (Adanson, 1757) (=C. brasiliana)
expostas em laboratério por 24 horas a agua do mar da Praia
Taquarinhas, como area referencia (TAQ), das areas de cultivo de
moluscos de Laranjeiras (LAR) e da Barra (BAR), da Foz do Rio
Camborit (CAM) e do Canal de Marambaia (MAR) de BC. Analises de
qualidade de 4gua e a determinacdo de contaminantes organicos nas
ostras e em sedimentos foram também realizadas. Os resultados
evidenciaram valores altos de coliformes totais e termotolerantes
(fecais) em MAR e CAM respectivamente. As concentragdes de fosforo
em CAM superaram os limites da legislacdo vigente. Nos tecidos das
ostras, os XLABs ¢ ZDDTs totais foram maiores em LAR, enquanto as
maiores concentragdes de esteroides totais registraram-se em CAM. No
sistema antioxidante de protecdo celular, destacam-se 0s niveis mais
elevados de GPx e SOD em MAR e ALAd em CAM. Os genes
envolvidos na biotransformacao de xenobiéticos selecionados (CYP450-
2AU1, GST 6mega e SULT1C1) ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre os grupos. FABP teve maior transcricdo em MAR e
HSP70 registrou maior transcricdo em CAM. Os resultados evidenciam
0 maior impacto por contaminantes em CAM e MAR e alertam para a
consequente vulnerabilidade de BAR e LAR, recomendando ainda o
biomonitoramento ambiental na regido.

Palavras-chave: Agquicultura, Crassostrea gasar, Biomarcadores,
Esgoto sanitario, Maricultura.






ABSTRACT

Mollusk aquaculture quite often shares the same geographic space with
other economic activities, such as tourism and real estate construction,
which can bring along anthropogenic impact upon several coastal areas.
In spite of the definition and establishment of aquacultures specific
areas, this situation can still be frequently found. Balnedrio Camboril
(SC- Brazil) (BC), which economy relies on tourism, displays a high
human development index and a well-established commercial, urban, and
construction logistic chain. During summer, the city population increases
dramatically up to almost nine fold the local population, which per is
represents the higher population density among the cities of Santa
Catarina. In this context, this study evaluated transcript levels of target
genes in gill tissue of oyster Crassostrea gasar (Adanson, 1757) (=C.
brasiliana) exposed for 24 hours under laboratory conditions to sea water
from Taquarinhas Beach, reference area (TAQ), from two mollusk
growing areas, Laranjeiras (LAR) and Barra (BAR), from the mouth of
Camboriu River (CAM) e from Marambaia Channel (MAR) in BC.
Water quality analyses and determinations of organic compounds in
both oysters and sediment samples were also performed. Our results
elicted high levels of total and thermotolerant coliforms in MAR and
CAM, respectively. Concentrations of phosphorus in CAM were shown
to be above the limits recommended by the current legislation. Total
YLABs and =DDTs in oyster tissues were higher in LAR, whereas
higher concentrations of steroids were seen in CAM. As far as the
antioxidant system is concerned, transcript levels were higher for GPx
and SOD in MAR and for ALAd in CAM. The target genes related to the
biotransformation of xenobiotics (CYP450-2AU1, GST omega and
SULT1C1) showed no significant differences among groups. FABP
transcripts were higher in MAR, whereas HSP70 transcripts were more
elevated in CAM. Overall our results indicate that CAM and MAR
experience a higher impact of contaminants and alert about the
vulnerability of both BAR and LAR, yet recommending the
environmental biomonitoring in the area.

Keywords: Aquaculture, Crassostrea gasar, Biomarker, Sanitary
Sewage, Mariculture.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Situacéo da producéo aquicola mundial e no Brasil

De acordo com a Organizacdo das Nacgdes Unidas para
Alimentagdo e Agricultura (FAO), no estudo intitulado “O Estado
Mundial da Pesca e da Aquicultura” (FAO, 2014), a produgéo pesqueira
mundial atingiu 158 milhGes de toneladas no ano 2012. Deste total, a
pesca teve uma producdo de 91,3 milhGes de toneladas, distribuida na
pesca marinha e continental, com 80,7 e 10,1 milhdes de toneladas
respectivamente. Por outro lado, a producdo aquicola de pescados
comestiveis registrou 66,6 milhdes de toneladas, sendo 41,9 milhdes de
toneladas oriundas da aquicultura continental e 24,7 milhGes de
toneladas da aquicultura marinha.

No mesmo estudo, a FAO (2014) destaca que a produgdo
aquicola mundial atingiu nova alta histérica, ou seja, 90,4 milhdes de
toneladas (equivalente em peso vivo) em 2012 (US$ 144 bilhdes), das
guais, 66,6 milhdes de toneladas corresponderam a pescados
comestiveis e 23,8 milhdes de toneladas a algas. A FAO considera como
pescados comestiveis além de peixes, crustaceos, moluscos, anfibios,
tartarugas de agua doce e outros animais aquaticos (como pepinos do
mar, ourigos do mar, ascidias e medusas comestiveis), produzidos com a
finalidade de utilizacdo como alimento para o consumo humano.

Na produgdo aquicola mundial no ano de 2012, por grupo de
espécies, a producdo de peixes representou 66,3%, seguida pela
producdo de moluscos com 22,8% e de crustaceos com 9,7 % (Tabela
1).

Segundo os dados da FAO (2014), entre 0s quinze principais
paises produtores aquicolas no ano 2012, destaca-se a predominancia de
cinco paises asiaticos, 0s quais, em conjunto, somaram 79,8% da
producdo mundial, liderados pela China com o 61,7%, seguida pela
Iindia com 6,3%, o Vietnam e a Indonésia com 4,6% e Bangladesh com
2,6 %. Entre os paises da América, o Chile ocupa o oitavo lugar com
1,6% da producdo mundial, enquanto o Brasil ocupa o décimo segundo
lugar com 1,1% e, os Estados Unidos o décimo quinto lugar com 0,6%;
somando todos juntos somente 3,3% da producéo global. Por outro lado,
no ano 2013, a producdo pesqueira mundial (pesca mais aquicultura)
alcangou um novo recorde de mais de 160 milhdes de toneladas,
impulsionada pelo continuo crescimento da producéo aquicola (OECD-
FAO, 2014).
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TABELA 1: Producdo mundial da aquicultura em aguas continentais e
cultivos marinhos por grupo de espécies em 2012 (milhdes de toneladas).

Grupo de espécies ﬁg#;;u;;?;f ﬁg:}mﬁs Subtotal Total (%)
Peixes 38,6 55 44,1 66,3
Crustaceos 25 39 6,4 9,7
Moluscos 0,3 14,9 15,2 22,8
Outras espécies 0,5 0,4 0,9 1,2
Total 419 247 66,6 100

Fonte: FAO (2014).

A expansdo da producdo aquicola deve ainda impulsionar o
crescimento da producdo pesqueira mundial nos proximos anos. E
esperado que a producdo aquicola alcance cerca de 92 milhdes de
toneladas em 2023, podendo vir a registrar, assim, 0 aumento de 38% na
proxima década. Isso seria equivalente a uma taxa de crescimento anual
de 2,5%, significativamente inferior a taxa de crescimento de 5,6% ao
ano, registrada na década anterior (2004-2013). Considera-se que esta
desaceleracdo prevista para a expansdo do setor deva estar relacionada a
restricGes causadas pelos impactos ambientais da producdo, bem como
pela competicdo por agua e pelas zonas costeiras por outros USUArios.
Por exemplo, os cultivos aquicolas ao longo da costa, lagos ou rios
podem entrar em conflito com o desenvolvimento urbano ou turistico
(OECD-FAQ, 2014).

O Banco Mundial (2013) no informe Fish to 2030 considera que
a producgdo pesqueira total ascendera a 187 milhdes de toneladas no ano
2030. Assim, para 2030 a pesca e a aquicultura contribuirdo da mesma
maneira para a producdo pesqueira mundial, sendo provavel que, ap6s
esse ano, venha a ser registrado um predominio da aquicultura,
tomando-se como base projecdes, segundo as quais, a aquicultura vird a
fornecer mais de 60 % do pescado para consumo humano direto. Nesse
contexto, o estudo ressalta que se deva prestar especial atengéo ao setor
aquicola, em se pretendendo que a maior parte da producdo pesqueira
proceda dele. Consequentemente, 0 crescimento constante do setor deve
estar dirigido de forma ambientalmente sustentavel, com a incluséo dos
insumos necessarios, tendo como objetivo cuidar para que o aumento da
oferta de pescado também favoreca aqueles que mais dependem do
pescado, seja como fonte de alimentacéo direta ou como meio de vida e
sustento.
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A aquicultura fornece quantidades significativas de pescado e
outras fontes alimentares aquaticas para consumo humano, constituindo
seus produtos uma das principais fontes de proteina alimentar. A
indUstria associada a atividade aquicola também cria milhdes de
empregos, dentro e fora das areas de cultivo. Com uma gestéo adequada,
a aquicultura pode ser ambiental e socialmente sustentavel, atender a
crescente necessidade de alimentos e contribuir para a seguranga
alimentar, redugdo da pobreza e para o desenvolvimento econdémico
sustentavel (WWF, 2010).

Os bivalves sdo uma fonte de proteina animal saudavel,
apresentando alta eficiéncia na conversdo de nutrientes e matéria
organica em proteina animal, e apresentam altos niveis de acidos graxos
essenciais (FAO, 1990). O crescente aumento do consumo de bivalves,
particularmente ostras, nas Ultimas décadas permite projetar a
continuidade da expansdo significativa desse setor da aquicultura nos
proximos anos (LOVATELLI; FARIAS; URIARTE, 2007). Por outro
lado, dado que a producdo aquicola do setor é relativamente nova e,
sobretudo, tem experimentado rapida expansdo, tem se chamado a
atencdo para a possibilidade de eventuais conflitos com outros setores
mais estabelecidos (FAO, 2011).

Assim, o interesse em cultivar bivalves de importancia comercial
estd aumentando entre os industriais do setor. Uma das vantagens deste
tipo de cultivo esta relacionada com sua sustentabilidade ecolégica, dada
a posicao dos moluscos bivalves como animais de base da cadeia tréofica.
A alimentacéo baseada no fitoplancton natural, ndo sé reduz o montante
de investimento necessario, por tratar-se de cultivos extensivos, como
reduz também o impacto ambiental em comparagcdo com os cultivos de
peixes e crustaceos. (LOVATELLI; FARIAS; URIARTE, 2007).

Oceanos, mares, zonas costeiras e a economia azul que lhes esta
associada sdo essenciais para o desenvolvimento socioecondmico, para
fornecer uma boa fonte de alimento, para a seguranca alimentar e para
contribuir com a luta contra a fome e a pobreza em nivel nacional e
mundial. Estes sdo fatores que contribuem como um todo e podem
colaborar para impulsionar o crescimento econémico de forma
responsavel. No entanto, a pesca excessiva, bem como a contaminagao e
0 desenvolvimento nédo-sustentavel estdo causando danos irreversiveis
aos ambientes costeiros, com reflexos nas suas caracteristicas e fungGes
ecoldgicas, bem como na biodiversidade (FAO, 2014).

Assim sendo, do ponto de vista da economia ecoldgica, 0
desenvolvimento sustentavel seria entendido como um processo que visa
0 bem-estar humano, com base numa produgdo material/energética que
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garanta o conforto, além de ser considerada adequada e que esteja
estabilizada num nivel compativel com os limites termodindmicos do
planeta (RIBEIRO, 2011).

O Brasil tem grande potencial para a aquicultura, devido a suas
condigdes naturais, seu clima favoravel e sua matriz energética. Esse
potencial esta relacionado ainda a sua extensdo costeira de mais de oito
mil quilémetros, a sua zona econdémica exclusiva (ZEE) de 3,5 milhdes
de km2 e a sua dimensdo territorial, que concentra, aproximadamente,
quase 13% da &gua doce renovavel do planeta. Ademais, apresenta um
mercado cobigado no mundo por seu potencial de consumo interno:
mais de 200 milhdes de habitantes (MPA, 2014).

De acordo com a FAO (2014), a produgdo aquicola do Brasil em
2012 englobou 611.343 mil toneladas relativas a producdo de peixes,
74.415 mil toneladas de crustaceos, 20.699 mil toneladas de moluscos e
1.005 mil toneladas relativas a outras espécies aquaticas, totalizando
707.461 mil toneladas; valor que representou 1,1% na produgdo da
aquicultura mundial.

Na pesquisa da Producéo Pecuaria Municipal de 2013 realizada
pelo IBGE (2013), o valor monetario total da producdo aquicola
brasileira foi de R$ 3,055 bilhdes, englobando a producdo de peixes
de 392,493 mil toneladas, camarfes com 64,669 mil toneladas e
moluscos (ostras, mexilhdes e vieiras) com 19,369 mil toneladas. Desse
total a produgdo de camarbes representou o0 66,1%, peixes 0 25% e
moluscos 0 1,9%, os demais produtos o 7% (alevinos, larvas e pos-
larvas de camarfes, sementes de ostras, vieiras e mexilhdes, e outros
animais).

1.2 Cultivo de moluscos no Brasil

O Brasil tem um litoral superior a 8.400 km, voltado para o
Oceano Atlantico, incluindo regido equatorial, regido tropical e regifes
subtropicais e, apresentando uma grande variedade de ambientes, tais
como estuarios, mangues, baias, enseadas, praias de areia, costdes, ilhas
costeiras rochosas e recifes de coral. Esses recursos naturais, além de
inimeras éareas adequadas para a maricultura, estdo relacionados com a
existéncia de uma rica biodiversidade de moluscos bivalves, muitos
destes comestiveis e de interesse econdmico. Por outro lado, as regiGes
costeiras estdo sobre crescentes pressGes antrépicas, devido ao
crescimento populacional e a litoralizagdo da populacdo, que esta
concentrada nos grandes centros urbanos (RUPP et al. 2008).
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Um dos setores da producdo aquicola que representa um
importante crescimento e desenvolvimento no mundo é o cultivo de
moluscos bivalves marinhos (malacocultura).

Segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura, o Estado de Santa
Catarina concentra os cultivos de moluscos do Brasil, respondendo por
cerca de 95% da producdo nacional da malacocultura no pais (MPA,
2013). Tanto a mitilicultura, como a ostreicultura, encontram em Santa
Catarina o seu destaque em nivel nacional (EPAGRI, 2014).

A malacocultura no Brasil esta concentrada principalmente em
trés espécies cultivadas, a saber: o mexilhdo Perna perna (Linnaeus
1758), a ostra do Pacifico, Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) e a
vieira Nodipecten nodosus (Linnaeus, 1758) (MPA, 2013).

Os cultivos de ostras, vieiras e mexilhdes vém se tornando um
importante segmento da industria aquicola brasileira, por serem
considerados atividades ambientalmente responsaveis e proporcionarem
uma rapida melhoria da condicdo de vida de varias comunidades
envolvidas (WASSERMAN, 2007).

Uma das principais preocupacdes para o desenvolvimento da
atividade ¢ a qualidade sanitaria das aguas, onde o cultivo de moluscos é
realizado. As regides costeiras tém experimentado um crescimento
rapido da populacdo e muitas localidades ndo possuem estruturas
adequadas para o tratamento dos efluentes domésticos, o que pode afetar
a qualidade da &gua e a seguranca alimentar do produto (RUPP et al.,
2008).

1.2.1 Producdo de moluscos bivalves no Estado de Santa Catarina.

A costa litordnea de Santa Catarina, associada a uma elevada e
diversificada produtividade do mar, favorece e muito o desenvolvimento
e 0 cultivo de moluscos bivalves (mexilhGes, ostras e vieiras)
(ROCZANSKI et al., 2000).

Em relacdo ao cultivo de ostras, o0 marco do inicio da sua
expansdo em Santa Catarina data de 1991, a partir do trabalho
desenvolvido pelo Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), em conjunto com a
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(EPAGRI) (MONTIBELLER, 2002; CAVALLI; FERREIRA, 2010).

O desenvolvimento do setor teve como plataforma os avangos nas
investigacbes e na producdo de sementes da ostra do Pacifico
Crassostrea gigas. De acordo com Costa e colaboradores (1998), a
introducdo desta espécie impulsionou a expansdo da ostreicultura,
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favorecida por suas caracteristicas, o rapido crescimento, a facilidade de
adaptacdo, o bom rendimento de carne, 0 amplo conhecimento sobre a
biologia e tecnologia de cultivo disponivel e economicamente viavel.

Segundo dados da EPAGRI (2015), a produgéo total de moluscos
comercializados em 2014 no Estado de Santa Catarina (mexilhdes,
ostras e vieiras) foi de 21.553,6 toneladas (Figura 1). A comercializacéo
de mexilhdes (Perna perna) foi de 17.853,1 toneladas, enquanto de
ostras (Crassostrea gigas) foi de 3.630,36 toneladas e de vieiras
(Nodipecten nodosus) foi de 30,2 toneladas. Com os dados registrados
nos Ultimos oito anos, o estado de Santa Catarina mantém a tendéncia
crescente na produgdo, bem como a lideranca na producdo total de
moluscos bivalves no Brasil.
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Figura 1: Evolucdo da produgdo de moluscos comercializados em Santa
Catarina (1990 - 2014) (toneladas).
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Fonte: EPAGRI (2015).

Atualmente, o LMM/UFSC é o principal fornecedor de sementes
de C. gigas no Brasil. Consequentemente, Santa Catarina destaca-se
como o Unico estado com um sistema integrado para o cultivo de ostras,
desde a producdo de sementes em laboratério até a comercializagdo
(FERREIRA et al., 2011). Registra-se ainda no estado outro laboratorio
produtor de sementes de C. gigas, o Blue Water Aquaculture, de carater
privado.

No contexto de diversificar a producdo de ostras em Santa
Catarina, a mesma que esta ligada ao fomento da producdo de espécies
nativas, principalmente do género Crassostrea. Nesse sentido,
atualmente, a producédo regular de sementes de ostras nativas ndo esta
ainda totalmente estabelecida, mas o LMM/UFSC tem buscado
consolidar um sistema de producdo adaptado as espécies nativas,
principalmente da espécie Crassostrea gasar (Adanson, 1757) (LEGAT,
2015).

Nesse contexto, as pesquisas cientificas no Brasil tiveram uma
importancia vital e fundamental para o estabelecimento de uma politica
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governamental de desenvolvimento da criacdo de moluscos no Brasil
(MANZONI, 2005).

1.3 Ecossistemas Costeiros: Turismo, Crescimento Demogréafico e
Saneamento.

Na medida em que aumenta a populacdo residente em areas
litorAneas, os ecossistemas costeiros sdo mais pressionados, pela
conversao de habitats naturais, crescimento da poluicdo e aumento da
demanda sobre recursos locais (BURSZTYN; BURSZTYN, 2012).

As zonas costeiras sao 0s ecossistemas mais urbanizados. Europa,
América do Norte, Oceania e América Latina ttm as maiores areas
costeiras urbanizadas, com mais de 80% da populacdo vivendo em
cidades ao longo da linha da costa (UN-HABITAT, 2008).

Fatores como crescimento populacional, localizacdo geografica,
éxodo rural, politicas nacionais e outras politicas sociais e econdmicas
provocam o aumento da urbanizagdo, com a consequente demanda por
infraestruturas. Comunidades e indUstrias estdo investindo cada vez
mais no potencial de exploracdo da zona costeira, em atividades
relacionadas a pescado, Gleo, gas natural, areia, minerais, aquicultura,
habitac&o, turismo e lazer (PIATTO; POLETTE, 2012).

A contaminagdo marinha é geralmente referida como a presenca
no meio marinho (agua, sedimentos e organismos) de compostos
organicos e inorganicos (muitas vezes de origem antropogénica) que
ocorrem em excesso, provocando alteragBes nas caracteristicas do
ecossistema (VIARENGO et al, 1991). Esses poluentes sdo
eventualmente dispersos no ambiente aquatico, através de varias vias,
como a deposicdo atmosférica, a descarga direta, 0 escoamento
superficial de 4guas, e a transferéncia de cadeia alimentar (UNO;
ISHIZUKA,; ITAKURA, 2012).

No caso da zona costeira brasileira, em particular, pode-se
observar uma grande diversidade de situacfes, coexistindo areas
densamente povoadas, de intensa urbanizac¢do, industrializacdo e
exploracdo turistica de larga escala, com espacos de baixa densidade
populacional e ocorréncia de ecossistemas naturais de grande
significado ambiental, como areas estuarinas, manguezais, lagunas e
restingas (IBGE, 2010). Este quadro 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
exposicédo dos organismos marinhos (LUCHMANN, 2012).
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A ocupacdo humana do litoral estimulada pelo turismo e o
segmento de imdveis, representa mais uma forma de impacto para o
ambiente marinho, principalmente costeiro (IBUSP, 2011). O novo
cenario turistico implica riscos para os destinos costeiros consolidados
gue tém tido um desenvolvimento centrado no aumento da demanda,
muitas vezes associado a uma excessiva urbanizacdo, levando a uma
situagdo que pode superar a capacidade de carga dos espacos receptores,
gerando impactos ambientais e sociais (SOARES, 2014).

O turismo desordenado vem descaracterizando a faixa litoranea,
com o blogueio do acesso publico ao litoral, quer pela implantacdo de
condominios e de grandes empreendimentos hoteleiros, quer pelas
praias particulares e loteamentos mal planejados. Além do fato de essa
expansdo vir ocorrendo de forma desordenada e as expensas da
incorporacdo de areas de grande relevancia ambiental (dunas, mangues,
etc.), ela também transfere para espacos novos, parte dos vetores de
comprometimento ambiental tipicos das grandes aglomeracdes, tais
como: contaminacgdo das aguas subterraneas, superficiais e das praias,
remogdo da cobertura vegetal e de solos, interferéncia na dindmica de
carreacdo de sedimentos marinhos (IBAMA, 2002).

De acordo com Serafim e Hazin (2005), o Brasil possui
aproximadamente 8,5 mil km de costa, onde se concentram cerca de
75% dos principais centros urbanos, dispostos ao longo do litoral, sendo
que cerca de 80% de sua populacdo vivem a ndo mais de 200 km do
mar.

O IBGE (2010) destaca que no Brasil o grande contingente de
populacdo na zona costeira e sua concentracdo em alguns pontos da
costa, associados a caréncia de saneamento ambiental, especialmente de
coleta e tratamento de esgotos sanitario e industrial, causam grandes
impactos sobre o meio ambiente, com implicagdes sobre a qualidade da
agua no litoral, afetando a pesca e a atividade turistica. A ocupacéo
desordenada do litoral, intensificada tanto pela especulagdo imobiliaria
como pela expansdo da atividade turistica, tem causado a reducdo das
areas de restinga e manguezal. A ampliacdo da rede de coleta de esgoto
e, principalmente, o aumento do percentual de esgotos tratados sdo as
medidas mais importantes para reduzir o impacto da ocupacdo humana
sobre a zona costeira. Um maior controle do uso e ocupagdo do solo na
zona litorénea também reduziria a pressdo ambiental nessas areas.

Mesmo apresentando mais de 2/3 da sua populagdo vivendo ao
longo da costa, o Brasil ndo dispde na regido costeira de sistemas
apropriados de captacdo, tratamento e langamento de esgoto (ABESSA
et al., 2005). Entretanto, dentre os atrativos exibidos pela zona costeira
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que contribuiram para o quadro hoje estabelecido, estdo: a maior
facilidade para o escoamento de produtos industrializados e agricolas,
através dos portos, facilidade para disposicéo de efluentes residuais nos
corpos da 4gua, clima ameno, beleza cénica e lazer. Como
consequéncias imediatas, observa-se: a destruicdo da Mata Atlantica e
seus ecossistemas associados, expulsdo da populacdo “caicara",
emigracdo rural, adensamento da populacdo urbana, polui¢éo e declinio
da produtividade bioldgica (RODRIGUES, 2003).

A Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), segundo a
NBR (7229-1993), define o seguinte:

- Esgoto doméstico: agua residuaria de atividade higiénica e/ou
de limpeza.

- Esgoto industrial: despejo liquido resultante dos processos
industriais, respeitados os padrdes de langamentos estabelecidos.

- Esgoto sanitario: agua residuaria composta de esgoto doméstico,
despejo industrial admissivel a tratamento conjunto com esgoto
domeéstico e agua de infiltracéo.

O esgoto sanitario é outro problema diretamente relacionado a
presenga de centros urbanos nas proximidades de estuarios. Além de
grande quantidade de agua, 0 esgoto sanitario pode ser considerado uma
mistura, carregando uma série de componentes poluentes, onde se
destacam a matéria organica, 0s nutrientes, organismos patogénicos e
materiais em suspensao, entre outros (BISHOP, 1983).

E impossivel determinar a composicao exata do esgoto, mas seus
efluentes podem conter, de modo geral, grandes quantidades de matéria
organica e contaminantes diversos, como farmacos, produtos de higiene
pessoal, produtos de limpeza doméstica, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, metais traco, entre outros (PETROVIC, 2003), sendo assim
considerado como uma das principais fontes de contaminantes em
ambientes costeiros (KENNISH, 1991).

Scherer (2003) destaca que as aguas do esgoto doméstico sdo
compostas basicamente por proteinas (40-60%), carboidratos (25-50%),
gorduras e 6leos (10%), ureia derivada da urina, e um grande nimero de
tracos organicos, no qual se incluem pesticidas, surfactantes, fenol e
outros poluentes. Os poluentes ndo s6 afetam a sobrevivéncia e o
desempenho dos organismos como também causam o0 estresse do
ecossistema como um todo, modificando sua estrutura, funcGes e
diversidade em vérios niveis de organizacdo, incluindo o nimero de
espécies e sua estrutura genética (LOPEZ-BAREA; PUEYO, 1998).
Muitos sdo cancerigenos e causadores de mutacdes genéticas, e podem
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afetar o metabolismo dos animais de tal maneira que podem vir a
provocar a morte dos mesmos (OHE et al., 2004).

De acordo com Martins (2005), os Hidrocarbonetos Policiclicos
Arométicos e Alifaticos (HPA) sdo os principais contaminantes
orgénicos encontrados no ambiente. Nakata e colaboradores (2014)
evidenciam que 0s mesmos estdo presentes em uma grande variedade de
matrizes ambientais, incluindo ar, agua, sedimentos e organismos. Os
HPAs sdo poluentes organicos de grande persisténcia no ambiente,
podendo ser classificados como petrogénicos (presentes no petréleo e
seus derivados), pirogénicos (formados durante os processos de
combustdo) e bioldgicos (sintetizados por organismos vivos). Nos
organismos marinhos sua toxicidade depende de sua persisténcia e
biodisponibilidade, habilidade de acumulacdo ou metabolizacdo e
capacidade dos contaminantes interferirem no metabolismo normal
desses organismos (BICEGO, 1996). Apesar da pouca solubilidade em
agua, esses contaminantes; podem ser transportados no meio aquatico,
adsorvidos em particulas em suspensdo, e, posteriormente, depositados
no sedimento (GODOI et al., 2004) e dado que suas propriedades 0s
classificam como substancias téxicas (GRIMMER et al., 1983),
apresentam especialmente carcinogenicidade e mutagenicidade para 0s
seres humanos (NAKATA et al., 2014).

A composi¢do do esgoto pode incluir ainda outros compostos
clorados como os inseticidas dicloro-difenil-tricloroetanos (DDTS),
compostos derivados de 6leos e graxas como o0s hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) e derivados de detergentes como 0s
alquilbenzenos lineares (ABLs) (MEDEIROS, 2008). Uma classe de
compostos lipofilicos, e desse modo sujeitos & biomagnificagdo e que
estdo associados a uma série de desordens crénicas, principalmente
reprodutivas, sdo as bifenilas policloradas (PCBs) (CANESI et al.,
2003). No Brasil a producdo de detergentes sintéticos tem crescido
expressivamente, chegando a lancar no mercado cerca de 220 mil ton/ano
de LAB e 80 mil t/ano de LAS, sendo a Deten Quimica S.A, a maior
fabricante de LAB no pais. Essa producdo representa cerca de 10% da
producdo mundial e coloca o Brasil entre os principais produtores
mundiais (PENTEADO et al., 2006). Os LABs apresentam massa
molecular variando entre 218 a 274g /mol-%, sdo liquidos sem coloracéo
(TAKADA; EGANHOUSE, 1998) e estdo presentes nos detergentes
comerciais e industriais, podendo permanecer por VAarios anos no
sedimento marinho (EGANHOUSE et al., 1983), podendo, ainda,
acumular-se em tecidos biol6gicos (SHERBLOM et al., 1992). Sendo um
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dos motivos que os LABs junto com os esteroides fecais sdo utilizados
como indicadores de contaminacdo por esgoto (MARTINS et al., 2010;
MARTINS et al., 2014).

De acordo com Roberts e colaboradores (1978), os PCBs sdo um
grupo de hidrocarbonetos aromaticos halogenados sintéticos e sdo usados
em produtos que incluem agentes de transferéncia de calor, lubrificantes,
agentes dielétricos, retardadores de chama, plastificantes e materiais de
impermeabilizagdo. Os PCBs provocam uma variedade de efeitos
bioldgicos e toxicos, como defeitos de nascimento, insuficiéncia
reprodutiva, danos no figado, tumores e até morte (EISLER, 1986). As
principais fontes de PCBs para o ambiente marinho sdo representadas
pelos efluentes industriais ou urbanos despejados nos rios e lagos, além
de fumacgas decorrentes da incineragdo de produtos contendo PCBs
(MONTONE, 1995).

O esgoto doméstico ainda pode apresentar substancias que vém
sendo consideradas como “contaminantes emergentes”, cuja presenca é
caracterisitca de efluentes municipais. Dentre estas, estdo farmacos,
produtos de uso pessoal (PPCPs) e desreguladores endécrinos (EDCs),
0S quais apenas recentemente vém recebendo atencdo quanto aos efeitos
para a biota e quanto a necessidade de regulamentacdo para o descarte
no ambiente (BOLONG et al.,, 2009). De acordo com Wan e
colaboradores (2009), os produtos quimicos de desregulacdo enddcrina
(EDC), também chamados de hormdnios ambientais, sdo um grupo de
substancias quimicas com a capacidade de perturbar o funcionamento
fisiolégico normal dos sistemas hormonais dos seres humanos e animais.
A exposicdo aos EDCs causa uma variedade de efeitos deletérios, tendo
sido associados a diminuicdo da contagem de espermatozoides, ao
aumento da ocorréncia de cancer testicular em seres humanos, bem
como a feminizacdo de peixes e intersex de moluscos.

O descarte indiscriminado de esgoto sanitario nas aguas costeiras
pode comprometer a qualidade dos compartimentos marinhos. Apesar
de 99% da composicdo dos esgotos sanitarios corresponderem a agua de
abastecimento, a fracdo de 1% contém substancias sélidas, semissolidas
e ligquidas, sendo que muitas sdo consideradas poluentes
(GONGALVES; SOUZA, 1997). Ademais, pesquisas mostram que a
producdo de esgoto doméstico em dAreas costeiras aumenta
consideravelmente nos periodos de férias e finais de semana (BRAGA et
al., 2000).

Estabelecer limites as atividades desenvolvidas na zona costeira
ndo é uma tarefa simples. Os eventos que ocorrem em qualquer um de
seus compartimentos refletem sobre os demais, gerando impactos de
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diferentes magnitudes. As mudancas no ambiente costeiro estdo
relacionadas com uma complexa hierarquia de interacdes dentro e fora
do sistema (RODRIGUES, 2007). Ademais, a contaminacdo dos
ecossistemas costeiros por esgoto sanitario é uma preocupacdo mundial,
uma vez que cidades que ndo possuem coleta, tratamento e despejos
adequados para 0 mesmo, apresentam um maior risco de contaminacao
microbioldgica e quimica (MEDEIRQOS, 2008).

1.3.1 Saneamento no Brasil

E importante ressaltar que o saneamento basico é o conjunto dos
servigos e instalacdes de abastecimento de &gua, esgotamento sanitério,
limpeza urbana e manejo de residuos sélidos, drenagem e manejo das
aguas pluviais urbanas. As agdes de saneamento sdo consideradas
preventivas para a salde, quando garantem a qualidade da agua de
abastecimento, a coleta, o tratamento e a disposicdo adequada de dejetos
humanos e residuos sélidos. Elas também sdo necessarias para prevenir
a poluigdo dos corpos de agua e a ocorréncia de enchentes e inundages
(MINISTERIOS DAS CIDADES, 2014).

No Brasil, segundo dados do Sistema Nacional de Informacao de
Saneamento (SNIS) no ano 2013, o indice de atendimento total de agua
a populacdo é de 82,5% (MINISTERIO DAS CIDADES, 2014). Por
outro lado, em relacdo a coleta de esgoto, a média brasileira é de 48,6%,
e a média de tratamento do esgoto dos municipios representa 0 40,93% e
sendo a média nacional de 39% (TRATA BRASIL, 2015). O tratamento
do esgoto coletado é condicdo essencial para a preservacgdo da qualidade
da agua dos corpos d’agua receptores, para a protecdo da populagdo e
das atividades que envolvem outros usos dessas aguas, como, por
exemplo, abastecimento humano, dessedentacdo de animais, irrigacao,
aquicultura e recreacdo (IBGE, 2015).

Sobre o volume de esgotos sanitarios coletados e tratados pelos
servicos publicos, conforme ja mencionado, dados do SNIS em 2013
permitem inferir que o indice médio de tratamento dos esgotos coletados
no Brasil é de 69,4%. E interessante observar que essa proporgio é
menor no Sudeste (64,3%), seguida pelo Nordeste, Sul e Norte
(respectivamente, 78,1%, 78,9% e 85,3%). O melhor desempenho esta
no Centro-Oeste, com 91,6% dos esgotos coletados recebendo
tratamento (MINISTERIO DAS CIDADES, 2014).
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1.3.2 Situagdo do Saneamento do Estado de Santa Catarina

O Estado de Santa Catarina tem a maioria da sua populagéo e
grande parte das atividades econémicas concentradas na regido costeira,
0 que torna esta regido bastante suscetivel a eventuais impactos
ambientais gerados pela disposigdo excessiva de contaminantes oriundos
de todas estas atividades. (MACEDO et al., 2005).

Segundo o relatério de saneamento da Associacdo Brasileira de
Engenharia Sanitaria e Ambiental de Santa Catarina (ABES-SC) (2008),
uma das principais causas da poluicao do solo, de aguas subterraneas, de
mananciais superficiais e cursos de &gua em Santa Catarina é a
destinacdo inadequada de esgotos sanitarios domesticos e industriais.

Nesse contexto, o Estado de Santa Catarina tem o indice de
atendimento total de adgua de 86,02%, a rede de coleta de esgotos de
16,03%, e com tratamento de esgoto de 19,58% o0 que posiciona o
Estado em décimo oitavo lugar entre as vinte e sete unidades da
federacdo (MINISTERIO DAS CIDADES, 2014). Esses resultados
evidenciam a urgéncia em investimentos sistematicos em coleta e
tratamento de efluentes urbanos no Estado (SOUZA et al., 2014).

1.3.3  Municipio de Balneario Camboriu

O Municipio de Balneario Camboril esta localizado no litoral
centro-norte do Estado de Santa Catarina na latitude 26° 59°26°S e
longitude 48° 38°30°0. Tem limites pelo Norte com o municipio de
Itajai, pelo Sul com o municipio de ltapema, a oeste com 0 municipio de
Camboriu e a leste com o Oceano Atlantico. Possui 46,244 Km?2 (IBGE,
2010) de extensdo territorial e encontra-se a 80 km ao norte de
Floriandpolis, capital do Estado de Santa Catarina.

Balneario Camboril é um excelente exemplo do desenvolvimento
do turismo como atividade principal na economia municipal. Assim,
com base no Censo Demografico do ano 2010 Balneario Camboriu tinha
uma populacdo de 108 mil habitantes (IBGE, 2010) e estimativas para o
ano 2015 de mais de 128 mil habitantes (IBGE, 2015). Ademais, possui
a mais alta densidade populacional no estado de Santa Catarina com
2.337,67 hab/kmz2 (IBGE, 2015).

Segundo a Secretaria Municipal de Turismo do municipio,
Balneério Camboril se caracteriza por trés polos econémicos que sao a
construcdo civil, o turismo e o setor tercidrio. O polo que se destaca
mais é o turismo. Atualmente, Balneario Camborid é um dos principais
e melhores destinos turisticos do Brasil, sendo registrados, na alta



37

temporada, com a chegada do verdo, aproximadamente dois milhdes de
visitantes (FLORES et al., 2012; SECTURBC, 2015).

Balneario Camborid estad dividido politicamente em 14 &reas,
sendo 12 bairros, a regido das Praias Agrestes (Laranjeiras; Taquarinhas,
Taquaras, Estaleiro, Estaleirinho) e o Centro da cidade. A regido central
da cidade localiza-se entre o Canal Marambaia, localizado ao norte,
seguindo ao Sul tangenciando o Oceano Atlantico até a Foz do Rio
Camboritu (HIDRO K ENGENHARIA, 2007).

No municipio a rota das praias agrestes tem alto potencial
turistico por seus atrativos naturais e urbanos, sendo a praia de
Laranjeiras a que representa um dos importantes destinos turisticos do
municipio e que no seu entorno alberga espacos gastrondmicos,
imobiliarios, comerciais, com grande movimentacdo de pessoas,
especialmente no verdo e ao longo do ano todo, também conta com
setores produtivos, como a pesca e maricultura de moluscos. Em
situacdo contigua, a praia de Taquarinhas representa uma das poucas
praias que tem pouca afluéncia de pessoas e ainda mantém espacos
naturais sem impacto antropogénico, em comparagdo com as praias,
Taquaras, Estaleiro, Estaleirinho, do Pinho, entre outras.

No centro da Enseada de Balnedrio Camboril esta localizada a
praia central, que tem 7 km de orla, é a praia mais urbanizada do
municipio e onde ficam a maioria dos estabelecimentos comerciais,
hotéis, bares e restaurantes (SOARES, 2012; SANTUR, 2015).
Representa a area de maior atividade e fluxo turistico do municipio,
principalmente no verdo, nos meses da temporada alta.

A praia de Laranjeiras esta localizada a uma distancia de 6 km do
centro da cidade e tem uma extensdo de 750 metros. Localizada em uma
pequena baia, & uma praia com aguas calmas. Apresenta acesso através
da rodovia BR101 e pela estrada Interpraias; ou através do teleférico que
liga a praia Central com a praia de Laranjeiras (CAMACHO, 2010;
SOARES, 2012; SANTUR, 2015; SECTURBC, 2015). No caso da praia
de Taquarinhas, esta possui 600 metros de extensao e esta localizada a 8
km do centro da cidade, onde a natureza esta totalmente preservada,
apresenta areias mais grossas, com aguas limpidas e cristalinas, porem
agitadas e profundas, onde ndo existem constru¢fes e nenhum tipo de
infraestrutura (CAMACHO, 2010; SOARES, 2012; SANTUR, 2015;
SECTURBC, 2015).

A Enseada de Balneario Camborid, por sua vez, apresenta uma
orla densamente urbanizada, sendo sua praia muito utilizada para
recreagdo de contato primario. (KUROSHIMA et al., 2000).
Atualmente, a cidade possui uma ampla infraestrutura para receber
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turistas dos mais diversificados locais, 0 que transforma o municipio no
quinto centro turistico nacional. Possui mais de 6.000 estabelecimentos
comerciais, dentre eles bares, restaurantes, casas noturnas e lojas, que
oferecem aos turistas as mais variadas op¢des de entretenimento, lazer e
compras, e uma infraestrutura hoteleira com cerca de 20 mil leitos. Da
mesma forma, como Varios outros municipios litoraneos de Santa
Catarina, Balneario Camboril apresenta altos indices de crescimento
populacional. Ainda, mais recentemente, 0 municipio estd na quinta
posicao nacional no Indice de Desenvolvimento Humano - IDH — Brasil,
fato este que somente potencializa os atrativos da cidade (BALNEARIO
CAMBORIU, 2014).

O Municipio de Balneario Camboril possui dois corpos hidricos
principais: o rio Marambaia e o rio Camborid. Ambos pertencem a
Bacia Hidrogréafica do Rio Camboril - BHRC e sdo considerados como
principais responsaveis pelo aporte de dgua doce para a enseada, assim
como potenciais fontes de nutrientes, contaminante e sedimentos. A
BHRC possui uma area de 199,8 km?, na qual estdo incluidos os
municipios de Camboril e Balnedrio Camboril. As areas urbanas de
Camborii e de Balnedrio Camboril atingem as margens do rio
Camboril, o que aumenta a sua vulnerabilidade a contaminacdo por
aguas residuarias urbanas, doméstica e industrial, muitas vezes
clandestinas e in natura (BALNEARIO CAMBORIU, 2014), sendo o
mesmo ainda utilizado de via de acesso, a atracadouros e marinas
(INPH, 2000).

De menor porte que o rio Camboril, e também pertencente a
mesma bacia, porém, sem uma conexdo direta com o mesmo, o canal do
rio Marambaia possui pequeno porte e desagua no extremo norte da
Praia Central, drenando principalmente a area urbana norte do
municipio. Ap0s o intenso processo de urbanizagdo, com o avango das
construcbes, impermeabilizagdo do solo e verticalizagdo, 0 rio
Marambaia acabou por ser pressionado a partir do seu entorno devido a
aterros e trechos de canalizacdo das suas aguas (BALNEARIO
CAMBORIU, 2014), sendo utilizado muitas vezes como local de
despejo de dejetos organicos (SCHETTINI et al., 1996). O Canal do
Marambaia é o principal coletor hidraulico (natural), que cruza a parte
mais urbanizada do municipio e que percorre aproximadamente 3.200
metros até a sua foz na regido norte da cidade. E a responsavel por
destinar as aguas pluviais do Centro e de localidades mais adensadas
(EMASA, 2012).

As atividades ligadas a agricultura e os esgotos domésticos e de
estabelecimentos comerciais, que em muitos locais ndo recebem



39

tratamento suficiente e/ou adequado, sdo as maiores fontes da
contaminacdo das &guas do estudrio e da enseada de Balneério
Camborit  (KUROSHIMA et al., 1996). Segundo Tischer e
colaboradores (2015), Balnedrio Camboril estd entre as zonas mais
afetadas pelo processo de urbanizacdo e atividade turistica e,
consequentemente, sofre pressdo sobre seus recursos naturais.

Além disso, a populacdo de Balneadrio Camboril cresce em média
3% ao ano, aumentando nesta mesma proporcdo a quantidade de esgoto
gerado (TCE, 2010). No entanto, com base nos dados do Plano
Municipal de Saneamento Basico de Balneario Camboril, deve-se
considerar nas projecBes futuras a populagdo flutuante, que nas
temporadas de veraneio chega a somar a populacdo atual cerca de
800.000 mil pessoas (BALNEARIO CAMBORIU, 2012).

De acordo com o Instituto Trata Brasil (2015), Balneério
Camboriu foi uma das primeiras cidades do Estado de Santa Catarina a
tratar o esgoto gerado e atualmente atende a 95% da populacdo. Apesar
disso, a cidade continua sofrendo com problemas de balneabilidade. A
situacdo ocorre porque o esgoto ndo tratado do municipio vizinho,
Camboril, chega ao municipio de Balneario Camboril, através do rio
Camboril. Segundo as informacfes divulgadas pela Prefeitura de
Balneario Camboril, o0 municipio no ano 2014 teve o0 98% de cobertura
domiciliar de abastecimento de agua e 91% dos domicilios tiveram
cobertura de esgoto.

1.3.4  Cultivo de Moluscos no Municipio de Balneario Camboriu

Atualmente, no municipio de Balneario Camboril existe um
Parque Aquicola com trés areas aquicolas, duas delas localizadas no
bairro da Barra e a terceira em Laranjeiras, nas quais se realiza o cultivo
de moluscos marinhos, mexilhdes, ostras e vieiras (Tabela 2).

Nesse contexto, uma area aquicola é um espago fisico continuo
em meio aquatico, delimitado e destinado a projetos de aquicultura,
individuais ou coletivos. Assim sendo, parque aquicola é entendido
como espago fisico continuo em meio aquatico, delimitado, que
compreende um conjunto de areas aquicolas afins, em cujos espagos
fisicos intermedidrios podem ser desenvolvidos outras atividades
compativeis com a préatica da aquicultura (BRASIL, 2003).

Segundo a EPAGRI (2015), a producdo e comercializagdo de
moluscos no Municipio de Balneario Camborii no ano 2014,
envolveram, principalmente, o mexilhdo (Perna perna) com 80
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toneladas (Tabela 3). Ja a producédo da vieira foi representativa no ano
2013 com 1,6 toneladas.

TABELA 2: Dados do Parque Aquicola no Municipio de Balneario Camboriu.

Nimero de | Localizagdo Dimenséo Coordenadas Geogréficas
Parque Area no Municipio | Area Aquicola |Vértices - -
Aquicola (ha) Longitude Latitude
Parque 1 48° 35'58,04" W | 26°59'33,48" S
Aquicola 2 48°36'1,31"W 26°59'35,27" S
Balnedrio | 128 Barra 105 3 48°36'3,18"W | 26°59' 32,50° S
Camboril 4 48°36'59,90" W | 26°59'30,74" S
Parque 1 48°36'1,91"W 26°59'35,59" S
Aqulc/ol'a 129 Barra 1,05 2 48° 36'5,16" W 26°59'37,37"S
Balnearl_g 3 48°36'7,04" W 26°59'34,59" S
Camboril 4 48° 36'3,78" W 26°59'32,83" S
Parque 1 48°35'23,08"W | 26°59'33,93"S
Aquicola . 2 48° 35'23,10" W | 26°59'38,80" S
L 130 L 1,65 - .
Balnesrio aranjetras 3| 48°3527,09°W | 26°59 38,80" S
Camboril 4 48°35'27,08" W | 26°59'33,95" S

Fonte: MPA (2011).

TABELA 3: Evolucdo da producdo de mexilhdes (Perna perna)
comercializados em toneladas - Balneario Camborit (2011 - 2014).
Anos 2011 2012 | 2013 2014 | Total

Producdo (ton) 53 98 65 80 296
Fonte: EPAGRI (2011:2014)

A producéo aquicola anual do Municipio de Balneario Camborid
é pequena em relacdo ao resultado global e quando comparada com
outros parques aquicolas no estado de Santa Catarina, mas representa o
dinamismo do setor aquicola numa regido onde encontram
predominéncia outros setores produtivos e de servigos.

1.3.5 Importancia do monitoramento sanitario no cultivo de
moluscos marinhos.

No Brasil, o Conselho Nacional de Meio ambiente (CONAMA)
do Ministério do Meio Ambiente (MMA) ¢é a instituicdo encarregada de
estabelecer as condi¢des e padrdes de qualidade de agua para os cultivos
aquicolas com destino a alimentacdo humana, incluindo os valores
méaximos de coliformes termotolerantes e parametros méaximos para
compostos inorganicos e organicos em aguas salinas.

Para avaliar a qualidade de agua nas areas dos cultivos de
moluscos marinhos, um dos métodos é a realizagdo de anélise de
coliformes totais e termotolerantes (fecais). Os coliformes fecais, mais
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especificamente Escherichia coli, fazem parte da microbiota intestinal
do homem e outros animais de sangue quente. Estes microrganismos
guando detectados em uma amostra de agua fornecem evidéncia direta
de contaminac&o fecal recente, e por sua vez podem indicar a presenca
de patogenos entéricos (POPE et al, 2003). Assim sendo, por esse
motivo, sua deteccdo é utilizada como indicador de contaminacdo de
origem fecal. (EPAGRI, 2014). A concentra¢do de microrganismos tem
sido usada ha décadas para monitorar e controlar a qualidade da agua, e
€ um procedimento importante na protecdo dos ecossistemas aquaticos
(MEDEIROS et al., 2009).

Os coliformes fecais, denominacéo utilizada durante muitos anos,
ou coliformes termotolerantes, sdo bactérias pertencentes ao grupo dos
coliformes totais, caracterizados pela presenga da enzima J3-
galactosidase e pela capacidade de fermentar a lactose com producéo de
gas no prazo de 24 horas a 44,5°C. E. coli e algumas linhagens de
Klebsiella sp. e Enterobacter sp. apresentam esta caracteristica de
termotolerancia, porém, somente E. coli tem como habitat primario o
intestino humano e de animais (CONAMA, 2005).

Os contaminantes, principalmente os persistentes, tendem a se
acumular no ambiente e nos organismos e geram modificacBes nas
caracteristicas quimicas, da qualidade da &gua e alteracbes nas
comunidades biologicas. As substancias ndo persistentes, ou
degradaveis, promovem um aporte de nutrientes que favorece certos
niveis troficos, causando um desequilibrio dentro da composicdo das
comunidades e do ambiente (SCHAFER, 1984).

O fosforo, assim como o nitrogénio, é indispensavel para todas as
células, por ser um importante componente de nucleotideos, como o
ATP, dos acidos nucleicos e dos fosfolipidios componentes da
membrana celular. As fontes de fésforo no ambiente aquatico podem ser
de origem natural, através do intemperismo de rochas fosfatadas; de
origem antropogénica, decorrente de atividades agricolas (fertilizantes) e
da contaminacdo por detergentes (polifosfatados), podendo acarretar
processos de eutrofizagdo no ambiente (BAIRD, 2002).

Atualmente, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) é o responsdvel pela salde animal de
organismos aquaticos e responde pela seguranca dos alimentos de
origem animal, no caso, 0 pescado. Assim, conseguir diagnosticar as
doencas e contaminagdes precocemente € fundamental para o
desenvolvimento da cadeia aquicola. Nesse sentido, no ano 2012, se
instituiu o Programa Nacional de Controle Higiénico Sanitario de
Moluscos Bivalves. Este programa possibilitou a Companhia Integrada
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de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina (CIDASC) fazer uma
parceria como 0 MPA para 0 monitoramento da cadeia produtiva, sendo
atribuida aos estados a responsabilidade pela execucdo das politicas
publicas sanitéarias na origem (MPA, 2014). Tendo conhecimento que na
década dos anos 90 ja se tinha o monitoramento da cadeia produtiva do
setor.

1.4 Moluscos bivalves: organismos bioindicadores de contaminacéo
aquatica.

A fim de monitorar a contaminagdo nos ecossistemas e os efeitos
dos contaminantes nos organismos e nas populagdes bioldgicas, estudos
tém utilizado organismos-modelo com diferentes propdsitos. Tais
espécies tém sido definidas, segundo sua utilizagdo, como indicadores,
sentinelas ou monitoras (BEEBY, 2001).

O uso dos bioindicadores é mais eficiente do que as medidas
instantaneas de parametros fisicos e quimicos (como por exemplo,
temperatura, pH, oxigénio dissolvido, teores totais e dissolvidos de
nutrientes, etc.) utilizados para avaliar a qualidade de agua (CALLISTO;
GONGALVES; MORENO 2005).

As espécies indicadoras acusam mudangas nas estruturas
populacionais (abundancia ou auséncia de determinadas espécies)
causadas pelo impacto antrépico. O termo sentinela refere-se a
organismos que sao utilizados no monitoramento para analises quimicas,
no intuito de refletirem as concentracbes de contaminantes
biodisponiveis no ambiente. O termo monitor refere-se a organismos
gue sdo utilizados no monitoramento por indicarem algum efeito
adverso nas suas fungBes ou desempenho, tais como em pardmetros
fisiolégicos, histolégicos e hbioquimicos, quando expostos a
contaminante no ambiente (BEEBY, 2001).

Nesse contexto, os moluscos bivalves sdo alvo de diferentes
estudos visando o biomonitoramento da contaminacdo marinha e sdo
utilizados como bioindicadores por serem sedentarios, euritérmicos,
eurialinos, filtradores e acumuladores de compostos organicos e
inorganicos, apresentando, ainda, alta sensibilidade, capacidade de
resisténcia e sobrevivéncia em lugares passiveis de impacto ambiental,
além de registrarem ampla distribuicdo geografica em ambientes
costeiros e bentdnicos (ANGELL, 1986; O’CONNOR, 2002;
RITTSCHOF;MCCLELLAN-GREEN, 2005; VIARENGO et al 2007;
KIMBROUGH et al., 2008; SERAFIM et al., 2008; ZANETTE et al.,
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2010; NAKATA et al., 2012; ZUYKOV et al., 2013; JIANG et al.,
2014, LUCHMANN, et al., 2014).

Ademais, o estudo de invertebrados aquaticos em nivel gendémico
tem gerado uma série de possibilidades de aplicagdo no campo da
Biotecnologia e na Ecotoxicologia (MEDEIROS et al., 2008b; SAENZ
et al, 2010; ZANETTE et al, 2010; LUCHMANN, 2012;
BITTENCOURT, 2013; LUCHMANN et al., 2014; LUCHMANN et
al., 2015).

Atualmente, as questdes ambientais tém reforcado a necessidade
da avaliacdo critica do uso de moluscos bivalves em monitoramento
qguimico (identificagdo e quantificacio de poluentes) e no
biomonitoramento (estimacéo da qualidade ambiental) (ZUYKOV et al.,
2013).

A expressiva expansdo do cultivo de moluscos bivalves marinhos
abre tanto a possibilidade, como a necessidade de se consorciar as
atividades de malacocultura e as a¢des de monitoramento ambiental, com
retorno positivo para ambas as dareas. Os dados gerados pela
Ecotoxicologia conferem certificado de qualidade ao pescado produzido,
e o cultivo prové estrutura logistica (ex.: area segura para experimento de
campo e organismos com idade conhecida) para o desenvolvimento de
pesquisas em diversas areas de producdo (PEREIRA et al. 2007).

Do grupo geral dos moluscos bivalves, 0 género Crassostrea tem
sido utilizado em diferentes atividades de biomonitoramento ambiental e,
principalmente, na Aquicultura, devido as facilidades técnicas e de
manejo no cultivo, tecnologias de reproducdo disponiveis, altos
rendimentos produtivos e econdmicos e ampla distribuicdo geografica no
mundo.

Moluscos bivalves, se alimentam por filtragdo, sendo capazes de
concentrar nos seus tecidos varios contaminantes da agua do ambiente
devido ao processo de bioacumulacdo (ZUYKOV et al., 2013). De
acordo com GOSLING (2003), nos moluscos bivalves as branquias
participam na respiracdo e alimentacdo e ademais estdo envolvidas na
bioacumulacéo de pesticidas, metais pesados e hidrocarbonetos sollveis.
Este processo de incorporagdo é facilitado pelo muco presente na
superficie do tecido, que concentra uma variedade de contaminantes,
facilitando a incorporacdo por gradiente de difusdo. Ao incorporar 0s
poluentes, estes sdo ligados a proteinas e liberados para a hemolinfa e os
hemdcitos circulantes (MARIGOMEZ et al., 2002). Segundo Choi e
colaboradores (2007), estas caracteristicas das branquias fazem que este
tecido seja alvo de estudos relacionados com a bioconcentracdo de
poluentes. Ainda com referéncia ao assunto, Rocher e colaboradores
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(2006) indicam que os moluscos, e em particular os bivalves, possuem
uma vasta gama de defesas para evitar efeitos toxicos de produtos
guimicos em nivel celular: (i) metalotioneinas e proteinas de resisténcia
a multi-xenobiéticos que reduzem ativamente a entrada celular de
substancias toxicas, (ii) a desintoxicacdo e sistemas antioxidantes,
permitindo a neutralizacdo e a elimina¢do de compostos, metabdlitos e
subprodutos e, finalmente, (iii) a reparacdo do ADN que mantem a
integridade celular. A maioria desses processos € conduzida por
proteinas cuja expressdo € induzivel e/ou cujos niveis de atividade
podem estar relacionados com o teor ou efeito celular de certas
substancias tdxicas.

1.4.1 Organismo bioindicador Crassostrea gasar (Adanson 1757)

Diferentes estudos relacionados ao biomonitoramento ambiental
no Brasil tém sido baseados na utilizacdo de moluscos bivalves do
género Crassostrea como organismos bioindicadores, incluindo a
espécie exdtica, a ostra do Pacifico Crassostrea gigas (Thunberg, 1789),
e as espécies nativas Crassostrea rhizophorae (Guilding 1828) e
Crassostrea gasar (Adanson 1757).

As espécies de ostras mencionadas foram utilizadas em diversos
estudos realizados tanto em ambientes naturais, como em condicGes
controladas de laboratorio e em exposicdo in situ em areas de producéo
aquicola e em areas com alto impacto antropogénico; estudos estes cujos
resultados mostraram a pertinéncia e a relevancia da utilizacdo de
biomarcadores bioquimicos e moleculares como indicadores de
contaminacdo dos ecossistemas costeiros no sul do Brasil (ZANETTE et
al., 2006; MEDEIROS et al., 2008a; LUCHMANN et al., 2011:
LUCHMANN et al., 2012; PIAZZA, 2012; SOUZA et al., 2012;
GOMES, 2013; ZACCHI, 2013; BITTENCOURT, 2013; FLORES-
NUNES et al, 2014; TREVISAN et al., 2014; LUCHMANN et al.,
2014:2015; DOS REIS et al., 2015).

Recentemente, Melo e colaboradores (2010) e Lazoski e
colaboradores (2011) constataram, com base em marcadores
moleculares, que Crassostrea brasiliana (Lamarck 1819) ndo apresenta
diferenciacdo genética da espécie Crassostrea gasar (Adanson, 1757),
sendo uma sin6nima janior desta Ultima.  Segundo Ramos e
colaboradores (2013), a nomenclatura Crassostrea gasar deve ser
mantida, por ser a mais antiga.
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Segundo a descricdo dentro do Sistema de Informacéo
Taxon6mica Integrado (ITIS, Integrated Taxonomic Information System),
0 estado taxondmico para a espécie utilizada no presente estudo
apresenta-se como:

e  Filo Mollusca;

Classe Bivalvia (Linnaeus, 1758);
Sub-Classe Pteriomorphia (Beurlen, 1944);
Ordem: Ostreida

Familia Ostreidae (Rafinesque, 1815);
Género Crassostrea (Sacco, 1897);

Espécie: Crassostrea gasar (Adanson, 1757).

De acordo como Lapegue e colaboradores (2002), a espécie
Crassostrea gasar esta distribuida ao longo das costas do Atlantico da
América do Sul e da Africa. A ostra C. gasar tem como habitat tipico
regides de mangue, onde surge fixada nas raizes do mangue ou em
rochas (VARELA et al., 2007).

Recentemente, o uso da ostra Crassostrea gasar (=Crassostrea
brasiliana) como organismo bioindicador foi fortalecido principalmente
pelo trabalho de LUCHMANN (2012), o qual envolveu o transcriptoma
da espécie. Este estudo estimulou e trouxe novas perspectivas para a
realizacdo de novas pesquisas com a espécie envolvendo biomarcadores,
entre elas aquelas desenvolvidas mais recentemente por ZACCHI
(2013), BITTENCOURT (2013), MIGUELAO (2014) e REIS (2014).

1.4.2 Biomarcadores de contaminacdo aquatica

Biomarcadores de contaminacgdo sdo definidos como alteracdes
biolégicas em nivel molecular, celular ou fisioldégico avaliadas em
organismos, 0s quais expressam ou refletem a exposi¢cdo e os efeitos
toxicos causados pelos poluentes presentes no ambiente (WALKER et
al., 1996).

Assim sendo, biomarcadores podem ser utilizados para avaliar o
estado e o grau de vulnerabilidade dos ecossistemas marinhos, com a
vantagem de servirem de sinal precoce da degradacdo ambiental
causadas por contaminantes (CAJARAVILLE et al., 2000).

Em Ecotoxicologia Aquatica, uma quantidade consideravel de
trabalhos tem sido realizada para desenvolver biomarcadores
apropriados e valida-los, uma vez que ja se tornaram uma ferramenta
importante e aceita na avaliacdo de riscos do ambiente marinho (ICES,
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2011). O uso de biomarcadores apresenta uma série de vantagens, tais
como: baixo custo e simplicidade de procedimentos em alguns casos,
associados a aplicabilidade sob as mais variadas condicGes de teste e,
ainda, sensibilidade para um elevado nimero de contaminantes
ambientais (TIMBRELL, 1998). A resposta bioldgica pode ser ativada
ou desencadeada pelo organismo modelo selecionado de forma rapida
(em intervalo de poucos minutos a poucas horas), permitindo avaliar o
impacto de xenobidticos no ambiente, antes que os efeitos negativos em
toda comunidade se tornem evidentes (RICCIARDI et al., 2006).

Segundo Bainy e Marques (2003), as alteracdes na atividade de
enzimas podem ser interpretadas como biomarcadores bioquimicos,
enquanto que as transcricbes genicas diferenciais identificam
biomarcadores moleculares. Os biomarcadores moleculares, baseados
principalmente no estudo da transcricdo de genes relacionados com
determinadas respostas bioquimicas e celulares apds exposicdo a
contaminantes, vém recebendo especial atencdo nos Ultimos anos.
Algumas técnicas moleculares tém possibilitado a avaliagdo da
transcricio de um grande numero de genes simultaneamente
(ZANETTE, 2009). Analise de biomarcadores moleculares multipla
pode fornecer um diagndstico mais preciso dos efeitos induzidos por
diferentes classes de produtos quimicos e fornecem um método sensivel,
com base fisiolégica para a determinacdo da presenca de um
contaminante e sua biodisponibilidade para os organismos aquaticos
(BAINY; MARQUES, 2003). O monitoramento da expressdo de genes
associados as respostas moleculares frente a uma agressdo quimica tem
se mostrado como uma ferramenta promissora na analise ambiental.
Para que esse tipo de analise se consolide entre o conjunto de
biomarcadores celulares, entretanto, € necessario que se tenha uma
melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos nos efeitos ativadores,
repressores, sinérgicos, aditivos, etc., decorrentes da presenca e do efeito
dos contaminantes, bem como dos potenciais interferentes ambientais
sobre a expressdo de cada gene (TOLEDO-SILVA, 2009). As analises
de expressdo génica sdo muito Uteis em estudos de exposicdo a curto
prazo, com o objetivo de esclarecer os mecanismos de toxicidade ou de
efeito (ICES, 2011)

Em contraste com a simples medicdo dos contaminantes
acumulados nos tecidos, biomarcadores podem oferecer informagdes
mais completas e biologicamente mais relevantes sobre o potencial
impacto de poluentes sobre a salde dos organismos (CALISI et al.,
2008). Gragas ao réapido avango no campo da toxicologia aquéatica nos
Gltimos anos, se tem uma maior compreensao dos efeitos dos poluentes
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sobre os organismos marinhos em um nivel molecular, celular,
tecido/drgédo e no organismo (VIARENGO et al, 2007). Assim, também
para o0s bivalves, os biomarcadores sdo indicadores precoces de
alteragGes no seu estado morfofuncional sob o efeito de poluentes, pois,
um efeito toxico sera aparente em nivel sub-celular, antes que seja
perceptivel em niveis biolégicos mais altos (SUYKOQOV, 2013).

1.4.3 Defesas celulares: sistema de defesa antioxidante e sistema de
biotransformacéo de xenobidticos

Dentre os gases dissolvidos na agua, o oxigénio é um dos mais
importantes na dindmica e caracterizagdo dos ecossistemas aquaticos
(ESTEVES, 1998). Sendo a base do metabolismo dos organismos
aerobicos, o oxigénio é uma molécula essencial, sendo reduzido a agua
no processo bioquimico da respiracdo celular. No entanto, as etapas
intermediarias de sua redugdo levam & producdo de radicais,
denominados de espécies reativas de oxigénio (EROs), cujos efeitos
nocivos ao organismo podem conduzir a um estado conhecido como
estresse oxidativo (SUN et al., 2006). As EROs tém efeitos plurais nos
sistemas bioldgicos. Estes efeitos podem ser agrupados em pelo menos
quatro categorias: (1) sinalizagdo, (2) defesa contra infeccles, (3)
modificacdo de moléculas, e (4) danos aos componentes celulares
(LUSHCHAK; SEMCHYSHYN, 2012). No caso do estresse oxidativo,
0s sistemas antioxidantes podem ser ultrapassados, fazendo a oxidacao
de diferentes moléculas e levando a disfuncdes celulares (MANDUZIO
et al., 2005). As principais EROs sdo o anion radical superoxido (02-),
0 peréxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila (HO’). Estes
radicais podem reagir com macromoléculas bioldgicas e produzir a
peroxidacdo lipidica, danos ao DNA e oxidagdo de proteinas, como
resultado do estresse oxidativo (MONTEIRO et al., 2006). Segundo
Halliwell e Gutteridge (2007), os organismos estdo dotados de sistemas
de defesa celular capazes de neutralizar as EROs e evitar um quadro de
estresse oxidativo, dos quais fazem parte defesas enziméticas e ndo-
enzimaticas.

Do sistema de defesa antioxidante de natureza enzimatica fazem
parte enzimas como a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidasse (GPXx).

A SOD catalisa a dismutac¢do do radical anion superédxido (O27)
em peroxido de hidrogénio (H202), o qual é degradado pela CAT e GPx
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). A SOD esta presente em todos
0s organismos aerébios na primeira linha de defesa contra o estresse
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oxidativo provocado pelas EROs. No entanto, a eficacia da SOD,
enguanto antioxidante, reside na sua coopera¢do com outras enzimas
antioxidantes, como a CAT e GPx (MEISTER; ANDERSON, 1983). A
CAT é uma enzima que atua na remocdo do peréxido de hidrogénio
(H,0,), o qual é metabolizado em oxigénio molecular (O,) e agua
(STEGEMAN et al., 1992). A glutationa peroxidase (GPx) possui a
funcdo de decompor peréxido de hidrogénio (H,O,) e perdéxidos
organicos a agua, através da oxidacdo do tripeptideo glutationa (GSH).
Processos oxidativos celulares e a atividade da GPx geram o dissulfeto
glutationa ou glutationa oxidada (GSSG). Para evitar a deplecéo da GSH
(glutationa reduzida) e aumento da GSSG, a glutationa redutase (GR)
reduz a GSSG a custa de NADPH, regenerando a GSH e mantendo
desta forma o estado redox intracelular. No conjunto de defesas
antioxidante de natureza enzimatica inclui-se ainda a glutationa redutase
(GR), uma proteina composta de duas subunidades, cada uma contendo
uma molécula de flavina adenina dinucleotideo (FAD). O FAD recebe
elétrons do NADPH, passando os elétrons em seguida para a ponte
dissulfeto (S-S) (grupos sulfidrilas oxidados) no sitio ativo. Os grupos
sulfidrila (SH) formados dentro do sitio ativo interagem com a GSSG,
reduzindo-a a GSH e a ponte dissulfeto é refeita dentro do sitio ativo da
GR (BERKHOLZ et al., 2008).

Os antioxidantes de natureza ndo-enzimatica incluem moléculas
enddgenas, tais como, a propria glutationa e o acido Urico, e também
moléculas exdgenas que sdo fornecidos especialmente pela nutri¢o, tais
como vitaminas, como a vitamina E, acidos graxos polinsaturados,
polifendis ou carotendides (BOUAYED; BOHN, 2010). O tripeptideo
Glutationa é sintetizada no interior das células e entre os trés residuos de
amino4cidos presentes em sua composic¢ao, a cisteina apresenta o grupo
tiol. Este grupo vai conferir a glutationa a capacidade de desempenhar as
funcgdes que lhe sdo caracteristicas e de importancia vital no organismo
(HOEHR, 2001). A glutationa desempenha assim um papel crucial na
manutencdo do equilibrio normal entre espécies oxidantes e
antioxidantes, colaborando na manutencdo da integridade das
biomoléculas e regulando muitas das fun¢des vitais da célula, tais como
ativagdo e regulagdo de enzimas (TAPIERO, 2003).

A metabolizacdo de xenobio6ticos constitui um fator crucial no seu
destino e na sua em um organismo, envolvendo a biotransformacéo,
potencial excre¢do, ou bioacumulacdo nas células adiposas (SACCO,
2006). O sistema de biotransformacéo é responsavel pela modificacédo
de compostos enddgenos ou de xenobidticos lipofilicos em substancias
mais hidrossolUveis e mais facilmente excretadas pela urina ou bile. Este
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metabolismo é mediado, primariamente, por enzimas denominadas de
enzimas de Fase | e de Fase Il do processo de biotransformacao
(URQUHART et al., 2007). O metabolismo na Fase | geralmente nédo
resulta em uma grande mudanga no peso molecular ou solubilidade em
adgua do substrato, mas é de grande importancia, pois as reacles
adicionam ou expdem sitios, nos quais 0 metabolismo de Fase Il pode
ocorrer posteriormente. O intuito geral das duas fases do metabolismo
de xenobidticos ou biotransformacdo consiste em aumentar a
solubilidade do composto em agua e, desta forma, facilitar a sua
excrecdo do organismo (MURRAY, 2006).

As reagdes de Fase | sdo mediadas pela superfamilia de enzimas
microssomais citocromo P450 (CYP), além de outras, como as
monooxigenases, peroxidases, amino-oxidases e desidroxigenases
(ZAMEK-GLISZCZYNSKI et al., 2006). Ademais é considerada uma
das maiores e mais versateis familias de proteinas pertencentes ao
metabolismo de Fase | associado a uma variedade de xenobi6ticos
lipofilicos, como drogas, pesticidas e hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (REWITZ et al., 2006), sendo de importancia central em
muitos processos-chave, como homeostase, controle hormonal,
regulacdo génica, estresse oxidativo, biotransformacdo de xenobi6ticos
naturais e antropogénicos (HAHN; STEGEMAN,1994). As diferentes
isoenzimas P450 atuam sobre muitos substratos enddgenos (esteroides,
hormdnios, vitaminas lipossollveis, prostaglandinas, cidos graxos, etc.)
e exogenos (3-metilcolantreno, fenobarbital, HPAs, PCBs)
(TIMBRELL, 2000). As trés principais familias que induzidas por
xenobidticos sdo: CYP1, CYP2 e CYP3 (OKEY, 1990). De acordo com
Handschin e Meyer (2003), uma caracteristica importante no
metabolismo de citocromo P450 é sua expressao basal na auséncia de
substratos e uma rapida inducdo na presenca de compostos indutores, a
qual é reversivel apés a remocdo destes compostos, possibilitando
avaliar qudo responsivo € cada citocromo frente a diferentes
contaminantes. Com relacdo a familia CYP2 e vérias isoformas,
diferentes estudos utilizando métodos de biologia molecular
identificaram novos genes e deram um impulso ao desenvolvimento das
pesquisas para sua utilizagdo como biomarcadores em moluscos
bivalves (ZANETTE et al., 2010; ZHANG, et al., 2012; LUCHMANN
etal., 2014; LUCHMANN et al., 2015).

As Glutationa-S-transferases (GSTs) englobam uma familia de
enzimas que desempenham um papel importante na Fase Il do processo
de biotransformacdo, atuando em reagdes de conjugacdo. As GSTs
catalisam a conjugacdo de substratos téxicos, principalmente, a adicéo
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nucleofilica de glutationa reduzida (GSH) a uma ampla variedade de
compostos eletrofilicos, convertendo-os em produtos mais hidrofilicos e
menos reativos, e diminuindo a atividade toxica dos mesmos contra as
macromoléculas celulares, protegendo o0s organismos de danos
oxidativos a0 ADN. (ARMSTRONG, 1997; IVARSSON et al., 2003).
GSTs foram agrupados em pelo menos 14 classes diferentes (alfa, beta,
delta, épsilon, kappa, lambda, my, dmega, phi, pi, sigma, tau, teta, zeta),
com base na sua estrutura primaria e terciaria, especificidade de
substrato/inibidor, e a reatividade imunoldgica cruzada (HAYES et al.,
2005). Segundo Boutet e colaboradores, (2004), as GSTs constituem
uma superfamilia de enzimas multifuncionais citosélicas, microssomais
e mitocondriais que evoluiram como um sistema de protegdo celular
contra uma variedade de xenobidticos. As GST citosdlicas também
participam do catabolismo ou sintese de uma variedade de compostos
enddgenos. Outras fungdes realizadas por membros da superfamilia
GST incluem a sintese de eicosanoides, a ligacao e transporte de ligantes
como hilirrubina e grupo heme, e a mediacdo de sinais regulatérios,
através de interagdes proteina-proteina (BURMEISTER et al., 2008). Os
niveis de expressdo das GSTs e os fatores que os modulam tém um
importante significado biolégico e implicacGes clinicas (BOARD et al.,
2000).

A sulfonagdo tem uma funcdo importante na modulagdo das
atividades bioldgicas de um grande ndmero de substancias endégenas e
exogenas, incluindo: medicamentos, produtos quimicos toxicos,
hormdnios e neurotransmissores. A ativacdo, bem como a inativagdo de
diversos xenobidticos e compostos enddgenos ocorre através de
sulfonacdo. Essa estratégia que também integra o sistema de
biotransformagéo celular e detoxificacdo é catalisada pela familia das
sulfotransferases, como as sulfotransferases citosélicas (SULTS)
(KAUFFMAN, 2004). A conjugacdo de sulfatos modula o metabolismo
e a atividade bioldgica de substancias enddgenas, incluindo esteroides
(STROTT 1996). Segundo LAFONT; MATHIEU (2007), os esteroides
ndo atuam exclusivamente como hormonios, mas podem também
cumprir muitas outras fungdes na comunicacao celular, defesa quimica
ou mesmo na fisiologia digestiva. Com a ocorréncia cada vez maior de
problemas de desregulacdo enddcrina causados por poluentes ambientais
emergentes que interferem em particular com a fisiologia reprodutiva
dos vertebrados, mas também de invertebrados, tornou-se necessario
compreender melhor a fisiologia enddcrina dos invertebrados e o papel
dos esteroides nestes processos.
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1.4.4 Proteinas associadas a outros sistemas de defesas celulares

Outras vias metabdlicas podem estar associadas aos sistemas de
defesas celulares e atuam conjuntamente na manutencdo da homeostase
do organismo, através de diferentes proteinas e enzimas.

A enzima citosdlica, delta-aminolevulinato desidratase (3-ALA-
D) é a segunda da via de biossintese do grupo Heme e pode ser
encontrada em animais vertebrados, invertebrados, bactérias e plantas
(ICES, 2004). Na via de sintese do Heme, a atividade catalitica da
ALAD é a condensacdo assimétrica de duas moléculas de acido delta
aminolevulinico com a formacéo de uma molécula de porfibilinogénio,
primeiro precursor do Heme (WETMUR et al., 1986). O grupo Heme
Serve como grupo prostético de muitas proteinas envolvidas em
processos biolégicos fundamentais, como a respiragdo, fotossintese, e no
metabolismo e transporte de oxigénio (LAYER et al., 2010). Assim,
participa como grupo prostético na hemoglobina, mioglobina, catalases,
peroxidases, citocromos P450, e em proteinas de sensores para gases
diatémicos tais como O2 ou NO (MUNRO et al., 2009). De acordo com
Moreira (2010), o acido 8-aminolevulinico produzido é utilizado quase a
totalidade para a sintese da heme, sendo provavel que desempenhe o
papel de regulador desta sintese. A 8-ALA-D geralmente é utilizada
como biomarcador de exposi¢do a metais pesados. Assim, a exposi¢ao a
chumbo causa uma diminuicdo (dose-dependente) na atividade da 6-
ALA-D dos eritrocitos em peixes, passaros e mamiferos, através da
inibicdo direta da enzima, diminuindo, consequentemente, a produgdo
de hemoglobina (HUGGETT et al., 1992).

As proteinas ligantes de acidos graxos (FABP) sdo uma familia de
proteinas citosolicas de 14 a 15 kDa que se ligam ndo-covalentemente
com elevada afinidade a ligantes hidrofdbicos, tais como acidos graxos de
cadeia longa saturados e insaturados e o colesterol (KARAKAS et al.,
2009; ESTEVES; EHRLICH, 2006). As FABPs regulam a absorcéo, o
transporte intracelular e a compartimentalizacdo de &cidos graxos e
outros ligantes hidrofébicos para diferentes destinos celulares
(ESTEVES; EHRLICH, 2006). Ademais, transportam uma variedade de
compostos hidrofébicos além dos &cidos graxos, desde moléculas
endbégenas como o grupo heme, &cidos biliares e eicosanoides, até
drogas exdgenas e poluentes ambientais (ESTEVES; EHRLICH, 2006).
Algumas FABPs também participar em vias imunes mediadas por
acidos graxos (WOOD et al., 2009). Segundo Furuhashi e Hotamisligil
(2008), inumeras funcbes tém sido propostas para as FABPs, uma vez
gue como ligantes de lipidios, podem ativamente facilitar o transporte de
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lipidios para compartimentos especificos na célula: para o reticulo
endoplasmatico (sinaliza¢do), mitocdndrias ou peroxissomas (oxida¢éo);
para 0 nucleo (regulacdo transcricional mediada por lipidios); ou até
mesmo para fora da célula para sinalizagdo de forma autdcrina ou
paracrina.

As ostras se adaptaram a ambientes altamente dindmicos e
estressantes, mas 0s mecanismos moleculares subjacentes a essa
adaptacdo ao estresse permanecem ainda em grande parte desconhecidos
(ZHANG et al., 2015). Segundo Gupta e colaboradores (2010), os
organismos desenvolveram a capacidade de iniciar uma série de vias de
respostas adaptativa ao estresse celular como tentativa de reduzir os
danos e manter ou restabelecer a homeostase celular. Entre os vérios
caminhos de resposta ao estresse, a resposta de choque térmico é uma
das principais vias (WESTERHEIDE; MORIMOTO, 2005). As
proteinas de choque térmico (HSPs) séo consideradas proteinas de estresse,
sendo classificadas em cinco grupos ou familias, com base nas diferencas
apresentadas na sua massa molecular (HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 e
HSP27). As HSPs representam uma familia multigénica de proteinas,
cuja expressdo € induzida por uma variedade de fatores de estresse
(FARCY et al., 2007) e desempenham um papel chave no processo de
protecdo das células, facilitando o enovelamento de peptideos nascentes
(SONG et al., 2006), minimizando o efeito protetoxico causado, por
exemplo, por metais e xenobidticos diversos. Em moluscos bivalves, trés
grandes grupos ou familias de HSPs sdo descritas: HSP40, HSP70 e
HSP90 (MARTINEZ; FIGUERAS, 2012). As HSP70 sio uma classe de
proteinas funcionalmente relacionadas, via o enovelamento e a
translocagdo de proteinas, as respostas ao estresse em quase todos 0s
organismos (WANG; YANG; SONG, 2013) e é bem conhecida como
responsiva ao estresse ambiental (CHAPMAN et al., 2011). As HSPs
normalmente perfazem aproximadamente 5% do total de proteinas
intracelulares. No entanto, sob condi¢des de estresse, seus niveis podem
ultrapassar 15% (SRIVASTAYV, 2002). As proteinas de choque térmico
(HSPs) tém sido estudadas ha muitos anos e atualmente existem varias
evidéncias que demonstram o papel das HSPs na protecéo de células frente
a uma ampla variedade de condi¢des de estresse (KALMAR,;
GREENSMITH, 2009). A estrutura altamente conservada dessas proteinas
entre diferentes tdxons sugere que elas desempenham um papel essencial
na manutencgdo de processos celulares (LUCHMANN, 2012).
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2. JUSTIFICATIVA

O conhecimento cientifico e técnico do possivel impacto do
esgoto sanitario no ambiente aquatico, bem como na atividade aquicola
envolvendo o cultivo de moluscos, podem trazer contribuicbes
relevantes, as quais, associadas a medidas complementares, podem
subsidiar a gestdo dos ambientes costeiros destinados a atividade
produtiva. A avaliacdo deste impacto potencial e o biomonitoramento
dos parques aquicolas, podem ser realizados mediante a utilizacdo de
biomarcadores moleculares em organismos considerados bioindicadores,
como moluscos.

Nesse contexto, o presente estudo propds a andlise de um
conjunto de biomarcadores moleculares em ostras Crassostrea gasar
(Adanson, 1757) como ferramenta de monitoramento, visando o
controle ambiental em areas selecionadas como alvo, localizada na costa
do municipio de Balneario Camborit — SC. Desta forma, com base nos
resultados obtidos, poder-se-ia estabelecer um conjunto de parametros
indicativos preliminares sobre o possivel impacto e/ou sobre o seu grau
nas areas selecionadas, no sentido de lograr a melhoria e a formulagéo
de propostas de crescimento local e municipal, ndo somente das areas
aquicolas propriamente ditas, como também do seu entorno, de forma
mais planejada e integrada com outros setores produtivos e de servigos,
tais como as atividades turistica e imobiliéria.

Assim sendo, poder-se-ia fornecer subsidios para viabilizar, de
forma mais concreta, iniciativas que visem estabelecer os fundamentos
de sustentabilidade local, traduzidos na integracdo socioeconémica das
atividades produtivas e da vocagdo da regido, com vistas a beneficiar a
populacdo, e como um meio de promover as boas praticas aquicolas, o
desenvolvimento e a certificacdo sanitaria da maricultura na regiéo.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar respostas moleculares nas branquias da ostra
Crassostrea gasar (Adanson,1757) expostas em laboratério a dgua do
mar coletada in situ em areas selecionadas como alvo de estudo na
enseada e no cultivo de moluscos de Balneario Camboril, Santa
Catarina.

3.2 Especificos:

e Auvaliar os niveis de transcritos dos genes que codificam as
seguintes enzimas e proteinas: Catalase (CAT), Superoxido
Dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase (GPX), Glutationa S-
Transferase (classe 6mega - GST-Q), Delta-Aminolevulinato
desidratase (ALAD), Proteina de Choque Térmico - HSP70,
Sulfotransferase (SULT), Citocromo P450 (CYP2AUl) e a
Proteina Ligante de Acidos Graxos (FABP) nas branquias da
ostra Crassostrea gasar.

e Avaliar e correlacionar parametros associados as analises
quimica e microbiolégica das amostras de dgua do mar com 0s
resultados obtidos e com os valores preconizados como limite
na legislacdo ambiental atual.

e Avaliar e correlacionar os resultados obtidos com a analise de
contaminantes orgéanicos nos tecidos das ostras e em amostras
de sedimentos coletadas na area alvo de estudo.

O trabalho serd submetido a revista Science of the Total
Environment.
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4.1 RESUMO

O cultivo de moluscos bivalves marinhos acaba comumente dividindo o
mesmo espago geografico com outros setores econdmicos, tais como o
turismo e a inddstria imobiliéria, os quais estdo associados ao impacto
de origem antrépica registrado em muitas areas costeiras. Apesar da
procura pelo ordenamento e definicdo de parques aquicolas, esta
situacdo ainda ocorre com frequéncia. O Municipio de Balneario
Camboriu (SC- Brasil) (BC), cuja economia dependente do turismo,
apresenta altos indices de desenvolvimento humano e uma reconhecida
cadeia logistica comercial, urbana e imobiliaria. Nos meses de verdo, a
populacdo do municipio aumenta de forma significativa e supera em
quase nove vezes a populacgdo local fixa, a qual por si s6 ja representa a
maior densidade populacional de Santa Catarina. Nesse contexto, 0
presente estudo avaliou os niveis de transcritos de genes alvo em
brénquias da ostra Crassostrea gasar (Adanson, 1757) (=C. brasiliana)
expostas em laboratério por 24 horas a agua do mar da Praia
Taquarinhas, como area referencia (TAQ), das areas de cultivo de
moluscos de Laranjeiras (LAR) e da Barra (BAR), da Foz do Rio
Camboriti (CAM) e do Canal de Marambaia (MAR) de BC. Analises de
qualidade de 4gua e a determinacdo de contaminantes organicos nas
ostras e em sedimentos foram também realizadas. Os resultados
evidenciaram valores altos de coliformes totais e termotolerantes
(fecais) em MAR e CAM respectivamente. As concentragdes de fosforo
em CAM superaram os limites da legislacdo vigente. Nos tecidos das
ostras, os XLABs ¢ ZDDTs totais foram maiores em LAR, enquanto as
maiores concentragdes de esteroides totais registraram-se em CAM. No
sistema antioxidante de protecdo celular, destacam-se 0s niveis mais
elevados de GPx e SOD em MAR e ALAd em CAM. Os genes
envolvidos na biotransformacéo de xenobidticos selecionados (CYP450-
2AU1, GST 6mega e SULT1C1) ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre os grupos. FABP teve maior transcricdo em MAR e
HSP70 registrou maior transcricdo em CAM. Os resultados evidenciam
0 maior impacto por contaminantes em CAM e MAR e alertam para a
consequente vulnerabilidade de BAR e LAR, recomendando ainda o
biomonitoramento ambiental na regido.

Palavras-chave: Crassostrea gasar; Balneario Cambori(; Biomarcador;
Esgoto sanitario; Maricultura.
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4.2 INTRODUCAO

A producdo global do cultivo de moluscos, peixes, crustaceos e
outros animais aquaticos no ano 2013 foi de 70,2 milhGes de toneladas,
desse total, 13,9 milhdes de toneladas foram destinadas a producdo de
moluscos bivalves (FAO, 2015). No Brasil, a producéo aquicola em
aguas marinhas a cada ano vai adquirindo maior presenga no setor
pesqueiro como destino a producgdo de alimentos para consumo humano.
Sendo um exemplo de desenvolvimento a producdo do ano 2013 que
totalizou 84.759 toneladas (CEPAL, 2015). Segundo a pesquisa da
Producdo Pecuéria Municipal do ano 2014, o Estado de Santa Catarina,
deteve 98% da producdo nacional de ostras, vieiras e mexilhdes,
gerando um total de 21,65 mil toneladas (IBGE, 2014). Indicadores que
ressaltam o crescimento e a importancia econémica da maricultura no
setor aquicola no Brasil.

Nesse sentido, é importante ter em consideracao que o cultivo de
moluscos bivalves marinhos acaba comumente dividindo o mesmo
espaco geografico com outros setores econdmicos, tais como o turismo e
a industria imobiliaria, os quais estdo associados ao impacto de origem
antrépica registrado em muitas areas costeiras.

Uma das principais preocupacdes para o desenvolvimento da
atividade é a qualidade sanitéria das aguas, onde o cultivo de moluscos é
realizado, e que estd relacionado diretamente com a qualidade dos
moluscos bivalves (RUPP et al., 2008; SOUZA et al., 2012). Assim, os
bivalves no cultivo podem ser enfraquecidos ap6s a exposigdo dos
contaminantes, aumentando potencialmente sua susceptibilidade a
doencas infecciosas (RENAULT, 2015). As regides costeiras tém
experimentado um crescimento rapido da populacdo e muitas
localidades ndo possuem estruturas adequadas para o tratamento dos
efluentes domésticos, o0 que pode afetar a qualidade da agua e a
seguranca alimentar do produto (RUPP et al., 2008).

O constante crescimento da populacdo exerce uma pressao
extremamente grande nas areas costeiras, em consequéncia de atividades
industriais, da pesca, do turismo e do lazer, principalmente no verdo,
guando o aumento do numero de pessoas é consideravelmente maior
devido ao movimento nas praias (BRAGA et al., 2000). Nesse contexto,
Dias et al. (2013) destacam que o turismo é talvez o mais eficiente
mecanismo para trazer impacto sobre uma &rea costeira. O turismo
constitui-se atualmente num dos mais importantes vetores de ocupacao
do litoral brasileiro. A indlstria do turismo assim caracterizada,
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acrescida a especulacdo imobilidria, vem causando graves e, muitas
vezes, irreversiveis danos ao meio ambiente costeiro (IBAMA, 2002).

No Brasil, 0 Municipio de Balneario CamboriG localizado no
litoral norte do Estado de Santa Catarina (Latitude 26° 59' 28" Sul
e Longitude 48° 38" 7" QOeste), € um excelente exemplo do
desenvolvimento do turismo como atividade principal na economia
municipal. O Censo Demografico do ano 2010 Balneéario Camborid
tinha uma populacéo de 108 mil habitantes (IBGE, 2010) e estimativas
para 0 ano 2015 de mais de 128 mil habitantes (IBGE, 2015). Possui a
mais alta densidade populacional no estado de Santa Catarina com
2.337,67 hab/km? (IBGE, 2015) e tem a maior concentragdo urbana e o
maior polo turistico do Sul do Brasil (PIATTO; POLETTE, 2012). No
verdo, 0 municipio tem um aumento da populacdo flutuante recebendo
muitos turistas e que atende uma demanda que beira os dois milhGes de
visitantes (FLORES et al., 2012; SANTUR, 2015; SECTURBC, 2015)
gue sdo atraidos pelos diversos atrativos turisticos naturais e comerciais.
Esta carga turistica representa uma maior demanda por recursos naturais
locais e gera um maior volume de residuos (TISCHER et al., 2015).

Cabe mencionar que em dito municipio, existe o Parque Aquicola
Balneario Camboril integrada por trés areas aquicolas destinadas ao
cultivo de moluscos bivalves, localizadas nos bairros da Barra (areas
aquicolas 128 e 129) e em Laranjeiras (area aquicola 130) (MPA, 2011),
atividade que comparte o espaco geografico marinho e costeiro com o
turismo, esportes aquaticos, comercio e a industria imobiliaria, todos
relacionados a grandes movimentos antropogénicos na regiao.

No ambiente marinho, as areas costeiras e estuarinas sdo as zonas
principais de produtividade, mas também os mais gravemente afetados
pelos impactos provocados pela poluigdo (RUIZ et al., 2011). Segundo a
Agéncia Europeia do Ambiente (EEA) (2005) a poluicdo pode assumir
muitas formas e tem diferentes efeitos: contaminacdo fecal da agua,
poluentes orgénicos, incluindo os efluentes de esgoto, nutrientes
(nitratos e fosfatos de fertilizantes agricolas, detergentes domésticos
relacionados com a floracdo de algas tdxicas), pesticidas e
medicamentos veterindrios e alguns produtos quimicos industriais
(geram danos ao sistema hormonal de peixes causando a feminizacéo,
disrup¢do enddcrina), metais (como zinco, chumbo, cromo, mercurio e
cadmio, sdo extremamente tdxicos), micropoluentes organicos (produtos
farmacéuticos, hormdnios e substancias quimicas usadas nos
tratamentos da sadde), hidrocarbonetos clorados (varios sdo altamente
toxicos para 0s seres humanos moléculas persistem no ambiente por
mais tempo e contaminam sistemas aquéticos e o solo), escoamento de
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sedimentos da terra pode fazer 4gua enlameada, blogueando a entrada de
luz solar e, consequentemente, matar a vida aqudtica, irrigacéo,
especialmente quando usado incorretamente, pode trazer os fluxos de
sais, nutrientes e outros poluentes dos solos na agua.

Os efluentes industriais, lamas provenientes de estacdes de
tratamento de esgotos, escoamentos da agricultura e esgoto ndo tratado
em bruto de populagGes urbanas e na indistria, tudo isso contribuem para
a contaminacdo quimica do ambiente aquatico (FAO, 1999). Segundo
Kennish (1991), o esgoto é a principal fonte de contaminantes em
ambientes costeiros. O esgoto sanitario geralmente tem uma variada
composi¢do com altos niveis de so6lidos suspensos, nutrientes, metais,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), pesticidas e inseticidas
(DDTs), bifenilas policloradas (PCBs), alquilbenzenos lineares (LABS),
produtos farmacéuticos e de higiene pessoal (PPCPs) e desreguladores
enddcrinos (EDCs), as maiores concentracfes de ditos poluentes estdo
relacionados a ambientes aquaticos préximos a centros urbanos e
industriais (CANESI et al., 2003; MEDEIROS; BICEGO, 2004;
ABESSA et al., 2005, WAN et al, 2009; NAKATA et al,
2014;FLORES-NUNES et al., 2015).

Os programas de biomonitoramento como médio de avaliacdo da
gualidade dos ecossistemas aquaticos utilizam métodos convencionais
para evidenciar a poluicdo por esgoto, tais como a analise
microbioldgica utilizando bactérias coliformes fecais, a analise dos
parametros fisico-quimicos da qualidade de agua (niveis de nitrogénio,
fosforo, ph, sélidos suspensos, DBO, metais trago, etc), e atualmente
vém ampliando-se o uso de marcadores moleculares para determinar a
contaminagdo fecal de origem antrépica nos sedimentos e a
determinacdo de concentracbes de contaminantes organicos e
inorganicos nos sedimentos e nos tecidos e fluidos dos organismos
aquaticos, tais como 0s moluscos bivalves que atuam como
bioindicadores (MONIRITH et al.,, 2003; SALANKI et al., 2003;
CARREIRA et al., 2004; PEREIRA et al., 2007; ZHOU et al., 2008;
MEDEIROS et al., 2009; WHO, 2010; ZANETTE et al., 2010;
NAKATA et al.,2014; LUCHMANN et al., 2014; LUCHMANN et al.,
2015; MARTINS et al, 2014; FLORES-NUNES et al., 2015;
TREVISAN et al., 2016).

Os moluscos bivalves marinhos, sdo organismos bioindicadores
ideais por causa de sua ampla distribuicdo geografica, alta sensibilidade
aos contaminantes ambientais, por serem sésseis, alimentar-se por
filtracdo e por acumular altos niveis de contaminantes nos seus tecidos e
conchas, onde as concentragdes sdo maiores daqueles presentes no meio
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ambiente (APRAIZ et al., 2006; CHOI et al., 2008; ZUYKOQV et al.
2013). Entre tanto, ao contrario das andlises quimicas da agua ou
sedimentos, as vantagens destes bioindicadores sdo que eles fornecem
uma medida dos poluentes integrados no espago e no tempo, assim,
vinculando os poluentes ambientais, sua biodisponibilidade e
acumulacdo e seus efeitos téxicos (RUIZ et al., 2011).

As ostras do género Crassostrea sdo cada vez mais utilizadas
como organismos bioindicadores em programas de biomonitoramento.
Sendo a espécie exotica “ostra do Pacifico” Crassostrea gigas
(Thunberg, 1789) e as espécies nativas Crassostrea rhizophorae
(Guilding 1828) e Crassostrea gasar (Adanson 1757) referencias para
estudos com biomarcadores bioquimicos e moleculares de contaminagéo
aquatica em areas com impacto do esgoto sanitario, areas de cultivo de
moluscos e expostos a contaminantes em laboratério (ZANETTE et al,
2006; MEDEIROS et al., 2008; LUCHMANN et al, 2011; SOUZA et
al., 2012; FLORES-NUNES et al., 2014; LUCHMANN et al., 2015).

Tendo em consideracdo que os biomarcadores, sdo definidos
como modificagbes observiveis ou quantificAveis aos niveis
moleculares, bioquimicos, celulares, fisiolégicas ou comportamentais de
um organismo que revelam a exposicdo a xenobidticos (LAGADIC et
al.,, 1997). A utilizacdo de biomarcadores moleculares para medir os
impactos bioldgicos da poluigdo é um complemento importante para a
andlise quimica (HANDY et al., 2003). Assim, o uso de multiplos genes
vem o potencial de criar o perfil de uma gama de efeitos moleculares,
assim identificaveis perfis de expressdo associada com contaminantes
especificos (HAMADEH et al.,, 2002) e fornecem uma abordagem
robusta para determinar os impactos dos estressores ambientais nos
organismos (CHANDURVELAN et al., 2015).

Nesse contexto, merece atencdo especial a ostra nativa de mangue
Crassostrea gasar (Adanson 1757) (sin. Crassostrea brasiliana,
LAZOSKI et al., 2011) espécie distribuida nas costas do Atlantico da
América do Sul e da Africa (LAPEGUE et al., 2002) e principalmente
na faixa costeira do Brasil. Assim a C. gasar foi validada e referenciada
como organismo bioindicador de xenobidticos em tecidos de branquias e
glandula  digestiva  utilizando  biomarcadores  bioguimicos
(LUCHMANN et al., 2011) e moleculares (LUCHMANN et al., 2012;
LUCHMANN et al., 2014; LUCHMANN et al., 2015); e outras
pesquisas que seguiram a linha de trabalho referenciada anteriormente
(ZACCHI, 2013; BITTENCOURT,; 2013; MIGUELAO, 2014; REIS et
al., 2015; TREVISAN et al., 2016). O descrito define a importancia da
utilizacdo da ostra C. gasar em programas de biomonitoramento como


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969714017665?np=y

63

espécie sentinela nas regides costeiras brasileiras (LUCHMANN et al.,
2015).

Nessa direcdo, o presente estudo tem como objetivo avaliar as
respostas moleculares nas branquias da ostra Crassostrea gasar
(Adanson,1757) expostas em laboratorio a 4gua do mar coletada in situ
em areas selecionadas como alvo de estudo na enseada e no cultivo de
moluscos de Balneario Camboril, Santa Catarina. Marco geral que estéo
relacionados na avaliagdo dos niveis de transcritos dos genes que
codificam as enzimas do sistema antioxidante e de biotransformacéo de
xenobidticos e das proteinas associadas a outros sistemas de defesas
celulares. Ademais de avaliar e correlacionar parametros associados as
analises quimica e microbioldgica das amostras de agua do mar e da
andlise de contaminantes organicos nos tecidos das ostras e em amostras
de sedimentos coletadas na area alvo de estudo.

Com base nessas experiéncias, o conhecimento cientifico e
técnico do possivel impacto do esgoto sanitario no ambiente aquatico,
bem como na atividade aquicola envolvendo o cultivo de moluscos,
podem trazer contribuicGes relevantes, as quais, associadas a medidas
complementares, podem subsidiar a gestdo dos ambientes costeiros
destinados a atividade produtiva. A avaliacdo deste impacto potencial e
0 biomonitoramento dos parques aquicolas, podem ser realizados
mediante a utilizacdo de biomarcadores moleculares em importantes
organismos bioindicadores, como sdo 0s moluscos bivalves.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Area de estudo e pontos de coleta de dgua do mar

A érea selecionada para o presente estudo esta localizada no
municipio de Balnedrio Camboril, Estado de Santa Catarina. O
municipio tem uma area territorial de 46,8 km? e esta localizado nas
coordenadas geogréficas, latitude 26° 59' 28" Sul (S) e longitude 48° 38'
7" Oeste (O).

Tendo em vista as caracteristicas atuais de uso e ocupacdo da orla
maritima do referido municipio, foram selecionados cinco pontos
distintos para a coleta de agua do mar na area de estudo (Figura 2).

Um dos pontos de coleta de 4gua do mar foi selecionado na Praia
Taquarinhas (TAQ), a 26°59', 45.39"S e 48°34', 47.50”0, o qual, dado
as suas caracteristicas e com base na analise comparativa com outros
pontos dentro da area de estudo, foi considerado como area referéncia.
Outros dois pontos de coleta de dgua do mar foram selecionados dentro
de duas areas de cultivo de moluscos distintas, localizadas dentro dos
limites do Parque Aquicola do municipio, ou seja, a primeira localizada
em Laranjeiras (LAR), a 26°59', 39.00"S e 48°35', 21.49"0 e, a
segunda, no bairro da Barra (BAR), a 26°59, 38.54"S e 48°35,
59.17"0. O quarto ponto de coleta foi selecionado na Foz do Rio
Camborit (CAM), estando localizado a 27°0', 13.90"S e 48°36', 6.71"0.
O quinto ponto de coleta foi selecionado no Canal de Marambaia
(MAR), sendo as coordenadas de sua localizagdo a 26°58', 20.60"S e
48°37', 54.68"0.

As coletas de 4gua do mar em campo na area de estudo (nos cinco
pontos de coleta) foram realizadas ao final da primavera de 2014 (no
més de dezembro), no periodo da manhd, com o apoio de uma
embarcacdo pesqueira de 9,50 m de comprimento, 2,20 m de largura e
2,0 m de altura, utilizada na pesca do camardo sete barbas. Em cada um
dos pontos selecionados foi coletado um volume de cinquenta litros de
dgua do mar a uma profundidade aproximada de 80 cm (superficial). As
amostras de 4gua do mar coletadas foram acondicionadas
individualmente em galBes plasticos estéreis novos de cor branca, 0s
quais foram, em seguida, transportados para o Laboratério de
Biomarcadores de Contaminacdo Aquatica e Imunoquimica da
Universidade Federal de Santa Catarina (LABCAI/UFSC).
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Além das coletas de agua do mar na area de estudo selecionada,
foi ainda realizada a coleta de igual volume (cinquenta litros) de dgua do
mar filtrada, junto ao Laboratério de Camardes Marinhos (LCM) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), a qual é proveniente da
Praia de Mogambique, em Floriandpolis, SC. A amostra de 4gua do mar
coletada no LCM/UFSC foi obtida no mesmo dia da campanha em
campo, sendo armazenada e transportada nas mesmas condi¢des das
amostras coletadas na rea de estudo em Balneério Camborid.
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Figura 2: Recorte da imagem gerada pelo Google Earth de Balneario Camborit, com
a distribuicdo espacial dos pontos selecionados para a coleta de agua visando a
exposicdo das ostras em laboratorio. 1.TAQ: Area referéncia - Praia Tagquarinhas;
2.LAR: Area aguicola de cultivo de moluscos bivalves (Laranjeiras); 3.BAR: Area
aquicola de cultivo de moluscos bivalves (Barra); 4. CAM: Foz do Rio Camboriu; 5.
MAR: Canal de Marambaia.
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Fonte: Google Earth / IGE.
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5.2 Material Biolégico

Foram utilizados exemplares de ostras, Crassostrea gasar
(Adanson, 1757) (Figura 3), provenientes da Estagdo de Cultivo
Experimental do Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), localizada na Praia de
Sambaqui, Floriandpolis, SC (27°35°S, 48°32°0).

Para o experimento, foram selecionadas ostras entre 6 e 8 cm de
comprimento (n=120). As ostras selecionadas foram, em seguida,
transportadas da area de cultivo experimental para a outra unidade do
LMM/UFSC, o laboratério de producdo, localizado na Barra,
Floriandpolis, SC, onde foi realizada a etapa de aclimatacéo, conforme o
delineamento experimental apresentado a seguir (item 5.3).

Figura 3: Em: A - Visdo geral das ostras Crassostrea gasar (sin. Crassostrea
brasiliana, Lazoski et al., 2011) nos aquarios durante o experimento de
exposicdo em laboratério; B — Aspecto externo de um exemplar de ostra
Crassostrea gasar durante o referido experimento.
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5.3 Delineamento Experimental

5.3.1 Acondicionamento e aclimatacdo das ostras Crassostrea gasar
(Adanson, 1757)

As ostras selecionadas na Estagdo de Cultivo Experimental e
transportadas para o laboratério de producdo do LMM/UFSC (item 5.2)
foram imediatamente submetidas a limpeza externa, sendo, em seguida,
acondicionadas em tanques retangulares de fibra de vidro com
capacidade de 500 litros.

As ostras foram mantidas por um periodo de aclimatacdo de onze
dias, sob aeracdo constante e com renovacdo continua de agua, em
salinidade de 33 ppm, temperatura constante de 23°C, sendo alimentadas
diariamente com uma mistura de microalgas das espécies lsocrysis
galbana (50%, 10x104 cél.ml™) e Chaetoceros mulleri (50%, 10 x 104
cél.ml™).

Fim do periodo de aclimatagdo no LMM/UFSC, as ostras foram
transportadas para a sala de Bioensaios do LABCAI/UFSC no Nucleo de
Estudo em Patologia Aquicola (NEPAQ), localizado no bairro do
Itacorubi, Floriandpolis, SC. O transporte das ostras até o
LABCAI/UFSC foi realizado em caixas isotérmicas e ocorreu de modo
coordenado e simultaneo a realizagdo das coletas de agua do mar em
Balneario Camboril e a coleta de 4gua no LCM/UFSC.

5.3.2 Acondicionamento das amostras de agua do mar e exposicéo das
ostras em laboratério

As amostras de agua do mar coletadas em Balneario Camboril e
no LCM/UFSC foram distribuidas separadamente em aquarios de 50
litros de capacidade, contendo sistema de areacdo individual. Foi
utilizado um volume de 20 litros de agua do mar por aquario e a
temperatura ambiente foi regulada em 22°C. As salinidades registradas
nas &guas coletadas na Foz do Rio Camborit (CAM) (25 ppm), em
Laranjeiras (LAR) (30 ppm), em Marambaia (MAR) (29ppm) e na Barra
(BAR) (30ppm) foram ajustadas para o valor registrado nas aguas de
Taquarinhas (TAQ) e da agua coletada no LCM/UFSC, ou seja, 33ppm.
Para essa corre¢do foi utilizado sal marinho obtido da empresa Instant
Ocean United Pet Group, Inc (EUA). Para afericdo das medicOes de
salinidade foi utilizado um refratdmetro manual (KASVI®, modelo /K52-
100).
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As ostras (n=120) foram distribuidas em doze aquérios iguais
(n=10 ostras/aquério), de modo a se obter duplicatas para cada uma das
seis amostras de agua coletadas (n=2 tanques/amostra de agua), ou seja, as
cinco amostras de agua do mar, provenientes dos diferentes pontos de
coleta selecionados em Balneario Camboril e a amostra proveniente do
LCM/UFSC. A relagao final em cada aquario foi de dois litros de agua do
mar por ostra. O tempo de exposicdo das ostras as amostras de agua do
mar em condi¢des de laboratorio foi de 24 horas.

5.4 Anélise de qualidade de agua

Simultaneamente as coletas das amostras de agua do mar nos
pontos selecionados a campo em Balneario Camboril e no LCM para a
exposicdo em laboratério, foram também coletadas amostras para a
realizacdo das anélises de qualidade de agua.

As amostras coletadas com este objetivo foram enviadas para ao
Laboratério QMC Saneamento Ltda. As analises de qualidade de agua
envolveram a determinacdo de coliformes totais e coliformes
termotolerantes (coliformes fecais), a demanda bioquimica do
oxigénio (DBO), a demanda quimica do oxigénio (DQO), fésforo,
detergentes (DTG), nitrogénio, sélidos em suspensédo, além de 6leos e
gorduras.

5.5 Analise de contaminantes organicos nos tecidos das ostras e em
amostras de sedimento.

No momento da coleta das ostras no cultivo da Estagdo de
Cultivo Experimental do LMM/UFSC no Sambaqui (tempo zero), além
das ostras a serem utilizadas no experimento de exposicdo em
laboratério, foram ainda coletadas, concomitantemente, ostras (n=8)
para a realizacdo da andlise de contaminantes organicos, a saber:
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), bifenilas policlorados
(PCBs) e alquilbenzenos lineares (LABs), além de pesticidas
organoclorados (POCs) e esteroides. As mesmas analises foram também
realizadas ao final do experimento de exposicdo em laboratdrio, em
igual nimero de ostras.

A presenga dos mesmos contaminantes organicos citados acima
foi também avaliada em amostras de sedimento (250g/amostra)
provenientes de cada um dos pontos de coleta em campo na &rea de
estudo (Balneédrio Camboril), as quais foram obtidas com o auxilio de
uma draga tipo Van Veen.
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As andlises de contaminantes organicos nas ostras e nas
amostras de sedimento foram realizadas em parceria com o Laboratorio
de Quimica Orgéanica do Instituto Oceanogréafico (I0) da Universidade
de S&o Paulo (USP).

5.6 Analises moleculares

5.6.1 Obtencdo das amostras de branquias das ostras expostas em
laboratério

Ao final do periodo de 24 h de exposi¢do as amostras de agua do
mar em laboratorio, as ostras foram retiradas dos aquarios, sendo, em
seguida, realizada a sua biometria, dissec¢do e coleta das branquias. As
brdnquias foram colocadas em microtubos e, imediatamente,
armazenadas a -80°C até a realizagdo dos procedimentos descritos a
seguir.

5.6.2 Extracdo de RNA total

Para a extracdo de RNA total (RNALt) das amostras de branquias foi
utilizado o reagente Trizol®/QIAzol®, conforme procedimento
recomendado pelo fabricante. Foram utilizados 100 mg de cada amostra
de branquia, sendo a homogeneizagdo realizada em 1,0 mL de reagente
TRIZOL, utilizando o aparelho rotor Tissue Tearor™ modelo 985370
(Biospec Products, Inc.). Ap6s uma hora de incubacdo, foi adicionado
cloroférmio e, findo um periodo de incubacdo por 3 minutos, as amostras
foram submetidas a centrifugacdo a 1400xg, a 4°C por 30 min. A fase
superior foi transferida para um novo microtubo de 1,5 ml e a ela foram
adicionados 500 pl de isopropanol previamente gelado. Finda uma
incubacdo em temperatura ambiente por 10 min, o material foi
centrifugado a 1400xg, a 4°C por 30min. O precipitado obtido foi lavado
com 1 mL de etanol a 75% e, em seguida, centrifugado a 7500xg, a 4°C
por 5min. O precipitado assim obtido foi coletado, seco e ressuspendido
em &gua com grau para biologia molecular.

A avaliacdo do grau de pureza e a determinagdo da concentracéo
das amostras de RNA total obtidas foram realizadas em um
espectrofotdbmetro (Nanodrop 1000, Thermo Scientific), através da relacdo
das absorbancias a 260/280 nm. As amostras foram armazenadas a -80°C
para a realizacdo das etapas posteriores.
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5.6.3 Sintese de cDNA

A transcricdo reversa para a sintese de DNA complementar
(cDNA) foi realizada a partir de 1ug de RNA total de cada uma das
amostras de branquias, utilizando-se o kit QuantiTect® Reverse
Transcription (QIAGEN) segundo as instrucdes do fabricante.

O produto final da transcrigdo reversa, CONA, de cada amostra foi
separado em aliquotas de 5 pl, as quais foram armazenadas a -20°C até a
realizacdo da etapa seguinte (item 4.6.4).

5.6.4 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

A andlise dos niveis de transcritos dos genes selecionados como
genes alvo foi realizada nas amostras de branquias através de PCR em
tempo real (gPCR), utilizando um termociclador Rotor-Gene TM 6000
(Corbett Life Science).

Os iniciadores utilizados nas reacGes de qPCR foram desenhados
com base nas sequéncias obtidas no transcriptoma de Crassostrea gasar
(Adanson, 1757) (sin. Crassostrea brasiliana; LAZOSKI et al., 2011)
(LUCHMANN et al. 2012; LUCHMANN et al., 2015), utilizando a
ferramenta Primer Quest (www.idtdna.com/Primerquest). A partir da
lista de iniciadores desenhados, foram selecionados os mais adequados
com 0 auxilio da ferramenta Oligo Analizer
(www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer), considerando a
temperatura de “melting”, 0 contetido de GC, o tamanho do fragmento a
ser gerado na reacdo de amplificacdo, e a formacdo de estruturas
secundérias, utilizando como referéncia o trabalho de BITTENCOURT
(2013). A Tabela 4 mostra a lista dos iniciadores utilizados, a respectiva
sequéncia de nucleotideos e o tamanho do produto esperado na reacéo
de amplificacéo.

As reacOes de gPCR foram realizadas em duplicata em um
volume final de 20 uL por reagdo, utilizando 2 pL de cDNA de branquia
(amostra), 10 pL do kit Rotor-Gene SYBR® Green (QIAGEN) e 2uL
dos iniciadores (1 pL do Foward e 1 pL do Reverse). Em cada corrida
foi analisado o nivel de transcritos de um determinado gene entre 0s
selecionados, sendo, ao final da reagdo, obtida a curva de fusdo (ou
melting) para a verificagdo da existéncia de um Unico produto de
amplificacdo em cada reacdo. Para a obtencdo dos niveis de eficiéncia
recomendados para a andlise por qPCR para cada corrida foram


http://www.idtdna.com/Primerquest
http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer
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utilizadas curvas de concentracdo com um “pool” de todas as amostra, e
de acordo com BUSTIN et al., (2009).

As condicbes da reacdo de amplificacdo (PCR) incluiram a
ativacdo inicial da Tag DNA Polimerase a 95°C por 5 min, seguida de
um ciclo de desnaturacdo a 95°C por 5 s; e anelamento e extensdo a 60°C
por 10 s, sendo o nimero total de ciclos igual a 40.

A quantificacdo foi baseada na comparagdo dos produtos gerados
na amplificacdo dos genes de interesse com aqueles obtidos para genes
de referéncia, denominados de genes normalizadores (BUSTIN et al.,
2009); no caso do presente estudo, o gene ribossomal 28S e o gene 40S-
S3 (vide Tabela 4). Para a analise dos dados na forma de CT (Cycle
Threshold), foi certificado que o limiar estava delimitado na fase
exponencial de amplificacdo, acima do ruido de fundo e abaixo da fase
de platd da reacdo de PCR, considerando o valor numérico do CT
inversamente proporcional a quantidade inicial do transcrito de interesse
na reacdo (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).
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Tabela 4: Sequéncias dos iniciadores utilizados na gPCR para
amplificacdo dos genes alvo deste estudo em branquias de Crassostrea
gasar (Adanson, 1757) e tamanho dos fragmentos esperados (pb = pares
de base).

Tamanho
do
N° Gene fragmento Sequéncia dos iniciadores 5’- 3'
esperado
(pb)
1 28S-Ribosomal 131 CCC GAA GCC AAACACATT CAAGTG G
GGC TTT CCATTG CGG TCA CCT TAG
2 40S-S3 98 CCT GTT ATG GAG TGC TAC GGT TATC
CATTGACTT GGC TCTCTGTCC TC
TCCTTC TGG GAC CAT ACCTTG GTG
4 SOD-like 124 GCT CCA GAG GAT ACT GAG AGG CAT
CCA ATG ATG GAT TGA GGA CCA GCA
5 GPx-like 144 CGT TGC CGC CAT TGACCTCTATCT
ACC AGT TTG GAA GTC AGG AGC CAG
6 CYP2AU1-like 158 AAC GGC AAG AGG TGT AAG GTT TGC
TAA TCC ATC ACC CGG ATT GGC AGA
TTA ATG GGA CCG CCA GAA GGT CAT
8 | Sulfotransferase1C1-like 149 CAC CTG TTA CCT CGC CAT ACT CCA
ACT ACC ATGTCCTTC ATC AGG TCC C
9 FABP-like 105 ACG TGA ACG ACG ATG ACC ACA AGT
TGG TGT TGT CCT TGG ATT TAC CGT CC
10 ALAd-like 192 GCC ACC AGT AAATCAGGA AACCAGC
CAG GTA TGG CAT CAA CAG GCT GAG
11 HSP70-like 108 CAC CAT AGG CAACAGCTTCATC
GAC AAG GGT CAG ATC CAC GAT A

5.7 Andlise Estatistica

Os dados da expressdo génica foram analisados estatisticamente
pela andlise de varidncia (ANOVA), teste de Tukey e Shapiro Wilk.
Dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de KruskWalls e o
teste de Dunns. Foi utilizado o software Graph Pad 5.5 para a plotagem e
andlise comparativa dos dados.
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6. RESULTADOS
6.1 Analise de qualidade de 4gua

Em relacdo a coliformes totais, a andlise comparativa dos
resultados revelou como sendo 0s maiores valores aqueles registrados na
amostra de agua coletada no Canal de Marambaia (MAR), ou seja,
21.000,0 NPM/100 mL, seguidos daqueles registrados na amostra de
agua coletada na Foz do Rio Camborit (CAM) com 3.400,0 NPM/100
mL (Figura 4-A). Por outro lado, na amostra de agua coletada na Barra
(BAR) o valor detectado foi bastante inferior, ou seja, 20 NPM/100 mL,
enquanto auséncia de niveis detectiveis foi registrada tanto em
Laranjeiras (LAR), quanto em Taquarinhas (TAQ) e na amostra do
LCM (controle, C).

De modo andlogo, os valores de coliformes termotolerantes
(fecais) foram maiores no Canal de Marambaia (MAR), com 16.000,0
NPM/100 mL, e na Foz do Rio Camborit (CAM), com 2.400,0
NPM/100 mL (Figura 4-A), enquanto ndo foram registrados valores
detectaveis (auséncia) nas amostras de Laranjeiras (LAR), Barra (BAR)
e de Taquarinhas (TAQ), bem como na amostra do LCM (controle, C).

O maior valor de DBO foi aquele registrado em BAR (3,10
mg/L), seguido por CAM (3,02 mg/L) e por MAR (2,96 mg/L). Nos
demais locais amostrados (TAQ, LAR e C, controle) os valores estdo
abaixo do limite de quantificacdo (Figura 4-B).

A DQO foi maior na gua da érea referéncia, TAQ, com um valor
de 2.960 mg/L, seguida pela amostra C, controle, cujo valor foi 1.460
mg/L (Figura 4-C). Para as demais amostras, 0s valores de DQO foram
menores e semelhantes entre si, na faixa de 390 mg/L. Os valores
determinados para Detergente e Fendis totais foram maiores em BAR
(0,84 mg/L e 0,41 mg/L, respectivamente). Ainda em relacdo a esses
mesmos  parametros, valores menores, mas proximos foram
determinados em CAM (0,70 mg/L) e em CAM e MAR (0,36 mg/L),
respectivamente (Figura 4-D e E).

A amostra de CAM, registrou tanto a maior quantidade de
Fosforo (0,51 mg/L), como também de Nitrogénio (3,70 mg/L) (Figura
4-F e G). Em relacdo a esses dois parametros, o perfil de CAM
destacou-se como sendo bastante distinto quando comparado as demais
amostras. Com excecdo de MAR, cuja quantidade de Fésforo foi menor
que 0,1 mg/L, a quantidade nas demais amostras mostrou-se abaixo do
nivel de deteccdo. Em relagdo ao Nitrogénio, todas as demais amostras
apresentaram valores iguais a 1,00 mg/L.
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De modo geral, os valores obtidos para Sélidos Suspensos Totais
foram bastante semelhantes entre as amostras (Figura 4-H). Os valores
para TAQ, C e BAR, ou seja, 52,25, 52,4 mg/L e 52,0 mg/L,
respectivamente, foram bastante proximos. Por outro lado, o valor
registrado para LAR foi igual a 47,6 mg/L, foi ligeiramente inferior
aqueles obtidos para MAR e CAM (50,4 e 48,4 mg/L). As analises
relativas a deteccdo e quantificacdo de 6leos e gorduras ndo indicaram
sua presenca nas amostras coletadas (dados ndo mostrados).
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Figura 4: Resultados das analises de qualidade de agua: (A) Coliformes totais e
Coliformes termotolerantes; (B) Demanda Quimica de Oxigénio (DQO); (C)
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO); (D) Detergente; (E) Fendis totais;
(F) Fosforo; (G) Nitrogénio e (H) Solidos suspensos totais. Amostras de agua
coletadas no Laboratério de Camardes Marinhos - controle (C) e no municipio
de Balneario Camboril: Praia de Taquarinhas (TAQ); cultivo de moluscos de
Laranjeiras (LAR); cultivo de moluscos da Barra (BAR); Foz do Rio Camboril
(CAM) e Canal de Marambaia (MAR). LQ - Limite de Quantificacdo; NMP —
NUmero Mais Provavel.
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6.2 Contaminantes organicos nos tecidos das ostras

Em relacdo a presenca de Bifenilas Policlorados (PCBs), a analise
dos contaminantes organicos nos tecidos das ostras mostrou que a maior
concentracdo destes compostos foi registrada em SAM (tempo zero), em
comparagdo com o0s demais grupos de ostras. As concentracdes de PCBs
apo6s exposicdo as aguas do mar em laboratério foram maiores nas
amostras de C e LAR.

Em relacdo aos pesticidas organoclorados (POCs), o grupo de
diclorodifeniltricloroetano totais (DDTs) mostrou 0os maiores valores nas
amostras de LAR com 2,86 ngg’-peso seco, tendo o mesmo local
também registrado a maior concentracdo dos Alquilbenzenos Lineares
totais (LABS) com 497,27 ngg'-peso seco. Este valor representou trés
vezes mais o0 valor observado para as ostras expostas a agua coletada em
CAM. Nos demais locais, os valores determinados nos tecidos das ostras
ndo passaram do limite de deteccdo. Tabela 5 e Figura 5.

Tabela 5: Concentragdes de Bifenilas Policlorados (PCBs), Alquilbenzenos
lineares (LABs) e Pesticidas Organoclorados (POCs), representado pelo
grupo de DDTs, em amostras de tecidos de ostras Crassostrea gasar (ngg™-
peso seco), coletadas na estacdo de cultivo experimental de moluscos da
Praia Sambaqui do LMM/UFSC (SAM) (tempo zero) e expostas por 24
horas a agua do mar coletada no LCM/UFSC (controle; C) e em campo:
Praia Taquarinhas (TAQ), cultivo de moluscos de Laranjeiras (LAR),
cultivo de moluscos da Barra (BAR), Foz do Rio Camborit (CAM) e Canal
de Marambaia (MAR) no Municipio de Balneario Camborit, SC.

Locais

Compostos | sam | ¢ | TAQ | LAR | BAR | CAM | MAR

PCBs Totais | 35,01 | 21,21 | 6,42 | 1966 | 7,61 | 887 | 14,15
LABs Totais | <0,88 | <0,88 | <0,88 | 497,27 | <0,88 | 139,83 | <0,88

DDTs Totais 099 | 18 | 2,76 | 2,86 | <0,20 | 1,95 | <0,20
Legenda: LDM = Limite de deteccdo do método.

Em relacdo aos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS),
sua concentracdo foi maior em LAR (160 ngg™), quando comparada
com a area de referéncia no campo TAQ e entre os demais grupos de
amostras de Balneario Camborid. A concentracdo nos tecidos das ostras
expostas & 4gua do cultivo de moluscos LAR mostrou ser dez vezes
maior em relacdo ao valor de BAR. Os menores valores foram aqueles
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determinados para os tecidos das ostras expostas a agua de CAM,
seguida por TAQ e MAR, respectivamente. As amostras de tecido no
tempo zero (SAM) mostraram valores maiores quando comparadas com
os tecidos amostrados apds a exposicdo em laboratério as amostras de
agua do mar dos diferentes pontos de coleta. As amostras de C tiveram a
maior concentracdo de HPAs apds 24 horas. Neste grupo de compostos,
destacam-se 0s maiores valores encontrados para trimetilnaftaleno,
fenantreno, metilfenantreno, pireno e fluoranteno, nas amostras de todos
0s grupos, incluindo os resultados obtidos para SAM (Tabela 6).
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Tabela 6: Concentrages de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS)
em amostras de tecidos de ostras Crassostrea gasar (ngg'l-peso seco) da
estacdo de cultivo experimental de moluscos da Praia Sambaqui do
LMM/UFSC (SAM) (tempo zero) e aquelas expostas por 24 horas as aguas
coletadas no LCM/UFSC (controle; C) e em campo: Praia Taquarinhas (TAQ),
cultivo de moluscos de Laranjeiras (LAR), cultivo de moluscos da Barra (BAR),
Foz do Rio Camborit (CAM) e Canal de Marambaia (MAR) do Municipio de
Balneario Camborid, SC.

c Locais
ompostos SAM _ C TAQ LAR BAR _ CAM __ MAR
Naftaleno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Metilnaftalenos 16,0 <4,71 <4,71 <4,71 <4,71 <4,71 <4,71
Bifenil <4,75 <4,75 <4,75 9,86 <4,75 5,24 <4,75
Etilnaftaleno 9,11 <4,71 <4,71 <4,71 <4,71 <4,71 <4,71
Dimetilnaftalenos 151 <9,25 <9,25 34,6 <9,25 <9,25 12,23
Acenaftileno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Acenafteno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Trimetilnaftaleno 208 57,4 <7,27 54,3 <7,27 <7,27 41,1
Fluoreno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Metilfluoreno 22,1 11,1 <10,3 <10,3 <10,3 <10,3 <10,3
Dibenzotiofeno 3,76 2,27 <1,41 <141 <141 <141 <141
Fenantreno 44,4 69,6 12,6 34,1 15,0 16,7 38,4
Antraceno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Dimetilfluoreno 14,7 <103 <10,3 <10,3 <10,3 <10,3 <10,3
Metildibenzotiofeno 8,52 7,00 <2,81 <2,81 <2,81 <2,81 2,85
Metilfenantreno 22,6 21,4 <5,85 9,78 <5,85 <5,85 6,77
Dimetildibenzotiofeno 8,11 11,9 <5,85 <5,85 <5,85 <5,85 <5,85
Dimetilfenantreno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Fluoranteno 15,4 25,6 <2,63 7,48 <2,63 <2,63 <2,63
Pireno 11,1 21,7 <2,45 6,03 <2,45 <2,45 <2,45
Metilfluoranteno 5,22 5,34 <5,08 <5,08 <5,08 <5,08 <5,08
Metilpireno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Benzo[a]antraceno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Criseno <352 <352 <3,52 4,32 <3,52 <3,52 <3,52
Metilcriseno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Dimetilcriseno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Benzo[b]fluoranteno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Benzo[k]fluoranteno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Benzo[e]pireno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Benzo[a]pireno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Perileno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Indeno[1,2,3-c,d]pireno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
dibenzo[a,h]antraceno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
Benzo[g,h,i]perileno <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM <LDM
HPAs Totais 540 233 12,6 160 15,0 22,0 101
[12-3 anéis 529 212 12,6 150 15 22,0 101
4-6 anéis 11,1 21,7 n.c. 10,4 n.c. n.c. n.c.
[12-3 anéis/[14-6 anéis 47,8 9,8 n.c. 14,5 n.c. n.c. n.c.
Teor de Umidade (%) 29,5 26,4 25,7 25,3 24,6 25,3 25,2
%lipidios 6,1 7,0 11,9 11,1 9,6 8,6 8,6
n.c. - ndo calculado

Legenda: LDM = Limite de detecgéo do método.
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Figura 5: Concentracdo de contaminantes organicos detectados em amostras de
tecidos de ostras Crassostrea gasar coletadas na estacdo do cultivo
experimental de moluscos da Praia Sambaqui do LMM/UFSC (SAM) (tempo
zero; T0) e daquelas expostas por um periodo de 24 horas (T24) a aguas do mar
coletada no LCM/UFSC (controle; C) e em campo na Praia Taquarinhas (TAQ),
nos cultivos de moluscos de Laranjeiras (LAR) e da Barra (BAR), na Foz do
Rio Camborii (CAM) e no Canal de Marambaia (MAR) no municipio de
Balneario Camborit, SC.

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) Bifenilos policlorados (PCBs)

600+ 404
oy

oy

4004

T24

2004

Concentrac&o ng/g-peso seco
Concentrac&o ng/g-peso seco

Pesticidas organoclorados (POCs) - DDTs Alquilbenzenos lineares totais (LABS)

400

2001

Concentrac&o ng/g-peso seco
Concentrac&o ng/g-peso seco

2
"2
o
(e
R
2
o



81

6.3 Contaminantes organicos nos sedimentos

Entre as amostras de sedimentos, 0s hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) foram detectados em maior concentracdo em CAM
(65,8 ngg™), a qual representou cinco vezes mais os valores registrados
nos sedimentos das é&reas de cultivo LAR (11,1 ngg™) e BAR (15,9 ngg’
1. Os menores valores foram observados em TAQ e MAR. Figura 6 e
Tabela 6.

No caso das bifenilas policlorados (PCBs), a amostra coletada em
CAM registrou o valor mais elevado (0,72 ngg™), enquanto as outras
amostras ndo atingiram o limite de deteccéo.

A maior concentragdo de alquilbenzenos lineares (LABs) foi
registrada nos sedimentos coletados em CAM com 52,2 ngg™. Niveis
detectaveis de LABs foram registrados em MAR, mas representaram
valores abaixo de 50% daqueles observados em CAM (Figura 6).

Em relacdo aos pesticidas organoclorados (POCs), representados
por DDTs totais, os valores determinados foram maiores nas amostras
de sedimento coletadas em LAR (Figura 6).

Para os esteroides totais, a maior concentragdo nos sedimentos foi
registrada em CAM (4,92 pugg™), seguida das concentracdes registradas
nas areas de cultivo de BAR e LAR. Os valores obtidos refletem a
presenga de concentragdes elevadas de marcadores geoquimicos de
contaminacdo fecal, ou seja, principalmente, colesterol, copostranol, b-
sitoestanol (Figura 9 e Tabela 7).
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Figura 6: Concentracbes de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
(HPAs), Bifenilas Policlorados (PCBs), Pesticidas Organoclorados (POCs -
DDTs), Alquilbenzenos Lineares (LABs) (ngg™) e Esteroides Totais e
Copostranol (ugg™) em amostras de sedimentos da Praia Taquarinhas
(TAQ), dos cultivos de moluscos de Laranjeiras (LAR) e da Barra (BAR),
da Foz do Rio Camborii (CAM) e do Canal de Marambaia (MAR) do

Municipio de Balneario Camborid, SC.
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Tabela 7: Concentragfes de Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
(ngg™) em amostras de sedimentos coletados na Praia Taquarinhas (TAQ), nos
cultivos de moluscos de Laranjeiras (LAR) e da Barra (BAR), na Foz do Rio
Camborit (CAM) e no Canal de Marambaia (MAR) no Municipio de Balneéario
Camborit, SC.

Locais

Compostos TAQ LAR BAR CAM MAR
Dimetilnaftaleno 2,80 <2,60 <2,60 <2,60 2,70
Trimetilnaftaleno 2,03 <1,30 <1,30 <1,30 <1,30
Metilfluoreno <1,30 1,37 1,40 <1,30 <1,30
Fenantreno <2,60 <2,60 <2,60 3,64 <2,60
Pireno <1,30 <1,30 <1,30 1,44 <1,30
Reteno <1,30 <1,30 <1,30 1,38 <1,30
Criseno <1,20 <1,20 <1,20 1,30 <1,20
Perileno <1,20 9,68 14,5 56,5 <1,20
Benzo[g,h,i]perileno <1,20 <1,20 <1,20 1,6 <1,20
HPAs Totais 4,83 11,1 15,9 65,8 4,31
HPAs sem perileno 4,83 1,37 1,40 9,36 4,31

LDM = Limite de detecgdo do método.

Tabela 8: Concentracdes dos Esteroides (ugg™) detectados em amostras de
sedimentos coletados na Praia Taquarinhas (TAQ), nos cultivos de moluscos de
Laranjeiras (LAR) e da Barra (BAR), na Foz do Rio Camborit (CAM) e no
Canal de Marambaia (MAR) no Municipio de Balneario Camborit, SC.

Locais

Esteroides TAQ | LAR | BAR [ cAM | MAR

Coprostranol <0.010 0,01 0,020 0,730 0,040

Epicoprostanol <0.010 <0.010 <0.010 0,070 <0.010

Coprostanona <0.018 0,030 0,030 0,150 <0.018

Colestanona <0.028 <0.028 <0.028 0,040 <0.028

Colesterol <0.040 0,34 0,660 2,190 0,070

Colestanol <0.016 0,060 0,070 0,400 <0.016

Brassicasterol <0.016 0,11 0,150 0,210 0,020

Campesterol <0.016 0,04 0,090 0,170 <0.016

Estigmasterol <0.023 0,08 0,100 0,240 0,030

b-Sitosterol <0.026 012 025 0510 0,030

b-Sitostanol <0.028 0,050 0,080 0,210 <0.028

Esteroides Totais <0.010 0,84 1,45 4,92 0,19

Coprostanol/ (coprostanol+colestanol) n.c. 0,14 0,22 0,65 n.c.
Coprostanona/

(coprostanona+colestanona) n.c. n.c. n.c. 0,79 n.c.

Coprostanol/ (colesterol+colestanol) n.c. 0,03 0,03 0,28 n.c.

Coprostanol/colesterol n.c. n.c. n.c. 18,3 n.c.

Coprostanol/epicoprostanol n.c. n.c. n.c. 10,4 n.c.

Coprostanol+epicoprostanol n.c. n.c. n.c. 0,80 n.c.

n.c.: ndo calculado
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6.4 Analise de transcritos génicos

Para a analise dos niveis de transcritos dos nove genes de
interesse, os resultados foram relativizados com os dados obtidos para
0s transcritos dos genes ribossomal 28-S e 40S-S3, utilizados como
genes referéncia (housekeeping genes). Os dados foram agrupados de
acordo com as atividades funcionais dos respectivos genes.

Em relacdo aos genes que atuam como parte do sistema de defesa
antioxidante de protecdo celular, verificou-se que o gene Superoxido
dismutase-like (SOD-like) apresentou maiores niveis de transcricdo no
grupo MAR e diferengas significativas com os demais grupos de ostras.
Por outro lado, o gene Catalase-like (CAT-like) ndo apresentou
diferencas significativas dos seus niveis de transcritos entre 0s grupos de
ostras, enquanto o gene da Glutationa Peroxidase-like (GPx-like)
apresentou um maior nivel de transcritos no grupo MAR, evidenciando-
se ainda diferencas significativas em comparagdo com 0s demais grupos
de ostras. Os niveis de transcritos do gene Delta-Aminolevulinato
desidratase-like (ALAd-like) foram maiores no grupo CAM,
apresentando diferencas significativas em relagdo aos grupos LAR e
MAR (Figura 7).

Em relagdo aos transcritos dos genes que participam da
biotransformagéo de xenobi6ticos, tanto na fase I, quanto na fase Il, os
resultados indicam que os genes Citocromo P450 2AU1 (CYP450
2AU1L), Glutationa-S-transferase 6&mega-like (GST ©Omega-like) e
Sulfotransferase 1C1-like (SULT 1C1-like) ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas entre os grupos de ostras. Por outro lado, o
gene que codifica a Proteina ligante de acidos graxos-like (FABP-like)
apresentou maior nivel de transcritos no grupo MAR e diferencas
significativas em compara¢do com os grupos C, TAQ e LAR.

No caso do gene codificante da Proteina de Choque Térmico-like
(HSP70-like), o maior nivel de transcritos foi determinado para as ostras
expostas a agua do mar proveniente de CAM, sendo observada diferenca
significativa em comparagdo com os grupos BAR e MAR (Figura 8).



85

Figura 7: Niveis de transcritos de genes alvo associados as defesas celulares
antioxidantes em branquias de ostras Crassostrea gasar expostas a agua do mar
coletada nos cultivos de moluscos de Laranjeiras (LAR) e da Barra (BAR), no
Canal de Marambaia (MAR), na Foz do Rio Camborid (CAM), na Praia
Taquarinhas (TAQ) e no LCM/UFSC (controle; C). Em: (A) Catalase-like
(CAT-like); (B) Glutationa Peroxidase-like (GPx-like); (C) Superoxido
dismutase-like (SOD-like); (D) Delta-Aminolevulinato desidratase-like (ALAd-
like). Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo. As letras
minusculas referem-se a diferencgas estatisticas significativas (p<0,05) entre os
grupos.
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Figura 8: Niveis de transcritos de genes alvo associados ao processo de
biotransformacéo em branquias de ostras Crassostrea gasar expostas a agua do mar
coletada nos cultivos de moluscos de Laranjeiras (LAR) e da Barra (BAR), no Canal
de Marambaia (MAR), na Foz do Rio Camborili (CAM), na Praia Taquarinhas
(TAQ) e no LCM/UFSC (controle; C). Em: (A) Citocromo P450 2AU1 (CYP450
2AU1); (B) Glutationa-S-transferase omega-like (GST ©dmega-like); (C)
Sulfotransferase 1C1-like (SULT 1C1-like); (D) Proteina ligante de acidos graxos-
like (FABP-like) e (E) Proteina de Choque Térmico-like (HSP70-like). Os dados
estdo apresentados como média + desvio padrdo. As letras mindsculas referem-se a
diferencas estatisticas significativas (p<0,05) entre os grupos.
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7. DISCUSSAO

A zona costeira € um ambiente complexo decorrente das
interacbes dindmicas que ocorrem nesta interface entre oceano,
continente e atmosfera. H4 uma diversidade de sistemas que a compoe
gue vdo desde ambientes de transicdo como estudrios, lagunas e baias,
até areas mais oceanicas na margem da plataforma continental. Esses
ambientes, por sua vez, sdo muito vulneraveis e estdo constantemente
sofrendo processos de remodelacGes por fatores naturais e antrépicos, 0s
quais atuam em diversas escalas espaciais e temporais (FRENCH,
2001). Nesse contexto, o dimensionamento do impacto antropico nos
ecossistemas costeiros e marinhos resultante das diferentes atividades
produtivas, tais como a industria naval e petroquimica, manufatureira,
agroindustrial, imobiliaria entre outras e, também pelo importante setor
de servicos, tendo destaque o turismo, pode ser beneficiado com a
realizacdo de pesquisas interdisciplinares com a aplicacdo de
metodologias orientadas ao monitoramento ambiental. Essa estratégia
pode contribuir para o conhecimento das causas e do grau do impacto
antropogénico, bem como para identificar as consequéncias temporais e
periddicas que afetam o equilibrio de um dado ecossistema, visando sua
utilizagdo de forma sustentivel. Nesse sentido, o uso de moluscos
bivalves como organismos bioindicadores tem contribuido para o
entendimento das respostas bioldgicas decorrentes do impacto causado
por “xenobidticos”, mediante a utilizagdo de biomarcadores de
contaminagdo aquética em nivel bioquimico e molecular (VIARENGO;
CANESSI, 1991; BAINY et al., 2000; CAJARAVILLE et al., 2000;
ZANETTE et al., 2010; SERAFIM et al., 2008; LUCHMANN et al.,
2014; TURJA, 2014; LUCHMANN et al., 2015).

O presente estudo envolveu a analise dos niveis de transcritos de
genes alvo nas branquias de ostras Crassostrea gasar expostas em
laborat6rio por um periodo de 24 horas a amostras de agua do mar
coletadas em diferentes locais da orla do municipio de Balneéario
Camborit, SC. Paralelamente, foram realizadas analises de
contaminantes organicos nos tecidos das ostras, bem como em amostras
de sedimentos coletadas nos mesmos locais. A correlagdo dos resultados
obtidos possibilita uma avaliacdo preliminar do impacto antropico
nesses locais, os quais compartilnam atividades ligadas ao turismo, ao
setor imobiliario e & aquicultura de moluscos bivalves e compdem uma
regido de importancia econdmica para o Estado de Santa Catarina.



88

7.1 Qualidades de agua

No cultivo de moluscos marinhos é de importancia realizar
andlise de qualidade de agua e dos recursos bioldgicos, incluindo um
esquema de monitoramento integral de todas as etapas da producdo
aquicola, tanto no ambiente marinho, quanto no costeiro e na area de
beneficiamento. Esta estratégia pode contribuir para o sucesso do
empreendimento, em consonancia com as indica¢des da legislacdo local
sobre sanidade aquicola e gerando consigo um importante aporte na
plataforma da seguranca de alimentos para consumo humano.

Nesse contexto, a Resolugdo 357/2005 do CONAMA na Secéo Il,
Art. 5, classifica as aguas salinas na classe 1 como destinadas a
aquicultura e a atividade da pesca. Ademais, na Sec¢do Ill, Art. 18,
determina as condicGes e os padrbes de qualidade de dgua para o cultivo
de moluscos destinados a alimentacdo humana. Para coliformes
termotolerantes é estabelecido o limite maximo de 43 NPM/100 mL. De
acordo com os resultados, a determinagdo de coliformes totais e
coliformes termotolerantes nas amostras de dgua do mar das areas de
cultivo de moluscos de LAR e BAR revelou auséncia destes
microrganismos, ao contrario dos resultados obtidos para as amostras de
MAR (16.000,0 NPM/100mL) e CAM (2.400,0 NPM/100mL), as quais
superaram de forma significativa os limites permitidos pela legislagéo,
comprovando a presenca de contaminacdo fecal nas aguas destes locais
e, consequentemente, o impacto antropico nas ditas areas. Embora exista
0 parametro microbiolégico nas legislacbes atuais, € importante avaliar
0s padrdes adequados de modo a se determinar a qualidade
microbioldgica da 4agua e dos organismos aquaticos, pois ha a
necessidade de acompanhamento continuo da potencial contaminagdo
destes recursos (DOI, 2012).

Além disso, outro indicador da presenca do impacto antrpico na
gualidade de agua é a analise da demanda bioquimica de oxigénio
(DBO). De acordo com Kuroshima e colaboradores (2000), a DBO é um
pardmetro utilizado para indicar indiretamente a quantidade de material
organico presente no ambiente e a capacidade que este ambiente
apresenta em reciclar este material, através das bactérias presentes na
agua. Um monitoramento da qualidade da agua do Rio Camboril e da
Enseada de Camborid, no periodo entre os anos de 1997 e 2001,
evidenciou uma elevacdo da descarga de esgoto sanitario nestes
ambientes e, a consequente deterioracdo da qualidade de suas aguas,
com elevagcdo das concentracbes médias de amonia e fosforo,
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principalmente, acompanhadas de um acréscimo da DBO
(KUROSHIMA et al., 2007).

O nitrogénio e o fésforo sdo muitas vezes considerados como 0s
principais culpados de eutrofizacdo, a qual pode originar-se a partir de
varias fontes de entrada (por exemplo, residuos industriais, residuos
urbanos, fertilizantes agricolas e erosdo do solo) (WANG et al., 2012).
Assim a quantidade de fosforo total na amostra de CAM foi superior
aquela estabelecida como limite maximo na legislagdo do CONAMA
357/2005 para fins da aquicultura de moluscos, tanto para aguas salinas,
como para aguas salobras. Assim, de acordo com os valores reportados
no presente estudo, a DBO foi maior na &rea de cultivo BAR. Este
resultado pode estar relacionado a proximidade da Foz do Rio
Camborit.  Este resultado indica ainda valores similares aqueles
registrados em CAM e MAR, respectivamente; estes Gltimos
apresentando impacto antrépico. Os valores determinados no presente
estudo estdo de acordo com o estudo realizado por Kuroshima e
colaboradores (2000), podendo-se destacar que 0 aumento nas
concentracBes de fosforo total e DBO indicam que as concentragfes de
material organico na enseada sdo mais pronunciadas nos pontos mais
préximos da desembocadura do rio Camborid. Por outro lado, a auséncia
de dleo e gorduras estd de acordo com as normas do CONAMA
357/2005.

Cabe mencionar que a analise da qualidade de agua da area de
cultivo BAR apresentou maiores niveis de DBO, detergentes e fendis,
superando os valores determinados para os outros pontos de coleta,
sugerindo um maior impacto antrépico, como observado no caso de
CAM e MAR. Tendo sido a coleta de agua do mar realizada de forma
pontual, deve ser destacada a necessidade de se manter um fluxo regular
de informacbes relativas a estes pardmetros, mediante o0
biomonitoramento da area, de modo a se avaliar se os valores de BAR e
dos outros locais citados devem ser considerados de carater esporadico,
sazonal e/ou caracterizam uma tendéncia.

Cabe salientar que os valores de coliformes termotolerantes nas
areas de cultivo de BAR e LAR sdo diferentes daqueles registrados por
RODRIGUES (2007) que em um levantamento de dados de coliformes
totais e termotolerantes na area de cultivo de Laranjeiras (LAR) ao longo
de cinco anos reportou valores superiores aqueles determinados nas
andlises ora realizadas e coincidem com os trabalhos de KUROSHIMA
(2000), SCHERER (2003) e URBAN (2008). De qualquer modo, cabe
salientar ainda o intervalo de tempo decorrido entre os estudos. Segundo
RODRIGUES (2007), no caso do poligono situado & frente da foz do
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rio Camborit, em Barra Sul, é recomendada a depuragdo dos
moluscos oriundos desta area previamente ao seu consumo, em funcgéo
dos inGmeros contaminantes presentes nesta regido, decorrentes das
atividades desenvolvidas a montante da foz do rio Camboril e a
forte ocupacéo urbana na érea.

7.2 Contaminantes organicos nos tecidos das ostras e nos sedimentos

Os sedimentos sdo depdsitos de material sdlido e inconsolidado,
constituidos principalmente por particulas minerais e restos organicos
(SUGUIO, 1973). Nos ecossistemas aquaticos, 0 sedimento funciona
como um receptor de diversas substancias e também como um regulador
natural de processos que ocorrem na por¢do mais profunda do sistema.
Eles podem estocar grandes quantidades de matéria organica e afetar a
concentracdo de oxigénio da agua de fundo. Os sedimentos de fundo
também constituem uma fonte de nutrientes para a coluna d’4gua acima,
através das trocas e fluxos na interface agua-sedimento, influenciando
na produtividade primaria (JORGENSEN, 1996). No caso da
maricultura, a preocupacdo com 0s sedimentos é procedente, uma vez
que os cultivos se encontram instalados em areas que sofrem a influéncia
direta da deposicdo de residuos oriundos de outras atividades antropicas
desenvolvidas em ambientes terrestres contiguos, as quais promovem, de
forma aditiva, a degradacéo do meio aquatico (RODRIGUES, 2007).

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPA), por exemplo,
aparecem em areas costeiras mais urbanizadas em diferentes partes do
globo, acumulados nos sedimentos e na biota que ndo sdo capazes de
elimina-los de forma eficiente (MEADOR et al., 1995). Ademais, sua
acumulacdo nos organismos bent6nicos, como anelideos, moluscos e
peixes planos, tem sido registrada nas aguas costeiras em ecossistemas
tréficos inferiores (NAKATA et al., 2003). Baumard e colaboradores
(1998) sugerem que as concentracdes de HPAs em moluscos e
sedimentos sejam categorizadas em quatro grupos; baixa (0-100 ngg™),
moderada (100-1000 ngg™), alta (1000-5000 ngg™), de alta e muito alta
(45000 ngg™), em uma base de peso seco, critério que serve como uma
medida do grau de contaminacgdo. Esta categorizacdo de concentra¢fes
tem sido utilizada em diversos estudos para estimar 0s potenciais riscos
e efeitos de HAPs nos ecossistemas marinhos (NAKATA et al., 2014).
Os HPAs, devido a sua elevada hidrofobicidade, tendem a ser
aprisionados e armazenados em sedimentos aquaticos e sao reservatorios
criticos que podem, direta ou indiretamente, afetar organismos em
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contato com pisos inferiores ou aqueles que estdo suspensos e expostos
na coluna de agua ou dissolvidos em &gua (NARBONNE, 1999;
MARTINS et al., 2013). Exemplos dos principais HPAs presentes no
petroleo bruto sdo o naftaleno, o fenantreno e seus derivados alquilados
(UNEP, 1991).

No presente estudo, os niveis de HPAs presentes nos sedimentos
coletados na Foz do Rio Camborid (CAM) mostraram-se,
comparativamente, mais elevados (65,8 ngg™). Segundo a categorizacéo
descrita por Baumard e colaboradores (1998) este valor encontra-se
dentro da faixa de baixa concentragdo. As concentragdes de HPAS nas
areas de cultivo de moluscos de LAR e BAR mostraram, em termos
comparativos, valores cerca de 20 e 16% menores (11,1 ngg™ e 15,9 ngg’
1), respectivamente, enquanto valores cerca de 7% menores foram
registrados tanto em MAR, como em TAQ (inferior a 5 ngg™). Mesmo
considerando os valores de HPAs registrados em CAM, de modo geral,
os valores determinados nos pontos amostrados foram menores em
relacdo aqueles registrados nas areas de cultivo de moluscos de Santo
Antonio de Lisboa e Sambaqui-SC (96,9ngg™; 88,2 ngg™*; SOUZA et al.,
2012), Bahia da Babitonga—SC e Guaratuba—PR (61 ngg™; 62 ngg™ —
ZACCHI, 2013) e, ainda, nas areas de cultivo de moluscos em Ribeirdo
da Ilha (27,5 ngg™; GOMES, 2013 e 14,5 ngg™; SOUZA et al., 2012),
uma importante regido de producdo de moluscos bivalves em
Floriandpolis, SC. Por outro lado, concentracdes significativamente mais
elevadas de HPAs foram encontradas nos sedimentos na area costeira do
Rio Bucheler do Municipio de Sao Jose-SC (213 ngg™; GOMES, 2013 e
112,1 ngg™; SOUZA et al., 2012).Comparando-se este quadro com
resultados de diferentes estudos realizados em ambientes costeiros
brasileiros, de modo geral, os valores de HPAs foram menores. Nesse
sentido, TANIGUCHI (2002) apresentou as concentracdes de HPAs em
sedimentos na faixa costeira do estado do Rio de Janeiro; Macaé (0,43 -
18,36 ngg™), Arraial do Cabo (14,40 - 98,64 ngg™) e a faixa entre Rio de
Janeiro e Angra dos Reis (0,37 - 4.610,04 ngg™). Na Baia de Santos, SP,
conforme reportado por Medeiros e Bicego (2004), o valor foi igual a
79,6 - 15.389,1 ngg‘l, enquanto na Lagoa dos Patos, RS, registrou-se, em
um intervalo de cinco anos, 2,4 a 2.303 ngg™ (PORTZ, 2005) e 4.7 —
112,5 ngg'1 (MAIOLI et al., 2010), na Baia Todos os Santos, BA a faixa
dos valores registrados foi bastante ampla, de 8 a 4.163 ngg™
(VENTURINI; TOMMASI, 2004); Bahia Laranjeiras, PR (3,85 -
89,2 ngg™; MARTINS et al., 2012) e no Complexo Estuarino Lagunar
Mundau-Manguaba, AL (29,2 - 222,7 ngg'l; SILVA et al., 2013). No
ambito mundial, Guadalupe, Guiana Francesa, 49-1.065 ngg™
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(RAMDINE et al., 2012); Baia Tanoura, Japdo, média de 30.200 ngg™
(NAKATA et al., 2014); Mar de Barents, 200 ngg™ (BOITSOV et al.,
2009); Estreito Istanbul, 1,1 - 3.152 ngg™ e no Mar Marmara, 144 ngg™,
na Turquia, conforme reportado por Karacik e colaboradores (2009).
Dentro deste painel, incluem-se ainda os dados de Readman e
colaboradores (2002) no Estreito Istambul, entrada do Mar Negro (14-
531 ngg™), mar Negro - Russia (61 - 368 ngg™), mar Negro - Ucrania,
(7,2 - 638 ngg™) e aqueles de Cardellicchio e colaboradores (2007), para
o Mar Piccolo, Taranto, Mar Jénico, Italia (380 - 12.750 ngg™) e aqueles
registrados para o Mar Baltico (5 - 22.100 ngg™) e Mar Mediterraneo
Ocidental (1,2 - 20.400 ngg™ (BAUMARD et al., 1999).

Os principais processos envolvidos na absor¢do de HPAs por
organismos sdo: bioconcentragdo, bioacumulacdo e biomagnificagdo. A
bioconcentracdo € a absor¢do de HPAs somente da &gua, através da
respiracdo e ou pele, resultando em uma concentracdo de HPAs maior
no organismo do que na agua. Bioacumulagéo é a absorcédo de HPAs por
organismos aquaticos, através de varias rotas de exposicdo, como
alimentacdo, respiracio e absorcdo dérmica, enquanto a
biomagnificacdo é o aumento da concentracdo de contaminantes nos
organismos, através da alimentacdo ao longo da cadeia trdfica
(MACKAY:; FRASER, 2000). Devido ao seu carater lipofilico, os HPAs
tém grande facilidade de passar pelas membranas celulares, permitindo
0 acimulo em diferentes tecidos (ALBERS, 1994). Todos os bivalves
ndo tém radula e sdo os Unicos entre 0s moluscos que utilizam
branquias, tanto como estrutura alimentar, como para respirar; sendo as
mesmas cobertas por cilios que circulam a agua para a troca de gas,
enquanto na alimentacgdo, particulas extremamente pequenas, sao retidas
numa camada de muco secretada sobre a superficie branquial
(SUMICH; MORRISSEY, 2004). HPAs langados no meio ambiente
marinho tendem a absorver rapidamente em materiais e sedimentos em
suspensdo e sdo biodisponiveis para 0s peixes e outros organismos
marinhos, através da cadeia alimentar, como 0s compostos a base de
dgua e de sedimentos contaminados. Dessas trés vias possiveis, a
absorcdo de HPA pela agua, através das branquias, € considerada como
0 mais significativo. Além disso, a absorcdo de HPAs sempre depende
da sua biodisponibilidade, bem como a fisiologia dos organismos
(MEADOR, 1995). De acordo como GOSLING (2003), nos moluscos
bivalves as branquias participam na respiracdo e alimentacéo e ademais,
estdo envolvidas na bioacumulacdo de pesticidas, metais pesados e
hidrocarbonetos sollveis. O dano dos HPAs no organismo baseia-se
principalmente por resultado de dois mecanismos; associago ou reacéo
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com lipidios nas membranas celulares ou outros constituintes celulares;
reacdo com macromoléculas, como os acidos nucleicos (DNA, RNA) e
proteinas (por exemplo, enzimas) (NEFF, 1985). Segundo Woo e
colaboradores (2006), a acumulacdo dos HPAs afeta 0 DNA de modo
gue pode acarretar modificacdes estruturais que induzem diversas
disfungdes metabdlicas. O processo de biotransformagédo de HPAs esta
geralmente associado a uma elevacdo intracelular de espécies reativas de
oxigénio (EROs), na sua maioria radicais hidroxilas, altamente toxicos
ao DNA (KATSUMITI et al., 2009).

Neste estudo, a concentracdo de HPAs determinada nos tecidos
das ostras Crassostrea gasar pode ser considerada como moderada,
tendo sido registrados, comparativamente, valores mais elevados no
tempo zero (SAM), com 540 ngg™-peso seco. Os tecidos de ostras de
LAR apresentaram a maior concentracio de HPAs com 160 ngg™,
seguida dos valores registrados para os tecidos das ostras de MAR, 110
ngg”, quando comparados com a 4rea referéncia TAQ e as demais
amostras de Balneario Camboriti. As concentragbes de BAR (15 ngg™),
TAQ (12,6 ngg’) e CAM (22 ngg') foram similares quando
comparadas com os valores registrados em tecidos das ostras da mesma
espécie e coletadas das areas de cultivo de moluscos da Baia de
Babitonga, SC e Guaratuba, PR (7 - 13 ngg™; ZACCHI, 2013), bem
como as ostras expostas in situ por 24 horas no mangue de Itacorubi em
Florianépolis, SC (6,9 a 20,42 ngg™; BITTENCOURT, 2013) e menores
guando comparadas com as concentracbes de HPAs em mexilhdes
cultivados na costa do Rio de Janeiro e Sdo Paulo (32,7 - 70,1 ngg™;
YOSHIMINE et al., 2012). Souza e colaboradores (2012), reportaram
resultados de analises de HPAs em tecidos de ostras Crassostrea gigas
de diferentes areas de cultivo de moluscos em Floriandpolis, SC,
observando, em termos comparativos, valores mais elevados em
Ribeirdo da llha (138 ngg™) e Santo Antonio de Lisboa (135,0 ngg™),
em relacéo a Tapera (69,0 ngg™) e Sambaqui (19,6 ngg™). Os niveis
registrados nos estudos citados foram inferiores aqueles reportados nos
tecidos das ostras da area de cultivo de moluscos LAR (160 ngg™) em
Balneédrio Camborit, SC. Também foram menores em relacdo as
concentracdes de HPAs em tecidos de ostras C. rhizophorae expostas a
esgoto sanitario no Rio Bucheler, Municipio de S&o José, SC (16,4 -
39,9 ngg?; ZANETTE, 2009). Entretanto, foram registradas altas
concentragbes nesta mesma regido em ostras C. gigas (1.594 ngg™;
SOUZA et al., 2012).

Situacdo similar foi observada em relagéo a estudos realizados em
ostras coletadas na Baia Tanoura no Japdo (1.100 - 1.700 ngg™;
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NAKATA et al., 2014) e na india (1.133 ngg™) e na Bafa de Téquio
(1269 ngg™) (ISOBE et al., 2007) e em C. rhizophorae em Guadalupe,
Guiana Francesa (49 - 1.065 ngg™; RAMDINE et al.,2012). Mesmo
tendo sido observada uma concentracdo moderada de HPAS nos tecidos
das ostras Crassostrea gasar neste estudo, os dados corroboram a
importante capacidade de bioacumulacdo desta espécie de bivalve.
Nesse sentido, LUCHMANN (2012) destacou a importancia da branquia
das ostras Crassostrea gasar (= Crassostrea brasiliana) no metabolismo
de xenobiéticos, frente & exposicdo por 24 horas a fenantreno (100 pgL™
e 1.000 pg.L™), um dos principais componentes dos HPAs,
evidenciando respostas moleculares relevantes em relacdo aos
biomarcadores CYPs e GSTs no metabolismo de HPAs.
Posteriormente, REIS (2014) utilizou a mesma concentracdo de
fenantreno e manteve as ostras expostas por um periodo mais longo,
evidenciando alteragdes histopatoldgicas nas branquias e em outros
tecidos. Outras investigacGes foram desenvolvidas com a mesma espécie
de ostra, apresentando evidéncias de bioacumulacdo de contaminantes
organicos, como aquelas desenvolvidas por ZACHI (2013);
BITTENCOURT (2013) e LUCHMANN e colaboradores (2014; 2015),
entre outras.

Os LABs sdo moléculas organicas utilizadas na producgdo
industrial dos detergentes comerciais alquilbenzenos sulfonatos (LASS),
e também podem ser formados como produtos da degradagdo destes
LASs (PENTEADO et al.,, 2006). Uma vez que os LABs podem
acumular-se em sedimentos e tecidos bioldgicos (SHERBLOM et al.,
1992), eles tém sido utilizados para examinar o comportamento
ambiental e destino dos poluentes organicos hidrofébicos e téxicos com
propriedades fisico-quimicas semelhantes, tais como hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, éteres difenilicos polibromados e pesticidas
organoclorados (WANG et al.,, 2012). Sdo moléculas resistentes a
degradacdo, sendo preservadas mesmo apds sofrer tratamento terciario
de efluentes e permanecendo por até 20 anos, nos sedimentos marinhos
(GREEN et al. 1995). Os alquilbenzenos lineares (LABs) tém sido
utilizados em diversos estudos como indicadores moleculares de
contaminacdo por esgoto sanitario em ambientes costeiros, a partir de
suas concentragcdes em sedimentos e em tecidos de moluscos bivalves
(SERRAZENETTI et al., 1997; MARTINS et al., 2002; TSUTSUMI et
al., 2002; ABESSA et al., 2005; BICEGO et al., 2006; ZANETTE,
2009; SASAKI, 2012; SOUZA et al., 2012; FLORES-NUNES et al.,
2015).
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No presente estudo, as concentracfes de LABs nos sedimentos
das &reas de cultivo de moluscos de LAR e BAR ndo atingiram o limite
de deteccdo (0,88 ngg™) e, neste sentido, poder-se-ia considerar que
apresentam concentrages menores em comparacdo com aquelas
registradas nas areas de cultivo de moluscos da Baia de Babitonga, SC e
Guaratuba, PR (3,22 - 12,76 ngg™; 1,74 - 15,34 ngg™, respectivamente;
ZACCHI, 2013), Ribeirdo da llha e Sambaqui (12,1ngg™;1,56 ngg™,
respectivamente; SOUZA et al., 2012). Por outro lado, as concentracdes
de LABs foram maiores nos sedimentos da Foz do Rio Camboril
(CAM) (52,2 ngg™*) em comparacéo com o Canal de Marambaia (MAR)
(9,5 ngg?), registrando-se, comparativamente em ambos os locais,
concentragcBes menores que aquelas reportadas para o Rio Bucheler, SC
(531 ngg™, GOMES, 2013; 108 ngg™*, SOUZA et al., 2012) e na Baia de
Babitonga (413.3 ngg™*; MARTINS et al., 2014).

Com relacéo as concentragfes de LABs nos tecidos de ostras C.
gasar, esta foi maior nos tecidos das ostras de LAR (valor de 497,27
ngg?), podendo, ser considerada moderada, segundo o nivel de
BAUMARD (1998), mas, por outro, sendo maior ao ser comparada com
aquelas determinadas em ostras cultivadas na Baia de Babitonga, SC e
Guaratuba, PR (126 ngg™; 42,4 - 151,73 ngg™”, ZACCHI, 2013) e,
préxima a faixa de concentragcdo encontrada em ostras expostas in situ
no mangue de Itacorubi, SC (379,2 e 496,5ngg™; BITTENCOURT,
2013). Ainda dentro de uma analise comparativa nos limites da llha de
Santa Catarina, SC, a concentragdo de LABs em LAR foi maior do que
aquela registrada em ostras C. gigas das areas de cultivo de Ribeirdo da
Ilha e Praia do Forte (150 ngg™; GOMES, 2013) e em Ribeirdo da llha,
Sambaqui e Santo Antdnio de Lisboa (60,4; 42,3; 32,1 ngg™; SOUZA et
al., 2012). A mesma consideragdo é valida na comparacdo com um
estudo com a ostra C. rhizophorae, realizado em Sédo José, SC, no qual a
faixa de concentracdo de LABs nos tecidos foi igual a 135 - 382 ngg™
(ZANETTE, 2009), estando abarcada nos limites da ampla faixa de
concentracdo registrada para a mesma espécie de ostra em Cananeia,
Sé&o Paulo (90,1 — 1.848,7 ngg™; SASAKI, 2012). Em outras espécies de
moluscos, Mytella charruana e M.guyanensis, a determinacdo de LABs
nos tecidos também mostrou uma faixa ampla de concentracéo,
conforme estudos realizados em Santos, Brasil (109,8 — 3.338,9 ngg'l;
SASAKI, 2012). Valores da quantificacdo destes compostos em outras
espécies de molusco em diferentes regides do globo, por outro lado,
mostraram concentra¢des bem mais elevadas do que aquela registrada
em LAR, seja em um estudo com mexilhdes Mytilus edulis em Toquio,
Japéo (1.000 — 1.760 ngg™; TSUTSUMI et al., 2002), ou com diferentes
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espécies de moluscos no Mar Adriatico, Itélia (3.200 — 15.900 ngg™;
SERRAZANETTI et al., 1997).

Os valores aqui determinados para LABs nos tecidos das ostras
expostas as aguas de cultivo de LAR fornecem indicios de contaminacéao
por esgoto sanitario no corpo aquético, sugerindo a necessidade de
realizacdo de monitoramentos continuos do referido contaminante
organico e buscar minimizar ou eliminar esse aporte, de forma a
antecipar suas consequéncias futuras, como, por exemplo, a eutrofizacdo
do meio aquatico, a qual logo pode criar condicBes que levem a geracao
de algas nocivas. A eutrofizacdo das aguas costeiras € um problema
potencial que ameaca a industria da maricultura (KWON et al., 2004).

De acordo com SCHRAMM (2010), os agentes que contaminam
moluscos bivalves podem ser quimicos ou biolégicos. Entre os perigos
guimicos encontramos diferentes substancias, como pesticidas e metais-
trago, 0s quais provocam intoxicagdes alimentares quando presentes na
carne de moluscos. Os perigos biologicos sdo representados por
bactérias patogénicas e protozoarios naturalmente presentes no
ambiente; por bactérias e virus provenientes do trato digestivo humano e
animal e, ainda, pelas biotoxinas produzidas por organismos vivos,
como por exemplo, as ficotoxinas produzidas por microalgas que vivem
no meio aquatico. Nos meses de julho a outubro de 2007, floragdes de
espécies de microalgas Dinophysis sp. atingiram o litoral de Santa
Catarina de forma muito abrangente e duradoura. Areas de cultivo de
S8o Francisco do Sul, Penha, Balneério Camborit, Porto Belo,
Bombinhas e Governador Celso Ramos foram interditadas por dois
meses em média, dada a extensao e intensidade do evento (Portarias da
SEAP nol0 a 23, de 2007). Medidas de contingéncia foram adotadas
para evitar o consumo de moluscos e seus riscos potenciais naquele
momento. Recentemente, foi realizado o monitoramento da presenca de
ficotoxinas da Sindrome Diarréica (Diarrheic Shellfish Poisoning —
DSP) em mexilhGes Perna perna e no cultivo de moluscos em
Laranjeiras em Balneario Camboril, cujas analises, registradas nos
Certificados de Bioensaios N° 380/2014 e 105/2014 emitidos pela
CIDASC no processo de Monitoramento de Ficotoxinas e Algas
Nocivas no Estado de Santa Catarina, geraram resultados que levaram a
restricdo na comercializacdo de moluscos na area referida aquicola até
gue as condicBes sanitdrias relativas aos niveis de algas nocivas e
ficotoxinas estivessem de acordo com os limites permitidos pela
legislacéo.

Desta forma, ressalta-se a pertinéncia do controle dos niveis de
contaminantes, parte do esgoto sanitario, nos ambientes aquaticos e,
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principalmente, na proximidade do entorno dos cultivos de moluscos em
localidades suscetiveis a impacto antropico, como descargas de esgoto
sanitario no ecossistema, sem tratamento adequado.

De acordo com Wang e colaboradores (2012), os LABs foram
empregados com sucesso para rastrear a entrada de esgoto sanitario de
regides urbanas tidas como suspeitas de serem a principal fonte
responsavel pela poluicdo do lago Chachu, um dos lagos mais
eutrofizados na China. Nesse contexto, SASAKI (2012) demostrou na
regido de Santos, SP que os LABs sdo bons marcadores neste sentido e
podem refletir o grau de introducdo de esgoto sanitario em regiGes com
baixa ou alta interferéncia antropica e como ferramenta importante na
avaliacdo da exposicdo a esgoto em organismos que possuem o sistema
enzimatico desenvolvido e que conseguem metabolizar xenobiéticos.
Diversos estudos na regido de Floriandpolis, SC determinaram a
importancia dos LABs como marcadores de contaminagdo por esgoto
sanitario (ZANETTE, 2009; SOUZA et al., 2012; FLORES-NUNES et
al., 2015).

As Dbifenilas policlorados (PCBs) sdo produtos quimicos
industriais de composicdo lipofilica, sendo bastante estaveis e
persistentes no ambiente (LANG, 1992; CANESI et al., 2003) e que
apresentam o fendmeno da biomagnificacdo, que é o aumento da
concentracdo em fungdo da posi¢do do organismo na cadeia alimentar
(TANIGUCHI, 2002). Risebrough e colaboradores (1990) descrevem
gue a NOAA (National Oceanic and Atmospheric Administration)
considera valores maiores a 500 ngg™ em sedimentos como equivalentes
a alto grau de contaminacdo. As concentracdes de PCBs nos sedimentos
de CAM mostrou o maior valor com 0,72 ngg™, valor este que esta
abaixo da concentragdo de 5 ngg™ considerada para regides nao
contaminadas, conforme definido por Marchand e colaboradores (1990).
Dados de Bittencourt (2013), determinados nos sedimentos e nos tecidos
de ostras Crassostrea gasar ndo registraram concentragdes acima do
limite de deteccdo de 0,51 ngg™ em mangues de Floriandpolis, SC, o
mangue do Itacorubi e 0 mangue de Ratones. Ademais a concentragdo
de PCBs registrada em CAM ¢é cerca de 50% menor que a menor
concentragdo registrada em Cananéia, SP (1,40 - 10,97 ngg™; MATOS;
WEBER (2000) e préxima do menor nivel de PCBs observado em
Macaé-RJ (0,5 - 6,6 ngg™ — TANIGUCHI, 2002). A concentracdo de
PCBs nos tecidos das ostras das areas de cultivo de LAR e BAR (19,6
ngg™ e 7,66 ngg™) foram maiores quando comparadas com as ostras
Crassostrea rhizophorae no estudo realizado em S&o José-SC (2,79 -
3,05 ngg™; ZANETTE, 2009), mas muito menores quando comparados
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com as concentragcdes de PCBs no mexilhdo Perna perna no estudo
desenvolvido em Arraial do Cabo, RJ (47,7 - 141,7 ngg™; TANIGUCH],
2002).

A entrada de pesticidas organoclorados como os DDTs no
ambiente marinho ocorre de diversas maneiras, como pelo carreamento
dos compostos pelas chuvas, lencéis freaticos e rios (TANIGUCHI,
2002). O grupo dos DDTs é fortemente adsorvido aos detritos e as
particulas de sedimentos existentes no fundo do mar. A acumulagdo do
DDTs no sedimento e sua continua reexposicao na coluna de dgua é uma
das principais fontes de contaminagdo da biota existente nos
ecossistemas costeiros (YOUNG et al., 1977). Segundo TANIGUCHI
(2002), os PCBs e DDTs apresentam o fendmeno da magnificagdo com
concentragGes crescentes primeiro nos peixes, seguida em mexilhdes e,
ao final nos sedimentos. As analises realizadas mostraram maior
concentragdo de DDTs em LAR (0,28 ngg™), esta na faixa da menor
concentracdo registrada em Macaé (0,2 - 1,6 ngg™; TANIGUCHI,
2002), em Cananéia, SP (0,23 ngg™ - 14,42ngg™"; MATOS; WEBER,
2000) e na Baia e estuario de Santos, SP (<LDM a 17,88; MATOS;
WEBER, 2000). A concentracdo de DDTs nos tecidos das ostras foi
maior em LAR com valores de 2,86 ngg™, sendo levemente maior
guando comparada aquelas registradas nas ostras C. gigas em Santo
Antdnio de Lisboa, SC (2,03 ngg '; FLORES-NUNES et al., 2014) e em
Macaé, RJ (1,1 ngg™*; TANIGUCHI, 2002).

Os esterdis sdo compostos quimicos que pertencem ao grupo dos
alcoois. Apresentam um grupo hidroxila ligado na posigéo 3, o que lhes
garante propriedades quimicas semelhantes aos alcoois. Os compostos
das classes dos esterdis e os LABs sdo os indicadores quimicos mais
citados em trabalhos relacionados com poluicdo fecal e efluentes
domésticos (MARTINS, 2005). De acordo com Gonzalez (2002), o
biomarcador quimico de aporte fecal mais utilizado na atualidade é o
copostranol, um metabolito do seu precursor bioldgico, o colesterol,
produzido por microrganismos intestinais simbiontes dos seres
humanos. Grimalt e colaboradores (1990) descreveram que em regides
temperadas valores de copostranol acima de 0,10 pgg™ indicam poluicdo
por esgoto sanitario. Neste estudo, a concentragdo dos esteroides totais
foi maior nos sedimentos de CAM com valor igual a 4,92 ug;g'l, seguida
das amostras das areas de cultivo de BAR e LAR (1,45 ugg™ e 0,84 pgg’
1), respectivamente. Segundo Writer e colaboradores (1995), quando a
relacdo coprostanol / colestanol + colesterol no sedimento for maior que
0,06 pgg™, ela pode ser considerada como indicativo de contaminacéo
local. Grimalt e colaboradores (1990) estabelecem que &reas poluidas
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apresentam uma relagdo coprostanol / coprostanol + colestanol entre
0,07 e 1,0 ugg™. Entre as areas estudadas, a concentragdo do coprostanol
foi maior em CAM (0,73 pgg™). Esta area também apresentou a maior
relacdo coprostanol / coprostanol + colestanol (0,65 pgg™), resultado
que, de acordo com os valores referenciados, indica contaminacéo por
aporte de esgoto sanitario. Cabe destacar que a relagdo de coprostanol/
(coprostanol+colestanol) de LAR (0,14 pgg™) e BAR (0,22 pgg™),
mesmo sendo inferior ao valor determinado para CAM, estdo dentro da
faixa referenciada como indicativo de contaminacdo por esgoto
sanitario.

Assim sendo, estes resultados sugerem a necessidade da
realizacdo de novas andlises e de um monitoramento temporal nas areas
mencionadas para dimensionar de forma mais concreta 0 impacto da
contaminacdo por esgoto sanitario nas &reas de cultivo de moluscos. Em
relagdo as concentragdes de esterdis, destaca/se 0 copostranol
importante marcador organico que evidencia a contaminagdo fecal.
Comparando-se as quantidades de esteroides (em termos de copostranol)
registradas nos sedimentos de LAR (0,01 pgg™) e BAR (0,020 pgg™)
observa-se que estas foram levemente inferiores aquelas determinadas
nos sedimentos das areas de cultivo de moluscos de Ribeirdo da Ilha e
Santo Antonio de Lisboa (0,08 pgg™ e 0,054 pgg™, SOUZA et al., 2012)
em Floriandpolis, SC e, bem inferiores em relacdo as concentracfes
determinadas no Rio Bucheler em S&o Jose, SC (2,55 pugg™, SOUZA et
al., 2012), area contaminada por esgoto sanitario. Também o valor
méximo de copostranol registrado em CAM foi menor quando
comparado com a registrada no sistema estuarino de Paranagua em areas
proximas da cidade e impactadas por esgoto (2,25 pgg™, MARTINS et
al., 2010). Ademais a relagdo de copostranol + epicoprostanol registrada
em CAM (0,80 pgg™), foi muito menor quando comparada com a
registrada na Baia de Babitonga, SC (6,65 pgg™; MARTINS et al.,
2014).

Os contaminantes organicos Y HPAS, YPCBs, >LABs e
esteroides (valores do copostranol) nos sedimentos evidenciam e
confirmam que a Foz do Rio Camborit (CAM) sofre impacto
antropogénico marcante, em nivel prdximo ou mesmo superior ao de
outras cidades balnedrias e portuarias das grandes capitais brasileiras, as
quais exibem altos niveis de urbanizacdo e desenvolvimentos
decorrentes de atividades produtivas e turisticas, e que experimentam
ainda problemas com a gestdo do esgoto sanitario e com a contaminagédo
aquéatica nos seus diferentes ambientes costeiros e marinhos. Cabe
ressaltar que a area de cultivo de moluscos de BAR encontra-se-bastante
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préxima a Foz do Rio Camboriti (CAM), possibilitando relacionar sua
vulnerabilidade potencial como decorrente, em parte, de sua localizagdo
geogréfica, a qual se associa em um percurso de entrada e saida da
enseada de Balneario Camborid para embarcacGes pesqueiras, esportivas
e turisticas. Nos tecidos das ostras expostas, as maiores concentracdes
de PCBs, DDTs, HPAs e LABs foram registradas nas ostras de LAR,
indicando a necessidade de se estabelecer mais atividades de
monitoramento na area de cultivo e seu entorno aquatico e terrestre,
analisando as fontes potenciais de descarga dos contaminantes organicos
no corpo aquatico, caracterizando melhor os problemas relativos ao
constante afluxo de pessoas, associado a balneabilidade, ao turismo
recreativo, ao crescimento comercial e do turismo gastronémico na
regido, dimensionando um sistema de tratamento de esgoto sanitério,
bem como outras opgfes que permitam manter as condigdes necessarias
para assegurar a preservagdo das riquezas e belezas naturais e garantir
que a producdo de moluscos bivalves, como fonte de alimentos
marinhos, tenha qualidade dentro das normas de seguranca de alimentos.

7.3 Niveis de Transcritos dos Genes

Nos ecossistemas costeiros com elevados niveis de contaminantes
organicos e inorganicos, 0s organismos aquaticos estdo sujeitos ao
impacto trazido pela presenca de diferentes xenobidticos que podem
afetar funcbes bioldgicas e vias metabdlicas celulares por meio do
aumento da producgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como
resultado da ativacdo do sistema de protecdo celular antioxidante que
evita e reduz os efeitos do processo de metabolizacdo dos referidos
compostos. Nesse sentido, sdo cada vez mais estabelecidas as evidéncias
gue indicam que a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
estimuladas por contaminantes e pelo dano oxidativo resultante,
representa um mecanismo decorrente de toxicidade observado em
organismos aquaticos expostos a contaminacdo (LIVINGSTONE,
2001).

As EROs sdo produtos decorrentes do metabolismo normal e da
exposicdo a xenobidticos, podendo ser benéficas ou prejudiciais para as
células e tecidos. Em niveis fisiologicos, as EROs funcionam como
"mensageiros redox" na sinalizacdo intracelular e regulacéo, enquanto o
seu excesso induz a modificacdo oxidativa de macromoléculas celulares,
inibem a funcdo das proteinas e, promovem a morte celular (CIRCU;
AW, 2010). Assim, o reconhecimento de que as reagdes envolvendo
radicais livres sdo importantes tanto em processos biol6gicos normais,
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bem como em mecanismos de toxicidade induzidos por contaminantes,
tem levado a aplicacdo crescente do uso de biomarcadores de estresse
oxidativo em varios organismos aquaticos (LIVINGSTONE, 2001). O
estresse oxidativo pode ter lugar em bivalves marinhos, sob uma série de
condi¢des ambientais adversas (ALMEIDA et al., 2005). De acordo com
Lushchak e Semchyshyn (2012), o estresse oxidativo € um aumento
transitério ou cronico em nivel de estado estacionario de EROs,
trazendo perturbagfes que podem afetar o nucleo celular e varios
processos metabdlicos, levando a modificacdo oxidativa de constituintes
celulares, até os finais efeitos deletérios de sinalizagdo. Os organismos
desenvolveram estratégias diferentes para lidar com as consequéncias
negativas de EROS, como aquela envolvendo a acdo de um grupo de
enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa-peroxidase (GPx), glutationa-S-transferase (GST),
glutationa-redutase (GR), e moléculas antioxidantes de natureza nao
enziméaticas (RAMESHTHANGAM; RAMASAMY, 2006). A SOD é a
enzima responsavel pela formacdo de peroxido de hidrogénio H,0,, a
partir da remocgdo do anion superéxido (O,-) (REGOLI: GIULIANI,
2014). Existem trés tipos principais de SOD, um contendo cobre e zinco
(CuznSOD), um contendo manganés (MnSOD) e outro contendo ferro
(FeSOD) (HALLIWELL & GUTTERIDGE 2007). Em eucariotos, as
CuZnSODs sdo encontradas no citosol, lisossomos, peroxissomos,
nicleo e espaco intermembrana mitocondrial, enquanto a MnSOD,
também denominada de SOD-2, encontra-se no interior da mitocéndria
(HERMES-LIMA 2004).

As catalases catalisam a decomposi¢do direta do H,O, a O,,
enquanto as peroxidases removem o H,O, ao oxidar substratos
orgénicos, havendo, em ambos os casos, a formacdo de H,O
(HALLIWELL & GUTTERIDGE 2007). Segundo Gonzalez-Fernandez
e colaboradores (2015), a SOD tem que realizar a coordenacdo com
outras enzimas, tais como a CAT, que é um catalisador extremamente
ativo para reducdo de H,O, em H,O, particularmente em situa¢bes nas
guais os niveis do primeiro sdo elevados. No entanto, em niveis baixos
de H,O,, a CAT modula a desintoxicagdo de outras substancias, tais
como fenois e &lcoois por meio de reacdes acopladas para a reducédo de
H,0,. A GPx também utiliza H,O, como substrato, empregando
glutationa reduzida (GSH) como doador de elétrons para catalisar a
redugdo de H,O, em H,O. GR é considerada como uma enzima
antioxidante essencial, uma vez que reduz a glutationa oxidada (GSSG)
e mantém o equilibrio de GSSG / GSH, o que é essencial para a



102

homeostase celular e o funcionamento de outras enzimas (GONZALEZ-
FERNANDEZ et al., 2015).

No presente estudo, a transcricdo dos genes do sistema
antioxidante nas branquias de Crassostrea gasar evidenciou maiores
niveis de transcritos dos genes SOD e GPx nas amostras de MAR, com
diferenca significativa. O nivel de transcritos do gene CAT foi
ligeiramente superior em termos comparativos, mas permaneceu
préximo ao numero detectado nos demais grupos, ndo sendo observada
diferenca estatistica. Estes resultados indicam a rapida resposta da SOD
como primeira linha de defesa do sistema antioxidante, aliada a
atividade da GPx, nas ostras expostas a agua proveniente de MAR. De
modo geral, confirma-se a funcionalidade dos genes SOD e GPx como
parte ativa do mecanismo de defesa antioxidante frente a geracdo de
EROs no metabolismo celular das ostras Crassostrea gasar. Assim, a
indugdo da SOD é indicativa de estresse oxidativo gerado por EROS nas
ostras, representando uma estratégia para compensar 0s danos em nivel
celular. Alguns autores sugerem que esta resposta de inducdo da
transcricdo de genes associados & resposta de defesa antioxidante pode
contribuir, em casos extremos, para aumentar a resisténcia a mortalidade
(GARCIA-LAGUNAS et al.,, 2013). De acordo com Lichmann e
colaboradores (2011), ditas alteracbes podem representar uma
importante adaptacdo ao estresse oxidativo pelos contaminantes
presentes no local. Cabe salientar que o nivel de transcritos da SOD
apresentou-se préximo ao nivel detectado em BAR, mas ndo tendo sido
este perfil sido semelhante em relacdo aos transcritos das demais
enzimas neste grupo de ostras. Segundo ALMEIDA (2003), a inibicéo
enzimatica pode estar relacionada com compostos inibidores ou em
funcdo de ambientes muito contaminados, onde a defesa enzimatica
entra em desequilibrio, causando danos ao organismo. Lichmann e
colaboradores (2011) evidenciaram que as enzimas CAT e GPx ndo
apresentaram diferencias significativas e a atividade do SOD foi
reduzida em tecidos das branquias e glandula digestiva da ostra C. gasar
expostas a fracdo de dleo diesel. Nossos resultados mostram que o gene
CAT néo exibiu diferencas significativas em nivel de transcritos entre os
grupos de ostras, sendo diferentes aos resultados de ZACCHI (2013) e
BITTENCOURT (2013) que registraram maiores niveis de transcricdo
em branquias de C. gasar expostas em ambientes naturais e de cultivo
de moluscos, e em ambientes naturais com impacto de esgoto sanitério,
respectivamente. Ademais, neste estudo os genes Superdxido dismutase
(SOD-like) e Glutationa peroxidase (GPx-like), apresentaram maiores
niveis de transcritos com diferenca significativa em MAR, enquanto, no
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caso dos resultados de ZACCHI (2013) e BITTENCOURT (2013), os
genes mencionados ndo apresentaram diferencas significativas entre os
grupos. Zanette e colaboradores (2006) ja evidenciavam que a atividade
da CAT em C. gigas e C. rhizophorae responde diferentemente quando
animais de ambas as espécies sdo expostas em um mesmo experimento
de campo a efluentes contendo esgoto doméstico. Consequentemente, 0s
autores sugeriram que possiveis diferencas na sua regulacdo efou
atividade catalitica possam existir. Também se verificou a menor
expressdo génica de CAT em glandula digestiva de C. gigas em
ambientes poluidos em Floriandpolis (SOUZA et al. 2012). De acordo
como Béguel e colaboradores (2013), as transcricbes dos genes do
sistema antioxidante que codificam a SOD e GPX podem também estar
relacionadas com a ativagdo do sistema antioxidante em branquias de
ostras com alto investimento reprodutivo. A GPx catalisa a oxidagdo da
glutationa, permitindo a redugéo do perdxido de hidrogénio para H;O, e
pode proteger as células por uma acdo de eliminacdo de EROS
(BEGUEL et al., 2013). O nivel de transcri¢o do GPx pode ser ativado
ainda ap0ds exposicao a metais, como o cadmio e mudangas na salinidade
(JO et al., 2008; CHOI et al.,, 2008). A CAT é efetiva quando a
concentracdo de H,O, é relativamente alta, sendo, portanto, considerada
indispensivel para a metabolizagdo de EROS, principalmente em
condicBes de estresse severo, enquanto a GPx é mais util frente as
pequenas quantidades de H,O,, produzido continuamente por atividades
metabdlicas celulares (PAMPLONA; COSTANTINI, 2011).

As enzimas antioxidantes geralmente respondem menos a
poluentes que as enzimas de fase | e 11, e as relagGes entre a resposta e a
exposicdo a contaminantes ainda ndo estdo bem estabelecidas
laboratério (VAN DER OOST et al., 2003). Contudo uma significativa
inducdo de SOD e CAT foi observada na maioria dos ensaios de campo,
contrastando com a auséncia de respostas significativas na maioria dos
estudos em laboratério (VAN DER OOST et al., 2003). Apesar de seu
potencial deletério, as EROs estdo envolvidas em funces fisiologicas
fundamentais as células e ao proprio organismo (incluindo mecanismos
de defesa celular), tornando a vida inviavel na sua auséncia. Por isso, o
equilibrio entre a formacdo das EROs e a atividade do sistema
antioxidante é fundamental (SILVA; GONCALVEZ, 2010). A
variabilidade das respostas transcricionais e cataliticas pode refletir o
intervalo temporal da andlise das mesmas e ser grandemente
influenciadas pelo tecido investigado. A capacidade de resposta em
nivel de genes antioxidantes pode ser elevada em diferentes tecidos,
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como o figado (ou glandula digestiva) e branquias de peixes e
invertebrados marinhos (REGOLI; GIULIANI, 2014).

A ativacdo do sistema de biotransformacéo de fase | e Il é uma
resposta comum em animais expostos a HPA, pesticidas e compostos
emergentes a fim de permitir a biotransformacdo e excrecdo desses
compostos (TREVISAN, 2014). Estas respostas podem ser quantificadas
em nivel bioguimico e/ou molecular, como atividade catalitica de
enzimas, expressao de proteinas, ou transcri¢do génica (KAMMANN et
al., 2008). A superfamilia do gene CYP consiste de um grande nimero
de genes que codificam os citocromos P450, os quais estdo envolvidos
na detoxicagdo ou biotransformagdo oxidativa de Xenobidticos, tais
como farmacos, quimicos carcinogénicos, e poluentes ambientais, bem
como no metabolismo de compostos enddgenos, como hormonios
esteroides, cidos graxos, vitaminas e sais biliares (NEBERT et al.,
2004). De acordo com Rewitz e colaboradores (2006), os CYPs sdo
considerados uma das maiores e mais versateis familias de proteinas
pertencentes ao metabolismo de fase | de uma variedade de
xenobidticos. As familias CYP1 e CYP2 metabolizam uma ampla
variedade de compostos, incluindo derivados de petréleo (ARUKWE et
al., 2008). Lichmann e colaboradores (2015), no estudo pioneiro do
transcriptoma da Crassostrea gasar (=Crassostrea brasiliana),
identificaram 43 CYP450-contigs envolvidos na Fase | da
biotransformacdo de xenobidticos, sendo a familia CYP2 aquela com
mais genes identificados. Nesse contexto, os autores validaram a
utilizacdo molecular dos genes da familia CYP2 e da isoforma
CYP2AULl como biomarcador, a partir da avaliagdo dos niveis de
transcritos desses genes em branquias da ostra Crassostrea gasar
expostas ao fenantreno em concentragbes de 100 ugL'le 1000ugL'l por
24 horas. No presente estudo, o gene CYP2AU1 ndo mostrou diferencgas
significativas em relacdo ao nivel de seus transcritos entre os grupos de
ostras expostas a agua do mar proveniente dos locais selecionados em
Balneadrio Camborid. No entanto, cabe salientar que o grupo MAR
exibiu niveis de transcritos superior aos demais grupos. Os resultados
apresentados por ZACCHI (2013) no estudo com branquias de ostras C.
gasar expostas em ambiente natural e de cultivo de moluscos, mostram
perfil coincidente ao aqui relatado. Por outro lado, a andlise de
transcritos para esse mesmo gene mostrou resultados diferentes no
estudo de BITTENCOURT (2013), no qual foi observado niveis de
transcricdo significativamente maiores em diferentes periodos de
exposicao in situ (24 e 96 h) em um manguezal com impacto de esgoto
sanitario (manguezal do ltacorubi), em Florian6polis, SC. Rewitz e
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colaboradores (2006) sugerem que mudancas no ambiente e diferentes
estratégias de sobrevivéncia podem contribuir para a diversidade
funcional de genes CYP frente a uma variedade de xenobidticos. Sob a
Otica quantitativa, a maior transcricdo de CYP2AUL foi registrada em
MAR comparativamente com os demais grupos, refletindo as condicdes
ambientais do referido local. Lichmann e colaboradores (2014),
também verificaram maiores niveis de transcricdo do gene CYP356A1
em branquias de C. gasar expostas ao fenantreno e, de modo conjunto
com o CYP2, ambos CYPs foram recomendados como candidatos a
biomarcadores de biotransformacdo para HPAs em moluscos bivalves.

Entretanto, Medeiros e colaboradores (2008) e Toledo-Silva e
colaboradores (2008) apresentaram registros de altos niveis de
transcricdo do gene CYP356A1 em branquias de ostras C. gigas
expostas em laboratério a esgoto sanitario e em ambientes impactados
por esgoto sanitario, respectivamente. Flores-Nunes e colaboradores
(2015) também reportaram maiores niveis de transcricdo do gene
CYP356A1 em branquias de C. gigas expostas a Alquilbenzenos
Lineares (LABs) em laboratdrio. Assim, GOMES (2013) avaliou as
isoformas CYP356A2, CYP2AU2, CYP30C1, em diferentes tecidos de
ostras C. gigas expostas em ambientes contaminados por esgoto
sanitario em diferentes periodos e registrou aumento na transcri¢cdo dos
genes. No mesmo estudo, os genes CYP2AU2, CYP30C1l foram
indicados para utilizagdo como biomarcadores de exposicdo. Assim,
Serrano e colaboradores (2015) verificaram altos niveis de transcri¢do
dos genes CYP2AU2, CYP356A1, CYP3071A1 em branquias de ostras
C. gigas apds serem expostas ao composto farmacéutico, Ibuprofeno. Os
diferentes resultados das transcri¢fes apresentadas pelos genes CYP450
e, em particular os genes CYP2AU2 em C. gigas e o CYP2AU1 C.
gasar expostas em diferentes condicOGes, seja exposicdo in situ,
condicdes controladas em laboratdrio ou exposicdo conjunta nas duas
formas em paralelo, confirma-se a sua utilidade como biomarcadores de
contaminacdo aquatica em moluscos bivalves. Nesse contexto, existe a
necessidade crucial para ampliar o estudo de CYPs em bivalves
(ZANETTE et al, 2010). No estudo recente de Liichmann e
colaboradores (2015), foram também registradas as transcricbes dos
genes CYP1A, CYP2C e CYP2D em tecidos de ostras C. gasar (= C.
brasiliana) expostas a fracdo de O6leo diesel; gene CYPL17 apoés
exposicdo a esgoto sanitario e gene CYP3A apls exposicdo ao
fenantreno, sendo estes genes indicados como candidatos a
biomarcadores.
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As Glutationa-S-transferases (GSTs) sdo enzimas de fase Il do
processo de biotransformacdo e facilitam a detoxificacdo de
xenobidticos e desempenham importante papel na defesa antioxidante
(LI;WU;WANG, 2015). A avaliacdo da atividade e dos niveis de
transcricdo da GST total e suas isoformas tém sido adotados em
moluscos bivalves como um biomarcador de exposicdo a HPAs, PCBs,
dioxinas e esgoto sanitario (VAN DER OOST et al., 2003; BOUTET et
al., 2004; MEDEIROS et al., 2008; TOLEDO-SILVA et al., 2008;
FLORES-NUNES, 2013; BITTENCOURT, 2013; LUCHMAN et al.,
2014;2015). As Glutationa S-transferases (GSTs) 6mega sdo uma classe
recém-identificada de isoformas de GST com propriedades Unicas em
relacdo aos outros membros da superfamilia GST (WAN et al., 2009).
As GSTs da classe 6mega sdo encontradas em plantas, animais e
algumas espécies microbianas (BOARD, 2011) e tem uma extensdo N-
terminal Unica, e estudos cristalograficos de sua estrutura revelaram em
seu sitio ativo a presenca de um residuo de cisteina distinto dos residuos
de tirosina e serina caracteristicos das outras GSTs de eucariontes
(BOARD et al.,2000). De acordo com BOARD (2011), essa
caracteristica permite as GSTs de classe 6dmega catalisar e reduzir
reacdes de tiol que ndo sdo catalisadas por membros das outras classes,
desempenhando um papel fundamental no sistema de defesa
antioxidante (RHEE et al., 2007; WAN et al., 2009).

No caso das GSTs, Luchmann e colaboradores (2015),
identificaram no transcriptoma da ostra C. gasar (=C. brasiliana) um
total de 26 contigs de GSTs, dos quais 20 foram-atribuidos a 7 classes de
GST-citosolicas e 6 a trés classes de GST-microssomais, genes
envolvidos na fase Il de biotransformagdo de xenobioticos. Assim,
Lichmann e colaboradores (2014;2015) reportaram e validaram a
utilizacdo do gene GST-6mega como biomarcador, a partir do aumento
dos seus niveis de transcricdo em branquias de ostras de C. gasar
expostas ao fenantreno por um periodo de 24 horas, ressaltando a
importancia da branquia no mecanismo de detoxificacdo de HPAs.
Nossos resultados relativos aos niveis de transcritos génicos da
Glutationa-S-transferase 6mega-like (GST-6mega) em branquias de C.
gasar ndo registrou diferencas significativas entre os grupos. Foi
evidenciado, por outro lado, maiores niveis de transcritos em CAM,
seguido por MAR, quando comparados com as transcricdes de BAR e
LAR. Tendo por referéncia que os tecidos das ostras expostas as aguas
de LAR mostraram, comparativamente, um dos maiores niveis de
acumulacdo de HPAs, PCBs, DDTs e LABs, estes resultados nédo
mostraram paralelo com a transcri¢cdo do gene GST. Possivelmente, 0s
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niveis encontrados para estes compostos e a acdo das GSTs na fase Il de
detoxicacdo ser precedido das respostas da fase | podem explicar
parcialmente os resultados. ZACCHI (2013) reportou a auséncia de
diferenca significativa entre os niveis de transcritos do gene GST-
O0mega-like na mesma espécie de ostra e no mesmo tecido alvo;
evidenciando, ainda, maiores niveis de transcritos do gene GST
microsomal-like, a0 comparar ostras expostas no ambiente natural com
ostras mantidas em &reas de cultivo de moluscos. Em outro estudo, por
outro lado, BITTENCOURT (2013) registrou altos niveis de transcritos
do gene GST-6mega-like em brénquias de C. gasar transplantadas para
uma area de mangue impactada por esgoto sanitario (no periodo pré e
pos-verdo), bem como a inibigdo do gene GST microsomal-like, ap6s
exposicdo por 24 e 96 horas. Os resultados evidenciam que fatores
ambientais podem possivelmente modular a transcricdo do GST-6mega-
like em ostras, podendo ocorrer, aparentemente, sua indugdo em
ambientes potencialmente mais contaminados ou impactados, como por
exemplo, por esgoto sanitario.

Nesse contexto, Boutet e colaboradores (2004) também
evidenciaram transcricdo diferencial do gene GST-0mega-like em
brénquias de ostras C. gigas expostas a HPA. Na mesma linha, podemos
citar a transcricdo do mesmo gene em branquias de ostras de C. gigas
expostas a esgoto ndo-tratado, em condi¢cBes de laboratério e em
ambientes contaminados (MEDEIROS et al., 2008; TOLEDO et al.,
2008; FLORES-NUNES et al, 2014) e, ainda, ao composto
farmacéutico Ibuprofeno (SERRANO et al., 2015). Wan e colaboradores
(2009) caracterizaram uma GST-0mega-like em brénquias de abalones
expostos a metais traco, concluindo que a ela pode ser atribuido um
papel de protecdo ao estresse ambiental, indicando sua utilizacdo como
biomarcador com essa finalidade nessa espécie de molusco.

Um importante via metabdlica que também integra a
detoxificacdo e eliminagcdo de xenobidticos na Fase Il é a sulfatacdo. A
sulfatacdo de compostos de baixo peso molecular, tais como
hidroxiesteroides, estrogénios, e catecolaminas, é catalisada por enzimas
sulfotransferases citosélicas pertencentes a superfamilia, cujos membros
sdo codificados por genes designados como SULT (WEINSHILBOUM
et al., 1997). A conjugacdo de sulfatos pelas enzimas sulfotransferases
facilita a excrecdo de produtos oriundos do processo de detoxicagéo
celular, facilitando e aumentando sua excrecdo das células ap6s serem
convertidos em metabdlitos mais polares (WEINSHILBOUM et al.,
1997; JAMES, 2011; FERNANDES et al., 2013). As SULTs séo
componentes chaves da fase Il de metabolismo de compostos enddgenos
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e exogenos (LUCHMANN et al, 2015). Entre tanto, Lavado e
colaboradores (2006) avaliaram a sulfatacdo de estradiol em gb6nadas e
glandula digestiva no mexilhdo Mytilus edulis e Janer e colaboradores
(2005) evidenciaram que frac¢des citosolicas da glandula digestiva de
Mytilus galloprovincialis podem formar sulfatos de estradiol. Liichmann
e colaboradores (2015) identificaram sete SULTs-contigs em branquias e
glandula digestiva de Crassostrea gasar expostas ao fenantreno, dleo
diesel e esgoto sanitario. Em dito estudo, foi identificado o gene
putativo SULT1C4, gene que teve sua transcricdo regulada pelo
fenantreno. No mesmo estudo, foi sugerida pelos autores a participagdo
das SULTs no metabolismo enddcrino e de detoxificacdo em ostras C.
gasar. No presente estudo, ndo foi observada diferenca significativa nos
niveis de transcritos de SulfotransferaselC1-like (SULT1C1-like) entre
0s grupos, porém os niveis de transcritos em CAM mostraram-se
superiores em relagdo aos demais grupos. Esta observacdo pode ser
interpretada como resultante do grau de impacto deste local
comparativamente aos demais. ZACCHI (2013) ao avaliar também esta
mesma resposta em branquias de ostras C. gasar expostas em ambiente
natural e em cultivo de moluscos distintos ndo observou diferencas
significativas. Estudo de Chapman e colaboradores (2004)
evidenciaram, por outro lado, a inibicdo de SULT-1C1 pelo composto
benzo[a]pireno. Entretanto, BITTENCOURT (2013) evidenciou altos
niveis de transcritos de SULT1C1 em ostras C. gasar expostas em um
manguezal com impacto de esgoto sanitario.

O gene ALAD codifica a enzima acido  o-
aminolevulinicodesidratase (ALA-D) (MEDEIROS et al., 2008;
MOREIRA, 2010). A reagéo catalisada pela 6-ALA-D faz parte da rota
biosintética dos compostos tetrapirdlicos (corinas, bilinas, clorofilas e
hemes). A grande importancia destes compostos reside na sua fungédo
como grupos prostéticos de diversas proteinas que fazem parte de vias
metabolicas chave. O grupo heme (protoporfirina 1X) integra a estrutura
de proteinas que participam do transporte de oxigénio (hemoglobina e
mioglobina), transporte de elétrons (citocromos a, b e ¢),
biotransformacéo de xenobioticos (citocromo P450) e dos sistemas de
protecdo contra perdxidos (catalases e peroxidases) (JAFFE et al., 1995;
FOLMER et al., 2004). Ademais participa na regulacdo da expressao de
varios genes em células eucariontes (FUJIWARA et al., 2006). Segundo
Folmer e colaboradores (2004), a 6- ALA-D esta relacionada a situacGes
associadas ao estresse oxidativo. A atividade da ALAD ¢é considerada
como um biomarcador especifico e Gtil de contaminagdo por chumbo
(Pb) (AISEMBERG et al., 2005) dado que este metal inibe a atividade
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da enzima (COMPANY et al, 2008). Segundo Martinez e
colaboradores (2011), embora o chumbo promova o aumento da
atividade antioxidante do sistema celular quando presente em niveis
baixos, quando em altas concentragdes inibe a atividade das enzimas
gue metabolizam H,0,, como CAT, GPx e de Prx, conduzindo a um
aumento de H,0, e favorecendo a sua conversdao a OH" pela reacdo de
Fenton. Além disso, o efeito inibidor dos niveis elevados de Pb sobre a
ALAD, GR e subtipos de SOD favorece, de forma geral, 0 aumento de
radicais livres, que esgota o pool de GSH e impede a remocao de O,e-.
Por conseguinte, o aumento resultante de ROS pode induzir danos em
varios niveis. O efeito descrito pode ser reforgado pela capacidade do Pb
em alterar a integridade da membrana plasmatica, o que torna a célula
mais susceptivel ao estresse oxidativo.

Estudos de Company e colaboradores (2011) no Golfo de Cédiz
indicaram que o mexilhdo M. galloprovincialis e a améijoa C. gallina
sdo as espécies bioindicadoras mais adequadas para avaliar a
ecotoxicidade do Pb, através das respostas envolvendo a atividade da
ALAD em estuarios e/ou ambientes costeiros. Em virtude de seus
habitos, mexilhdes sdo mais representativos de substratos rochosos e
construcGes artificiais (portos, constru¢cdes marinhas, etc.) enquanto
mariscos sao representativas de substratos arenosos (praias, etc.). Cravo
e colaboradores (2009), utilizaram moluscos améijoas, Ruditapes
decussatus, como organismo bioindicador e a ALAD como um dos
biomarcadores alvo, evidenciando respostas mais marcantes em altas
concentragcBes de Cd, Cu, Pb, e HPAs de quatro anéis. No mesmo
estudo, diferencas em outros pontos de referéncia foram relacionadas a
respostas mais baixas, apesar de concentragcbes médias mais altas de Zn,
TBTs, HPAs totais (principalmente 5 + 6 anéis). Nossos resultados
mostraram niveis de transcritos de ALAD-like significativamente
maiores em CAM em compara¢do com os demais grupos. Este resultado
guarda semelhanca com o0s reportados por ZACCHI (2013) que
registrou nivel maior de transcricdo deste gene em tecidos de ostras
mantidas em areas de cultivo quando comparado com aquele de ostras
expostas no ambiente costeiro. Por outro lado, BITTENCOURT (2013)
evidenciou baixos niveis de transcricio do gene ALAD em C.
brasiliana, principalmente ap6s 96 horas de exposi¢do in situ em
ambientes com aporte de esgoto sanitario. Este resultado pode ser
relacionado aos dados encontrados em MAR em nosso estudo, cujos
niveis de transcritos apresentaram uma diminuicdo significativa em
comparagdo com 0s demais grupos, indicando a provavel down-
regulation deste gene neste grupo de ostras.
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As proteinas ligantes de &cidos graxos (FABPS) estdo presentes
em tecidos altamente ativos no metabolismo de acidos graxos,
participando na absorcéo e transporte de lipidios, na homeostase global
de lipidios, ligando-se a &cidos graxos de cadeia longa e direcionando-o0s
para vias metabdlicas especificas, na regulacdo da expressdo génica e
tém demonstrado um papel significativo no sistema imune celular
(YAQOOB, 2003; OWADA, 2008; SCHROEDER et al., 2008; WOOD
et al.,, 2009; BAYIR; BAYIR; WRIGHT, 2015). Varias FABPs sdo
expressas em niveis significativos em células imunitarias ativas
(SCHACHTRUP et al., 2004). Segundo Markov e Laude (2011), as
FABPs também interagem com os ligantes dos receptores nucleares. Os
receptores nucleares permitem a regulaco de genes alvo por pequenas
moléculas lipofilicas, tais como hormonas, (esteroides), acido retindico
ou acidos graxos. O &cido retindico, retinol, acidos graxos, eicosandides,
acidos biliares e heme estdo todos ligados por proteinas da familia
FABP (ZIMMERMAN; VEERKAMP, 2002). Diferentes estudos
realizados pelo grupo de pesquisa do LABCAI/UFSC descrevem a
utilizacdo do biomarcador FABP em moluscos bivalves principalmente
em C. gigas e C. gasar, expostas a diferentes compostos em condicGes
de laboratério, em ambientes naturais pristinos e ambientes com impacto
antropogénico. Entre os estudos realizados, um deles reportou,
inicialmente, alteracfes na transcricdo genica do gene FABP em
branquias de ostras C. gigas quando as mesmas foram expostas a esgoto
domestico ndo tratado, diluido em &gua do mar (MEDEIROS et al.,
2008). Outros estudos analisaram a transcricdo deste mesmo gene em
ostras expostas in situ em ambientes contaminados por esgoto sanitario
(TOLEDO-SILVA et al., 2008), expostas ao composto farmacéutico
anti-inflamatorio Ibuprofeno (SERRANO et al.,, 2015) e expostas a
alquilbenzenos lineares (LABs) (FLORES-NUNES et al., 2015).

Entretanto, o estudo de ZACCHI (2013) com brénquias de ostras
C. gasar evidenciou menor nivel de transcricdo do FABP quando as
mesmas foram expostas em areas de cultivo de moluscos e ambientes
naturais, enquanto BITTENCOURT (2013) detectou elevados niveis de
transcricdo do mesmo gene em ostras da mesma espécie expostas em
ambiente contaminado por esgoto sanitario. Em nosso estudo, 0s niveis
de transcritos deste mesmo gene (FABP) em branquias de ostras C.
gasar mostraram-se bem mais elevados em MAR, apresentando
diferenca significativa em relacéo aos demais grupos. De acordo com os
resultados de qualidade de agua, os niveis de fosforo e de coliformes
estdo relacionados ao impacto em MAR, decorrente de esgoto sanitario.
Assim, nossos resultados estdo em consonancia com aqueles referentes
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aos estudos mencionados acima, ou seja, uma resposta de indugédo (up-
regulation) do FABP em ostras C. gasar expostas a esgoto sanitario in
situ e em laboratorio. A resposta génica do FABP coincide com o0s
maiores niveis de transcritos registrados para os genes SOD e GPx em
MAR, atuando como primeira linha de defesa antioxidante. A resposta
ao estresse celular tem um custo energético, o que se reflete na
expressao diferencial de varios genes associados com o metabolismo
geral e energético (TRAVERS et al., 2010). De acordo com Medeiros
(2008), a inducdo de FABP nas ostras C. gigas expostas ao esgoto
podem estar relacionadas tanto a absorcdo e ao metabolismo de
Xenobidticos diretamente, como a uma maior demanda energética do
metabolismo, devido a situagdo de estresse quimico enfrentado.
Levando-se em consideracdo que a FABP é uma proteina citosolicas
envolvida na absorcdo, transporte e compartimentalizacdo de éacidos
graxos (DHAR et al., 2003), a inducdo do gene que a codifica pode ser
estimulada sob uma variedade de circunstancias, em que o lipideo é
mobilizado para fornecer o combustivel metabdlico necessario
(TRAVERS et al., 2010). Flores-Nunes (2013) sugere que as respostas
moleculares dos genes FABP e GST-0Omega em tecidos de ostras C.
gigas expostas ao esgoto sanitario podem estar relacionadas a uma
possivel resposta protetora e do sistema de manutengdo da homeostase
das ostras. No entanto, o conhecimento sobre os papéis fisioldgicos das
FABPs em invertebrados permanece ainda limitado e, em particular os
aspectos relacionados com o sistema imune sdo em grande parte
desconhecidos (TAN et al., 2015).

A resposta ao estresse desencadeia a ativagdo dos genes
envolvidos na sobrevivéncia celular e/ou morte celular. Como parte da
resposta, um conjunto de genes, denominados de genes do estresse é
induzido para sintetizar um grupo de proteinas conhecidas como
proteinas de choque térmico (HSPs) (GUPTA et al., 2010). A
classificacdo das HSPs € dada em fungdo de seu peso molecular,
podendo variar entre 15 e 110 kDa (SONG et al., 2006). De acordo com
Gupta e colaboradores (2010), os diferentes agentes estressores podem
induzir caminhos de resposta de estresse, através de genes alvo
especificos. Assim, os genes HSP70, HSP90, HSP60, HSP26, HSP27 e
HSP23 tém como os seus indutores quimicos, pesticidas, metais
pesados, solventes, efluentes industriais e municipais, mono e
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, entre outros. Entre as HSPs, a
HSP70 é uma das induzidas mais abundantemente sob uma variedade de
condigdes de estresse, como exposicBes a altas temperaturas e tem tido
sua relevancia fisioldgica e importancia ecoldgica em resposta a
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infeccdo de patdgenos e estressores ambientais demonstrada
(LACHAPELLE et al., 2007; WANG; YANG; SONG, 2013). Cellura e
colaboradores (2006) evidenciaram uma alta expressdo da HSP70 no
mexilhdo M. galloprovincialis em exposigdes a temperaturas de 30°C
por periodos de 30-90 minutos. Entretanto, aumento na expressao de
HSPs também parece estar relacionado com o sistema imune; isto
evidenciado por Cellura e colaboradores (2006) que registraram um
incremento da expressdo da HSP70 no mexilhdo M. galloprovincialis,
apos exposicdo ao Vibrio anguillarum. Um estudo de Song e
colaboradores  (2006) encontrou proteinas com caracteristicas
semelhantes as da HSP70 na vieira Argopecten irradians, as quais
denominaram  AIHSP70, apresentando as mesmas respostas
significativas, apds 0 aumento da concentracdo de naftalina, indicando
que a AIHSP70 poderia desempenhar um papel importante na mediacdo
da tensdo ambiental e resposta imune nesta espécie de vieira.

Farcy e colaboradores (2007), em um estudo com abalones,
verificaram o incremento da transcrigdo génica de HSP70 e HSP90
depois de efetuado um choque térmico. Encomio e Chu (2007) relataram
maior expressdo de HSP70 em ostras C. virginica infectada por
Perkinsus marinus, enquanto, na mesma espécie de ostra, Chapman e
colaboradores (2011) registraram respostas do HSP70 quando se
incrementou a temperatura e se diminuiu o pH. Zhang e colaboradores
(2012) evidenciaram por sequéncia gendmica em C. gigas um total de
88 membros da familia HSP70, os quais desempenham um papel crucial
na protecgdo celular contra o calor e outros agentes estressores. Metzger e
colaboradores (2012), descreveram niveis elevados de expressdo de
HSP70 em branquias de ostras C. gigas expostas ao cobre (33 mg/L),
resultados semelhantes apresentados por Boutet e colaboradores (2003).
Trabalhando com esta mesma espécie de ostra foram registradas
alteracdes na expressdo de HSP70 em condicbes de hipdxia (CHO;
JEONG, 2012). Zhang e colaboradores (2015) descreveram alteracOes
significativas dos niveis de HSPs em branquias de C. gigas ap6s um
choque térmico a uma temperatura de 38°C por uma hora, gerando ainda
a producdo de S-adenosil-L-metionina, relacionado com as suas fungdes
de protecdo contra a desnaturacdo de proteinas. Ademais, este estresse
por choque térmico, também ativou respostas imunes. De acordo com
Valenzuela e colaboradores (2015), em algumas espécies, variagcdes na
sequéncia que codifica a HSP70 podem fornecer como resultado uma
transcricdo/expressao diferencial intraespecifica, o que leva a variacdes
na termotolerancia entre os individuos. Foi registrada ainda a expressao
de HSP70 em hemécitos de ostras C. gigas, expostas ao dinoflagelado
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Alexandrium minutum e sua toxina, a saxitoxina (STX) (MELLO et al,
2013). Flores-Nunes (2013) evidenciou mudancas nas transcrigdes de
HSP70 em branquias de ostras C. gigas expostas a LABs e ao esgoto
sanitario, sugerindo que tais alteracdes pudessem estar relacionadas com
0 estresse geral causado pela interacdo dos LABs com regibes
hidrofdbicas das proteinas, possivelmente pela disponibilidade do
contaminante no ambiente celular.

Na pesquisa de Lichmann e colaboradores (2011) foi avaliada a
transcricdo do HSP60 nas branquias de ostras Crassostrea gasar (=C.
brasiliana) expostas por 96 horas a diferentes concentracfes de fracéo
de 6leo diesel acomodada em agua (FAA), sendo os resultados obtidos o
inverso daqueles registrados para o HSP90. Liichmann e colaboradores
(2015), no transcriptoma de Crassostrea gasar, identificaram 53 contigs
atribuidos a familia HSP70, entre eles aqueles correspondentes a
HSP70, HSC71, HSP70 B2, HSP70 mt, GRP7, 68kDa, HSP70-12, com
12 genes e, HSP70-12B com 8 genes. Assim registraram-se alteracdes
nos niveis de transcritos dos genes identificados como pertencentes a
familia HSP70 frente & exposicdo ao 6leo diesel, fenantreno e esgoto
domeéstico. No estudo, foram registrados maiores niveis de transcritos do
HSP70 em branquias de ostra de C. gasar nas amostras de CAM, tendo
0s mesmos apresentado diferenga estatistica na compara¢do com o0s
demais pontos de amostragem de agua do mar. A transcri¢cdo de HSP70
registrada foi semelhante aos resultados de BITTENCOURT (2013),
gue registrou altos niveis de transcritos de HSP70 em ostras expostas em
ambiente (manguezal) impactado por esgoto sanitario em 24h e 96h, em
duas épocas do ano diferentes. As transcri¢des do gene HSP70 em CAM
podem estar relacionadas as concentragdes de contaminantes organicos
especificos bioacumulados nos tecidos das branquias C. gasar que
poderiam ter induzido o HSP70. Os niveis de transcritos em BAR,
menores, ndo mostraram, aparentemente, diferenca estatistica com os
demais grupos, mas deve ser observado o alto grau aparente de
variabilidade entre os individuos deste grupo. Dado que as outras
amostras apresentaram maiores niveis de contaminantes e nao
apresentaram indugdo deste mesmo gene, isto poderia estar relacionado
ao tempo de exposicdo, indicando ainda a necessidade de que mais
estudos sejam realizados, visando trazer informagbes complementares
qguanto as relagbes dos contaminantes organicos especificos e a
transcricdo dos HSP70 como biomarcador de estresse ambiental, de
choque térmico e/ou como parte integrada ao sistema imune das ostras.
Assim, os resultados apresentados descrevem a importancia do gene que
codifica a HSP70 como biomarcador em tecidos de ostras C. gasar
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expostas em ambientes com impacto do esgoto sanitario e reafirmam sua
utilidade como biomarcador molecular de contaminacdo aquética. De
acordo com Clark e Peck (2009), a grande flexibilidade do gene HSP70
significa que o mesmo pode ser usado como um biomarcador ambiental,
assim como muitos membros desta familia devem ser estudados sob
uma série de condicdes agudas e crdnicas em diferentes em escalas de
tempo. Este requisito ndo é especifico para a familia de HSP70,
preconizando-se, ainda, que, na verdade, qualquer biomarcador
molecular potencial precisa ser rigorosamente testado, tanto em
laboratério, como em condic6es de campo.
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8. CONCLUSOES

A qualidade de agua, 0s contaminantes organicos presentes nos
sedimentos e bioacumulados nas ostras Crassostrea gasar expostas por
24 horas a guas do mar, coletadas na Enseada de Balneario Camboriu e
em &reas de cultivo de moluscos ali existentes forneceram evidéncias do
impacto antropogénico que a regido enfrenta, reforcando a necessidade
de se estabelecer mais estudos e a¢Bes continuas na regido, mediante,
por exemplo, de um programa de biomonitoramento para dimensionar
melhor as causas e efeitos nos recursos bioldgicos, na qualidade de agua
nas areas de cultivo de moluscos e no ecossistema marinho-costeiro
como um todo.

A analise microbiol6gica dos niveis de coliformes em CAM e
MAR evidenciaram o impacto do esgoto sanitario nestes locais,
derivado das atividades antropogénicas, enquanto os niveis de fosforo
em CAM e na area aquicola de BAR, superaram os limites estabelecidos
pela RES 357/ CONAMA para fins de cultivo de moluscos bivalves.

Surge a necessidade de realizar mais estudos continuos,
associados a programas de biomonitoramento que contemplem ainda a
qualidade de agua e a dinamica das aguas na Foz do Rio Camboriu e
area de cultivo de BAR, e de modo especial a influéncia das aguas do
Canal de Marambaia na enseada de Balneario Camborid.

As maiores concentragcdes de Y HPAs, >PCBs, YLABs nos
sedimentos de CAM evidenciam a influéncia e impacto das atividades
antropogénicas na Foz do Rio Camboriu.

Os niveis de concentragdo de Y DDTs nos sedimentos da area de
cultivo LAR podem ser relacionados com a presencga de pesticidas de
uso antropico na area aquicola. O processo de bioacumulagdo de
contaminantes organicos nos sedimentos na regido deve ser avaliado
continuamente, mediante estudos hidrodindmicos e da dindmica
geoquimica do ecossistema.

Os esteroides fecais, colesterol e copostranol presentes em
maiores concentracfes nos sedimentos de CAM evidenciam sua
utilidade como marcadores geoquimicos de contaminagdo fecal de
origem antrépica.

A bioacumulacdo de YHPAs, YPCBs, YLABs ¢ YDDTs nos
tecidos das ostras C. gasar em LAR ndo mostraram, aparentemente,
relacbes diretas com o0s niveis de transcritos de biomarcadores
moleculares.
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Os niveis de transcritos de SOD e GPx em MAR reiteram seu
papel como primeira linha de defesa antioxidante em &guas impactadas
por esgoto sanitario.

Os niveis de transcritos dos genes ALAd, HSP70 e FABP em
CAM e MAR confirmam a importdncia de sua utilizacdo como
biomarcadores moleculares de exposigdo, indicando alteragfes na
homeostase celular, em ambientes aquaticos com impacto antrdpico.

O gene CAT do sistema antioxidante, e os genes do sistema de
biotransformacédo de xenobidticos da Fase | (CYP2AU1-like) e da Fase 1l
(GST-6mega-like e SULTLC-1 like) ndo mostraram diferencas
significativas nos niveis de transcritos.

Na ostra Crassostrea gasar, mais uma vez, o importante papel
exercido pelo tecido branquial no processo de bioacumulagdo de
xenobidticos fica comprovado e, consequentemente, sua utilizacdo como
tecido alvo para analise de biomarcadores moleculares.
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9. CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo realizado procurou estabelecer relagdes que permitissem
associar o processo de bioacumulagdo de contaminantes organicos e
respostas envolvendo biomarcadores moleculares de contaminagdo
aquatica em branquias de ostras Crassostrea gasar em condicOes
controladas em laboratério, reduzindo assim possiveis interferéncias
das condic¢des ambientais, como a precipitacdo pluviométrica, oscilacbes
de temperatura e as caracteristicas fisico-quimicas de qualidade da agua
(oxigénio, temperatura, salinidade, concentragdo de contaminantes
organicos e inorganicos, metais, etc) e dos sedimentos, entre outros
fatores. A influéncia potencial dos parametros ambientais nas respostas
associadas a biomarcadores em estudos desenvolvidas com a mesma
espécie de ostra expostas/mantidas em ambientes naturais, areas de
cultivo de moluscos e em ambientes naturais com impacto de esgoto
sanitario tém sido evidenciada. Nesse contexto, surge a questdo de se
procurar integrar as abordagens de estudo em condi¢des de laboratério e
de campo, buscando melhor compreender o impacto decorrente da agéo
de xenobidticos nos diferentes tecidos e érgdos dos moluscos bivalves,
utilizados como organismos bioindicadores. Desta forma, este estudo
buscou trazer uma contribuicdo adicional para o conhecimento e a
aplicacdo de biomarcadores moleculares especificos na avaliacdo do
grau de contaminacdo aquatica, focando em uma regido para a qual a
adogdo de um programa de biomonitoramento local ou estadual possa
vir a catalisar interesses comuns, no sentido de buscar e fundamentar o
estabelecimento de acBes e politicas de conservacdo ambiental para o
desenvolvimento sustentavel.

Os resultados referentes a qualidade de agua, contaminantes
organicos nos sedimentos e o0s niveis de bioacumulacdo de
contaminantes organicos nas branquias, aparentemente, ndo mostraram
correlagdo significativa com o aumento dos niveis de transcritos génicos
de todos os genes alvo aqui analisados e integrantes do sistema de
defensa antioxidante e de biotransformacdo. Alteracdes relacionadas a
inducéo (up-regulation) foram observadas. Por outro lado, a represséo
(down-regulation), representada pela diminuigdo dos niveis de
transcritos de um ou mais genes, encontra de forma analoga relevancia
como resposta em nivel de biomarcador molecular. Ademais, alguns
outros fatores podem ter contribuido para as respostas observadas, como
0 sinergismo entre 0s compostos presentes nas amostras de agua do mar
e/ou a presenca eventual de outros componentes/compostos que nao
tenham sido alvo das presentes andlises.
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Os resultados apresentados ampliam o leque do conhecimento e
as informacdes relativas ao padrdo e a dindmica das respostas celulares
envolvendo biomarcadores moleculares, particularmente no tecido
branquial de ostras Crassostrea gasar. Ademais, 0s resultados abrem
perspectivas para novos estudos integrados no sentido de contribuir para
minimizar e/ou prevenir o impacto antropogénico nos ecossistemas
costeiros, levando em consideracdo as atividades produtivas da pesca e
da maricultura de moluscos bivalves e a respectiva qualidade e
seguranca alimentar, como é o caso do municipio costeiro de Balneario
Camboriu, importante polo turistico e econdmico do Estado de Santa
Catarina.
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