
 

 

RÔMI SHARON PIAZZA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESPOSTAS MOLECULARES, BIOQUÍMICAS E GENOTÓXICAS 

EM VIEIRAS, Nodipecten nodosus, EXPOSTAS AO FENANTRENO 

 

 

 

 

 

 

 
Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Aquicultura da 

Universidade Federal de Santa 

Catarina, como requisito parcial à 

obtenção do título de Doutora em 

Aquicultura. 

 

Orientador: Afonso Celso Dias Bainy 

 

 

 

 

 

 
 

 

Florianópolis 

 2016 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 



 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gostaria de dedicar este trabalho não 

somente aos meus queridos pais, mas 

também ao desenvolvimento da 

Aquicultura e da Ecotoxicologia. Que 

os dados relatados possam servir de 

alerta a todos nós, causadores da 

poluição ambiental. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

 Agradeço de coração a todas as pessoas que me ajudaram de 

alguma forma na conclusão do trabalho, que posso chamar não só de 

meu, mas de nosso, pois sem a ajuda de vocês eu não teria conseguido 

chegar até aqui.  

 Desta forma continuo agradecendo à Deus, por me dar forças 

para acreditar que tudo é possível quando realmente temos fé, foco e 

garra.  

Agradeço ao meu orientador, Prof. Dr. Afonso C. D. Bainy, por 

ter me dado a oportunidade de trabalhar no LABCAI, por ter me 

direcionado, por ter confiado na minha capacidade, por todo tempo e 

paciência dispendidos nesses últimos 6 anos de convivência. Essa 

jornada foi muito importante para meu aprendizado.  

Ao CNPq e ao INCT por conceder apoio financeiro e à CAPES 

e PPGAQI pela bolsa de doutorado. 

À Companhia Nacional de Petróleo, Gás e Energia (Petróleo 

Brasileiro S.A. — Petrobras), por ceder gentilmente uma amostra de 

petróleo para utilização no experimento.  

Agradeço ao meu pai, Nilton, e minha mãe, Naide, que sempre 

se dedicaram, se esforçaram para me dar uma educação saudável, 

mostrando que não somente a inteligência é necessária na vida, mas 

também a sabedoria, humildade, gratidão, compaixão, amor ao próximo, 

perseverança; assim como outras grandes qualidades, que esses dois 

amores com seus exemplos de vida, puderam me presentear. Também ao 

meu irmão, Gio, sempre paciente, carinhoso, um ser humano 

sensacional. Amo vocês! 

 Agradeço ao meu marido, Léo, que com carinho e atenção me 

apoiou com palavras e atitudes nos momentos mais importantes, meu 

parceiro de sonhos e realidades, de risadas incansáveis, que cuida do 

meu ♥. Te amo!  

Agradeço às minhas Bitchucas, que sem dúvida alguma me 

fizeram um tantíssimo bem, minhas parceiras de pesquisas, de 

experimentos, de análises sem fim, de choros, de gargalhadas, de 

guloseimas, de festinhas... tudo ficou muito melhor com elas. Dai, Flá, 

Barbarinha, Gabis, Camis, Risis, Lilala, gosto muito, muito mesmo!! 

Um agradecimento ainda mais especial para a Dai, que sempre me 

ajudou em tudo, minha parceirinha fiel, obrigada!! 

Agradeço ao Rafael Trevisan, por ser essa pessoa tão querida, 

agradável e inteligente, que se dedicou para que eu pudesse concretizar 

esse momento tão importante. Muito obrigada! 



Agradeço também ao Jacó, Gui T., Miguelito, Álvaro, Fabrício, 

Nestor, Tatu, Elisa e Clei pela ajuda durante o experimento.  

Agradeço ao Prof. Dr. Claudio Melo por ceder o Laboratório de 

Moluscos Marinhos (LMM) para realização de um dos experimentos.  

À Marisa Bercht pelas viagens à fazenda marinha de Porto Belo 

para a manutenção das vieiras, foram dias muito legais.  

Ao Glauber, da Fazenda Marinha da Enseada do Brito e à 

Fazenda Marinha Paraíso das Ostras pela disponibilização e ajuda no 

transporte das vieiras.  

À Dra. Márcia C. Bícego, Dra. Satie Taniguchi e Silvio T. 

Sasaki, do Laboratório de Química Orgânica Marinha do IO-USP, pelas 

análises de hidrocarbonetos nos tecidos das vieiras. 

Ao Prof. Dr. Eduardo A. de Almeida por ceder o Laboratório do 

Departamento de Química e Ciências Ambientais, IBILCE, UNESP, 

para as análises de peroxidação lipídica. 

Aos professores da Pós-graduação em Aquicultura que 

contribuíram para minha formação, assim como ao Carlito, que sempre 

esteve disposto a ajudar e facilitar minha vida estudantil.  

Aos membros da banca examinadora pela disponibilidade em 

ceder tempo e esforço para contribuir com este estudo e com minha 

formação. 

Às minhas irmãs que eu escolhi e que a vida me presenteou, 

Fran, Isa, Mila, Nick, Paulinha e Lua por estarmos sempre unidas, 

fazendo com que até os péssimos momentos se tornassem motivos de 

risadas. Amo demais!  

Agradeço também a todos meus queridos amigos de trabalho, 

vizinhos de laboratório, companheiros de café e bolo, de risadas e troca 

de figurinhas, vocês foram muito importantes. Aos funcionários do 

NEPAQ, por seu companheirismo, momentos de risadas e descontração.  

                

                                                        Muitíssimo obrigada!! 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“A humanidade parece estar se envolvendo 

cada vez mais em experiências de destruição 

de si própria e de seu mundo... não haveria 

paz em mim, se eu ficasse calada...” R. L. 

Carson 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

RESUMO 

 

O crescimento demográfico, assim como a expansão tecnológica e 

industrial, tem causado sérias ameaças ao ambiente aquático, 

principalmente nas áreas costeiras. O lançamento de dejetos 

provenientes das mais variadas ações antrópicas, como os provenientes 

da indústria do petróleo e esgoto sanitário, provoca danos aos animais 

aquáticos, colocam em risco a atividade de aquicultura e afeta, 

consequentemente, a população humana. Os dejetos lançados no 

ambiente, possuem uma das mais variadas e complexas misturas, rica 

em nutrientes e compostos químicos, podendo formar subprodutos ainda 

mais tóxicos ao entrarem em contato entre si. Estes compostos químicos 

podem provocar alterações iniciais a nível fisiológico, celular e 

molecular nos organismos, e desta forma, estas respostas perante aos 

contaminantes podem ser utilizadas como biomarcadores de 

contaminação aquática. Espécies de moluscos bivalves são comumente 

utilizados como organismos biondicadores de contaminação aquática. A 

vieira Nodipecten nodosus é uma espécie de importância econômica, 

principalmente para as regiões Sul e Sudeste do Brasil e possui 

características importantes como movimentação lenta e capacidade de 

bioacumular contaminantes em seus tecidos rapidamente. Análises 

enzimáticas e moleculares são empregadas para elucidação de respostas 

dos organismos frente à exposição aos contaminantes. O presente estudo 

teve como objetivo (i) avaliar a capacidade de bioacumulação e 

depuração das vieiras; (ii) avaliar as respostas de biomarcadores 

bioquímicos clássicos; (iii) analisar genes conhecidos por atuarem na 

biotransformação de xenobióticos e potenciais genes candidatos a novos 

biomarcadores de contaminação aquática em vieiras N. nodosus. Para 

tanto, os exemplares de vieiras foram expostos ao fenantreno e ao óleo 

cru. Os resultados dos biomarcadores bioquímicos e moleculares foram 

analisados nas brânquias, 24 e 96 h após a exposição à duas 

concentrações de fenantreno e 96 h após a depuração; assim, como a 

análise química dos tecidos, verificou a bioacumulação e eliminação da 

substância, após 96 h de exposição e depuração. Os resultados indicam 

que N. nodosus é capaz de induzir uma resposta antioxidante 

relacionada com a biotransformação de fenantreno, e a depuração pode 

ser um protocolo eficaz para bivalves após a contaminação. Além disso, 

os resultados referentes à exposição ao óleo cru mostraram um conjunto 

de 14 genes biomarcadores de contaminação aquática por 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs), e o uso de brânquias e 

glândula digestiva como tecidos-alvo. Estes ensaios poderiam ser 



aplicados como parâmetros adicionais em programas de 

biomonitoramento em áreas como as de produção de petróleo ou gás 

natural, especialmente offshore. Isto poderia ajudar a caracterizar a 

possível contaminação por HPAs em tais áreas, e monitorar a 

persistência, o destino e os efeitos destas substâncias químicas durante e 

após os eventos de derramamento de óleo. 

 

Palavras-chave: 1. Aquicultura. 2. Transcrição de genes. 3. Sistema 

antioxidante. 4. Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos (HPAs). 5. 

Depuração de vieiras Nodipecten nodosus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Molecular and biochemical responses in scallops Nodipecten 

nodosus, exposed to phenanthrene and crude oil 

 

ABSTRACT 

 

Population growth, as well as the technological and industrial 

expansion, has caused serious threats to the aquatic environment, 

especially in coastal areas. Waste release from human activities, such as 

oil industry and sewage treatment/discharge, causes damage to aquatic 

animals, put at risk aquaculture activities and affects the human 

population. The waste released into the environment is one of the most 

varied and complex mixtures, rich in nutrients and chemicals, which can 

form even more toxic by-products when in contact with each other. 

These chemicals can cause physiological, cellular and molecular 

changes in the organisms which can be used as biomarkers of water 

pollution. Bivalve mollusc species are commonly used as biondicator of 

water contamination. Scallops Nodipecten nodosus is a species of 

economic importance, especially to the south and southeast Brazil and 

has important features, such as low mobility and high ability to quickly 

bioaccumulate contaminants. Enzymatic and molecular analyses are 

employed to elucidate responses of organisms upon exposure to 

contaminants. This study aimed to (i) evaluate the bioaccumulation 

capacity and depuration of scallops; (ii) evaluate the responses of 

classical biochemical biomarkers; (iii) analyze genes known to work in 

the biotransformation of xenobiotics and potential candidate genes as 

new biomarkers of water pollution in scallops N. nodosus. Therefore, 

scallops were exposed to phenanthrene and crude oil. The results of 

biochemical and molecular biomarkers were analyzed in the gills, after 

24 and 96 h of exposure to two phenanthrene concentrations and after 

96 h of depuration, as well as chemical analysis of the tissues found to 

bioaccumulate and removal of the substance after 96 h exposure and 

depuration. These results indicate that N. nodosus is capable of inducing 

an antioxidant response related to the biotransformation of 

phenanthrene, and depuration can be an effective protocol for bivalve 

after contamination. Moreover, the results for exposure to crude oil 

pointed to a set of 14 genes from N. nodosus as biomarkers of aquatic 

contamination to polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), and the use 

of gills and digestive gland as target tissues. These assays could be 

applied as additional parameters in biomonitoring programs in areas 

with oil and gas production or contamination, especially offshore ones. 

This could help to characterize possible PAHs contamination in such 



areas, and monitor the persistence, fate and effects of these chemical 

during and after oil spill events. 

 

Keywords: 1. Aquaculture. 2. Gene transcription 3. Antioxidant system 

4. Aromatic Polycyclic Hydrocarbons (PAHs). 5. Depuration of scallops 

Nodipecten nodosus.  
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INTRODUÇÃO GERAL  

 

 

Aquicultura: panorama geral  

  

A aquicultura busca a preservação dos estoques naturais através 

da produção sustentável de organismos aquáticos cultiváveis. É 

considerada uma atividade que gera empregos e incentiva o consumo de 

pescados em diversas regiões (BUITRAGO et al., 2005; GUIMARÃES 

et al., 2008).  

Segundo a Organização das Nações Unidas para Alimentação e 

Agricultura (FAO), a produção mundial de peixes, moluscos, crustáceos 

e plantas aquáticas alcançou 101,1 milhões de toneladas em 2014, o que 

representa 52% da produção total da pesca. Neste mesmo ano um marco 

foi alcançado, quando pela primeira vez, a população mundial consumiu 

mais animais cultivados do que capturados (FAO, 2016).  

O Brasil destaca-se como décimo sétimo país no panorama 

mundial de produção de pescado, com uma produção aquícola de 

561.803 toneladas (FAO, 2016, MPA, 2011). O Estado de Santa 

Catarina é reconhecido por ser o maior produtor brasileiro de moluscos 

(mexilhões, ostras e vieiras), atingindo em 2015, uma produção 20.438 

toneladas (EPAGRI, 2015).  

As vieiras são consideradas organismos de grande interesse para 

a aquicultura mundial pois apresentam alta taxa de crescimento, 

população natural escassa e potencial para a comercialização por terem 

uma boa aceitação do mercado consumidor, o que confere valor 

agregado ao produto. No Brasil, os moluscos bivalves da família 

Pectinidae são representados por 5 gêneros e 15 espécies das quais 

Nodipecten nodosus e Euvola zic zac são as espécies mais conhecidas 

comercialmente (RIOS et al., 2009; RUPP & PARSON, 2006).   

A espécie de vieira Nodipecten nodosus (Figura 1), também 

conhecida por pata-de-leão, shell ou coquille apresenta alto valor 

econômico e sustenta uma importante indústria de cultivo. É 

considerada uma iguaria, servida nos restaurantes mais refinados, com 

sabor apreciado e alto valor nutritivo, o que lhe confere um alto valor de 

mercado (RUPP; PARSONS, 2004). Na costa brasileira, apresenta 

distribuição descontínua limitada aos Estados do Rio de Janeiro e Sul de 

Santa Catarina, e habitam naturalmente as águas costeiras das 

plataformas continentais, em locais que variam de 1 a 30 m de 

profundidade (RUPP; PARSONS, 2004).  
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Figura 1. (A) Aspecto externo e (B) aspecto interno da vieira Nodipecten 

nodosus – (a) brânquia e (b) glândula digestiva (Fonte:  elaborada pelo autor). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A produção de vieiras N. nodosus ocupam o terceiro lugar no 

ranking da produção total de moluscos no Estado de Santa Catarina 

(37.2t). A produção ainda é considerada pequena em comparação a de 

mexilhões (17.370t) e ostras (3.030t), pois a atividade é afetada pela 

baixa rusticidade do animal, que apresenta maior sensibilidade no 

período de verão, onde a salinidade da água se torna mais baixa em 

função das chuvas e a temperatura da água aumenta. Porém, seu valor 

no mercado é alto e em 2015 proporcionou uma movimentação 

financeira bruta de R$1.267.321,20 para o Estado (EPAGRI, 2015).  

 

Contaminação aquática  

 

O ecossistema aquático é considerado o mais susceptível à 

contaminação pois se caracteriza como o receptor final de vários tipos 

de contaminantes (BERTOLETTI, 1990). Nesse contexto, a atividade de 

produção aquícola, que depende fundamentalmente da qualidade da 

água, se encontra em meio a uma problemática, pois ambientes livres de 

contaminação são imprescindíveis para a homeostase dos organismos e 

para a garantia de uma produção e consumo de qualidade.  

O cenário mundial apresenta um crescimento populacional 

acelerado, atingindo a marca de 7 bilhões de pessoas atualmente 

(UNFPA, 2016). Grande parte da população (40%) vive em áreas 

litorâneas, a menos de 100Km da costa (LARUELLE et al., 2012) o que 

provoca um aumento do lançamento de efluentes sanitários nos 

receptores aquáticos. Além disso, resíduos industriais são responsáveis 

pelo lançamento de uma vasta gama de contaminantes que afetam 

drasticamente o meio ambiente (BRAGA et al., 2000; SEKOVSKI, I.; 

NEWTON, A.; DENNISON, W. C., 2012).  

A B a 

b 
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Atualmente, existem milhares de substâncias químicas sendo 

utilizadas e lançadas nos efluentes e este fato pode causar efeitos 

danosos aos organismos e ao ecossistema como um todo. O número de 

substâncias químicas cadastradas na base de dados da CAS REGISTRY 

é alarmante: mais de 115 milhões de substâncias químicas, com o aporte 

de mais de 15.000 registros diários de novas substâncias. Dentre as 

substâncias cadastradas, apenas 345.000 são reguladas por órgãos 

competentes quanto à sua toxicidade (CAS REGISTRY, 2016). 

A constante descarga de contaminantes oriundos das ações 

antrópicas provoca impactos nas regiões costeiras e litorâneas em todo o 

globo terrestre. O Brasil foi caracterizado por regiões de médio e 

altíssimo impacto (como a Região Sudeste) e de fato, por ser um país 

em desenvolvimento, possui ainda inúmeras deficiências relacionadas às 

condições básicas de saneamento e tratamento de efluentes (HALPERN, 

1998). Segundo o Instituto Trata Brasil e o Conselho Empresarial 

Brasileiro para o Desenvolvimento Sustentável (CEBDSa, 2014), o país 

está em 112º lugar de um ranking de 200 países, conforme o avanço no 

tratamento de água e esgoto. Mais de 100 milhões de brasileiros ainda 

não possuem coleta de esgoto e somente 38% do esgoto coletado recebe 

algum tipo de tratamento, nem sempre o adequado (CEBDSb, 2014). O 

esgoto sanitário é composto por uma mistura de substâncias como 

fármacos, produtos de higiene, bactérias, pesticidas, derivados de 

petróleo, entre outros, e considerado um dos principais causadores da 

poluição ambiental (ABESSA et al., 2005; TEMPLAR et al., 2016).  

Além do derramamento contínuo de esgoto sanitário no meio 

ambiente, as atividades do setor petrolífero (exploração de petróleo e 

gás natural offshore) causam significativa contaminação do ecossistema. 

Apesar da indústria petrolífera ser considerada fundamental para o 

desenvolvimento da economia mundial, é responsável por lançar 

anualmente mais de 1,3 milhões de toneladas de óleo cru (petróleo) no 

ambiente marinho (LARI, E.; ABTAHI, B.; HASHTROUDI, M. S., 

2016), o que a caracteriza como uma atividade que gera grandes 

impactos ambientais. No Brasil, a produção nacional de petróleo atingiu 

a marca de 1 milhão de barris/dia em 2016, graças à descoberta do pré-

sal, que se trata de campos submarinos de petróleo existentes abaixo de 

um enorme e espesso lençol de sal, o qual projetou o país a um dos 

maiores produtores mundiais de petróleo (PETROBRÁS, 2016). 

Juntamente com este potencial de produção, há um aumento de 

acidentes que provocam o derramamento de óleo e constantes derrames 

diários inerentes à exploração do petróleo, através dos fluidos de 

perfuração, água de descarte, vazamentos nos oleodutos, acidentes em 
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terra pelo transporte de derivados de petróleo, embarcações, entre outros 

(PROSPERI; NASCIMENTO, 2006).  

O petróleo foi caracterizado como principal fonte poluidora de 

rios e enseadas em 38% das cidades brasileiras (IBGE, 2005) e estima-

se que no ano de 2015 houve o derramamento de mais de 1 milhão de 

litros de derivados de petróleo no ambiente, pertencentes à classe de 

risco 3 – Líquidos inflamáveis - sendo o óleo diesel o produto de maior 

volume vazado, seguido da gasolina e etanol (IBAMA, 2015). Desta 

forma, o monitoramento de áreas próximas a exploração de petróleo é 

extremamente necessário, no intuito de prever possíveis contaminações 

e alertar sobre as possíveis consequências e efeitos deletérios que o 

petróleo e derivados podem provocar nos animais aquáticos e 

ecossistema.  

O petróleo ou óleo cru é composto basicamente por 

hidrocarbonetos alifáticos, aromáticos e compostos polares. Os 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) são ubiquamente 

encontrados no ambiente marinho e caracterizados como um grupo de 

centenas de compostos quimicamente relacionados, ambientalmente 

persistentes, com várias estruturas e graus de toxicidade (ABDEL-

SHAFY; MANSOUR 2016). A difusão ambiental destes contaminantes 

tem sido amplamente estudada devido suas características tóxicas, 

mutagênicas e carcinogênicas (BAUMARD et al., 1998) e por estas 

características, estão incluídos na maioria dos programas de 

monitoramento ambiental e saúde humana em vários países (WHO, 

1983). Embora se tenha conhecimento da presença de centenas de HPAs 

no meio ambiente, a Agência de Proteção Ambiental dos Estados 

Unidos (USEPA) criou uma lista de substâncias potencialmente tóxicas, 

conhecida como CERCLA - Comprehensive Environmental Response, 

Compensation, and Liability Act (USEPA, 2014). Esta lista foi baseada 

na frequência de ocorrência dos contaminantes, na toxicidade e 

potencial de exposição humana. Nela estão inseridos 16 HPAs 

considerados prioritários que necessitam de monitoramento constante 

(USEPA, 2014; AZEVEDO et al., 2008). Dentre os HPAs, destacam-se 

os que apresentam de dois a cinco anéis, como o naftaleno, fenantreno, 

criseno, benzo[a]pireno e seus derivados metilados e/ou alquilados 

(ABDEL-SHAFY; MANSOUR 2015). Estudos anteriores 

demonstraram que os HPAs são responsáveis por causar distúrbios 

significativos em animais aquáticos, como distúrbios fisiológicos, 

alterações membranares, redução da imunidade, distúrbios moleculares, 

desequilíbrio da capacidade antioxidante (HANNAM et al., 2010; 

GRINTZALIS et al., 2012; NOH et al., 2015).   
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O fenantreno é um HPA amplamente distribuído no ambiente 

aquático, composto por três anéis aromáticos, semi volátil e apresenta 

em sua estrutura uma região de baía e uma região K, conhecida por ser 

altamente reativa, característica de HPAs carcinogênicos, a exemplo do 

benzo[a]pireno (HANNAM et al., 2010, NING, et al., 2010). O 

fenantreno, apesar de não ser caracterizado como um composto 

mutagênico nem carcinogênico, está presente na lista de HPAs 

prioritários da USEPA, devido a sua abundância e seus efeitos tóxicos 

no ambiente (USEPA, 2014). Sua característica lipofílica faz com que 

seja aderido facilmente aos tecidos lipídicos dos organismos aquáticos e 

vários casos de intoxicação já foram relatados em animais aquáticos 

(ZACCHI et al., 2017). Alguns estudos demonstram que as 

concentrações de fenantreno em áreas poluídas podem variar de 14,6 μg 

L-1 a 1460 μg L-1 em áreas de exploração de petróleo (VRANA et al., 

2001; ANYAKORA et al., 2005). Em áreas costeiras urbanizadas de 

diversas regiões do mundo, as concentrações de fenantreno observadas 

na água estão entre 0,28 ng L-1 e 78 ng L-1 (TELLI-KARAKOÇ et al., 

2002; DELGADO et al., 2004; BIHARI; FAFANĐEL; PIŠKUR, 2007; 

WU et al., 2011). 

  

Ecotoxicologia: ferramentas e finalidade  

 

O termo Ecotoxicologia (ramo da toxicologia) foi sugerido pela 

primeira vez em 1969, por René Truhaut e foi definida como a ciência 

que estuda as modalidades de contaminação do ambiente pelos 

poluentes naturais ou sintéticos, produzidos pela ação humana, seus 

mecanismos e efeitos sobre os seres vivos (MAGALHAES & FILHO, 

2008). A partir disso, a Ecotoxicologia começou a ser utilizada como 

ferramenta de biomonitoramento ambiental, baseada principalmente nas 

respostas dos organismos, perante aos estressores químicos, com o 

objetivo de impedir e prevenir determinada intoxicação ou saber como 

interrompê-la, revertê-la e remediá-la por meio de um método pré-

definido (MAGALHAES & FILHO, 2008). 

Desde a década de 80, as agências ambientais de todo o mundo, 

principalmente dos EUA e Europa, começaram a desenvolver 

ferramentas de biomonitoramento, visando o conhecimento, prevenção e 

mitigação dos impactos causados pelos xenobióticos no meio ambiente. 

Neste contexto, a USEPA desenvolveu o chamado Clean Water Act, um 

marco regulatório para a implantação de programas de controle da 

poluição e em 1984 estabeleceu o uso de organismos para fins de 

monitoramento da qualidade da água (MAGALHÃES & FILHO, 2008). 
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Em 1986, foi implantado nos EUA, um Programa de Biomonitoramento 

de compostos ambientais a nível nacional, chamado Mussel Watch, que 

utiliza ostras e mexilhões como organismos bioindicadores para 

descrever o estado atual e detectar mudanças na qualidade ambiental das 

águas estuarinas e costeiras por meio de monitoramento ambiental 

(NCCOS, 2016).  

No Brasil, a primeira iniciativa em termos metodológicos se deu 

no ano de 1975, num programa internacional de padronização de testes 

de toxicidade aguda com peixes, desenvolvido pelo Comitê Técnico de 

Qualidade das Águas, da International Organization for 

Standardization (ISO) com participação da Companhia de Tecnologia e 

Saneamento Ambiental do Estado de São Paulo (CETESB). Atualmente, 

contamos com a Resolução do CONAMA n. 357, que dispõe sobre a 

classificação dos corpos d’água e diretrizes ambientais que prevê a 

investigação de contaminantes e suas possíveis interações utilizando 

ensaios ecotoxicológicos (CONAMA, 2005).    

Os organismos aquáticos bioindicadores mais utilizados em 

programas de biomonitoramento são os peixes e moluscos.  Os 

moluscos apresentam amplitude geográfica, são coletados facilmente 

tanto no ambiente natural quanto em cultivos provenientes da 

aquicultura, são filtradores, bioacumulam facilmente e rapidamente os 

compostos tóxicos presentes na água, são sésseis ou apresentam 

movimentação lenta (como é o caso das vieiras N. nodosus) e, portanto, 

não conseguem escapar facilmente das fontes de contaminação, além de 

representarem um importante recurso nutricional e econômico (BAINY 

et al., 2000).  

Em ecotoxicologia, o risco apresentado por substâncias químicas 

potencialmente nocivas é medido em vários níveis de organização. 

Embora os efeitos sejam mais dramáticos quando vistos a nível de 

população, estes parâmetros são também os mais difíceis de medir e de 

relacioná-los a um determinado tóxico (POYNTON et al., 2008). 

Portanto, os biomarcadores foram desenvolvidos como indicadores 

fisiológicos de exposição a tóxicos ou efeitos adversos em indivíduos 

dentro de uma população (HUGGET et al., 1992). Os biomarcadores 

compreendem desde alterações patológicas (histologia) até alterações 

moleculares a níveis de expressão de proteínas ou de genes. Em geral, 

eles são medidos com ensaios rápidos e simples e fornecem provas 

biológicas de exposição ou efeito (WALKER et al., 2006; POYNTON 

et al., 2008).  

A presença de poluentes no meio ambiente aquático promove 

uma série de eventos celulares e sistêmicos, conhecidos também como 
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mecanismos de defesa, no intuito de restaurar a homeostase do animal. 

A resposta ao estresse inclui três fases diferentes: a fase de alarme, fase 

de resistência e fase de exaustão. A fase de alarme corresponde a 

modificações nos parâmetros bioquímicos e genéticos, o que pode 

resultar em danos ou morte celular.  A fase de resistência é caracterizada 

pela ativação de mecanismos de defesa (defesa antioxidante, reparo de 

proteínas, biotransformação) que são concomitantes com os primeiros 

sinais de redução da atividade vital e crescimento, e a fase de exaustão, 

conhecida pela ocorrência do colapso das funções celulares (integridade 

da membrana, reprodução), levando a danos crônicos e morte 

(STEINBERG et al., 2008).  

Várias técnicas moleculares e bioquímicas são empregadas para 

qualificar e quantificar as respostas dos organismos bioindicadores 

perante aos contaminantes. Estas análises conseguem prever os danos 

causados pelos contaminantes no ecossistema, pois os efeitos a nível de 

organização celular/molecular manifestam-se primeiramente, 

antecipando um efeito deletério irreversível a níveis mais altos de 

organização biológica, a exemplo de populações e ecossistema 

(ZAGATTO, 2008; MONSERRAT et al., 2003).  

Biomarcadores são definidos como alterações biológicas 

induzidas pela presença de contaminantes ambientais (xenobióticos) que 

expressam características moleculares, bioquímicas, celulares, 

histológicas e fisiológicas (WALKER, et al., 1996; HUGGETT, 1992). 

Portanto, os biomarcadores podem ser utilizados de forma preventiva, 

permitindo que ações de biorremediação possam ser realizadas 

principalmente em áreas impactadas por uma complexa mistura de 

contaminantes (CAJARAVILLE et al., 2000). Desta forma, a utilização 

de vários biomarcadores, escolhidos criteriosamente, são necessários 

para que se obtenha uma resposta ampla da condição de saúde do 

organismo, garantindo a veracidade dos dados obtidos (FREIRE et al., 

2008). Alguns biomarcadores já estão sendo utilizados em programas de 

biomonitoramento em vários países, por possuírem protocolos bem 

fundamentados e serem técnicas confiáveis, sensíveis e gerarem resposta 

em curto prazo de tempo, além de serem relativamente baratas, como 

análises enzimáticas, análises de transcrição gênica, análises de danos de 

membrana e DNA, entre outros (FREIRE et al., 2008). 

 

Biomarcadores bioquímicos 

 

Os organismos aquáticos expostos a contaminantes possuem um 

sistema de composto por enzimas de biotransformação que apresenta 
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três fases distintas atuantes no mecanismo de detoxificação de 

xenobióticos (ZHANG et al., 2015). Quando o xenobiótico entra em 

contato com a célula e é absorvido através da membrana plasmática, o 

composto pode ser excretado, ou biotransformado primeiramente pela 

fase I de biotransformação, que envolve reações de oxidação, redução e 

hidrólise, introduzindo ou expondo grupos funcionais nas moléculas de 

xenobióticos (-OH, -NH2, -COOH, etc), que os transformam em 

compostos hidrofílicos através de reações de detoxificação ou 

bioativação via citocromo P-450 (CYP450) e flavina monooxigenase 

(FMO) (MEYER, 1996; OMIECINSKI et al., 2011). Esta primeira fase 

gera um metabólito primário, que pode ser excretado ou então continuar 

em um processo de biotransformação de fase II. A fase II é caracterizada 

pela conjugação dos subprodutos da fase I via glutationa-S-transferase 

(GSTs) e sulfotransferases (SULTs), resultando em um metabólito 

secundário, mais hidrossolúvel e fácil de ser excretado, o que evita a 

reabsorção pelo organismo (TREVISAN, 2014). Na fase III há o 

envolvimento de proteínas de membrana, identificadas pelos 

componentes do sistema de resistência a múltiplos xenobióticos 

(multixenobiotic resistance – MXR), que expulsam os xenobióticos da 

célula (LUCKENBACH; EPEL, 2008; ZHANG et al., 2015). As reações 

de fase I e II podem provocar algumas alterações nos compostos 

químicos, potencializando sua toxicidade, pela formação de metabólitos 

mais reativos. Estes, podem se ligar covalentemente a moléculas de 

DNA, RNA ou proteínas, que possam interferir no funcionamento 

normal da célula, aumentando o risco de distúrbios nos animais, como 

câncer, entre outros (GUENGERICH, 2008; NEBERT; KARP, 2008). 

As enzimas CYP, GST e SULTs são muito utilizadas como 

biomarcadores de contaminação aquática por HPAs em bivalves 

(GLATT et al., 2001; BEBIANNO; BARREIRA, 2009; MIAO et al., 

2011). Componentes do sistema CYP pertencem a uma superfamília 

presente nos genomas de todos os filos e estão sendo cada vez mais 

estudadas com o intuito de reconhecer um número crescente de 

diferentes isoformas de CYP (HANNEMANN et al., 2007; GIULIANI, 

et al., 2013; MARTINS et al., 2013). Os membros da família CYP são 

importantes no metabolismo de uma grande variedade de xenobióticos, 

tais como drogas, substâncias cancerígenas, aditivos alimentares, 

poluentes, pesticidas ou produtos químicos ambientais (WAXMAN; 

AZAROFF, 1992; SARKAR et al., 2006). Os CYPs são agrupados de 

acordo com as classes de substratos que metabolizam e sequência de 

seus aminoácidos. Os HPAs estão entre os substratos de CYPs da 

família 1, em mamíferos e em peixes (NEBERT; RUSSEL, 2002). 



33 

 

Outros CYPs pertencentes às famílias CYP2 e CYP3 estão relacionados 

não apenas à biotransformação de contaminantes, mas também 

relacionados com o metabolismo de compostos endógenos (TIAN et al., 

2014). 

As GSTs são classificadas conforme a sequência N-terminal de 

aminoácidos, especificidade pelo substrato e sensibilidade aos 

inibidores, e são nomeadas como alpha, beta, delta, mu, omega, pi, 

sigma, tau, theta e zeta (BLANCHETTE et al., 2007; RHEE et al., 

2007). Tanto as GSTs, quanto as SULTs desempenham um papel 

bastante importante no metabolismo dos HPAs e são frequentemente 

estudadas em mamíferos, porém, em relação a atividade enzimática e 

transcrição de genes em bivalves, mais estudos são necessários. Além 

destes genes de biotransformação de xenobióticos, outros genes de 

diferentes vias metabólicas estão sendo estudados em organismos 

aquáticos, como genes do sistema imunológico, da via de sinalização, 

metabolismo de lipídios, processos glicolíticos, metabolismo energético, 

entre outros (BOUTET et al., 2005; TANGUY et al., 2005; DONDERO 

et al., 2006). Porém, ainda existem poucos trabalhos referenciando estes 

genes em organismos bivalves. Desta forma, existem ainda inúmeros 

genes e isoformas que precisam ser investigados a fim de definir 

precisamente suas funções catalíticas ou sua importância fisiológica e 

toxicológica nos organismos.  

Outro sistema de defesa presente nos organismos é conhecido 

como sistema de defesa antioxidante, que combate as espécies reativas 

de oxigênio (EROs) provenientes do próprio metabolismo celular. O 

radical ânion superóxido (O2.-), o oxigênio singlete (1O2) e o radical 

hidroxila (.OH), assim como o peróxido de hidrogênio (H2O2) e outros 

compostos não radicalares, compõem as EROs. A toxicidade das EROs 

está relacionada com a capacidade de ocasionar lesões na membrana 

celular, danos em proteínas e alterações no DNA (ALMEIDA et al., 

2007). A produção de EROS ocorre naturalmente nos organismos 

durante o processo de fosforilação oxidativa para obtenção de energia, 

ação fagocitária de células de defesa e reações enzimáticas (STOREY, 

1996; LUCHMANN, 2012). Através da cadeia transportadora de 

elétrons na mitocôndria, o oxigênio é reduzido à água, enquanto a 

adenosina trifosfato (ATP) é gerada como o principal combustível 

celular. Durante o metabolismo aeróbico, a taxa de consumo de oxigênio 

pode ser elevada, o que aumenta a probabilidade da produção de 

derivados tóxicos de oxigênio durante o processo. Desta forma, ao 

mesmo tempo que o oxigênio é fundamental para a célula em 

organismos aeróbios, seu metabolismo pode ser um risco para estrutura, 



34 

 

funcionamento e homeostase celular (INOUE et al., 2003; MCCORD, 

2000).  Além do mais, a produção destas espécies tóxicas pode ser 

aumentada quando o organismo entra em contato com xenobióticos 

como os HPAs, como consequência da biotransformação dos compostos 

orgânicos, e ainda pela presença de íons metálicos livres, gerando ciclos 

de reações oxidativas (REGOLI et al., 2002; WALKER et al., 2011; 

NOGUEIRA et al., 2011). 

O estresse oxidativo é definido como o desbalanço entre a 

produção de EROs e as defesas antioxidantes e pode promover 

processos biológicos a nível celular, sistêmico e populacional. Em 

animais aquáticos podem estar relacionados a taxas reduzidas de 

crescimento, reprodução e sobrevivência, assim como ao 

desenvolvimento de anomalias através de mutações gênicas e processos 

carcinogênicos (SIES; STAHL; SUNDQUIST, 1992; REGOLI et al., 

2002; PATETSINI et al., 2013). Também pode provocar a peroxidação 

lipídica, de proteínas e ácidos nucleicos (ZHANG, et al., 2015). Para 

combater o estresse oxidativo e manter a homeostase animal, o sistema 

de defesa antioxidante é composto por enzimas que facilitam a excreção 

das EROs, como a superóxido dismutase (SOD), que é uma 

metaloenzima encontrada principalmente no citosol, que atua sobre o 

radical O2.-, transformado-o em H2O2. O peróxido de hidrogênio, por 

sua vez, pode ser decomposto por diferentes enzimas. Uma delas é a 

catalase (CAT), uma hemoproteína encontrada principalmente nos 

peroxissomos, mas também no citosol, que transforma o H2O2 em uma 

molécula de oxigênio molecular (O2) e duas moléculas de H2O. A GPx, 

uma selenoproteína presente no citosol, mitocôndria e meio extracelular, 

também é responsável por transformar o H2O2 através do intermédio da 

glutationa (GSH) (TREVISAN, 2014). Além das enzimas antioxidantes, 

o sistema de defesa conta com a atividade de enzimas auxiliares como a 

glutationa redutase (GR) que reduz a glutationa oxidase (GSSG) a GSH, 

e a glicose-6-fosfato desidrogenase, que através da nicotinamida-

adenina dinucleotídeo fosfato reduzida (NADPH) converte a GSSG em 

GSH (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).  

Além dos danos ao DNA, as EROS podem afetar a membrana 

lipídica. O processo de peroxidação lipídica ocorre a partir de uma 

cadeia de reações resultantes da ação dos radicais livres sobre os ácidos 

graxos insaturados das membranas celulares, que degrada sua estrutura e 

pode levar à perda das funções celulares (BENZIE, 1996). Uma das 

técnicas mais utilizadas para verificar a peroxidação lipídica é através da 

quantificação dos níveis de malondialdeído (MDA), o qual é um produto 
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secundário formado durante a oxidação de ácidos graxos poli-

insaturados (LIMA, ABDALLA, 2001).  

  

Biomarcadores moleculares  

  

Geralmente, os primeiros sinais ou respostas biológicas dos 

animais contaminados por substâncias químicas são verificados através 

dos níveis de transcrição gênica (BRULLE et al., 2008). Os 

xenobióticos se ligam aos receptores celulares que vão interagir com 

sequências específicas de DNA, promovendo a transcrição de genes que 

podem ser traduzidos a proteínas/enzimas (PIÑA; CASADO; QUIRÓS, 

2007; FLORES-NUNES, 2013). Os genes transcritos podem apresentar 

alterações em função da exposição do organismo aos contaminantes, 

como o aumento ou redução dos seus níveis de transcritos. Neste 

contexto, os biomarcadores moleculares são aplicados amplamente em 

estudos ecotoxicológicos, e fazem parte de um campo da ciência 

conhecido como ecotoxicogenômica (CHAPMAN et al., 2011).  

A ecotoxicogenômica integra a genômica, incluindo a 

transcriptômica, proteômica e metabolômica à estudos ecotoxicológicos, 

e oferecem maior sensibilidade e especificidade quando comparada à 

biomarcadores bioquímicos clássicos, pois as respostas destes podem ser 

inespecíficas em relação ao contaminante avaliado (SNAPE et al., 2004; 

POYNTON et al., 2008). Como as análises genômicas caracterizam as 

respostas moleculares do organismo perante aos contaminantes, 

fornecem uma visão mais abrangente dos efeitos tóxicos causados e dos 

mecanismos compensatórios utilizados pelo organismo em sua defesa 

(POYNTON et al., 2008). Dentro do contexto da ecotoxicogenômica, a 

transcriptômica identifica genes de organismos no qual o genoma não é 

conhecido ou é pouco caracterizado, através do sequenciamento de 

DNA complementar (cDNA). Desta forma, é possível identificar 

inúmeras sequências produzidas por um organismo em uma determinada 

condição ambiental (LUCHMANN, 2012). Uma vez que os genes são 

identificados, a técnica de reação em cadeia de polimerase em tempo 

real (qPCR) deve ser utilizada para validar a transcrição diferencial de 

genes e assim caracterizados como biomarcadores biológicos de 

resposta (JAYAPAL et al., 2010). A técnica de qPCR apesar de ser 

relativamente cara, ainda é bastante utilizada para validar e quantificar 

as possíveis diferenciações ocasionadas por doenças ou contaminantes 

ambientais nos organismos (MARDIS, 2008). Desta forma, os genes 

biomarcadores podem ter tanto um aumento no seu número de 
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transcritos, como uma redução dos seus níveis, dependendo das 

condições ambientais.  

 

Depuração: sanidade animal e qualidade para o consumo  

 

 Do ponto de vista microbiológico, a depuração é definida como 

um processo aplicado aos moluscos bivalves, com a finalidade de 

reduzir sua contaminação microbiana a níveis aceitáveis para o consumo 

humano, podendo ocorrer no ambiente natural ou em dependências de 

processamento situadas em estabelecimentos industriais (EPAGRI, 

2014). Pelo fato dos moluscos serem bons filtradores e terem a 

capacidade de bioacumular microrganismos e substâncias químicas em 

seus tecidos, vários países já exigem a utilização de protocolos de 

depuração a fim de minimizar e remover bactérias, contaminantes virais, 

metais traços, organoclorados, pesticidas, PCBs e dioxinas (FAO, 2008; 

MAM, 2014). No Brasil, até o ano de 2012, não existia legislação 

específica para o controle higiênico-sanitário de moluscos bivalves, 

porém, por meio de um convênio entre o Ministério da Pesca e 

Aquicultura (MPA) e a Companhia Integrada de Desenvolvimento 

Agrícola de Santa Catarina (CIDASC), o Estado de Santa Catarina 

passou a estruturar seu programa de controle higiênico-sanitário de 

moluscos bivalves com bases oficiais. As diretrizes visam o 

monitoramento de microrganismos contaminantes e biotoxinas marinhas 

(EPAGRI, 2014), portanto não é realizado o controle de metais e 

substâncias químicas orgânicas.  

A Resolução n.o 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente 

(CONAMA, 2005), define a concentração de alguns HPAs e metais em 

águas doce, salobras e salinas e observa-se que nos locais onde existem 

cultivos de organismos voltados ao consumo humano, os teores 

máximos de HPAs individuais são bastante restritivos (0,018 μg L-1) na 

água. Na União Europeia, a legislação vigente - Regulamento (UE) n.o 

835/2011 - limita o uso de diversas substâncias químicas, como 

fármacos, HPAs, metais, nitratos, entre outros. Em relação aos HPAs, a 

legislação estabelece limites máximos para 4 HPAs considerados 

potenciais carcinogênicos: benzo(a)pireno, benz(a)antraceno, 

benzo(b)fluoranteno e criseno (USEPA, 2009), sendo que as 

concentrações de benzo(a)pireno não podem ultrapassar  6 μg/kg de 

peso fresco e a soma dos quatro, não ultrapassar 35 μg/kg de peso 

fresco.   

Como citado anteriormente, a depuração pode ser realizada tanto 

em ambientes naturais, pela realocação dos animais para zonas mais 
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limpas, quanto em ambientes controlados. Nestes ambientes, a 

depuração pode ser realizada através de sistema estático, de 

recirculação, ou contínuo, juntamente com a utilização de ozônio, cloro 

e/ou filtro UV (EPAGRI, 2014). Vários estudos experimentais 

comprovaram a eficiência da depuração UV na redução de 

microrganismos que ameaçam a saúde pública (SÜß et al., 2009; LEAL 

DIEGO et al., 2013; SOUZA et al., 2013). Resultados relacionados à 

bioacumulação e depuração de HPAs em moluscos não apresentam um 

padrão definido, especialmente porque as respostas dos animais podem 

variar devido ao sexo, fase reprodutiva, efeitos sazonais, variabilidade 

genética, interação entre diferentes xenobióticos, tempo e tipo de 

depuração (SERICANO et al., 1996; XIU et al., 2015). A depuração UV 

foi relacionada à ativação de metabólitos de HPAs e ao aumento na 

produção de EROS, desencadeando alterações biológicas nos animais 

(SÜß et al., 2009; LEAL DIEGO et al., 2013; SOUZA et al., 2013). 

Contudo, não existem resultados demonstrando a eficiência desses 

tratamentos em condições não experimentais em escala industrial, no 

Estado de SC, o que dificulta e praticamente inviabiliza a utilização da 

depuração como forma de prevenção e garantia de um produto final de 

qualidade.  

 Porém, do ponto de vista ambiental, a depuração apresenta 

resultados positivos, já que os animais contaminados possuem a 

capacidade de eliminar as substâncias indesejáveis de seus organismos 

quando transportados para locais de água mais limpa e com boa 

circulação. Com os dados gerados neste estudo, espera-se também 

enfatizar o uso da depuração como forma de combate e/ou redução de 

contaminantes (presente nos tecidos animais) até então não controlados 

pela legislação brasileira; promover a saúde dos animais, onde a 

depuração entraria como forma mitigadora dos efeitos causados pela 

exposição dos animais a substâncias químicas; e também a promoção da 

saúde da população.  

 

Estrutura e objetivos da tese 

 
A ecotoxicologia é uma ciência oriunda da toxicologia que utiliza 

de ferramentas extremamente importantes para o monitoramento 

ambiental. Com base no contexto apresentado, de fato, é uma área em 

expansão que requer constanstes estudos que vislumbrem o 

preenchimento das necessidades e lacunas ainda existentes. Assim, este 

estudo representa mais um passo na busca de respostas relacionadas ao 
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uso de organismos aquáticos bioindicadores de contaminaçao por HPAs 

e biomarcadores e tem como Objetivo Geral:  

 

 Análisar biomarcadores moleculares e bioquímicos em vieiras 

Nodipecten nodosus expostas à hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos, com o intuito de verificar as respostas referentes à 

transcrição de genes de biotransformação e atividade de 

enzimas participantes do sistema antioxidante, assim como 

respostas referente a genes com funções associadas a 

imunidade, metabolismo energético e reparo celular e 

estabelecer biomarcadores sensíveis para a avaliação do 

ambiente aquático.  

 

Neste sentido, as vieiras foram expostas a duas concentrações de 

fenantreno e, posteriormente submetidas a um período de depuração; em 

outro experimento, foram expostas a duas concentrações de óleo cru. Os 

dados gerados nesta Tese podem se tornar importantes fontes de 

informação para pesquisas relacionadas com a contaminação das águas 

por substâncias derivadas do petróleo e contribuir para um programa de 

biomonitoramento ambiental de águas costeiras.   

Os Capítulo 1 e 2 apresentam artigos a serem publicaos em 

periódicos científicos.  

O Capítulo 1 se refere ao experimento realizado com vieiras N. 

nodosus expostas por 24 e 96 h a duas concentrações de fenantreno, 

seguido de 96 h de depuração. Este estudo foi publicado na revista 

Aquatic Toxicology (PIAZZA et al., 2016) e tem como Objetivos 

específicos: 

 

 Investigar a atividade do sistema antioxidante e 

biotransformação por meio da atividade das enzimas SOD, 

CAT, GR, GPx, G6PDH e GST e níveis de peroxidação 

lipídica;  

  

 Verificar os níveis de transcrição de genes relacionados à 

biotransformação de xenobióticos e metabolização de lipídios, 

como: CYP1A1-like, CYP1A5-like, CYP2D20-like, CYP2J6-

like, CYP2UI-like, CYP3A11-like, CYP3A25-like, CYP3A29-
like, FABP-like, GST_omega-like, SULT1B1-like, SULT1C1-

like, SULT4A1-like e FMO-like; 
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 Verificar os níveis de bioacumulação e capacidade de 

depuração nos tecidos inteiros das vieiras; 

 

 Verificar o potencial da depuração natural em sistema estático 

na redução de fenantreno dos tecidos das vieiras. 

 

O Capítulo 2 está em fase final da redação do manuscrito, o qual 

será submetido para a Revista Aquatic Toxicology e tem como 

Objetivos específicos: 

 

 Analisar genes previamente identificados através do 

transcritptoma de N. nodosus (manuscrito em preparação), em 

animais expostos ao petróleo.  

 

Os genes foram analisados em brânquias e glândula digestiva das 

vieiras, após 24 e 96 h de exposição à duas concentrações de óleo cru, 

pelo método de PCR quantitativo em tempo real (qPCR) e estão 

associados às vias de biotransformação, função imune, reparo celular, 

crescimento e metabolismo energético: CYP2D20-like, CYP2UI-like, 

CYP3A11-like, MAO-like, GST_omega-like, SULT1B1-like, SULT4A1-

like, VWA7-like, VNN1-like, YELL-like, TRIM56-like, STAT2-like, 

FGFR2-like, PLB1-like, CREB2-like, MYG-like, ACHA2-like, NTD-like, 

ZRAB3-like, P4HA3-like, GBS76A-like.  
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CAPÍTULO 1 

 

Exposição ao fenantreno e depuração: Diferenças na transcrição de 

genes, atividade enzimática e peroxidação lipídica em brânquias de 

vieiras Nodipecten nodosus  

 

Rômi S. Piazzaa, Rafael Trevisana, Fabrício Flores-Nunesa, Guilherme 

Toledo-Silvaa, Nestor Wendta, Jacó J. Mattosb, Daína Limaa, Satie 

Taniguchic, Silvio Tarou Sasakic, Álvaro C.P. Melloa, Flávia L. Zacchia, 

Miguel A. S. Serranoa, Carlos H. A. M. Gomesd, Márcia C. Bícegoc, 

Eduardo A. de Almeidae, Afonso C.D. Bainya 

 

aLaboratório de Biomarcadores de Contaminação Aquática e 

Imunoquímica, Departamento de Bioquímica, Universidade Federal de 

Santa Catarina, UFSC, Florianópolis, SC, Brasil; bNúcleo de Pesquisas em 

Patologia Aquícola – NEPAQ, Universidade Federal de Santa Catarina, 

UFSC, Florianópolis, SC, Brasil; cLaboratório de Química Orgânica 

Marinha, Instituto Oceanográfico, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

Brasil; dLaboratório de Moluscos Marinhos – LMM – Departamento de 

Aquicultura, Centro de Ciências Agrárias, Universidade Federal de Santa 

Catarina, UFSC, Florianópolis, SC, Brasil; e Departamento de Química 

Ciências Ambientais, IBILCE, UNESP, São José do Rio Preto, SP, Brazil.  

 

Artigo publicado na Revista Aquatic Toxicology volume 177, páginas 

146-155, 2016.  

 

 

Resumo  

 

Compreender o mecanismo de biotransformação do fenantreno (PHE) e 

relacioná-lo às respostas celulares em bivalves pode constituir uma 

ferramenta importante para elucidar os riscos que os hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos (HPAs) representam aos organismos aquáticos. 

No presente estudo foram analisados níveis de transcrição de 13 genes 

de biotransformação relacionados ao citocromo P450 (CYP), glutationa 

S-transferase (GST), sulfotransferase (SULT), flavina monooxigenase e 

proteínas de ligação de ácidos graxos através de qPCR em brânquia de 

vieiras Nodipecten nodosus expostas ao fenantreno por 24 e 96 h às 

concentrações de 50 e 200 µg L-1 (equivalente a 0,28 e 1,12 µM, 

respectivamente), seguida por uma depuração em água limpa durante 96 

h (DEP). A atividade enzimática da catalase (CAT), glutationa 
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peroxidase (GPx), superóxido dismutase (SOD), glutationa redutase 

(GR), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), glutationa S- 

transferase (GST) e níveis de peroxidação lipídica (MDA) também 

foram quantificados. Foi verificado um aumento nos níveis 

transcricionais dos genes CYP2UI-like, CYP2D20-like, CYP3A11-like, 

GST_omega-like, SULT1B1-like após 24 e 96 h de exposição dos 

organismos ao fenantreno. Em paralelo, a atividade das enzimas GR e 

GPX aumentou após 96 h de exposição à 200 µg L-1 e da G6PDH 

aumentou após 24 h de exposição à 50 µg L-1. Este aumento verificado 

no sistema antioxidante e nas fases I e II de biotransformação podem 

estar relacionados com o aumento da bioacumulação de fenantreno nos 

tecidos das vieiras (2,7 e 12,5 vezes) após 96 h de exposição a ambas 

concentrações, respectivamente.  Curiosamente, DEP causou um 

restabelecimento da atividade da GPX e GR, bem como dos níveis de 

transcrição de todos os genes de biotransformação que apresentaram 

aumento significativo após a exposição ao fenantreno (exceto 

SULT1B1-like). Os níveis de bioacumulação de fenantreno diminuíram 

2,5-2,9 vezes após a depuração, embora algumas alterações bioquímicas 

e moleculares ainda tenham permanecido. Os níveis de MDA 

permaneceram menores nos animais expostos à 200 µg L-1 durante 24 h 

e após DEP. Estes dados demonstraram que N. nodosus foram capazes 

de induzir uma resposta antioxidante e de biotransformação após 

exposição ao fenantreno, contrariando a sua toxicidade, e o sistema de 

depuração utilizados pode ser um protocolo eficaz para a depuração de 

bivalves após exposição ao fenantreno. 

 

Palavras-chave: fenantreno, biotransformação, vieiras, Nodipecten 
nodosus, depuração, moluscos. 

 

 

 

Exposure to phenanthrene and depuration: Changes on gene 

transcription, enzymatic activity and lipid peroxidation in gill of 

scallops Nodipecten nodosus 

 

 

 

Abstract  

 

Understanding the mechanism of phenanthrene (PHE) biotransformation 

and related cellular responses in bivalves can be an important tool to 
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elucidate the risks of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) to 

aquatic organisms. In the present study, it was analyzed the 

transcriptional levels of 13 biotransformation genes related to 

cytochrome P450 (CYP), glutathione S-transferase (GST), 

sulfotransferase (SULT), flavin-containing monooxygenase and fatty 

acid-binding proteins by qPCR in gill of scallops Nodipecten nodosus 
exposed for 24 or 96 h to 50 or 200 µgL−1 PHE (equivalent to 0.28 and 

1.12 µM, respectively), followed by depuration in clean water for 96 h 

(DEP). Likewise, it was quantified the activity of catalase (CAT), 

glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD), glutathione 

reductase (GR), glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PDH), GST 

and levels of lipid peroxidation. Increased transcriptional levels of 

CYP2UI-like, CYP2D20-like, CYP3A11-like, GST_omega-like, 

SULT1B1-like genes were detected in organisms exposed to PHE for 24 

or 96 h. In parallel, GR and GPX activities increased after 96 h exposure 

to 200 µgL−1 PHE and G6PDH activity increased after 24 h exposure to 

50 µgL−1 PHE. This enhancement of antioxidant and phase I and II 

biotransformation systems may be related to the 2.7 and 12.5 fold 

increases in PHE bioaccumulation after 96 h exposure to 50 and 200 

µgL−1 PHE, respectively. Interestingly, DEP caused reestablishment of 

GPX and GR activity, as well as to the transcript levels of all 

upregulated biotransformation genes (except for SULT1B1-like). 

Bioaccumulated PHE levels decreased 2.5–2.9 fold after depuration, 

although some biochemical and molecular modifications were still 

present. Lipid peroxidation levels remained lower in animals exposed to 

200 µgL−1 PHE for 24 h and DEP. These data indicate that N. nodosus is 

able to induce an antioxidant and biotransformation-related response to 

PHE exposure, counteracting its toxicity, and DEP can be an effective 

protocol for bivalve depuration after PHE exposure. 

 

Keywords: phenanthrene, biotransformation, scallops, Nodipecten 

nodosus, depuration, mollusks.  

 

 

 

Introdução  

 

 O meio ambiente aquático é considerado bastante vulnerável à 

pressão antrópica por ser o destinatário final de uma variedade de 

poluentes. Os derramamentos de petróleo estão entre os principais 

fatores causadores da contaminação marinha, visto que cerca de 87 
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milhões de barris de petróleo são produzidos globalmente todos os dias. 

O óleo derramado é composto principalmente por hidrocarbonetos 

alifáticos/hidrocarbonetos aromáticos e compostos polares e, 

perdas/derrames podem ocorrer durante o processo de transporte e 

processos pirolíticos, além das descargas de águas residuais, domésticas 

e industriais (Martins et al., 2013; Wei et al., 2015). Hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos (HPAs), os principais componentes de petróleo 

bruto, são ubiquamente encontrados no ambiente marinho. Entre eles 

encontra-se o fenantreno (PHE), um HPA de baixo peso molecular com 

três anéis benzênicos e é um componente representativo em 

ecossistemas marinhos contaminados (De Luca-Abbott et al., 2005; 

Schäfer and Köhler, 2009). 

 O PHE é frequentemente utilizado como modelo no estudo do 

metabolismo de HPAs por sua biodisponibilidade no ambiente marinho 

(Hannam et al., 2010a; Wootton et al., 2003). É o menor HPAs a 

apresentar uma região de baía e uma região K, que são regiões altamente 

reativas, onde as principais espécies cancerígenas podem ser formadas 

(Zhang et al., 2014). Devido à sua alta natureza lipofílica, o fenantreno 

pode facilmente penetrar nas membranas biológicas; sua bioacumulação 

tende a ser bastante rápida e, por ser um poluente orgânico persistente, 

pode indicar riscos à saúde até mesmo depois de várias décadas de 

exposição (Jin et al., 2015; Noh et al., 2015; Xiu et al., 2015). Além 

disso, o fenantreno foi incluído na lista "Poluentes Prioritários" pela 

Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), e, 

embora não seja considerado carcinogênico nem mutagênico, pode ser 

tóxico para vários animais marinhos (Zhang et al., 2014). 

Estudos demonstram que fenantreno induz o estresse oxidativo, 

imunossupressão e genotoxicidade em moluscos, além de alterações 

moleculares em nível de transcrição de genes (Einsporn and Koehler, 

2008; Hannam et al., 2010a). A toxicidade dos HPAs está associada aos 

mecanismos de desintoxicação celular pois, alguns dos metabólitos 

produzidos durante a biotransformação são altamente reativos podendo 

formar adutos de DNA (Akcha et al., 2000). Diferentes mecanismos de 

toxicidade do fenantreno têm sido propostos, mas a evidência mais 

convincente está relacionada à sua ativação metabólica por membros da 

superfamília do citocromo P450 (CYP) durante a fase I de 

biotransformação (Schlenk, 1998; Zanette et al., 2008). Os subprodutos 

da fase I de biotransformação podem ser conjugados a substratos 

endógenos durante a fase II, sendo catalisada por enzimas como a 

glutationa-S-transferase (GST) e sulfotransferases (SULTs), formando 

compostos hidrofílicos para posterior excreção.  
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 A biotransformação de HPAs pode levar à produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs), oxidando proteínas, DNA e aumentando a 

peroxidação lipídica (Grintzalis et al., 2012; Noh et al., 2015). 

Consequentemente, um complexo conjunto de sistemas antioxidantes 

atua na prevenção de dano oxidativo cumulativo, neutralizando o 

excesso de EROs (Halliwell and Gutteridge, 1985). Além disso, animais 

submetidos ao estresse têm um aumento na demanda de energia, 

mobilizando combustível metabólico (ácidos graxos) para a 

sobrevivência. Proteínas de ligação de ácidos graxos (FABP) são 

altamente ativas no metabolismo de ácidos graxos, participam da 

absorção, transporte e homeostase de lipídeos (Bayır et al., 2015; 

Travers et al., 2010). 

 O uso de bivalves em estudos relacionados com a contaminação 

aquática tem aumentado ao longo da última década, especialmente em 

relação à HPAs, petróleo bruto, pesticidas e toxicidade de metais 

(Hannam et al., 2010a). A vieira N. nodosus é considerada um 

organismo sentinela, possui ampla distribuição geográfica (dos EUA até 

o Brasil) e é susceptível a um grande número de contaminantes, além do 

seu importante valor econômico (Cranford, 2006; Freites et al., 2010). 

Considerando seu comportamento filtrador e sua capacidade de 

bioacumulação de xenobióticos, a legislação em alguns países solicita a 

utilização de protocolos de depuração, a fim de minimizar os riscos de 

contaminação humana. Neste contexto, é evidente que os procedimentos 

de depuração podem ajudar a melhorar a saúde dos bivalves e da 

produção em geral. A depuração pode ser uma ferramenta eficaz na 

remoção de muitas bactérias termotolerantes, contaminantes virais, 

vibrios, biotoxinas, metais traço ou produtos químicos orgânicos (FAO, 

2008). 

 Englobando estes questionamentos e, a fim de obter respostas 

para esclarecer os mecanismos de biotransformação do fenantreno, o 

objetivo deste estudo foi investigar as mudanças nas atividades de 

biotransformação e enzimas antioxidantes, níveis de peroxidação 

lipídica, bem como os níveis de transcrição de genes importantes nos 

mecanismos de biotransformação de HPAs em brânquias de N. nodosus. 
Um protocolo de depuração foi desenvolvido e testado de forma a 

estimar a aplicabilidade desta técnica para permitir a descontaminação 

de animais expostos à HPAs. 

 

 

 

 



46 

 

Materiais e Métodos  

 

Vieiras e condições de exposição  
 

Vieiras N. nodosus de comprimento de concha semelhante (6,0-

8,0 cm) foram coletadas de um cultivo na praia da Enseada do Brito, 

(SC-Brasil). Após a coleta, os animais foram limpos e transportados 

para o Laboratório de Moluscos Marinhos (LMM, UFSC, Brasil) e 

passaram por um período de aclimatação de 7 dias antes da exposição. 

Os animais foram colocados em tanques de fibra de vidro, com aeração 

constante e água do mar filtrada (0,45µm). Na parte inferior do tanque 

foi colocada uma rede para evitar que os animais entrassem em contato 

com o fundo do tanque. Um sistema de renovação de água (1,4 L min-1, 

30 salinidade e 18◦C) foi aplicado, e as vieiras foram alimentadas com 

uma dieta de manutenção (uma mistura de algas Isochrysis galbana e 

Chaetoceros muelleri). 
 Fenantreno (P1140-9, 98 % de pureza, Sigma - Aldrich) foi 

dissolvido em dimetil-sulfóxido (DMSO) e água do mar filtrada foi 

adicionada para que as concentrações nominais finais de fenantreno 

fossem de 50 e 200 µg L-1, equivalente a 0,28 e 1,12 µM, com 

concentração máxima final de DMSO de 0,01 % (v/v). As concentrações 

de fenantreno foram escolhidas baseadas em estudos anteriores com 

bivalves (Hannam et al., 2010a, 2010b; Wootton et al., 2003; Zhang et 

al., 2014). As vieiras foram alocadas em três tanques estáticos com as 

mesmas condições após o período de aclimatação (grupo controle, 50 e 

200 µg L-1 fenantreno, cada tanque mantendo a proporção de 8 L de 

água por animal). A água do mar foi renovada (100 %) e com adição da 

solução de fenantreno a cada 24 h a fim de manter a qualidade da água e 

restabelecer os níveis de fenantreno durante as 96 h de exposição. O 

grupo controle foi sujeito às mesmas condições, exceto pela adição de 

0,01% de DMSO ao invés de fenantreno. Os animais não foram 

alimentados durante este período, a fim de evitar o potencial de 

bioacumulação de fenantreno pelos alimentos. Após 24 e 96 h, 10 

vieiras de cada grupo foram retiradas, as brânquias foram imediatamente 

excisadas, congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a -80◦C para 

posteriores ensaios bioquímicos e moleculares. 

 Após 96 h de exposição ao fenantreno, um sistema de depuração 

foi estabelecido (DEP). Os animais foram alimentados com a dieta de 

manutenção e a água do mar foi renovada uma vez ao dia (100 %). 

DMSO e fenantreno não foram adicionados aos tanques neste período. 
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Depois do período de DEP (96 h), 10 vieiras por grupo foram dissecadas 

e as brânquias foram armazenadas como descrito anteriormente. 

 

Concentração de fenantreno nos tecidos 

  

 Para confirmar a bioacumulação de fenantreno nos tecidos e a 

capacidade de desintoxicação das vieiras, as amostras de tecidos moles 

inteiros (pools de 10 indivíduos por grupo após 96 h de exposição e 

período de DEP) foram analisados pelo método de McLeod et al., 

(1985) com pequenas modificações. Resumidamente, as amostras foram 

congeladas a seco, homogeneizadas e 1g de cada uma das amostras foi 

extraída com uma mistura de n-hexano e diclorometano 50% (v/v) em 

Soxhlet por 8 horas. Antes da extração foram adicionados d8-naftaleno, 

d10-acenafteno, d10-fenantreno, d12-criseno e d12-perileno assim como 

as amostras e o material de referência padrão (2974a SRM – Tecido 

orgânico liofilizado de Mytilus edulis) do NIST - National Institute of 
Standards and Technology dos EUA. Os hidrocarbonetos extraídos 

passaram por cromatografia em coluna de sílica gel-alumina e foram 

analisadas quantitativamente por um cromatógrafo de gás, Agilent 6890, 

acoplado a um espectrômetro de massa 5973N (GC/MS) selecionado no 

modo de íon (SIM). A coluna capilar de filme HP5MS de 25 m de 

comprimento, 0,32 mm de diâmetro interno e 0,25 µm de espessura, foi 

programado de 40 °C a 60 °C, a 20 °C min- 1, de 60 °C a 300 °C, a 4 °C 

min- 1 e mantida a 300 °C durante 10 min em GC/MS. O fenantreno foi 

analisado quantitativamente com base no tempo de retenção do padrão 

de certificação e massa na razão (m/z) do íon de quantificação. O limite 

de detecção do método foi de 3,48 ng fenantreno g-1 e a sua recuperação 

variaram entre 95 e 105 %. 

 

Ensaios enzimáticos  

 

Amostras de brânquia de todos os grupos (n=10) foram pesadas e 

individualmente homogeneizadas na razão de 1:4 (p:v) em solução 

tampão (50 mM Tris-HCl, pH 7.6, contendo 0.5 M sacarose, 1 mM 

DTT, 1 mM EDTA, 0.15 M KCl, 0.1 mM PMSF) usando um 

homogeneizador Tissue-TearorTM. Após a homogeneização, foi 

realizada uma centrifugação a 9.000g por 30 min a 4◦C, seguido por 

outra centrifugação do sobrenadante a 100.000g por 1 h a 4 ◦C para 

obtenção da fração citosólica (sobrenadante).  

 A atividade da catalase (CAT) foi mensurada através da 

decomposição do H2O2 pelo decréscimo da absorbância à 240nm, de 
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acordo com Beutler (1975). A atividade da superóxido dismutase (SOD) 

foi determinada pela inibição da redução do citocromo c na presença do 

sistema gerador de O2
•− (xantina/xantina oxidase) a 550 nm (McCord 

and Fridovich, 1969). A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi 

mensurada pela taxa de oxidação do NADPH a 340 nm usando 

hidroperóxido de cumeno como substrato, de acordo com Wendel 

(1981). Glutationa redutase (GR) foi quantificada pela taxa de oxidação 

de NADPH a 340 nm na presença de glutationa oxidada (Carlberg e 

Mannervik, 1985). A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase 

(G6PDH) foi determinada pelo aumento da absorbância a 340 nm 

causada pela redução do NADP+ a NADPH na presença de glicose-6-

fosfato (Glock and McLean 1953). A atividade da GST foi determinada 

de acordo com Keen et al. (1976); o método é baseado na conjugação do 

1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) a glutationa, monitorado a 340 nm. 

Proteínas totais foram quantificadas de acordo com Bradford (1976) 

usando albumina de soro bovino para padronização.  

 

Peroxidação lipídica  

  
Os níveis de peroxidação lipídica nas brânquias de vieiras foram 

avaliados pela quantificação do produto formado pela reação de 

malondialdeído (MDA) e ácido tiobarbitúrico (TBA). Para esta análise, 

100 mg de cada amostra (n = 10) de tecido foram homogeneizados em 

0,3 mL de tampão Tris 0,1 M (pH 8.0). Em seguida, 40 mg de TBA foi 

dissolvido em 10 mL de HCl 0,2 M e 0,3 mL desta solução foi 

adicionada em cada amostra. Esta mistura foi aquecida a 90 ◦C por 40 

min. Após, 1 mL de n-butanol foi adicionado e as amostras foram 

centrifugadas a 3.500 rpm por 3 min. O sobrenadante foi coletado e 

quantificado por cromatografia líquida de alta performance a 532 nm, e 

o malondialdeído (MDA) em termos de curva padrão de calibração foi 

preparado previamente usando os mesmos procedimentos (Arantes 

Felício et al., 2015).  

 

Seleção dos genes e níveis de transcrição  
  

Os seguintes genes de interesse foram selecionados a partir do 

transcriptoma de N. nodosus (manuscrito em preparação): CYP1A1-like, 
CYP1A5-like, CYP2D20-like, CYP2J6-like, CYP2UI-like, CYP3A11-

like, CYP3A25-like, CYP3A29-like, FABP-like, GST_omega-like, 

SULT1B1-like, SULT1C1-like, SULT4A1-like e FMO-like. Os 

iniciadores foram desenhados através do software Oligo Analyzer® e 
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Primer Quest® (IDT, http://idtdna.com) baseado nas sequências de 

mRNA completas ou parciais. A sequência dos iniciadores está descrita 

na tabela 1.  

O RNA total foi extraído dos tecidos (n = 10) usando Qiazol 

Lysis Reagent (Qiagen) de acordo com o protocolo do fabricante 

(Qiagen, 2009a). A concentração e pureza do RNA foram mensurados 

usando espectrofotômetro Nanodrop® ND-1000 (Thermo Scientific). A 

transcrição reversa foi realizada com o Kit QuantiTect®Reverse 
Trancription (Qiagen 2009b), usando 1 µg do RNA total. A 

quantificação do DNA complementar (cDNA) de cada amostra foi 

realizada através do espectrofotômetro Nanodrop® ND-1000 (Thermo 
Scientific) a 260 nm e diluído com água livre de DNAse e RNAse 

(RNAse free - Sigma). O cDNA foi aliquotado e armazenado em freezer 

-20◦C. 

As reações de real-time (qPCR) foram realizadas com 100 ng de 

cDNA por reação, seguindo o protocolo do kit QuantiFast®SYBR®Green 
PCR (Qiagen, 2011), usando o rotor Real-time cycler Rotor Gene Q e 

Rotor Gene 6000 software. As condições de amplificação foram 

definidas da seguinte forma: temperatura inicial de ativação (95 ◦C por 5 

min), desnaturação (95 ◦C por10 s), anelamento/extensão (60 ◦C por 30 

s). Para todas as reações, foram realizados 40 ciclos de desnaturação, 

anelamento e extensão. As amostras foram verificadas em gel de 

eletroforese para checagem de uma única banda sem a presença de 

dímeros. A taxa de expressão relativa do mRNA de cada gene foi 

analisada usando a eficiência do método 2-ΔCt, normalizado pela média 

geométrica de dois genes de referência, fator de elongação (Ef1-like) e 

proteína ribosomal 40s (40s-like) (Hellemans et al., 2007; Schmittgen 

and Livak, 2008). 
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Tabela 1. Sequência dos iniciadores utilizados para análise de qPCR e 

amplificação dos genes de referência (*) e genes alvo, com a abreviação e 

tamanho do amplicon (pb). 

 

Nome do gene   Sequência do iniciador 5'- 3' 

 

Tamanho do 

amplicon (pb) 

 

   

40s-like*  F - GCTTAGATGTGCTTGCCCTGAAAGAG 131 

 
R - GTGGACACCATCAGCTTTGCGTTTA 

 

Ef1-like* F - CAAGGTCAGAGTATTGCCCATCAC 96 

 
R - CGGTCAACACAGGATAAGGATGTC 

 

CYP1A1-like F - AAGGAAAGAAGCCGAGGAGGAAGATG 111 

 
R - CTGGAGGTATCAAATCCCGCCAAGAA 

 

CYP1A5-like F - CCGCTTTCTTCCTACAACTTCATCC 100 

 R - GCCTGCCTTACTGACTTGGTTATTG  

CYP2D20-like F - CCACAACAAACCCGTCCAAGACAAAC 135 

 R - CCCATCCGAAGAACCTCCATGATGA  

CYP2J6-like F - GCCTCATCTAACAGGGACACTAACT 141 

 R - GGAAACAGCAGGTCAACCATTTGATA  

CYP2UI-like F - CGATCCGTTCCGTAAACTTTGCCATC 99 

 R - CAACTCTGTCCACACCGATCCTGAAATA  

CYP3A11-like F - CAAGGAGACAGGTCGCAGTGATTT 95 

 R - TGTGATCTGAGGAACCGTTGCTTTC  

CYP3A25-like F - CCAGAGAAGTATGACCCAGAAAGA 138 

 R - AATTGAAATCTTGAGTTCCAGGAGAG  

CYP3A29-like F - ACACTCTCAAGAAGACAGCCCAGAAC 120 

 R - GGATACCGAAAGCCGTGGAACTGATTA  

FABP-like F - GATTGGAGAGGAGTTTGATGAAGT 86 

 

R - AGTGAACAAGTGAACCATCTTCTAT  

GST_omega-like F - CTCTATCTTCTTGTGTGCCAATACC 120 

 

R - TCATTCTCTAAGGGTTCGGAGTTT  

SULT1B1-like F - GGATTGCTGCTGCCATCTAACGAAATC 132 

 

R - AGGAACTGACCATGACTCTGCTTTGT  

SULT1C1-like F - AGCAGGTACACATTGGGTATCGGAAAT 124 

 

R - GATGGCATCAAGACATTCAGGTGTTCG  

SULT4A1-like F - CGTACTGGCACATTGAACTATCACG 148 

 

R - TCCCTTTACCGTTCCTCATCTCTTC  

FMO-like F - GTGACACTCTGACGAGAGGAATGGAAAG 85 

 

R - AAATGACGAAGAAGTGACGGTGGACA  
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Análise estatística  

 

 Todos os parâmetros foram previamente checados, normalidade 

(teste de Shapiro-Wilks), homogeneidade das variâncias (teste de 

Bartlett) e os outliers foram excluídos de acordo com o teste de Grubbs. 

Quando necessário, os dados foram normalizados usando a 

transformação logarítmica (Y=log (Y) (Zar, 1999). Dados paramétricos 

foram analisados por ANOVA de uma via seguido de pós teste de 

Tukey para avaliar qualquer diferença significativa entre os grupos (p < 

0,05). Teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para dados não 

paramétricos, seguido do teste de Dunns. Os resultados serão 

apresentados com média ± desvio padrão (SD).  

 

 

 

Resultados  

 

Concentração de fenantreno nos tecidos  

 

 Os níveis de fenantreno detectados nos tecidos das vieiras (ng−1 

peso seco) expostas à concentração nominal de 50 e 200 µg L-1 

fenantreno após 96 h foram 2,7 vezes e 12,5 vezes maior do que o grupo 

controle (9.00 ng g−1 peso seco), respectivamente (Fig.1). Após a DEP, 

os níveis de fenantreno dimimuíram 2,9 e 2,5 vezes nos tratamentos 50 e 

200 µg L-1 fenantreno, respectivamente, em relação ao grupo de 96 h de 

exposição (Fig. 1). Os organismos expostos à concentração de 50 µg L-1 

fenantreno e submetidos à depuração por 96 h demonstraram valores 

próximos ao grupo controle, enquanto os animais expostos à 

concentração de 200 µg L-1 fenantreno seguidos de DEP apresentaram 

níveis 4,9 vezes mais altos do que o grupo controle (Fig. 1).  
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Fig. 1 – Níveis de fenantreno (ng g−1 peso seco) detectado em tecidos moles de 

vieiras provenientes do grupo controle (Ct) e expostos (50 and 200 µgL-1), após 

96 h de exposição e depuração (DEP), n = 1 pool de 10 animais por grupo.  
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Efeitos do fenantreno nos níveis de transcrição dos genes em brânquias  
 

 Três genes envolvidos na fase I de biotransformação 

demonstraram aumento nos níveis de transcrição nas brânquias das 

vieiras expostas à concentração de 200 µg L-1 fenantreno após 24 e 96 h 

de exposição, quando comparados ao grupo controle: CYP2D20-like 

apresentou um aumento de 2,95 vezes e 5,6 vezes (Fig. 2A), 

respectivamente, assim como CYP2UI-like, um aumento de 2,05 e 2,4 

vezes (Fig. 2B). Os níveis de CYP3A11-like somente apresentaram um 

aumento após a exposição à maior concentração de fenantreno após 96 h 

(Fig. 2C), enquanto as outras isoformas de CYPs (CYP3A29-like, 

CYP3A25-like, CYP2J6-like, CYP1A5-like, CYP1A1-like permaneceram 

inalteradas (dados não apresentados). 

 Em relação à fase II de biotransformação, os níveis de transcritos 

do gene GST_omega-like aumentaram 1,6 e 2,3 vezes após 24 e 96 h de 

exposição à maior concentração de fenantreno, respectivamente (Fig. 

2D). Respostas similares foram observadas no gene SULT1B1-like que 

apresentou aumentos nos níveis de transcritos de 7,8 e 11,4 vezes nas 

mesmas condições de exposição (Fig. 2E). Este gene também 

apresentou aumento no grupo exposto por 96 h à menor concentração de 

fenantreno (Fig. 2E). Duas outras isoformas de sulfotransferase, 

SULT1C1-like e SULT4A1-like permaneceram inalteradas após a 

exposição, assim como FMO e FABP (dados não apresentados).  

A depuração causou um restabelecimento dos níveis de 

transcritos em todos os genes que apresentaram aumentos em seus 
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níveis após a exposição, exceto SULT1B1-like que permaneceu alto 

(5,95 vezes, Fig. 2E) em relação ao controle. Além do mais, os níveis de 

SULT4A1-like apresentaram redução dos níveis após a DEP no grupo 

exposto previamente à 200 µg L−1 de fenantreno (3 vezes, Fig. 2F).  

 

Efeito do fenantreno nas respostas bioquímicas: enzimas e peroxidação 
lipídica  

 

 Vieiras expostas à maior concentração de fenantreno por 96 h 

apresentaram maior atividade de GPx (1,34 vezes, Fig. 3A) e GR (1,7 

vezes, Fig. 3B). Também foi observado um aumento da atividade de 

G6PDH nas vieiras expostas à menor concentração de fenantreno por 24 

h e nos organismos DEP por 96 h (1,24 vezes, Fig. 3E). DEP foi capaz 

de restabelecer as atividades GPx e GR (Fig. 3A e 3B). Curiosamente, 

as vieiras expostas à 200 µg L−1 fenantreno por 96 h e depuradas, 

demonstraram aumento da atividade da CAT em 1,66 vezes (Fig. 3C) e 

redução da atividade da SOD em 1,2 vezes (Fig. 3D). A atividade da 

G6PDH sofreu um aumento considerável (1,2 vezes, Fig. 3E) após a 

DEP no grupo previamente exposto à 50 µg L−1 fenantreno. A atividade 

da GST não apresentou diferenças significativas entre os grupos (Fig. 

3F).  

 As vieiras expostas à concentração de 200 µg L−1 de fenantreno 

por 24 e 96 h, assim como o grupo DEP, apresentaram níveis mais 

baixos de peroxidação lipídica do que os respectivos controles (Fig. 

3G).  

 

 

Discussão  

 
 Considerando que os bivalves são organismos sésseis (ostras, 

mexilhões) ou organismos de baixa movimentação (vieiras), os mesmos 

apresentam pouca habilidade para escapar das fontes de contaminação 

presentes no meio ambiente aquático. Por este fato, são amplamente 

utilizados como organismos sentinela, visto sua capacidade de 

bioacumulação. Alguns autores evidenciam a baixa capacidade de 

metabolização de HPAs, o que reforça a importância do uso destes 

organismos como espécies sentinela na avaliação da contaminação das 

regiões costeiras (Livingstone, 1998; Snyder, 2000). Desta forma, o 

presente estudo demonstra dados interessantes evidenciando que vieiras 

N. nodosus adotam estratégias bioquímicas e moleculares que estão 
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possivelmente envolvidas na adaptação à exposição, metabolismo e 

depuração do fenantreno.   

 A vieiras bioconcentraram fenantreno em tempo e concentração 

dependentes, similarmente ao que foi observado em ostras C. gasar 

(Lüchmann et al., 2014). O aumento dos níveis de HPAs após a 

exposição já foi descrito em muitos bivalves, como em vieiras Pecten 
maximus (Hannam et al., 2010a), Perna viridis (Cheung et al., 2001), 

Ruditapes philippinarum (De Luca-Abbott et al., 2005; Liu et al., 2014), 

Mytilus galloprovincialis (Bocchetti et al., 2008) e Chlamys islandica 

(Hannam et al., 2009).  

Uma importante via para captação, bioconcentração, 

metabolismo e excreção de HPAs são as brânquias, que possuem ampla 

superfície de contato direto com a água. Neste contexto, é esperado que 

este tecido possua um sistema de modulação bioquímico e molecular 

mais rapidamente responsivo do que a glândula digestiva, por exemplo. 

Este fato foi demonstrado por Pan et al., (2009) em vieiras expostas ao 

benzo[a]pireno e por Trevisan et al., (2012) em ostras expostas ao 

CDNB. Assim, a brânquia pode ser considerada um alvo para vários 

poluentes presentes no meio aquático, o que pode afetar diferentes vias 

metabólicas e celulares.  
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Fig. 2 – Níveis normalizados da transcrição de genes de biotransformação A – 

CYP2D20-like, B – CYP2UI-like, C – CYP3A11-like, D – GST_omega-like, E – 

SULT1B1-like, F – SULT4A1-like em brânquia de vieiras N. nodosus expostas 

ao fenantreno por 24 h, 96 h e depuração por 96 h (DEP). Os níveis de 

transcritos foram analisados por qPCR e os dados expressos como indução 

(vezes) relativa à exposição dos tratamentos – concentração 50 µg L-1 (50) e 

200 µg L-1 (200) – em relação ao controle (Ct). Para cada tempo de exposição 

(24 h, 96 h or DEP), grupos não compartilhando letras diferem estatisticamente 

(p<0,05), n=10 animais por grupo. CYP3A29-like, CYP3A25-like, CYP2J6-like, 

CYP1A5-like, CYP1A1-like, FABP-like e FMO-like não apresentaram diferenças 

estatísticas significantes.    
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Fig. 3 – Atividade enzimática da A - glutationa peroxidase (GPx), B - glutationa 

redutase (GR), C - catalase (CAT), D - superóxido dismutase (SOD), E - 

glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), F - glutationa S-transferase (GST) e 

G - nível de malondialdeído (MDA) em brânquias de vieiras N. nodosus 

expostas ao fenantreno por 24 h, 96 h e depuradas (DEP). Os dados são 

expressos como indução (vezes) relativa à exposição aos tratamentos – 

concentração 50 µg L-1 (50) e 200 µg L-1 (200) – em relação ao controle (Ct). 

Para cada tempo de exposição (24 h, 96 h or DEP), grupos não compartilhando 

letras diferem estatisticamente (p<0,05), n=10 animais por grupo.  
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 Neste estudo foi analisada a transcrição de oito genes da família 

CYP em brânquias de vieiras expostas ao fenantreno. Três deles, 

CYP2D20-like, CYP2UI-like e CYP3A11-like, apresentaram aumentos 

significativos nos níveis de transcrição quando foram expostas à maior 

concentração de fenantreno por 24 e 96 h, em relação ao grupo controle. 

Efeitos similares foram observados na transcrição do gene CYP2D20-
like mesmo quando o animal foi exposto à menor concentração. Estes 

dados indicam que o fenantreno ativou a transcrição de diferentes 

enzimas de fase I, possivelmente para aumentar a capacidade de 

metabolização e depuração. Corroborando com esta hipótese, os níveis 

de transcrição dos genes GST_omega-like e SULT1B1-like também 

foram regulados positivamente nas brânquias das vieiras expostas por 24 

e 96 h à 200 µg L−1 de fenantreno (Fig. 2D e E). 

 A biotransformação de xenobióticos pode causar a produção de 

EROS, que também são geradas através do metabolismo aeróbio, cadeia 

de transportadora de elétrons, atividade enzimática e reações 

imunológicas (Giuliani et al., 2013). Curiosamente, os níveis de MDA 

diminuíram após 24 h de exposição à mais alta concentração de 

fenantreno, permanecendo baixa ainda mesmo após a DEP. Este padrão 

também foi reportado em outras espécies aquáticas expostas à misturas 

de HPAs (Arantes Felício et al., 2015; Nogueira et al., 2015) e por danos 

oxidativos provocados ao longo do tempo (Ansaldo et al., 2005; 

Lüchmann et al., 2011, 2014). Ao mesmo tempo, a ausência de aumento 

nos níveis de MDA, juntamente com a bioacumulação do fenantreno 

pode indicar uma baixa toxicidade aguda desde composto em N. 

nodosus. Por outro lado, diferentes tipos de aldeídos desidrogenases e 

alguns outros produtos de aldeídos são capazes de reduzir o MDA 

provenientes da peroxidação lipídica a seus correspondentes alcoóis, 

sugerindo um papel fisiológico potencial para estas enzimas 

detoxificarem os aldeídos citotóxicos (Janero, 1990). Estudos prévios 

demonstraram que uma possível via bioquímica para a degradação e 

excreção do MDA envolve a oxidação por aldeído desidrogenase 

mitocondrial, seguido de descarboxilação para produção de acetaldeído, 

CO2 e H2O (Siu and Draper, 1982; Esterbauer et al., 1991). Baseado 

nisto, nós sugerimos que a exposição ao fenantreno pode ter induzido a 

aldeído desidrogenase, que, por sua vez, pôde decompor o MDA e 

transformá-lo em alcoóis solúveis a serem excretados pelas brânquias. 

Esta hipótese é corroborada ao fato do gene aldeído desidrogenase ter 

sido identificado na lista dos genes que tiveram seus níveis aumentados 

em ostras C. gasar expostas ao fenantreno (comunicação pessoal). Da 

mesma forma, a aldeído desidrogenase tipo mitocondrial foi identificada 
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no grupo de genes que apresentaram aumentos nos níveis de transcrição 

de vieiras expostas in situ à agua de descarte em plataformas de 

exploração de petróleo (Wendt et al., manuscrito em preparação).  

 O fenantreno provocou um aumento na atividade de três enzimas 

antioxidantes relacionadas ao sistema glutationa, nomeadas GR, GPx e 

G6PDH. Este cenário aponta para um aumento da glutationa reduzida, 

detoxificação de peróxidos e consumo de NADPH, provavelmente 

ocasionados pelo aumento da produção de EROS durante o metabolismo 

do fenantreno. Sabe-se que o sistema GPx é essencial para a proteção 

contra peróxidos em bivalves e que danos no sistema auxiliar (como o 

ciclo da GR) podem diminuir a detoxificação de peróxidos orgânicos e 

aumentar a susceptibilidade animal ao estresse oxidativo em mexilhões 

(Trevisan et al., 2014a, 2014b). GST, outra enzima que confere proteção 

celular durante a exposição ao fenantreno, não apresentou diferenças em 

sua atividade após a exposição, indo de acordo com estudos prévios 

realizados com Nacella concinna, Mytilus galloprovincialis e C. 
brasiliana (Ansaldo et al., 2005; Lüchmann et al., 2011; Trisciani et al., 

2012). A atividade da GST em bivalves marinhos já foi observada em 

alguns estudos e os resultados demonstraram tanto o aumento quanto a 

redução de sua atividade perante xenobióticos. Estes resultados 

controversos podem ser explicados pelo efeito inibitório causado por 

altas concentrações de poluentes, ou alternativamente, uma resposta 

adaptativa da via de detoxificação da GST que precisaria ser melhor 

estudada (Pan et al., 2009). Além do mais, a atividade da GST foi 

analisada utilizando o substrato CDNB, que quantifica a atividade total 

da enzima. Este protocolo não permite identificar a ativação ou 

inativação das isoformas da GST especificamente (Trisciani et al., 

2012). Portanto, esta lacuna na resposta enzimática da GST após 

exposição ao fenantreno não significa que as isoformas da GST não são 

responsíveis ao fenantreno. Estes resultados poderiam ser melhor 

averiguados utilizando substratos específicos para cada isoforma de 

GST. De fato, aumentos nos níveis de transcritos do gene GST_omega-
like (~2 vezes) foram observados nas vieiras expostas por 24 e 96 h à 

maior concentração de fenantreno.  

 Interessante notar que a atividade enzimática foi modulada após 

96 h de exposição ao fenantreno, sugerindo que 24 h pode não ter sido 

tempo suficiente para ativar o sistema de defesa antioxidante, exceto 

para a atividade da G6PDH. Embora a G6PDH seja responsível à 

produção de NADPH, esta enzima está relacionada com o metabolismo 

da glicose e, provavelmente, com os períodos de alimentação e jejum. 

As vieiras não foram alimentadas durante a exposição ao fenantreno, 
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sendo alimentadas novamente somente no período de DEP. Embora este 

cenário possa afetar o metabolismo energético, não podemos considerar 

este fator como uma regra geral, pois estudos reportaram tanto a redução 

da atividade da G6PDH como a ausência de diferenças significativas 

durante a privação de alimentação em ostras e fígado de peixe 

(Lüchmann et al., 2011; Morales et al., 2004).   

 Em nosso estudo analisamos a expressão do mRNA de genes 

relacionados à detoxificação do fenantreno em brânquias de vieiras. 

Apesar da família CYP1A apresentar um papel importante neste 

mecanismo e ser o mais importante e estudado gene relacionado com a 

detoxificação química via receptor aril hidrocarboneto (AhR) (de 

Toledo-Silva et al., 2008; Goldstone and Stegeman, 2006; Zanette et al., 

2013), os níveis de transcritos dos genes CYP1A1-like e CYP1A5-like 

não apresentaram diferenças significativas. Porém, a interpretação dos 

resultados relacionados aos CYP1As tem sido dificultada pela baixa 

atividade catalítica das enzimas microssomais e a falta de reatividade 

cruzada de anticorpos específicos para estas proteínas em bivalves 

(Zanette et al., 2013). Nossos resultados estão de acordo com Akcha et 

al. (2000) que demonstraram que os níveis do gene CYP1A1-like não 

apresentaram diferenças significativas quando analisados em glândula 

digestiva de Mytilus galloprovincialis expostos ao benzo[a]pireno. 

Zanette et al., (2013) também não verificaram diferenças significativas 

nos níveis de expressão do mRNA dos genes CYP1-like e CYP3-like em 

glândula digestiva de Mytilus edulis após a injeção de agonistas do AhR.  

 Outra família igualmente importante é conhecida como CYP2, e 

atua na biotransformação de compostos orgânicos (Kim et al., 2014). 

CYP2 também foi reportada previamente em mamíferos, peixes e 

moluscos (Goldstone et al., 2010; Kubota et al., 2013; Lüchmann et al., 

2014; Peters et al., 1998). De acordo com o papel de detoxificação da 

família CYP2, os níveis de mRNA dos genes CYP2D20-like e CYP2UI-

like apresentaram um aumento significativo nas brânquias de vieiras 

após 24 e 96 h de exposição ao fenantreno. Importante notar que após a 

DEP, os níveis de transcritos de ambos os genes foram semelhantes ao 

controle. Estes resultados confirmam o papel de CYP2 na detoxificação 

de xenobióticos e o uso destes genes como biomarcadores de exposição 

de HPAs em bivalves. A família CYP3 é conhecida por metabolizar 

uma série de substratos como xenobióticos, ácidos biliares, hormônios 

endógenos e prevenir a bioacumulação de substâncias lipofílicas (Tian 

et al., 2014). Em nosso estudo, CYP3A11-like apresentou um aumento 

nos níveis de transcritos após 96 h de exposição à maior concentração de 

fenantreno, retornando aos níveis basais após a DEP. Comparando com 
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estudo anteriores, podemos observar uma discrepância nos resultados 

relatados por diversos autores. Alguns autores demonstram um 

moderado aumento nos níveis de transcritos de genes pertencentes à 

família CYP3, assim como outros não constataram mudanças 

significativas em peixes e bivalves expostos à contaminantes orgânicos 

(Della Torre et al., 2010; Zanette et al., 2013; Han et al., 2014; 

Lüchmann et al., 2014). Uma possível explicação para estes diferentes 

resultados seria os diferentes tecidos estudados, o tempo e a 

concentração de exposição. Enquanto alguns estudos demonstraram 

aumentos, assim como redução nos níveis de transcrição ou até mesmo 

ausência de diferenças significativas na expressão dos CYPs (Toledo-

Silva et al., 2008; Lacroix et al., 2014; Tian et al., 2014), tais 

divergências ainda carecem de uma explicação mecanicista que poderá 

apoiar a conclusão dos resultados (Zanette et al., 2013). Outro gene da 

fase I de biotransformação analisado em nosso estudo foi o FMO-like. 

Este gene não apresentou qualquer diferença significativa após a 

exposição ao fenantreno, como verificado também por Boutet et al., 

(2004a) em brânquia de C. gigas expostas à pesticidas e 

hidrocarbonetos. Schlenk & Buhler, (1989) detectaram a atividade da 

enzima FMO em brânquia de C. gigas, enquanto Boutet et al., (2004a) 

apresentaram um aumento nos níveis de transcritos na glândula 

digestiva de C. gigas expostas à HPAs e demonstraram que os níveis de 

FMO eram normalmente maiores na glândula digestiva, fígado e 

hepatopâncreas, do que em outros tecidos. Após a fase I, os metabólitos 

são geralmente conjugados à compostos endógenos pelas enzimas da 

fase II de biotransformação, como as isoformas de GST, que promovem 

a regulação diferencial (Lacroix et al., 2014). Como afirmado 

anteriormente, um aumento nos níveis de mRNA do gene GST_omega-

like (~2 vezes) foi observado nas vieiras expostas por 24 e 96 h à maior 

concentração de fenantreno. O aumento nos níveis de transcritos da 

GST_omega também foi identificado em ostras expostas à 

hidrocarbonetos (Boutet et al., 2004b, Luchmann et al., 2014), esgoto 

doméstico (Medeiros et al., 2008a) e em zebra mussel transplantado 

(Châtel et al., 2015). Também é sugerido que esta isoforma de GST 

esteja envolvida no sistema de defesa antioxidante (Medeiros et al., 

2008a; Rola et al., 2012), que pode ser muito importante durante a 

exposição à HPAs.   

 Sulfotransferases citosólicas pertencem a uma superfamília de 

enzimas multifuncionais de fase II, que catalisam a conjugação de 

sulfatos no metabolismo de xenobióticos e compostos endógenos 

(Michio and Hiroshi, 1994). Existem poucos estudos com estas 
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proteínas em bivalves. Wang et al., (2012) sugeriram que a SULT pode 

ser um gene relacionado com o crescimento em vieiras e Jia et al., 

(2009) relataram a SULT em resposta ao estresse, em abalone. Os níveis 

de transcritos da SULT1C1-like não apresentaram diferenças 

significativas no presente estudo, assim como em ostras C. brasiliana 

provenientes de um local contaminado por esgoto doméstico, no sul do 

Brasil (dados não publicados). No entanto, SULT1B1-like apresentou 

um grande aumento nos níveis de transcritos após exposição ao 

fenantreno, assim como também foi observado um aumento nos níveis 

deste gene após exposição de bivalves ao benzo[a]pireno (Milan et al., 

2013; Tian et al., 2013; Liu et al., 2014). Os níveis de transcritos deste 

gene permaneceram elevados mesmo após o período de depuração nos 

organismos expostos à maior concentração, e sugerimos que ele 

represente um papel importante na detoxificação de fenantreno nas 

brânquias.  

 Outro gene investigado em nosso estudo foi a FABP, uma 

pequena proteína citosólica (14-15 KDa) que pertence a uma família 

multigênica de proteínas lipídicas intracelulares. As FABPs presentes 

em vertebrados estão envolvidas como o metabolismo energético, 

crescimento, desenvolvimento e transporte de ácidos graxos entre as 

membranas, porém outras funções biológicas necessitam ser 

investigadas, como a participação na transdução de sinal, regulação da 

expressão gênica e envolvimento no metabolismo de xenobióticos 

(Medeiros et al., 2008b). Os níveis de mRNA da FABP não 

apresentaram diferenças significativas em nosso estudo, no entanto, 

apresentou um aumento dos níveis em brânquias de C. brasiliana (dados 

não publicados) e C. gigas expostas ao esgoto doméstico (Medeiros et 

al., 2008b). Contrariamente, Bain (2002) reportou uma inibição dos 

níveis de FABP em coração de peixe expostos ao pireno. O papel da 

FABP ainda não é totalmente claro quando relacionamos a exposição de 

bivalves à xenobióticos.  

Como outros bivalves, as vieiras são capazes de eliminar os 

HPAs de seus tecidos quando em contato com água do mar em 

condições capazes de maximizar sua atividade de filtração. O presente 

estudo utilizou um sistema fechado de depuração para avaliar a 

capacidade de detoxificação das vieiras. A depuração causou uma 

redução da concentração de fenantreno de 2,9 e 2,5 vezes após 96 h de 

exposição à ambas concentrações, respectivamente, assim como as 

concentrações retornaram aos níveis basais na maioria dos parâmetros 

alterados pela exposição ao fenantreno. A redução dos níveis de 

fenantreno aumenta o poder de recuperação do animal, diminui a 
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sinalização da transcrição de genes e produção de EROS devido à 

redução da biotransformação de fenantreno. Além do mais, ao final do 

período de depuração, as vieiras ainda apresentavam modulação dos 

principais mecanismos de defesa celular, como baixos níveis de 

transcritos do gene SULT4A1-like e atividade da SOD, bem como o 

aumento da atividade da CAT e G6PDH. Alguns destes conjugados de 

sulfato são conhecidos por se tornarem tóxicos ou farmacologicamente 

ativos (Michio and Hiroshi, 1994), o que pode levar à redução dos 

níveis de mRNA das SULTs (Chapman et al., 2004) e da atividade 

enzimática (Janer et al., 2005). A redução da atividade da SOD 

paralelamente ao aumento da atividade da CAT, sugere um esforço para 

estabilizar a concentração de H2O2 minimizando o estresse oxidativo e a 

peroxidação lipídica (Ameur et al., 2015). Além disso, em baixas 

concentrações de H2O2, a CAT modula a detoxificação de outros 

substratos, como fenóis e álcoois, através de reações ligadas à redução 

de H2O2 (Regoli and Giuliani, 2013).  

 Este estudo sugere que as vieiras podem adotar algumas 

estratégias para metabolizar, eliminar e sobreviver na presença de 

fenantreno. A transcrição de genes associados aos parâmetros celulares 

desenvolveu um papel importante na caracterização de mecanismos de 

detoxificação em bivalves. O fenantreno foi responsável por alterações 

na estabilidade da membrana e em importantes genes relacionados com 

a biotransformação. A indução de genes de biotransformação de fase I e 

II durante a exposição ao fenantreno está possivelmente associada à 

redução dos níveis de fenantreno nos tecidos das vieiras que passaram 

pelo processo de depuração. Depuração em água limpa associada à 

alimentação pode ser um método efetivo para minimizar os efeitos 

induzidos por HPAs e promover a excreção destes compostos pelas 

brânquias de vieiras N. nodosus.  
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Resumo 

 
A contaminação por derramamento de petróleo e por hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos (HPAs) tornou-se uma preocupação global em 

função dos efeitos adversos causados por estes compostos sobre os 

organismos aquáticos e ecossistemas. Os moluscos bivalves são 

comumente utilizados em estudos de biomonitoramento relacionados a 

HPAs, e adicionalmente, existe a necessidade de estudos que possam 

sugerir potenciais biomarcadores de contaminação por óleo e HPAs, 

especialmente em áreas de produção offshore. Com este propósito, o 

presente estudo expôs vieiras Nodipecten nodosus em laboratório a duas 

concentrações de óleo cru (E1, 0,33 g L-1, e E2, 0,66 g L-1) durante 24 e 

96 h, seguido de análises químicas e moleculares. A análise química nos 

tecidos da vieira indicou que os organismos acumularam HPAs de 

forma tempo e concentração dependente, em que o naftaleno, fenantreno 

e metabólitos foram os HPAs que apresentaram os maiores níveis de 

bioacumulação. Os níveis de transcritos de sete genes de fase I e II de 

biotransformação foram analisados por qPCR nas brânquias e glândula 

digestiva de vieiras. Além destes, quatorze genes com variadas funções 

celulares relacionados com o metabolismo energético, sistema imune e 

reparação celular também foram avaliados. Brânquia e glândula 

digestiva apresentaram modulação positiva nos seguintes genes de 
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biotransformação em pelo menos um dos períodos de concentração e de 

exposição: isoformas do citocromo P450 CYP2D20-like, CYP2UI-like, 

CYP3A11-like, glutationa S-transferase ômega - GST_omega-like, 

isoformas de sulfotransferases SULT1B1-like e SULT4A1-like, e 

monoamina oxidase - MAO-like. Por outro lado, genes associados às 

funções imunes (panteteinase-like - VNN1-like, proteína amarela-like - 

YELL-like), metabolismo energético (fosfolipase B1 associada a 

membrana-like - PLB1-like, cAMP- proteína de ligação – elemento 

resposta 2-like - CREB2-like, subunidade de ligação ao glicogênio 76A-

like - GBS76A-like) e reparo celular (receptor do factor de crescimento 

de fibroblastos 2-like - FGFR2-like), apresentaram aumentos nos seus 

níveis exclusivamente em brânquias, exceto GBS76A-like que também 

aumentou em glândula digestiva após a exposição. Os dados relatados 

sugerem que as vieiras apresentam capacidade de biotransformação de 

HPAs presentes no óleo cru e também podem desencadear uma ampla 

variedade de respostas celulares, como possíveis mecanismos 

adaptativos. O presente trabalho analisou um conjunto de 21 genes em 

N. nodosus como biomarcadores de contaminação aquática por HPAs, e 

o uso de brânquias e glândula digestiva como tecido alvo. Estes ensaios 

podem ser aplicados em programas de biomonitoramento em áreas de 

produção de gás e petróleo, especialmente offshore. Também poderá 

ajudar na caracterização de possíveis contaminações por HPAs nestas 

áreas, e monitorar a persistência, destino e efeitos destas substâncias 

químicas durante ou após um evento de derramamento de petróleo. 

 

 

Palavras-chave: óleo cru; HPAs; bivalves; vieiras; biotransformação; 

citocromo P450 

 

 

 

 

PAHs bioaccumulation and effects on gene transcription in scallops 

Nodipecten nodosus exposed to crude oil  

 

ABSTRACT 

 
Oil spill and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) contamination 

have become a global concern because of its adverse effects on aquatic 

organisms and ecosystem. Bivalves are one of the most commonly used 

organisms in PAH-related biomonitoring studies, yet additional data 
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remain necessary to suggest potential biomarkers of oil and PAH 

exposure, especially in offshore areas with oil activity. For this purpose, 

the present study exposed scallops Nodipecten nodosus in laboratory to 

two crude oil concentrations (E1, 0.33 g L-1, and E2, 0.66 g L-1) for 24 

and 96 h, followed by chemical and biomolecular assays. Chemical 

analysis in the whole scallop soft tissue indicated that the organisms 

bioaccumulated PHAs in a time- and concentration-dependent manner, 

where naphthalene, phenanthrene and derivatives were the most 

expressively bioaccumulated PAHs. The transcript levels of seven phase 

I and II biotransformation genes were analyzed by RT-qPCR in the gills 

and digestive gland of the scallops, as well as fifteen other genes 

associated with cellular functions ranging from energy metabolism to 

immune function and cellular repair. Gill and digestive gland presented 

notably upregulation of the following biotransformation genes in at least 

one of the concentration and exposure periods: cytochrome P450 

isoforms CYP2D20-like, CYP2UI-like, CYP3A11-like, glutathione S-

transferase omega - GST_omega-like, sulfotransferases isoforms 

SULT1B1-like and SULT4A1-like, and monoamine oxidase - MAO-like. 

On the other hand, genes associated with immune function 

(pantetheinase-like - VNN1-like, yellow protein-like - YELL-like), energy 

metabolism (phospholipase B1 membrane associate-like - PLB1-like, 

cAMP-responsive element-binding protein-like 2-like - CREB2-like, and 

glycogen-binding subunit 76A-like - GBS76A-like), and cellular repair 

(fibroblast growth factor receptor 2-like - FGFR2-like) were upregulated 

exclusively in the gills, except for GBS76A-like that was also 

upregulated in the digestive gland. Our data suggest that scallops can 

adopt some strategies to metabolize PAHs present in crude oil, and also 

trigger a wider variety of cellular responses as possible adaptive 

mechanisms. The present work points to a set of 21 genes from N. 
nodosus as biomarkers of aquatic contamination to PAHs, and the use of 

gills and digestive gland as target tissues. These assays could be applied 

as additional parameters in biomonitoring programs in areas with oil and 

gas production or contamination, especially offshore ones. This could 

help to characterize possible PAHs contamination in such areas, and 

monitor the persistence, fate and effects of these chemical during and 

after oil spill events.  

 

Keywords: Crude oil; PAHs; bivalves; scallops; biotransformation; 

cytochrome P450 
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Introdução 

 

Os derramamentos de petróleo que ocorreram no ambiente 

marinho em diferentes áreas do globo (por exemplo, a maré negra do 

navio Prestige na Europa Ocidental em 2002, o Explosão da plataforma 

Deepwater Horizon no Golfo do México em 2010 e o derramamento de 

óleo no Campo de Frade no Brasil, em 2012) são um indicativo claro do 

potencial risco ambiental causado por hidrocarbonetos de petróleo 

(Mendes et al, 2014; Milinkovitch et al, 2012). Os HPAs são 

considerados contaminantes potenciais em zonas estuarinas e offshore e 

aproximadamente 1,3 milhões de toneladas de petróleo e derivados são 

derramados anualmente no mar (Lari et al., 2016; c. f. NRC, 2003).  

Plataformas de petróleo podem gerar grandes volumes de água de 

produção, aproximadamente 10 vezes o volume total de óleo produzido. 

O óleo cru e a água de produção são compostos principalmente por 

hidrocarbonetos alifáticos/aromáticos que, devido suas características 

lipofílicas, penetram facilmente nas membranas biológicas (via dermal 

ou rotas respiratórias), além de possuírem potencial carcinogênico e 

atividade mutagênica (Martins et al., 2013; Noh et al., 2015a). Portanto, 

a poluição resultante do derramamento de óleo no ambiente aquático 

tem se tornado uma preocupação mundial por causa dos seus efeitos 

sobre organismos aquáticos e ecossistemas (Silva et al., 2009). 

Geralmente, HPAs de alto peso molecular apresentam maior atividade 

carcinogênica e mutagênica, enquanto os de baixo peso apresentam 

efeitos agudos tóxicos, são mais solúveis, mais voláteis e mais 

lipofílicos; consequentemente, são mais facilmente bioacumulados nos 

organismos aquáticos. Alguns HPAs estão incluídos na lista de 

substâncias prioritárias da European Water Framework Directive, US 

Environmental Protection Agency (USEPA) e World Health 
Organization (WHO) (Martins et al., 2015), baseadas em seu perfil 

toxicológico.  

A exposição dos organismos aquáticos aos HPAs pode provocar 

danos ao DNA e à membrana celular, causar disfunção imune e reduzir 

a capacidade antioxidante celular (Hannam et al., 2010; Grintzalis et al., 

2012; Noh et al., 2015). Além disso, espécies aquáticas são 

frequentemente expostas não somente a um HPAs individualmente, mas 

sim à uma mistura complexa de HPAs, que podem causar efeitos 

agonistas ou antagonistas. A bioacumulação de HPAs pode ser evitada, 

ou ao menos atenuada, por reações de biotransformação: a fase I 

consiste em reações catalisadas principalmente pela enzima citocromo 

P450 (CYPs) que inclui um grupo funcional hidroxila em seu substrato, 
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e a fase II compreende reações de conjugação catalisadas por enzimas 

como a glutathiona S-transferases (GSTs) e sulfotransferases (SULTs). 

Juntas, essas reações asseguram o aumento da hidrosolubilidade e as 

taxas de excreção dos compostos tóxicos pela fase III (Oehlmann and 

Schulte-Oehlmann, 2003; Pessatti et al., 2016), possivelmente 

prevenindo efeitos adversos causados por essas substâncias. Ao mesmo 

tempo, as reações de biotransformação podem levar à ativação 

metabólica dos HPAs e gerar intermediátios altamente reativos, como as 

quinonas e diol-epóxidos, resultando no aumento da produção de EROS 

(Martins et al., 2015).  

Conhecidos como organismos filtradores de notável capacidade 

bioacumuladora, e também por possuir uma vasta gama de defesas 

celulares para evitar os efeitos tóxicos dos produtos químicos, os 

bivalves são comumente utilizados como organismos bioindicadores em 

estudos de contaminação aquática, especialmente relacionados à HPAs 

(Hannam et al., 2009; Rocher et al., 2006). Estudos prévios indicaram a 

correlação existente entre a bioacumulação de HPAs em bivalves e a 

indução de genes relacionados a biotransformação, como possível 

resposta adaptativa (Lüchmann et al., 2014; Liu et al., 2015). De fato, 

muitos estudos têm detectado a inducibilidade de genes relacionados às 

funções imunes, proteção ao estresse oxidativo, metabolismo de 

aminoácidos, supressão tumoral e funções celulares complexas em 

bivalves perante estressores ambientais (Boutet et al., 2005; Tanguy et 

al., 2005; Dondero et al., 2006; Bado-Nilles et al., 2010; Giuliani et al., 

2013).  

Estudos não publicados realizados por nosso grupo de pesquisa, 

mostraram a indução e repressão de genes relacionados à 

biotransformação, imunidade e várias outras funções fisiológicas em 

vieiras Nodipecten nodosus após a exposição aguda nas proximidades 

das plataformas de exploração de petróleo offshore, no Brasil. Com os 

recentes planos direcionados ao aumento da produção de óleo no país, 

estudos são necessários para identificar espécies em potencial e 

biomarcadores de exposição à HPAs em programas de 

biomonitoramento, principalmente em áreas offshore. 

No presente estudo, foi realizada uma exposição aguda em 

laboratório, onde as vieiras N. nodosus foram expostas ao óleo cru, com 

o intuito de validar um conjunto de genes relacionados à várias funções 

celulares, possivelmente alterados pela exposição ao óleo cru e que 

poderiam ser utilizados em programas de biomonitoramento de áreas de 

produção de óleo e gás.  
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Materiais e Métodos  

 

Vieiras e condições de exposição  
 

Vieiras N. nodosus com comprimento de concha similiar (6,0 – 

8,0 cm) foram coletadas em uma zona de cultivo no Ribeirão da Ilha, 

Florianópolis (SC - Brasil). Após a coleta, os animais foram limpos e 

transportados para o laboratório, onde foram aclimatados por 5 dias em 

tanques de fibra de vidro com água filtrada (0,45 μm) (20 °C e 30 

salinidade, 5 L por animal) e aeração constante. As vieiras foram 

alimentadas com fitoplâncton comercial para animais marinhos 

filtradores (Phyto-Plus B, MICROBE–LIFT, USA) e a água foi 

completamente renovada a cada 24 h. 

O experimento foi conduzido com três grupos de exposição: 

Controle (Ct, somente água filtrada), exposto a 0,33 g L-1 (E1) e exposto 

a 0,66 g L-1 de óleo cru (E2), baseado em Milinkovitch et al., (2012). O 

óleo cru foi gentilmente cedido pela Companhia Nacional de Petróleo, 

Gás e Energia (Petróleo Brasileiro S.A. — Petrobras), e cada grupo 

consistiu em 4 aquários de exposição (50L cada). O óleo cru foi 

adicionado aos aquários nas respectivas concentrações nominais, 24 h 

antes da exposição ocorrer, e duas pequenas bombas (wavemakers) 

foram instaladas em cada aquário para a homogeneização do óleo na 

água. Estas bombas continuaram nos aquários para manter a circulação 

da água até o final do experimento. No início da exposição, as vieiras 

foram transferidas para os aquários da seguinte forma: para cada grupo 

(Ct, E1 e E2), 2 aquários foram utilizados para a exposição de 24 h e 

mais dois para a exposição de 96 h, cada um contendo 10 animais. Não 

houve renovação de água ou reposição do óleo durante o período de 

exposição. Após 24 h e 96 h de exposição, 5 vieiras (por aquário) foram 

coletadas para compor as amostras para análise molecular e outras 5 

(por aquário) para compor a análise química dos tecidos (totalizando 10 

vieiras por grupo, por tempo de exposição). Brânquia e glândula 

digestiva foram coletadas para análise molecular e armazenadas a -20 

°C em solução de RNALater® Sigma. Para a análise química, o tecido 

inteiro das vieiras foi coletado e armazenado em embalagem de 

alumínio em freezer -80 °C. Os animais não foram alimentados durante 

o período de exposição para prevenir a bioacumulação de HPAs pelo 

alimento. Nenhuma vieira morreu durante o experimento.  
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Concentração de HPAs nos tecidos  

 

Para investigar a bioacumulação de HPAs nos tecidos, as 

amostras de vieiras foram analisadas pelo método de McLeod et al. 

(1986) com pequenas modificações. Resumidamente, as amostras foram 

congeladas a seco, homogeneizadas e 1g de cada uma das amostras foi 

extraída com uma mistura de n-hexano e diclorometano 50 % (v/v) em 

Soxhlet por 8 horas. Antes da extração foram adicionados d8-naftaleno, 

d10-acenafteno, d10-fenantreno, d12-chrysene e d12-perileno assim 

como as amostras e o material de referência padrão (2974a SRM – 

Tecido orgânico liofilizado de Mytilus edulis) do NIST - National 
Institute of Standards and Technology dos EUA. Os hidrocarbonetos 

extraídos passaram por cromatografia em coluna de sílica gel-alumina e 

foram analisados quantitativamente por um cromatógrafo de gás, Agilent 
6890, acoplado a um espectrômetro de massa 5973N (GC/MS) 

selecionado no modo de íon (SIM). A coluna capilar de filme HP5MS 

de 25 m de comprimento, 0,32 mm de diâmetro interno e 0,25 µm de 

espessura, foi programado de 40 °C a 60 °C, a 20 °C min- 1, de 60 °C a 

300 °C, a 4 °C min- 1 e mantida a 300 °C durante 10 min em GC/MS. Os 

HPAs foram analisados quantitativamente com base no tempo de 

retenção do padrão de certificação e razão de massas (m/z) do íon de 

quantificação.  

 

Seleção dos genes e níveis de transcritos  
 

Os vinte e um genes de interesse seguintes foram selecionados 

através da base de dados do transcriptoma de N. nodosus (manuscrito 

em preparação): 7 genes estão relacionados com a biotransformação de 

xenobióticos, como o citocromo P450 - CYP2D20-like, CYP2UI-like, 

CYP3A11-like, assim como monoamina oxidase - MAO-like, glutationa 

S-transferase - GST_omega-like – e sulfotransferase - SULT1B1-like, 

SULT4A1-like; além destes, 14 genes estão relacionados à diferentes 

funções celulares e moleculares: fator von Willebrand A - proteína 

contendo o domínio 7 (VWA7-like), função desconhecida; panteteinase 

(VNN1-like), proteína amarela (YELL-like), ubiquitina ligase (TRIM56-

like), transdutor de sinal e ativador de transcrição 2 (STAT2-like) – todos 

relacionados com funções imunes; receptor do fator de crescimento de 

fibroblastos 2 (FGFR2-like) – reparo celular e fator de crescimento; 

fosfolipase B1 associada à membrana  (PLB1-like) – metabolismo de 

lipídeos; proteína de ligação responsiva ao AMP cíclico (CREB2-like), 

processos de aprendizagem e memória e metabolismo da glicose; 
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mioglobina (MYG-like) – transporte de oxigênio; receptor neural 

acetilcolina subunidade alpha-2 (ACHA2-like) – transdução de sinal; 

nucleotidase (NTD-like) – metabolismo de nucleotídeos; helicase e 

endonuclease aneladora de DNA (ZRAB3-like) – reparo de DNA; prolil-

4-hidroxilase subunidade alpha-3 (P4HA3-like) – resposta à hipóxia; e 

subunidade de ligação ao glicogênio 76A (GBS76A-like) – metabolismo 

do glicogênio. Estes genes foram escolhidos uma vez que foram 

detectados com elevados níveis de transcrição em vieiras após a 

exposição em áreas de exploração de petróleo (in situ), em experiências 

anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa (dados não 

publicados). Os iniciadores foram desenhados no software 
OligoAnalyzer® e PrimerQuest® (IDT, http://www.idtdna.com) 

baseados na sequência completa e/ou parcial do RNA mensageiro 

(mRNA). A abreviação dos genes, nome, função, sequência dos 

iniciadores, tamanho do amplicon (pb) e respectivo tecido analisado, são 

apresentados na tabela 1.  

O RNA total foi extraído dos tecidos individualmente (100 mg, n 

= 10) usando QIAzol Lysis Reagent (Qiagen) de acordo com o 

protocolo do fabricante (Qiagen, 2009a). A concentração do RNA e 

pureza foram analisados em espectrofotômetro NanoDrop®ND-1000 

(Thermo Scientific). A transcrição reversa foi realizada com o kit 

QuantiTect® Reverse Trancription (Qiagen 2009b), usando 1 μg do 

RNA total. A quantificação do DNA complementar (cDNA) de cada 

amostra foi realizada em espectrofotômetro NanoDrop® a 260 nm e 

diluído em água livre de nuclease (Sigma) antes de ser utilizado nas 

análises. As alíquotas de cDNA diluídas foram armazenadas a −20°C. 

As reações de qPCR foram realizadas com 100ng de cDNA por 

reação com o kit QuantiNova® SYBR® Green PCR kit (Qiagen, 2013) 

usando um termociclador Real-time cycler Rotor Gene Q Qiagen® e o 

software Rotor Gene 6000 Series. As condições de amplificação foram 

definidas como: fase de ativação (95 °C por 2 min), desnaturação (95 °C 

por 5 s), e anelamento/extensão (60 °C por 10 s). Para todas as reações, 

40 ciclos de desnaturação e anelamento/extensão foram realizados. As 

amostras foram verificadas em gel de eletroforese para checar o 

amplicon e a presença de dímeros. A expressão relativa do mRNA de 

cada gene foi analisada usando o método 2-ΔCt e normalizado pela média 

geométrica de dois genes endógenos de referência: proteína ribosomal 

28s-like (28s-like) e alpha tubulina-like (ALPHA_TUB-like) nas amostras 

de brânquia e fator de elongação 1-like (Ef1-like) e gliceraldeído 

3-fosfato desidrogenase-like (GAPDH-like) em amostras de glândula 

digestiva (Hellemans et al., 2007; Schmittgen and Livak, 2008).  
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Tabela 1. Sequência dos iniciadores utilizados nas análises de qPCR de cada 

gene alvo e de referência* com a abreviação do gene e função. 

 
Abreviação 

Função Sequência dos iniciadores 5'- 3' 
do nome 

CYP2D20-like Biotransformação de xenobióticos  F - CCACAACAAACCCGTCCAAGACAAAC 

  
R - CCCATCCGAAGAACCTCCATGATGA 

CYP2UI-like Biotransformação de xenobióticos F - CGATCCGTTCCGTAAACTTTGCCATC 

  
R - ACTCTGTCCACACCGATCCTGAAATA 

CYP3A11-like Biotransformação de xenobióticos F - CAAGGAGACAGGTCGCAGTGATTT 

  
R - TGTGATCTGAGGAACCGTTGCTTTC 

MAO-like Biotransformação de xenobióticos F - TGCTACTGAGCCATCCTGTGTGTAG 

  
R - GGAGCGGAAGTGGTGTTGCTATTAT 

GST_omega-like Biotransformação de xenobióticos F - CTCTATCTTCTTGTGTGCCAATACC 

  
R - TCATTCTCTAAGGGTTCGGAGTTT 

SULT1B1-like Biotransformação de xenobióticos F - GATTGCTGCTGCCATCTAACGAAATC 

  
R - AGGAACTGACCATGACTCTGCTTTGT 

SULT4A1-like Biotransformação de xenobióticos F - CGTACTGGCACATTGAACTATCACG 

  R - TCCCTTTACCGTTCCTCATCTCTTC 

VWA7-like Função desconhecida F - GCTATGTACTCCCACCACCGAATAAC 

 
 

R - ACCTGACCACTGGACAAGAGAAAGT 

VNN1-like Função imune F -GCTGTTACATTTGACACTCCGTTTGG 

  R - GACATTGCGTACACCGTGGTTAGTA 

YELL-like Função imune F - GGTCGCCGCAGGTATAAATGGTATC 

  
R - ACGGAAGTGATGCTCGTAGGAATCT 

TRIM56-like Função imune F - GCATCCGACAGGACTACCAAGAATTA 

  
R - TCCTTGACAGACTCCGTATACCTCT 

STAT2-like Função imune F - CGTCGCCAGGTGACAATGAAACATTC 

  
R - GAGGACATTCCATCCGCACTTGAG 

FGFR2-like Reparo celular e fator de crescimento  F - GTGTGGTCCTATGGCATTGTGATGTG 

  
R - TGGTGGTCGTTCTCCTTTCCTCAA 

PLB1-like Metabolismo de lipídios F - GGTGGTAACGATCTGTGTGATTACTG 

  
R - GCGTGCGAGATTGTTATGAAGGATG 

CREB2-like  
Processos de aprendizagem e memória, 
metabolismo da glicose 

F - GCAAAGGTTGACGTGAAGGCAAAG 

  
R - GCTTGCTCTCTGCTGCTAACTAAATCT 

MYG-like Transporte de oxigênio F - CGGAAACACATGCCACTCAAGCATAG 

  
R - CAGTCCACGCAAACAGCTCTCAAA 

ACHA2-like Transdução de sinal  F - ACAAGGCGTTACGATTTCTACCTGAC 

  
R - GAAGTACGAAGACGAGGACAATGA 

NTD-like Metabolismo de nucleotídeos  F - AAATCATCGGTCTCGGTCACTATGG 

  
R - CCACCCACTATCACGTCTAATCCTTC 

ZRAB3-like   Reparo de DNA   F - ACAGCGAGAACAGATGGTCAAACAC 

  
R - GTTGTCAATGTCACACTCTCCTCCAC 

P4HA3-like Relacionado à hipóxia F - ACCATCAGAGGAGGCTTTCAACAACA 
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R - CCATCCACAACTCCCTCAATCATATCC 

GBS76A-like Metabolismo do glicogênio F - TGCCGTGTGAGATACACCACAAATG 

  
R - CGCAGGTGCCACAATACTGAATGA 

28s-like* Subunidade ribossomal maior do RNA F - AGTTGCTCCCACCTTCCTCATCAATC 

  
R - CAAGAGTAGCCATGTTGCCAGTCTGA 

ALPHA_TUB-like*  Componente estrutural do citoesqueleto F - AACAGTGAAGAGTTGGGACCGTAG 

  
R - TAGAAGTGTGGCTCCATTCAGGAAA 

Ef1-like* 
Função na cadeia de elongação durante a 
síntese de polipeptídeos  

F - CAAGGTCAGAGTATTGCCCATCAC 

  
R - CGGTCAACACAGGATAAGGATGTC 

GAPDH-like* Processos glicolíticos   F - CAGATCACCTTCCGATGCTTCCTTGAT 

    R - TGTTCCCGATGTGTCTGTTGTTGACTT 

 

 

Análise estatística 

 

  Os dados foram verificados quanto à distribuição normal (teste 

de Shapiro–Wilks) e homogeneidade das varâncias (teste de Bartlett), e 

os outliers foram excluídos de acordo com o teste de Grubbs. Quando 

necessário, os dados foram normalizados usando a transformação 

logarítmica (Y=log (Y)) (Zar, 1999). Os dados foram analisados por 

ANOVA de uma via, seguidos do teste de Tukey (p < 0,05). Os 

resultados foram apresentados como média ± desvio padrão (SD).  

 

 

Resultados 
 

Concentração de HPAs nos tecidos  
  

Os HPAs analisados e seus respectivos valores nos tecidos 

inteiros das vieiras N. nodosus estão apresentados na Tabela 2. Os níveis 

de HPAs totais em vieiras expostas durante 24 h à concentração nominal 

de 0.33 (E1) e 0.66 (E2) g L−1 de óleo cru foi de 35.4 e 92.9 vezes maior 

do que o Ct (0.6 µg g-1 peso seco), respectivamente. Este padrão foi 

ainda mais expressivo após 96 h onde os níveis de HPAs totais 

aumentaram 61,9 e 343,5 vezes em E1 e E2 em relação ao Ct (0,4 µg g-1 

peso seco), respectivamente. A exposição ao E1 após 24 h e 96 h de 

exposição causaram a bioacumulação de HPAs principalmente de baixo 

peso molecular, tais como as formas metiladas e etiladas de naftaleno, 

assim como fenantreno e suas formas metiladas (correspondente a 68 – 

77% do total de HPAs). Os maiores níveis de HPAs detectados em E2 

após 24 h e 96 h indicaram um padrão similar: novamente as formas 
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metiladas e etiladas de naftaleno, e fenantreno e suas formas metiladas 

foram significativamente maiores, alcançando 85% do valor total de 

HPAs em ambos os períodos de exposição 

Quando comparados ao perfil de HPAs bioacumulado em cada 

tempo de exposição, foi observado que depois de 24 h os HPAs de 2 ou 

3 anéis (mais solúveis em água) foram responsáveis por 90 a 98% do 

total de HPAs em E1 e E2, respectivamente. Após 96 h, esses valores 

continuaram expressivos, porém um pouco mais baixos: 83% e 94% em 

E1 e E2, respectivamente, possivelmente devido ao aumento dos níveis 

de HPAs com 4-6 anéis (principalmente criseno, pireno e suas formas 

metiladas) durante a exposição prolongada. Dimetilnaftaleno foi o HPAs 

que apresentou maior valor após 24 h de exposição (ambos E1 e E2), 

enquanto após 96 h, o metilnaftaleno (E1) e dimetilnaftaleno (E2) 

apresentaram os maiores níveis nos tecidos.  

 

 
Tabela 2 –Níveis de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (µg g-1) nos 

tecidos inteiros de vieiras Nodipecten nodosus referentes ao controle (Ct) e 

tratamentos (E1 – 0.33 g L-1 e E2 – 0.66 g L-1), após 24 e 96 h de exposição ao 

óleo cru (n = 1 pool de 10 animais). 

 

HPAs 

(µg g-1 peso seco) 

Nº anéis  

aromáticos 

24 h    96 h 

Ct E1  E2 

 

Ct E1  E2  

 

 

       

Naftaleno 2 0.082 0.394 0.778 
 

0.064 0.197 0.446 

Metilnaftaleno 2 0.015 3.058 6.433 

 

0.041 1.428 6.762 

Dimetilnaftaleno 2 0.134 4.393 13.417 

 

0.064 3.787 47.213 

Trimetilnaftaleno 2 0.035 1.849 3.629 

 

0.021 2.127 19.715 

Etilnaftaleno 2 0.040 0.541 1.354 
 

0.017 0.302 3.112 

Bifenil 2 0.029 0.086 0.187 

 

0.020 0.063 0.393 

Acenafteno 3 0.009 0.044 0.130 

 

< 0.005 0.032 0.331 

Acenaftileno 3 0.004 0.009 0.008 

 

0.009 0.019 0.042 

Fluoreno 3 0.040 0.322 0.709 
 

0.018 0.249 1.889 

Metilfluoreno 3 0.011 0.125 0.914 

 

< 0.01 0.220 0.262 

Dimetilfluoreno 3 0.018 0.607 0.583 

 

< 0.01 2.002 3.349 

Metildibenzotiofeno 3 0.017 0.321 0.433 

 

< 0.003 0.889 1.097 

Dimetildibenzotiofeno 3 0.010 0.347 0.172 
 

0.017 1.122 1.855 

Dibenzotiofeno 3 0.033 0.503 0.669 

 

< 0.001 0.726 2.196 

Fenantreno 3 0.044 2.512 3.262 

 

0.059 4.292 10.604 
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Metilfenantreno 3 0.012 3.346 3.053 

 

0.015 9.556 17.284 

Dimetilfenantreno 3 0.030 0.891 0.841 

 

0.029 3.147 9.434 

Antraceno 3 < 0.003 < 0.003 < 0.003 

 

< 0.003 < 0.003 < 0.003 

Reteno 3 0.014 0.034 0.049  < 0.005 0.045 0.074 

Fluoranteno 4 0.007 0.035 0.007  0.011 0.065 0.126 

Metil fluoranteno 4 < 0.005 0.168 0.093  < 0.005 0.561 0.478 

Benzo(a)antraceno 4 0.006 0.200 0.112  < 0.003 0.069 0.104 

Criseno 4 0.009 0.332 0.157 
 

0.008 1.184 1.577 

Metilcriseno 4 < 0.007 0.316 0.087 

 

< 0.007 0.997 1.315 

Dimetilcriseno 4 < 0.007 0.476 0.145 

 

< 0.007 1.370 1.789 

Pireno 4 0.011 0.116 0.090 

 

0.011 0.387 0.643 

Metilpireno 4 0.010 0.325 0.153 
 

< 0.005 1.139 1.558 

Benzo(a)pireno 5 < 0.002 0.018 0.011 

 

< 0.002 0.031 0.047 

Benzo(e)pireno 5 < 0.002 0.065 0.014 

 

< 0.002 0.156 0.220 

Benzo(b)fluoranteno 5 < 0.002 0.011 0.004  < 0.002 0.043 0.085 

Benzo(j)fluoranteno 5 < 0.002 0.005 0.008  < 0.002 0.008 0.104 

Benzo(k) fluoranteno 5 < 0.002 0.004 0.003  < 0.002 0.005 0.071 

Perileno 5 < 0.001 0.029 0.006  < 0.002 0.026 < 0.002 

Benzo(g,h,i)perileno 6 < 0.001 < 0.001 < 0.001   < 0.001 < 0.001 < 0.001 

Indeno[1,2,3-c,d]pireno 6 < 0.001 < 0.001 < 0.001  < 0.001 < 0.001 < 0.001 

Dibenzo(a,h)antraceno 6 < 0.001 < 0.001 < 0.001  < 0.001 < 0.001 < 0.001 

HPAs totais  
 

0.605 21.430 37.449   0.390 36.245 133.954 

 

 

 

Efeito do óleo cru nos níveis de transcrição de genes  

 

Em relação aos genes de biotransformação de fase I, o conjunto 

de 3 isoformas de CYP analisados neste estudo apresentaram um padrão 

de indução em bloco após a exposição ao óleo cru, tanto nas brânquias 

como na glândula digestiva. Nas brânquias, os níveis de transcritos de 

CYP2D20-like (Fig. 1A) apresentaram um menor aumento em E1 após 

24 h (1,5 vezes), CYP2UI-like (Fig. 1B) aumentou em E2 (24 h – 2,0 

vezes e 96 h – 2,6 vezes), enquanto CYP3A11-like (Fig. 1C) apresentou 

uma resposta robusta, com o aumento de aproximadamente 14 vezes 
após a exposição a E1 em ambos os tempos, e em E2, 22,0 e 29,5 vezes, 

respectivamente. Na glândula digestiva, CYP2UI-like (Fig. 2A) 

apresentou um menor aumento dos níveis em E2 após 24 h (1,6 vezes) e 

em E1 e E2 após 96 h (1,8 e 2,2 vezes, respectivamente), enquanto 
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CYP3A11-like (Fig. 2B) apresentou um aumento moderado em ambos 

os grupos após 24 h (E1 – 4,8 vezes, E2 – 6,0 vezes) e um aumento mais 

elevado após 96 h (E1 – 10,7 vezes, E2 – 24,5 vezes). Além disso, o 

gene MAO-like apresentou baixos níveis de transcritos nas brânquias 

(Fig. 1D) após 24 h em E1 (0,9 vez) e na glândula digestiva (Fig. 2C) 

após 24 h de exposição a E2 (1,7 vezes). 

Os genes de biotransformação de fase II, tais como GST_omega-

like em brânquia, aumentaram após 24 h em ambos E1 (3,4 vezes) e E2 

(8,0 vezes), e também após 96 h (E1 – 4,5 vezes, E2 – 7,1 vezes) (Fig 

1). Este mesmo gene apresentou um aumento nos seus níveis em 

glândula digestiva (Fig. 2D) após 24 h em E2 (2,5 vezes) e após 96 h em 

ambos E1 (2,6 vezes) e E2 (5,6 vezes). Respostas similares foram 

observadas nos níveis de transcritos da SULT1B1-like em brânquias 

(aumento de 4,5 e 15 vezes após 24 h em E1 e E2; aumento de 22 e 23 

vezes após 96 h em E1 e E2, e em glândula digestiva (aumento de 2,8 e 

3,9 vezes após 24 h em E1 e E2; aumento de 5,1 e 7,9 vezes após 96 h 

em E1 e E2) (Figs. 1F e 2E). Os níveis de transcritos de SULT4A1-like 

permaneceram inalterados em brânquia após a exposição ao óleo cru, 

porém apresentaram um aumento de 12,4 vezes na glândula digestiva 

(Fig. 2F) em E2 após 96 h. 

Aumentos na transcrição de genes envolvidos em diferentes 

funções celulares e moleculares também foram analisados na glândula 

digestiva e brânquias. A maioria destes foi modulada apenas nas 

brânquias, particularmente após 24 h. Em relação a este tecido e tempo 

de exposição, os níveis de mRNA do gene VNN1-like (Fig. 3A) foram 

maiores após exposição a E2 (2,0 vezes); YELL-like (Fig. 3B) e VWA7-

like (Fig. 3C) aumentaram em E1 (49,9 e 2,2 vezes, respectivamente); e 

FGFR2-like (Fig. 3D) aumentaram em ambos E1 (1,6 vezes) e E2 (1,4 

vezes). Os genes PLB1-like (Fig. 3E) e CREB2-like (Fig. 3F) foram 

significativamente responsíveis ao óleo cru nas brânquias, com aumento 

nos níveis após exposição a ambos os grupos e períodos (1,5 – 4,8 

vezes). O gene GBS76A-like foi o único que apresentou aumento na 

regulação dos níveis de transcritos em brâqnuia e glândula digestiva 

(Figs. 3G e H): no primeiro tecido apresentou aumento em E1 após 24 h 

(1,8 vezes) e em E2 após 96 h (1,6 vezes) enquanto na glândula 

digestiva apresentou aumento em E1 após 24 h (3,1 vezes) e 96 h (6,2 

vezes). Os genes SULT4A1-like, MYG-like, STAT2-like, TRI56-like, 
ACHA2-like, NTD-like, P4AH3-like e ZRAB3-like não apresentaram 

diferenças significativas nas brânquias, assim como os genes MYG-like, 

VNN1-like, PLB1-like, STAT2-like e TRI56-like, não apresentaram 

diferenças na glândula digestiva.  
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Fig. 1 - Níveis normalizados da transcrição de genes de biotransformação, A – 

CYP2D20-like, B – CYP2UI-like, C – CYP3A11-like, D – MAO-like, E – 

GST_omega-like e F – SULT1B1-like em brânquia de vieiras N. nodosus 

expostas ao óleo cru por 24 e 96 h. Os níveis de transcritos foram analisados por 

qPCR e os dados expressos como indução (vezes) relativa à exposição aos 

tratamentos – E1 (0.33 g L-1) e E2 (0.66 g L-1) – em relação ao controle (Ct). 

Para cada tempo de exposição (24 h e 96 h), grupos não compartilhando letras 

diferem estatisticamente (p<0,05), n=10 animais por grupo.  
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Fig. 2 - Níveis normalizados da transcrição de genes de biotransformação A – 

CYP2UI-like, B – CYP3A11-like, C – MAO-like, D – GST_omega-like, E – 

SULT1B1-like e F – SULT4A1-like em glândula digestiva de vieiras N. nodosus 

expostas ao óleo cru por 24 e 96 h. Os níveis de transcritos foram analisados por 

qPCR e os dados expressos como indução (vezes) relativa à exposição aos 

tratamentos – E1 (0.33 g L-1) e E2 (0.66 g L-1) – em relação ao controle (Ct). 

Para cada tempo de exposição (24 h e 96 h), grupos não compartilhando letras 

diferem estatisticamente (p<0,05), n=10 animais por grupo. 
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Fig. 3 - Níveis normalizados da transcrição de genes relativos a diferentes 

funções celulares: A – VNN1-like, B – YELL-like, C – VWA7-like, D – FGFR2-

like, E –PLB1-like, F – CREB2-like e G – GBS76A-like em brânquia e H – 

GBS76A-like em glândula digestiva de vieiras N. nodosus expostas ao óleo cru 

por 24 e 96h. Os níveis de transcritos foram analisados por qPCR e os dados 

expressos como indução (vezes) relativa à exposição aos tratamentos – E1 (0.33 

g L-1) e E2 (0.66 g L-1) – em relação ao controle (Ct). Para cada tempo de 

exposição (24 h e 96 h), grupos não compartilhando letras diferem 

estatisticamente (p<0,05), n=10 animais por grupo.  
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Discussão 

 

Este estudo investigou a resposta molecular de vieiras N. nodosus 

após uma exposição de curta duração em laboratório a uma mistura 

complexa de HPAs, como o óleo cru. Vieiras são comumente utilizadas 

como organismos sentinela na avaliação da contaminação por HPAs 

pois possuem movimentação lenta, capacidade reduzida para escapar de 

uma fonte pontual de contaminação e maior capacidade de 

bioacumulação de xenobióticos em seus tecidos (Hannam et al., 2010b; 

Jin et al., 2014; André Lourenço et al., 2015; Frantzen et al., 2016). O 

presente experimento foi conduzido para avaliar um conjunto de genes 

possíveis biomarcadores de exposição a HPAs em vieiras. Nossos dados 

indicam que N. nodosus possuem respostas e estratégias moleculares 

que estão possivelmente envolvidas na adaptação à exposição aos 

HPAs, e poderiam ser utilizados como biomarcadores moleculares em 

vieiras transplantadas para áreas offshore com operações de petróleo e 

gás, onde a exposição à HPAs ocorre comumente devido aos resíduos de 

perfuração, a liberação de água produzida e eventos de derramamentos 

de óleo. 

As vieiras N. nodosus bioacumularam HPAs em tempo e 

concentração dependentes, similarmente observado em ostras 

Crassostrea brasiliana expostas ao fenantreno (Lüchmann et al., 2014). 

Aumento nos níveis de HPAs foram descritos em muitos bivalves como 

Perna viridis (Cheung et al., 2001) e Mytilus galloprovincialis 

(Bocchetti et al., 2008), Ruditapes philippinarum (Liu et al., 2014), 

Chlamys farreri (Xiu et al., 2015) e N. nodosus (Piazza et al., 2016) 

expostas a HPAs em laboratório ou no ambiente natural. No presente 

estudo, a bioacumulação de HPAs nas vieiras após a exposição ao óleo 

cru foi marcada pelo aumento dos níveis de HPAs nos tecidos, 

principalmente naftaleno, fenantreno e derivados. O naftaleno e o 

fenantreno são HPAs compostos por 2 e 3 anéis aromáticos, 

respectivamente, e são os mais abundantemente encontrados nos 

ambientes aquáticos contaminados por óleo cru. Além do mais, quando 

comparados aos HPAs de alto peso molecular, são mais solúveis em 

água e mais facilmente absorvidos pelos organismos aquáticos (Neff, 

2002; Lüchmann et al., 2011), facilitando sua bioacumulação. É 

importante evidenciar a bioacumulação de HPAs de 4-5 anéis em vieiras 

após 96 h de exposição ao óleo cru. Mesmo admitindo que os valores 

bioacumulados não são tão expressivos quanto aos HPAs de 2-3 anéis, 

os HPAs de alto peso molecular são consideravelmente mais tóxicos e 

com significativas propriedades mutagênicas e carcinogênicas (Martins 
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et al., 2015), e, portanto, a bioacumulação detectada no caso de 

exposição mais prolongada poderia ser uma ameaça para bivalves 

durante e após os eventos de derramamento de óleo cru. Em nosso 

estudo, vinte e um genes foram analisados nas brânquias e treze genes 

na glândula digestiva. Sete deles fazem parte da fase I e II das vias de 

biotransformação e apresentaram níveis aumentados de transcrição em 

um ou ambos tecidos após a exposição ao óleo cru: CYP2D20-like, 

CYP2UI-like, CYP3A11-like, MAO-like, GST_omega-like, SULT1B1-
like e SULT4A1-like. Com base nesta lista, SULT4A1-like foi responsivo 

somente em um tecido (glândula digestiva), e MAO-like apresentou 

aumento dos seus níveis de transcritos em glândula digestiva, enquanto 

na brânquia, apresentou redução. Os genes da família CYP apresentaram 

uma evidente resposta de ativação em ambos os tecidos (exceto 

CYP2D20-like, que foi analisado somente em brânquia, porém também 

com aumento dos seus níveis após a exposição). Portanto, foi detectada 

uma resposta clara da regulação positiva dos níveis de transcritos dos 

genes participantes em ambas fases I e II das vias de biotransformação 

na brânquia e glândula digestiva, tecidos relacionados com a absorção, 

metabolismo e excreção de contaminantes orgânicos. Alternativamente, 

os genes relacionados a outras vias celulares, tais como função imune, 

metabolismo energético e reparação celular apresentaram diferenças 

principalmente nas brânquias.  

No ambiente, as substâncias lipofílicas tais como os HPAs 

tendem a ser absorvidos pelas espécies aquáticas através do sedimento 

ou de alimentos via órgãos digestivos (tais como a glândula digestiva 

em bivalves), enquanto que os compostos hidrofílicos podem facilmente 

alcançar as brânquias (e outros tecidos que tenham elevado contato com 

o meio circundante), para posterior absorção (Nikinmaa, 2014). No 

sistema fechado de exposição usado no presente delineamento 

experimental, os HPAs puderam atingir rapidamente as brânquias dos 

organismos, provocando respostas adaptativas iniciais de 

biotransformação possivelmente através dos fatores de transcrição, 

como o receptor para aril hidrocarboneto (AhR). Este tipo de resposta já 

foi detectado em vieiras (Cai et al., 2016), assim como pela ativação da 

via do fator de transcrição NF-E2 p45 (Nrf2), demonstrado em zebrafish 

(Timme-Laragy et al., 2009). Outras vias de sinalização também podem 

ter sido ativadas inicialmente em brânquias após a exposição aos HPAs, 

levando à transcrição de diferentes genes conforme detectado neste 

estudo. Em estudos anteriores, as brânquias de ostras expostas ao 

fenantreno, substâncias eletrofílicas ou nanomateriais, foram 

consideradas o primeiro tecido a ser atingido, quando comparado à 
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glândula digestiva (Lüchmann et al., 2014, Trevisan et al., 2014, 2016). 

A bioacumulação de HPAs no presente trabalho foi investigada no 

organismo inteiro, portanto, não podemos afirmar em qual tecido a taxa 

de bioacumulação foi maior e mais rápida.  

As subfamílias CYP2 e CYP3 são conhecidas por desempenhar 

um importante papel na detoxificação de HPAs, por metabolizar uma 

série de substratos como os xenobióticos, ácidos biliares, hormônios 

sexuais e prevenir a bioacumulação de substâncias lipofílicas 

(Goldstone et al., 2010; Tian et al., 2014). CYP2D20-like, CYP2UI-like 

e CYP3A11-like demonstraram um aumento nos níveis de transcritos 

após a exposição ao óleo cru, o que pode estar relacionado a ativação da 

fase I de biotransformação, como um esforço do organismo para manter 

a homeostase celular e combater os metabólitos formados durante a 

exposição aos HPAs. Este mesmo conjunto de genes também apresentou 

uma ativação em brânquias de vieiras N. nodosus expostas ao fenantreno 

após 24 e 96 h (Piazza et al., 2016), enquanto a transcrição de outras 

isoformas de CYP também foram detectadas em vieiras expostas em 

laboratório a um único HPA separadamente (Xiu et al., 2015; Deng et 

al., 2014). De fato, a informação encontrada na literatura sobre o 

aumento da transcrição de isoformas de CYP em vieiras durante a 

exposição a HPAs é escassa, e nossos dados sugerem 3 isoformas 

provenientes de duas diferentes famílias de CYP, responsivas ao óleo 

cru e HPAs, com atenção especial ao CYP3A11-like que apresentou o 

maior aumento dos níveis de transcritos.  

Outro gene de fase I de biotransformação analisado foi o MAO-

like, uma enzima mitocondrial que cataliza a desaminação de 

monoaminas, incluindo a serotonina e catecolaminas, levando à 

produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) e amônia, atuando nas 

respostas imunes dos bivalves (Zhou et al., 2011a). MAO-like foi 

analisado em Crassostrea gigas e seus níveis de transcrição foram 

claramente alterados pela exposição a pesticidas e hidrocarbonetos, e 

caracterizado pela indução em glândula digestiva e inibição nas 

brânquias (Boutet et al., 2004a), similarmente ao nosso estudo. Em 

vieiras Chlamys farreri, a indução de MAO foi verificada em glândula 

digestiva, brânquia e outros tecidos após desafiados com Vibrio 

anguillarum, sugerindo que esta enzima esteja relacionada à várias 

funções fisiológicas, atuando na modulação do sistema imune (Zhou et 

al., 2011a).  

Sequencialmente à fase I, os xenobióticos podem ser 

metabolizados pelas enzimas de biotransformação de fase II, como as 

GSTs (Lacroix et al., 2014) e SULTs (Glatt et al., 2001), que são 
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responsáveis por aumentar a hidrofilidade dos metabólitos da fase I e 

outras substâncias eletrofílicas acelerando as taxas de excreção (Michio 

e Hiroshi, 1994). As GSTs são uma das mais importantes enzimas que 

catalizam a detoxificação de epóxidos e outras formas intermediárias de 

HPAs, em um processo que ocorre através da conjugação com a 

glutationa (Dickinson and Forman, 2002; Pushparajah et al., 2008). 

Lüchmann et al., (2014), observaram um aumento nos níveis do gene 

GST_omega-like e uma redução nos níveis de glutationa em brânquias 

de C. brasiliana expostas ao fenantreno, possivelmente relacionado à 

biotransformação de HPAs. Da mesma forma, Piazza et al., (2016) 

verificaram um aumento nos níveis de GST_omega-like nas brânquias 

de vieiras após a exposição ao fenantreno. No presente estudo, este gene 

também apresentou aumento nos níveis de transcrição após 24 e 96 h em 

ambas concentrações de óleo cru e tecidos. De fato, o gene GST_omega-

like se apresenta como potencial biomarcador de exposição a 

contaminates orgânicos por ser identificado como gene regulado 

positivamente após a exposição a vários químicos estressores, como os 

hidrocarbonetos (Boutet et al., 2004b; Lüchmann et al., 2014; Piazza et 

al., 2016), esgosto sanitário (Medeiros et al., 2008), poluição urbana 

(Châtel et al., 2015) e substâncias eletrofílicas (Trevisan et al., 2016). 

A sulfatação, mediada pela SULT é também uma importante via 

de metabolização de várias drogas, xenobióticos, neurotransmissores e 

hormônios (Raftogianis et al., 1999), envolvendo a transferência do 

grupo sulfonato do doador universal sulfuril, 3-fosfoadenosina-5′-

fosfosulfato, para a hidroxila ou grupo amina do substrato (Xi et al., 

2016). SULT1B1-like apresentou aumento dos seus níveis após a 

exposição ao óleo cru, como resultado já detectado em outros bivalves 

após a exposição ao benzo[a]pireno (Liu et al., 2014; Milan et al., 2013; 

Tian et al., 2013) e fenantreno (Piazza et al., 2016). Em conjunto, os 

dados relacionados com a fase I e fase II de biotransformação sugerem 

que as brânquias e glândula digestiva apresentaram uma resposta 

coordenada de amplificação em vieiras durante a exposição aos HPAs.  

Outros genes relacionados a diferentes funções celulares foram 

regulados positivamente após a exposição do óleo cru, principalmente 

nas brânquias. Dois deles estavam relacionados à função imunológica: 

VNN1-like e YELL-like. VNN1 é uma enzima que hidroliza a panteteína, 

um metabólito intermediário da coenzima A, em ácido pantotênico 

(vitamina B5) e cisteamina. Possui um importante papel na função 

imune, inflamação e regulação do estresse oxidativo em mamíferos 

(Maras et al., 1999; Nitto et al., 2008). Não há estudos relacionando o 

gene VNN1 com bivalves até o presente momento, no entanto, 
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sugerimos que VNN1-like pode estar relacionado ao estresse oxidativo e 

funções imunes em vieiras N. nodosus. De fato, o metabolismo de HPAs 

é conhecido por produzir EROS e provocar uma série de reações 

indesejadas nos organismos, culminando na redução da imunidade e 

fadiga dos órgãos (Hannam et al., 2010a; Regoli e Giuliani, 2013). Além 

disso, o aumento dos níveis de VNN1-like pode ser caracterizado como 

um mecanismo compensatório. 

YELL-like ou enzima de conversão de dopacromo, foi relacionado 

às funções imunes, via de biossíntese de melanina e aceleração de 

reações de pigmentação em insetos (Noh et al., 2015b). Johnson et al., 

(2001) reportou este gene em mosquito Aedes aegypti por desempenhar 

um importante papel fisiológico, pois é fundamental para a melanização 

do exoesqueleto e sobrevivência. Não há estudos deste gene em 

moluscos, mas um intermediário da biosíntese da melanina, chamado L-

DOPA descarboxilase, foi caracterizado por modular as respostas 

imunes em vieiras Chlamys farreri, como o encapsulamento de 

hemócitos e auxiliar na regulação dos níveis de EROS (Zhou et al., 

2011b). O sistema PO (fenoloxidase), responsável pela síntese de 

melanina em moluscos, foi identificado em hemócitos de N. 
subnodosus, sugerindo a participação no sistema de defesa (Luna-

González et al., 2003). Além disso, o sistema PO é conhecido por 

desempenhar um importante papel no crescimento e reparo das conchas 

de bivalves (Luna-González et al., 2003). Além disso, tanto VNN1-like 

quanto YELL-like são proteínas ancoradas na superfície transmembranar 

(Pitari et al., 2000; Noh et al., 2015b) e sua modulação transcricional 

pode estar relacionada com as interações HPAs-membrana lipídica, 

esperadas em eventos de peroxidação lipídica durante a exposição ao 

óleo cru.  

Este cenário de alterações induzidas por HPAs nas membranas 

lipídicas pode ser discutido levando em consideração o aumento da 

transcrição de PLB1-like. Fosfolipases são um grupo heterogêneo de 

enzimas capazes de hidrolizar uma ou mais ligações de ésteres em 

glicerofosfolipídeos, incluindo a fosfolipase A, B e C (Shen et al., 2004; 

Köhler et al., 2006; Zarai et al., 2011). Estas enzimas mediam vários 

processos biológicos, tais como o metabolismo de membrana de 

fosfolipídeos, a digestão de lipídeos na dieta, apoptose, organização do 

citoesqueleto, transdução de sinal e respostas inflamatórias (Cherif et al., 

2010; Zarai et al., 2011; Jiang et al., 2012). A bioacumulação de HPAs 

pode levar a interações na membrana celular com potencial para 

provocar stress e perda ou redução da capacidade de homeostase, além 

de induzir uma série de respostas em níveis moleculares, celulares e 
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teciduais (Viarengo and Nicotera, 1991; Panfoli et al., 2000; Oliva et al., 

2010). Zarai et al., (2011) relataram dois casos da relação entre 

hepatopancreatite intracelular e fosfolipase A extracelular em moluscos 

gastrópodes, e Panfoli et al. (2000) relataram a inibição da atividade da 

fosfolipase C em mexilhão após a exposição à metais. Dheilly et al. 

(2011) identificaram o gene PLB1 em glândula digestiva de ostras 

Crassostrea gigas, no entanto, o presente estudo é o primeiro a associar 

as respostas deste gene à exposição a HPAs. Além do mais, a indução de 

PLB1-like pode ser uma resposta adaptativa aos níveis de HPAs e estar 

relacionado ao metabolismo de fosfolipídeos e estabilidade da 

membrana celular.  

No presente estudo, níveis de transcritos dos genes FGFR2-like e 

VW7-like foram regulados positivamente nas brânquias após a exposição 

ao óleo cru. O primeiro gene é conhecido por ser um receptor que se liga 

ao fator de crescimento de fibroblastos (FGF), que são proteínas que 

regulam a migração, proliferação, diferenciação, sobrevivência e 

motilidade de diferentes tipos de células, incluindo as células tumorais, 

sendo um fator importante na angiogênese (formação de novos vasos) 

em tumores malignos e tecidos normais (Presta et al., 2005). Steiling et 

al. (2003) descreveu o importante papel do gene de FGFR no reparo do 

fígado de ratos após injúria, e Böhm et al. (2010) também mostraram o 

papel citoprotetor de FGFR2 na regeneração de fígado de rato. FGFs e 

seus receptores (FGFRs) não foram relatados em moluscos e suas 

funções ainda necessitam ser investigadas. Sugerimos a associação deste 

gene na prevenção de injúrias celulares e perda da homeostase causada 

durante a exposição aos HPAs. Da mesma forma, VWA7-like faz parte 

de uma superfamília de proteínas contendo o fator Von Willebrand tipo 

A (VWA). A função deste gene não é conhecida, mas o domínio VWA 

pode ser encontrado principalmente em proteínas extracelulares 

relacionadas com a adesão celular e em menor grau, com proteínas 

intracelulares envolvidas na transcrição, reparo de DNA, transporte 

ribossomal e membranar, proteossomas e principalmente interações 

proteína-proteína (Tuckwell, 1999, Whittaker e Hynes, 2002). Em nosso 

estudo, foi verificado o aumento dos níveis de mRNA do gene VWA7-
like em brânquias de vieiras após a exposição ao óleo cru, o que pode 

estar associado às interações proteína-proteína durante a exposição aos 

HPAs. 

Essa ativação e desativação de vias celulares, levando a diferentes 

respostas, são normalmente associadas a uma maior demanda de 

energia. Neste estudo, detectamos níveis elevados de transcritos do gene 

GBS76A-like, um dos tipos de proteínas reguladas pela proteína 
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fosfatase 1 (PP1). PP1 é uma classe de proteínas essenciais para o 

metabolismo do glicogênio, ativando sua degradação de acordo com a 

demanda de energia celular do organismo (Aggen et al., 2000). Na 

mosca da fruta, por exemplo, GBS76A interage com todas as isoformas 

de PP1, juntamente com GBS70E, que foi identificado pelo Gene 

Ontology (GO) como possível participante na regulação da biossíntese 

de glicogênio (Bennet et al., 2006). Como já foi demonstrado em 

abordagens metabolômicas com bivalves, a exposição aos HPAs leva à 

redução da glicose e glicogênio e uma transição ao metabolismo 

anaeróbio (Zhang et al., 2011). Assim, é possível que a regulação 

positiva de GBS76A, como detectado no presente estudo, esteja 

associada ao consumo de glicogênio mais elevado, devido ao aumento 

repentino no consumo de energia durante a exposição e 

biotransformação de HPAs. Este cenário de consumo de glicogênio e 

glicose pode estar associado ao gene CREB2-like. CRBL ou CREB é um 

fator de transcrição induzido pela ativação da cinase e é conhecido 

principalmente por regularizar as vias de sinalização de memória de 

curto e longo prazo de moluscos a mamíferos (Frank and Greenberg, 

1994). Ao mesmo tempo, esta ativação pode levar à transcrição de 

inúmeros genes relacionados ao crescimento celular, sobrevivência e 

memória (Zhu and Wu, 2008), assim como à gliconeogênese hepática 

(Rui, 2014). CREB2 é um repressor, o que significa que a sua ativação 

poderia bloquear muitas respostas celulares, incluindo a síntese da 

glicose. Em moluscos, a via de sinalização CREB e o papel da CREB2 

ainda são desconhecidos. Ribeiro et al. (2003) demonstraram CREB1 no 

sistema nervoso de gastrópodes e o seu papel na plasticidade neuronal e 

de aprendizagem, e Zhu e Wu (2008) verificaram a transcrição de um 

homólogo de CREB (Ca-CREB) em ostras Crassostrea ariakensis, 

constitutivamente expresso em tecidos não relacionados com a memória 

de longo prazo, tais como brânquias, hemócitos, manto, músculo adutor 

posterior e glândula digestiva, e foi associado às respostas imunes. Em 

nosso estudo, os níveis de transcritos de CREB2-like aumentaram em 

ambas condições de tempo e tratamento, em brânquias, um tecido não 

relacionado à memória e aprendizagem. Como a indução indica um 

possível efeito inibitório na via de sinalização de CREB, este fato 

poderia estar associado à redução do crescimento celular e 

sobrevivência, e possível modulação das respostas imunes e desativação 

da gliconeogênese.  

Em conclusão, os dados sugerem que as vieiras podem adotar 

algumas estratégias para metabolizar os HPAs presentes no óleo bruto. 

A análise da transcrição de genes pode ajudar a identificar potenciais 
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mecanismos de desintoxicação e respostas celulares em bivalves durante 

a exposição a substâncias químicas. O óleo cru causou uma rápida (24 

h) e ampla ativação de genes de biotransformação de fase I e II em 

ambos tecidos, brânquias e glândula digestiva das vieiras. Também 

causou um aumento na abundância da transcrição de genes associados à 

função imune, metabolismo de lipídios, glicose, metabolismo do 

glicogênio e reparo celular. O presente trabalho mostra um conjunto de 

genes em vieiras N. nodosus que podem ser possivelmente utilizados 

como biomarcadores de contaminação aquática em estudos de 

biomonitoramento em regiões com atividade petrolífera. Mesmo assim, 

apesar de contribuir para a compreensão das vias metabólicas não bem 

estabelecidas em moluscos bivalves, mais estudos são necessários para 

elucidar tais eventos nestes organismos. 
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CONSIDERAÇÕES E CONCLUSÕES FINAIS  

 

 A qualidade da água é um dos fatores principais para que a 

aquicultura possa se desenvolver, no sentido de promover a qualidade 

dos animais que servirão de alimento aos consumidores. O cultivo de 

moluscos é realizado principalmente em áreas abrigadas, baias e 

enseadas, que estão constantemente recebendo um aporte generoso de 

inúmeras misturas complexas ricas em contaminantes, provenientes de 

efluentes urbanos, derivados de atividades da indústria do petróleo e da 

ineficiência na coleta e tratamento do esgoto sanitário. 

Independentemente da origem dos contaminantes, muitos deles podem 

causar intoxicação nos animais expostos, cujas respostas biológicas 

podem ser utilizadas como biomarcadores em programas de 

monitoramento ambiental. No entanto, para tornar uma ferramenta 

viável em programas de biomonitoramento, faz-se necessário 

consecutivos e exaustivos estudos, resultando em dados consistentes 

para a construção de pacotes tecnológicos de biomarcadores 

bioquímicos e moleculares responsíveis.  

 A utilização de moluscos bivalves em estudos ecotoxicológicos 

vem se caracterizando como uma ferramenta bastante promissora. A 

espécie de vieira N. nodosus é encontrada naturalmente em áreas de 

baixa e média profundidade, é cultivada em áreas costeiras, possui 

movimentação lenta, é filtradora e bioacumuladora, e representa um 

importante recurso nutricional e econômico para as populações de áreas 

costeiras. Portanto, é considerada um organismo bioindicador potencial 

para utilização em programas de biomonitoramento de águas 

contaminadas.  

Sendo assim, destacamos que: 

- As vieiras N. nodosus possuem a capacidade de bioacumular 

HPAs em seus tecidos, o que, do ponto de vista ambiental, pode ser uma 

nova perspectiva a ser avaliada, no sentido da utilização dos animais 

como forma de mitigação dos impactos ambientais causados pelos 

derrames provenientes da indústria petrolífera e outras formas de 

contaminação aquática.   

- As vieiras N. nodosus possuem a capacidade de eliminar os 

HPAs de seus tecidos através de protocolos de depuração. Porém, apesar 

da depuração ter reduzido os níveis de fenantreno em 2,5–2,9 vezes (nas 

concentrações de 50 e 200 µg L−1, respectivamente), os tecidos das 

vieiras ainda continham fenantreno. Neste caso, as vieiras que foram 

expostas à menor concentração praticamente retornaram ao nível basal, 

no entanto, as expostas à maior concentração, continuaram com os 
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níveis em aproximadamente 7,14 vezes maior do que o controle. Desta 

forma, 96 h de depuração não foi suficiente para que as vieiras 

eliminassem a concentração diária de 200 µg L−1 de fenantreno de seus 

tecidos, sendo necessária a realização de mais estudos para verificar em 

quanto tempo os animais conseguiriam retornar aos níveis basais, para 

fins de comercialização e consumo.    

- Os protocolos de depuração utilizados no Brasil ainda não são 

aplicáveis em escala industrial. Primeiramente, por não existir legislação 

que limite a quantidade máxima dos contaminantes nos tecidos dos 

animais. Além disso, não existem dados suficientes sugerindo um 

protocolo de depuração eficiente, que garanta a eliminação dos 

microrganismos indesejados e substâncias químicas dos tecidos dos 

animais, em tempo hábil, sendo viável para a comercialização em larga 

escala. Portando, é necessário que mais estudos sejam realizados para 

sanar a problemática e regulamentar a atividade aquícola, visando o 

aumento da qualidade dos animais para consumo.    

- Os dados obtidos neste estudo demonstraram alterações na 

atividade de biomarcadores bioquímicos e moleculares clássicos, como 

alterações nas atividade das enzimas GPx e GR, alteração na 

estabilidade de membrana (MDA) e alterações em genes participantes 

das vias de biotransformação, nas brânquias das vieiras após exposição 

ao fenantreno; e alterações em genes de biotransformação, de vias de 

sinalização celular e funções imunes, após a exposição ao óleo cru em 

brânquia e glândula digestiva; demonstrando serem interessantes 

biomarcadores para a utilização em estudos posteriores. 

- Os genes CYP2UI-like, CYP2D20-like, CYP3A11-like, 

GST_omega-like e SULT1B1- like foram responsíveis aos HPAs 
apresentando aumentos nos seus níveis após a exposição em ambos os 

tecidos e experimentos, validando o papel das enzimas de fase I (CYP) e 

fase II (GST, SULT) na biotransformação de HPAs em vieiras. Assim, 

propomos a utilização destes genes para detecção de HPAs em análises 

de biomonitoramento.   

- Da mesma forma, os genes citados acima apresentaram 

restabelecimento dos seus níveis basais de transcrição (exceto 

SULT1B1-like) após a depuração; assim como as enzimas GPx e GR; 

demonstrando que as respostas estão intimamente ligadas à exposição de 

HPAs, validando o uso dos mesmos no biomonitoramento de áreas 

potencialmente afetadas por HPAs e demonstrando que a depuração foi 

eficiente do ponto de vista ambiental.  

- Os genes ligados às funções imunes (VNN1-like e YELL-like), 

metabolismo energético (PLB1-like, CREB2-like e GBS76A-like) e 
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reparo celular (FGFR2-like) apresentaram aumento dos seus níveis nas 

brânquias após a exposição ao óleo cru, o que pode indicar um processo 

ligado ao evento de exposição à HPAs, mas também diretamente ligado 

às defesas celulares. Portanto, sugerimos que mais estudos possam ser 

realizados no intuito de caracterizar as respostas destes genes perante 

diferentes substâncias químicas, em diferentes tecidos.  

Informações geradas a partir da influência dos contaminantes na 

ativação de vias metabólicas específicas em moluscos bivalves é de 

fundamental importância para a compreensão da modulação da 

transcrição gênica e das respostas observadas em biomarcadores 

moleculares/bioquímicos. Este trabalho visou abranger o conhecimento 

de genes de biotransformação; contribuir para a compreensão de 

diferentes aspectos da bioquímica, biologia molecular e da fisiologia de 

vieiras N. nodosus, bem como de espécies relacionadas; contribuir para 

o entendimento de novos possíveis genes biomarcadores e vias 

metabólicas que participam; e, identificar genes que ainda não foram 

bem explorados em moluscos bivalves. Portanto, futuros trabalhos 

devem ser realizados, tanto com contaminantes isolados, mas também 

com misturas de substâncias presentes no ambiente, para que os 

aspectos analisados em laboratório possam reunir respostas aplicáveis 

aos ambientes naturais.  
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