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RESUMO

O uso de biomarcadores enzimaticos e de genotoxicidade é uma importante ferramenta na
avaliacdo da contaminacdo ambiental. Esta poluicdo, que em grande parte tem origem nas
atividades humanas, € liberada no ambiente tendo como destino final, preferencialmente, os
corpos d’agua. No estuario Canal de Santa de Cruz a expansdo das atividades industriais e
turisticas , além do elevado crescimento populacional humano e sobrepesca, colocam em risco
0 delicado sistema ecologico deste local. Neste contexto, o uso do molusco bivalve
Crassostrea sp. como bioindicador torna-se uma ferramenta Util e eficaz para diagnosticar os
efeitos dos impactos antropogénicos nesse ambiente. Portanto, a presente tese avaliou a
atividade de biomarcadores enziméticos (AChg, BChE, CAT, SOD, amilase, pepsina,
tripsina, quimotripsina) e nao enzimaticos, GSSG, GSH, Malonaldeido em branquias, visceras
e musculo adutor da ostra do mangue Crassostrea sp., e 0 ensaio de Genotoxicidade e
mutagenicidade (ensaio cometa e MN) em hemacitos de ostras capturadas durante o periodo
seco e chuvoso em trés locais do Canal de Santa de Cruz (vila velha Itamaracd — PE); e em
uma regido referéncia (Depuradora/controle) em Penedo, AL. O impacto genotdxico foi
confirmado pela detecgdo de microlesdes no DNA por meio do ensaio cometa, e pela alta
frequéncia de macrolesbes (MN) nos hemacitos em relacdo as ostras controle. Diferencas
significativas (p<0,05) entre ostras coletadas sazonalmente no estuério, e entre estas ostras e
ostras controle, foram observadas nas frequéncias de MN nas coletas do periodo seco e
chuvoso; no indice de dano no periodo seco e na frequéncia de danos no periodo chuvoso para
um ponto de coleta. No presente trabalho, a AChE presente em visceras e branquias de
Crassostrea sp. foi caracterizada fisico-quimica e cineticamente e foi exposta a pesticidas
organofosforados, carbamatos e a ions. Todos os pesticidas usados mostraram efeito inibitério
na atividade da AChE apresentando decréscimo significativo. Foi verificado a influéncia de
alguns ions sobre a atividade da AChE nos dois tecidos estudados. A atividade da AChE e
BChE de branquias, visceras e musculo adutor de ostra coletadas no estuario no periodo seco
e chuvoso, foi significativamente (p<0,05) menor que as ostras depuradas. No presente estudo
foram observadas diferencas sazonais significativas (p<0,05) e respostas sinérgicas para
AChE e BChE, e nos demais biomarcadores (enziméatico, ndo enzimatico e genético)
avaliados nos trés tecidos da ostra. Analisados em conjunto, os dados obtidos apontam para
respostas de biomarcadores em ostras, indicando que esses organismos apresentaram indicios
de neurotoxicidade ou de danos causados por estresse oxidativo a macromoléculas. Eles
também apontam para a importancia de considerar a sazonalidade, os pardmetros fisico-
quimicos, microbioldgicos e como esses fatores influenciam nas respostas de biomarcadores
em programas de monitoramento de contaminacdo ambiental. Considerando que a influéncia
dos fatores ambientais, dos fatores endégenos e da biodisponibilidade de metais traco sobre 0s
mecanismos bioquimicos que modulam a atividade desses biomarcadores é ainda pouco
conhecida, a necessidade de estudos sobre estes parametros é enfatizada. Desta forma, as
oscilagcbes na atividade das enzimas analisadas ao longo do experimento nos trés pontos do
Canal de Santa Cruz poderiam ser interpretadas dentro de um contexto molecular integrado,
visando ndo s6é compreender a inter-relacdo destes parametros e as necessidades de
osmoconformacdo dos animais, como também otimizar o uso de biomarcadores nesta espécie
de molusco.

Palavras-chave: Biomarcadores; Crassostrea sp.; Canal de Santa Cruz; Contaminacao
ambiental.



ABSTRACT

The use of enzymatic biomarkers and genotoxicity is an important tool in the evaluation of
environmental contamination. This pollution, which largely originates in human activities, is
released into the environment with the final destination, preferably, bodies of water. In the
estuary Canal de Santa Cruz, the expansion of industrial and tourist activities, besides the high
human population growth and overfishing, put at risk the delicate ecological system of this
place. In this context, the use of the bivalve mollusk Crassostrea sp. as a bioindicator
becomes a useful and effective tool to diagnose the effects of anthropogenic impacts in this
environment. Therefore, this thesis evaluated the activity of enzyme biomarkers (AChE,
BChE, CAT, SOD, amylase, pepsin, trypsin, chymotrypsin) and non-enzymatic, GSSG, GSH,
malondialdehyde in gills, adductor muscle and viscera of the mangrove oyster Crassostrea
sp.. Test of genotoxicity and mutagenicity (comet assay and MN) in hemocytes of oysters
taken during the dry and rainy season in three locations in the Canal Santa Cruz (Vila Velha
Itamaraca - PE); and a reference region (purifying / control) in Penedo, AL. The genotoxic
impact was confirmed by microinjuries detection in DNA through the comet assay, and high
frequency macrolesdes (MN) in hemocytes in relation oysters control. Significant differences
(p <0.05) and seasonal oysters from the estuary and oysters control, were observed in the
frequency of MN in the collections of the dry and rainy season; the damage index in the dry
period and frequency of damage in the rainy season to a collection point. In this study, the
AChE present guts and gills of Crassostrea sp. was characterized physico-chemical and
kinetically and was exposed to organophosphorus pesticides, carbamates and ions. All
pesticides used showed inhibitory effect on AChE activity presenting significant decrease. It
was verified the influence of some ions on the activity of AChE in both tissues studied. The
activity of AChE and BChE gills, guts and muscle adductor oyster collected in the estuary in
the dry and rainy season was significantly (p <0.05) lower than the refined oysters. In the
present study, we observed significant seasonal differences (p <0.05) and synergistic
responses to AChE and BChE, and other biomarkers (enzymatic, non-enzymatic and genetic)
evaluated the three oyster tissues. Taken together, the data point to biomarker responses in
oysters, indicating that these bodies showed evidence of neurotoxicity or damage caused by
oxidative stress to macromolecules. They also point to the importance of considering the
seasonality, the physico-chemical parameters, microbiological and how these factors influence
the responses of biomarkers in environmental pollution monitoring programs. Whereas the
influence of environmental factors, endogenous factors and bioavailability of trace metals on
the biochemical mechanisms that modulate the activity of these biomarkers is still unknown,
the need for studies on these parameters is emphasized. Thus, fluctuations in the activity of
the enzymes analyzed during the experiment in the Santa Cruz Channel could be interpreted
within an integrated molecular context, aiming not only to understand the inter-relationship
between these parameters and osmoconformacdo needs of animals, as well as optimize
biomarkers this mollusc species.

Keywords: Biomarkers; Crassostrea sp.; Santa Cruz Channel; environmental contamination.
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1. INTRODUCAO

Os ecossistemas aquaticos sdo considerados receptores finais de contaminantes
liberados no ambiente, estando susceptiveis a acdo de contaminantes aéreos, que chegam aos
corpos d"agua por deposicdo atmosférica e contaminantes terrestres que atingem os ambientes
aquaticos atraves do escoamento destes pelas chuvas. Os ambientes costeiros tém sido durante
muito tempo as areas preferidas para a ocupacdo humana, devido as belezas naturais, 0s
climas agradaveis, e os recursos variados (alimento, turismo, extrativismo vegetal etc.).
Dentre 0s ambientes costeiros mais importantes destacam-se 0s estuérios, que sdo de grande
importancia para a preservagdo, conservacdo e manutencdo de vérias espécies marinhas,
fluviais e terrestres. Porém, nos ultimos anos sofrendo grandes transformacoes, devido ao
desenvolvimento econdmico, causando degradacdo ambiental e queda na qualidade de vida
para as populacfes que habitam seu entorno.

O estuério Canal de Santa Cruz, segundo a CONDEPE e CPRH (1982), é um dos mais
importantes estuarios do Estado de Pernambuco, que representa um recurso natural de alto
valor para as comunidades carentes ribeirinhas, pois apresenta caracteristicas favoraveis para
o desenvolvimento da biota. Porém, o préprio CONDEPE e CPRH (1982) reconhecem que
essa area apresenta sinais de desequilibrio ecoldgico, devido a grandes cargas poluidoras
lancadas ao longo do percurso dos rios que nele desembocam, principalmente o rio Botafogo.
Esse processo é agravado pelo adensamento urbano, pois para a fixacdo de populacdo nesse
tipo de regido e necessario que haja desmatamento, aterramento e construcdo de casas, que
muitas vezes ndo tem saneamento basico e despeja seus dejetos diretamente no Canal, sem
controle algum, provocando desequilibrio da fauna e da flora, afetando a cadeia trofica, o que
reduz ou extingue algumas espécies.

Os estuarios sdo ambientes aquaticos de transicdo entre dulcicolas e marinhos. Sédo
regides parcialmente fechadas nas quais a &gua do mar é bastante diluida pelo aporte de agua
doce do continente (THURMAN E TRUJILLO, 1999). As regides estuarinas sao
extremamente importantes do ponto de vista bioldgico, pois apresentam alta riqueza de
espécies e podem ser consideradas como “bergario” para diversas espécies marinhas, tanto
pela protecdo quanto pela grande disponibilidade de nutrientes (THURMAN E TRUJILLO,
1999). Situados em regides costeiras, 0s estuarios frequentemente encontram-se localizados
em areas de grande atividade antropogénica, sendo, portanto susceptiveis aos impactos
decorrentes destas atividades. As principais fontes de impacto ambiental em estuarios seriam

0 escoamento de esgoto proveniente de areas urbanas, a liberagdo de diversos produtos
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quimicos (organicos e inorgénicos) pela atividade industrial, a agricultura e o fluxo de
embarcacdes, atividade a partir da qual podem ocorrer vazamentos acidentais de petréleo e
derivados, combustiveis e outros produtos transportados por via maritima (KENNISH, 1991).
Através das diversas fontes acima citadas, os poluentes mais comumente encontrados em
estudrios sdo: metais pesados; hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAS); pesticidas
bifenilas policloradas (PCBs), organoclorados (OC) e organofosforados (OP); dioxinas e
furanos; detergentes e outros componentes do esgoto urbano e da ocupagdo humana.

Os pesticidas sdo largamente utilizados nos paises em desenvolvimento de economia
predominantemente agricola para o controle de pragas e em campanhas de combate a vetores
de doencas. O mecanismo principal de acdo desses compostos se da através da ligacdo com o
sitio esterasico das colinesterases com fosforilacdo para organosfosforados e carbamilacdo no
caso dos carbamatos, produzindo a inibicdo das enzimas AChE e BChE (QUINN, 1987). As
enzimas colinesterases tem sido testada como bioindicador, in vitro, da presenca de
organofosforados e carbamatos em agua (GOLD-BOUCHOT, 2000). Os efeitos primarios
destes pesticidas sdo ampliados para outras esterases que podem ser inibidas, dentre elas
algumas enzimas digestivas como a tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase (CASIDA e
QUISTAD, 2004 e 2005).

Efeitos secundarios como, inducdo de formacdo de radicais livres causadores de
estresse oxidativos, devido a exposicdo aos pesticidas em questdo também sdo observados.
Resisténcia ao estresse oxidativo, causado por pesticidas, é influenciada pelo complexo
antioxidante do qual fazem parte as enzimas catalase e superoxido-dismutase (BASHA e
RANI, 2003). As alteracbes das atividades dessas enzimas apontam para outra via de
monitoramento do estrese oxidativo ao qual estd exposto o organismo bioindicador, validando
também os resultados obtidos com as colinesterases. Portanto, é possivel detectar e quantificar
niveis de poluentes presentes em um meio através dos efeitos primarios e secundarios
causados por esses praguicidas, tanto nas enzimas inibidas como nas detoxificadoras.

Esses pesticidas e outros poluentes industriais como metais pesados também podem
induzir alteracBes genotoxicas, clastogénicas direta ou indiretamente (através do estresse
oxidativo) formando adutos de DNA, danificando o genoma de um organismo exposto.

A expansdo das atividades industriais e turisticas no canal de Santa Cruz, além do
elevado crescimento populacional humano e sobrepesca, colocam em risco o delicado sistema
ecologico deste local. Os moluscos bivalves, por exemplo podem sofrer diretamente as
consequéncias negativas da poluicdo, pois se alimentam por filtracdo de forma a bioacumular

elementos como metais pesados e pesticidas, contaminantes que podem causar danos a saude
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do proprio organismo bivalve. Moluscos apresentam varias caracteristicas que o tornam
excelentes bioindicadores. Estes organismos vém sendo amplamente utilizados em estudos de
toxicologia e monitoramento ambiental, na avaliacdo da saude dos ecossistemas aquaticos
tanto com relacdo a presenca quanto aos efeitos de poluentes (BINELLI et al., 2006; NIGRO
et al., 2006; TELES et al., 2006). Como varios outros moluscos bivalves, Crassostrea sp.tem
caracteristicas importantes de uma espécie sentinela, cujas sdo Uteis no biomonitoramento da
poluicdo (WALLNER-KERSANACH et al, 2000; REBELO et al, 2003; SILVA et al, 2003).
As vantagens mais evidentes destes organismos sdo a sua ampla distribuicdo, habito séssil e
capacidade de concentracdo de produtos quimicos com relacdo a dgua (SUNILA, 1987). Esta
espécie representa uma importante fonte de alimento em areas costeiras do Brasil (SILVA et
al,2006), onde também foi previamente utilizado como um modelo biologico para estudos
toxicoldgicos ambientais (FERREIRA et al., 2004; ZANETTE et al, 2006). Esses estudos sdo
baseados na andlise de biomarcadores de alteracfes no ecossistema onde 0 organismo esta
inserido.

Alguns biomarcadores (por exemplo, citologia, genética, bioquimica ou molecular)
tém sido empregados com sucesso para detectar efeitos subletal e deletérios sobre as
populacdes de animais, quantificando o estresse ambiental e os efeitos causados pelos
poluentes (MONSERRAT et al 2007; ADAM et al 2010).

Nesse contexto, visando a questdo do impacto ambiental a biodiversidade e qualidade da agua estuarina usada
pela biota e populagdo humana para diversos fins, o presente estudo teve como principal finalidade avaliar, de
forma preliminar, os parametros fisico-quimicos em trés pontos do Canal de Santa Cruz e colocar figura (P1=
lado esquerdo 2013 (7°48°41.1”’S — 34°51°26.3”W); P2= lado direito Norte (7°48°37.4”S — 34°51°37.4”W); P3=
lado direito sul (7°48°34.2”’S — 34°51°46.1”W)

Canal de Santa de Cruz pela determinacdo de metais pesados e analise microbiologica
na coluna d"agua e nos tecidos moles da ostra Crassostrea sp. Ainda, considerando que a
analise quimica apenas ndo e suficiente para avaliacdo dos efeitos adversos das misturas
complexas nos ecossistemas aquaticos, essa espécie nativa de ostra foi escolhida como
bioindicador para avaliar e comparar com uma regido referéncia, diferentes areas do estuario
Canal de Santa Cruz impactadas por atividades antropogénicas, através da utilizacdo de
diferentes classes de biomarcadores, bem como padronizar metodologias que possam ser
efetivamente aplicadas em estudos de biomonitoramento em regi6es costeiras do Brasil.

A espécie escolhida nesse estudo foi o bivalve Crassostrea sp., a ostra-do-mangue,
tipica do litoral Norte-Nordeste, devido a sua grande importancia sécio-econdémica, tendo em

vista seu consumo, este por sua vez demonstra o risco potencial para a espécie estudada bem
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como para as populagdes humanas que a utilizam como fonte de alimentagéo. Por tratar-se de
uma espécie abundante, de habito bentbnico filtrador, capaz de acumular microrganismos e
residuos de poluentes, possibilita maior abrangéncia e confiabilidade aos resultados.

No Brasil, existem poucos trabalhos realizados na area, voltados especificamente para
0 biomonitoramento in vivo, utilizando moluscos bivalves. Espera-se com isso dar
contribuicdo minima a estudos posteriores para a busca de métodos de controle ambiental

adequados.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Complexo Estuarino Canal de Santa Cruz

A palavra estuario deriva do latim aestuarium, que significa area baixa com influéncia
dos mares. Existem varias definicGes para estuarios, que depende do segmento de estudo.
Miranda et al. (2002) dizem que a definicdo mais satisfatoria e a adaptada de PRICHARD
(1955), porque define-se estuério como: “um corpo de gua costeiro semifechado com ligagdo
livre com o oceano aberto, estendendo-se rio acima até o limite da influéncia da maré, sendo
gue em seu interior a agua do mar é mensuravelmente diluida pela dgua doce oriunda da
drenagem continental”. Ecologicamente, Perillo (1995), acrescenta ainda que o estuario pode
“sustentar espécies bioldgicas eurihalinas durante uma parte ou por todo o seu ciclo de vida“.

Os estuarinos séo encontrados ao redor de todo o globo, em qualquer tipo de clima. As
melhores condicBes para seu desenvolvimento sdo encontradas nas planicies costeiras das
medias latitudes. Nas regibes tropicais, o clima, favorece o desenvolvimento de um tipo
especial de ecossistema, os chamados manguezais (RUSSELL, 1967). A &gua doce do rio
transporta grande quantidade de nutrientes e matéria organica para 0s estuarios e, juntamente
com tempo de residéncia (ou retencdo) da &gua, propicia condigdes para o desenvolvimento
dos produtos primarios e de uma cadeia alimentar ativa. Por isso, esses ambientes constituem
um dos principais fornecedores de alimentos para organismos bentdnicos, epi-bentdnicos e
peléagicos, sendo de grande importancia na cadeia alimentar marinha. Qualquer perturbacéo
nesse ecossistema provoca uma reacdo em cadeia que percutird em outros sistemas ligados a
ele direta ou indiretamente (SILVA, 2004).

Econdmica e socialmente, esse ecossistema é utilizado como fonte de produtos

alimenticios (peixes, moluscos, crustaceos, etc.) para o0 homem, que nele tira seu sustento.
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Além disso, dependendo da sua profundidade, serve como canal de navegacdo para pequenas
embarcacgdes que transportam contingentes humanos e produtos. Assim como, serve também
de area de recreacdo das populacbes que habitam seu entorno e muitas vezes sdo utilizadas
como atracdo turistica.

Compreendido entre as coordenadas: 7°41°36°°S / 7°48°54”°S e 34°49°20"°W /
34°53°18”’W, a area em estudo esta situada no litoral Norte do Estado de Pernambuco, cerca
de 55 km da cidade do Recife. O canal de Santa Cruz faz a separacdo entre a Ilha de Itamaraca
e 0 continente e é considerado um complexo estuarino de aproximadamente 22 km de
extensdo. O canal é em forma de “U” alongado que esta conectado com o Oceano Atlantico
em ambas as extremidades do “U” e recebe dgua doce de seis pequenos rios (MEDEIRQOS;
KJERFVE, 2005). Ocupa uma area de aproximadamente 37 km2 com 1,5 km de largura média
e profundidade variando entre quatro a cinco metros, sendo as maiores profundidades na parte
Norte (SILVA et al, 2011). A penetracdo da agua oceénica se da na por¢do Norte do canal
através da Barra de Catuama, situada no municipio de Goiana. (CONDEPE/CPRH, 1982).

O processo de impacto ambiental no Canal de Santa Cruz vem se agravando, devido as
acOes humanas desenvolvidas ao longo do curso de seus rios depositarios, refletindo as
agressoes sofridas por eles, principalmente o avanco urbano em suas margens. A expansao
imobiliéria é considerada o maior fator de desequilibrio ecoldgico do Canal, pois é através
dela que muitas caracteristicas do meio ambiente sdo afetadas. Entre elas pode-se citar o
desmatamento, que promove uma deposicdo diferenciada de sedimentos, e ainda modifica
toda configuracdo e dinamica do Canal. Além do desmatamento, essa expansdo aumenta a
descarga de dejetos organicos e lixo em geral.

O complexo estuarino do Canal de Santa Cruz é composto pelas bacias hidrograficas
dos rios Carrapicho, Igarassu e Botafogo, onde ao longo destes instalaram-se inumeras
residéncias e industrias que ao longo dos anos vem despejando, sem tratamento, seus dejetos
diretamente nesses locais tornando o impacto ambiental visiveis nessas areas. Segundo Lima
(2008), os impactos mais marcantes ocorreram ao longo do rio Botafogo, dentre eles citamos:
langcamento residuo diretamente no rio, pela Industria Agroquimica do Brasil (AQB/SA), que
por esse motivo foi fechada em 1991; despejos historicos de efluentes como mercdrio pela
fabrica de soda-cloro, CAIl, desde sua implantacdo em 1963; e, despejos da fabrica de
pesticidas, Milenia Agro Ciéncia que certamente contribuiu como vetor de poluicdo do rio
Botafogo.

No Canal de Santa Cruz desembocam um conjunto de rios e riachos (Figura 1). Os

principais sdo: Itapessoca, Carrapicho, Itapirema, Arataca, Riacho Jardim, Palmeira,
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Botafogo, Cumbe, Catua, Itapicuru, Tabatinga, Congo, Bonanga, Catuama, Utinga e Igarassu.
Dentre esses afluentes, se destacam os rios Botafogo (norte) e o Igarassu (sul), que sofrem ao
longo de seus cursos muita interferéncia antropica, levando para o Canal todo o aporte de
poluicdo.

A descarga de &gua doce vem dos rios, riachos e da precipitacdo pluviométrica,
segundo Medeiros e Kejerfeve (1993), é de 1 m®s ! para o periodo seco, e de 56 m*s !, no
periodo chuvoso. Segundo estes mesmos autores, as mares sao semi-diurnas com amplitude
de até 2,2 m na preamar e de 1,1 m na baixa mar. A sua propagacao dentro do estuario se da
pelas aberturas do Norte (Barra de Catuama) e do Sul (Barra Orange) do Canal e atingem
velocidade de 8,9 m/s e 6,3 m/s, respectivamente.

Nas atividades agricolas desenvolvidas nas areas adjacentes ao Canal e aos rios
distributarios, € comum a utilizacdo de pesticidas organoclorados, que segundo Lira (1975)
chegavam diluidos no Canal e ndo representavam perigo para o ecossistema local. Porém vale
salientar que ja se passaram mais de trinta anos, desde o trabalho de Lira (1975), e nesse
periodo as areas cultivadas e habitadas aumentaram consideravelmente. Dentre as atividades
agricolas, o cultivo da cana-de-agucar, tem um maior impacto, pois ocupa grandes areas sendo
necessarios um desmatamento efetivo, que muitas vezes atingem as areas de mangues que se
encontram nos terrenos mais elevados.

A atividade pesqueira foi durante muito tempo a principal atividade econémica no
local. Com o aumento da populacdo, do langcamento de esgotos e da pesca predatoria, vem
sofrendo continuamente um decréscimo na sua produtividade, levando os pescadores a
exercerem outras atividades. Entretanto, os que ainda praticam essa atividade, ndo estdo
equipados para exploracdo em alto mar, limitando-se ao uso do canal, onde a maior parte da
producdo é destinada ao consumo praprio.

O Canal de Santa Cruz recebe contribuicdo da agua oceanica e fluvial. A penetracdo de
agua ocednica se da ao norte pela Barra de Catuama e ao sul pela Barra Sul, onde se encontra
a Coroa do Avido. A resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA
357/2005, regulamenta a qualidade da agua segundo os parametros indicadores especificos
(coliformes fecais, odor, turbidez, pH, 6leos e graxas, etc.) de modo a assegurar seu controle
de poluicéo e seu uso sustentavel, sobre as aguas destinadas a: a) preservagdo dos ambientes
aquaticos em unidades de conservacao de protecdo integral; b) recreacdo de contato primario
(natacdo, esqui aquético e mergulho) e/ou secundério; c) protecdo das comunidades aquaticas;

d) aquicultura e a atividade de pesca; e) navegacgdo; e f) harmonia paisagistica.



Figura 1. Localizacdo geogréafica do Complexo estuarino Canal de Santa Cruz, PE- Brasil.
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Fonte: Silva, 2008.

2.1.1 Parametros fisico-quimicos

Os parametros fisico-quimicos (salinidade, temperatura, transparéncia, oxigénio
dissolvido, pH e sais nutrientes) das aguas estuarinas sdo de grande importancia para a
sobrevivéncia de varias espécies que se desenvolvem em ambientes desse tipo, qualquer
alteracdo em seus valores pode levar ao desaparecimento de varias espécies. Variaces desses
elementos também s&o utilizados para determinar a balneabilidade.
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A salinidade é a medida da quantidade de sais existentes em massas de agua naturais
(um oceano, um lago, um estuario ou um aquifero). A salinidade média dos oceanos é de 35.
As aguas salobras de 0,5 a 30 e a 4gua doce entre 0 a 0,5 (CONAMA, 2005). De acordo com
Vasconcelos-Filho et al. (1998) a salinidade do Canal de Santa Cruz apresenta grande
dependéncia do ciclo de maré, do aporte fluvial e do indice pluviométrico. Devido a baixa
profundidade e a alta taxa de evaporagdo, a salinidade concentra-se em torno de 30,
mantendo-se dentro de padrdes costeiros. Marinho et al. (2002), registraram que a salinidade
do Canal é usualmente menor na regido interiorana, e que nas desembocaduras norte e sul 0s
valores sdo bem préximos das zonas costeiras.

O Canal de Santa Cruz ndo apresenta uma estratificacdo térmica. Sua temperatura
varia de acordo com os periodos chuvoso e seco, e com a maré. Segundo Flores-Montes
(1996), durante o periodo seco (janeiro a mar¢o) a média anual é aproximadamente de 30,5°C
na preamar e 28,3°C na baixa mar, no periodo chuvoso (junho e julho), a média é de 28,4°C
na preamar e 27,5°C na baixa mar.

Carmouze (1994) diz que o oxigénio dissolvido é importante para detectar impactos
ambientais como a eutrofizacdo e poluicdo organica. Em geral, o oxigénio diminui quando a
agua recebe grandes quantidades de substancias organicas (residuos domésticos, etc) que sao
de compostos por microrganismos que consumem o oxigénio. Segundo o CONAMA (2005),
seus valores ndo podem ser inferiores que 5 mg/L O, para aguas salobras e 6 mg/L O, para
aguas salgadas. De acordo com Cavalcanti (1976) o oxigénio e o dioxido de carbono sdo
considerados 0s gases mais importantes dissolvidos na agua do mar. Os gases dissolvidos sdo
controlados pela temperatura, salinidade, atividades bioldgicas, correntes e 0s processos de
mistura, e também pelo teor de material em suspensao nos estuarios. O mesmo autor diz que,
devido a pouca profundidade e as correntes de mares no Canal de Santa Cruz, os teores de
oxigénio dissolvido mostram pequenas variacdes entre as camadas superficial e profunda,
assim como entre as preamares e as baixa-mares ndo ocorrem diferengas acentuadas.
Sazonalmente, as maiores concentracdes aparecem nos meses de julho e agosto (maxima de
5,42 mg/L). Marinho et al. (2002) constataram que os valores de oxigénio dissolvido sdo mais
elevados na camada superficial e durante as preamares, atingindo concentragdes acima do
percentual de saturacdo. Os valores estdo entre 5,51 ml.L ~! (114,3% de saturagdo) e de 2,02
ml.L—1 (44,79% de saturacdo). Figueiredo et al. (2006) encontrou valores entre 6,95 ml.L—1 a
2,38 ml.L—1 na Barra Orange, ¢ 5,91 ml.L—1 a 3,05 ml.L—1 na Barra de Catuama.

Para Carmouze (1994) o pH (potencial hidrogenidnico) expressa o grau de acidez ou

basicidade de uma solucdo. Sua escala varia de 0-14. Valores abaixo de 7 indicam acidez, e
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valores acima desse valor indicam aumento da alcalinidade. Na 4gua do mar os valores de pH
variam de 7,5 a 8,4 e nas aguas salobras de 6,5 a 8,5. (CONAMA, 2005). Altos valores sdo
encontrados na superficie ou préximos a ela. O pH decresce consideravelmente em regifes
onde ha um grande consumo de oxigénio por processos bioldgicos e, como consequéncia, 0
teor de dioxido de carbono também e alto. Isso se aplica em regiBes estuarinas onde o volume
do material em suspensdo contribui para a fertilizacdo da &gua, causando um decréscimo no
teor de oxigénio dissolvido (CAVALCANTI, 1976).

A distribuicdo do pH entre a superficie e o fundo do Canal de Santa Cruz ¢ homogénea
e pequenas diferencas séo encontradas entre a preamar e a baixa-mar. Sua extensao apresenta
uma certa uniformidade, com valores um pouco mais elevados na Barra de Catuama, e um
pouco mais baixos na desembocadura do rio Congo. Os valores maximos estdo proximo de

8,1 nas areas de maior influéncia marinha e de 7,3 nas desembocaduras dos rios.

2.2 Poluicéo costeira no Brasil

Historicamente, as regides costeiras sdo caracterizadas pelo grande numero de
ocupa¢des humanas que vivem da exploracdao dos recursos naturais. O Macrodiagnéstico da
Zona Costeira do Brasil (BRASIL, 1996) constatou que cerca de metade da populacéo
brasileira reside a ndo mais que 200 km da costa, totalizando mais de 70 milhGes de
habitantes. As atividades humanas tém provocado, ao longo dos anos, grandes impactos
ambientais. O crescente desenvolvimento industrial, urbano e agricola tem levado a um
aumento consideravel na producdo de residuos que, quando lancados no ambiente, podem
causar sérios comprometimentos a qualidade ambiental e a saude da biota.

Os poluentes inseridos no ambiente, bem como os subprodutos de sua degradacéo,
podem se associar e formar misturas complexas de constituicdo e acdo desconhecidas e causar
efeitos deletérios aos organismos expostos (WHITE; RASMUSSEN, 1998). A acdo destes
compostos pode induzir efeitos fisioldgicos, bioquimicos, patologicos e genéticos
(CLAXTON et al., 1998), que interferem nos aspectos reprodutivos, de sobrevivéncia e,
consequentemente, na estrutura das populacdes (FRACACIO et al., 2000). As substancias
provenientes de efluentes domésticos e industriais (MATSUMOTO et al., 2005; HOSHINA et
al., 2008), os agrotoxicos (BIANCHI et al., 2011; MARAN et al., 2010; FARINA et al.,
2011), as drogas farmacéuticas, os corantes (ZHANG et al., 2009a; VENTURA-CAMARGO

et al., 2011), os metais pesados (LU et al., 2011), os hidrocarbonetos derivados do petroleo e
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outros compostos organicos (MAZZEO et al., 2010; HANZALOVA et al., 2010) podem
induzir alteracdes a biota, tanto pela exposicdo direta como indireta.

Pela grande exposigdo dos seres vivos a diferentes agentes quimicos, torna-se cada vez
mais necessario conhecer os processos bioldgicos que possam ser alterados pela a¢do dos
contaminantes, bem como identificar as substancias capazes de interagir com as diferentes
organelas e/ou biomoléculas celulares, e, assim, melhor combater os efeitos bioldgicos da
poluicdo, para minimizar os seus riscos (SILVA; FONSECA, 2003).

Segundo Krishnamurthi et al. (2007), poucos sdo os estudos que avaliam 0s riscos
ocasionados por amostras ambientais, 0 que leva a uma falta de informacdes sobre a sua
toxicidade, pois em muitos casos falta compreender o comportamento das substancias
genotdxicas presentes em misturas complexas, bem com as suas interacfes sinérgicas e
antagonistas. Para entender melhor os efeitos gerados por essas interacdes, sdo aplicados
ensaios biologicos que possibilitem caracterizar os efeitos de exposicdo cronica e/ou aguda
sobre 0s organismos, mesmo sem a quantificacdo e identificacdo prévia dos compostos
quimicos presentes na amostra (OHE et al., 2004).

O potencial genotdxico de poluentes ambientais pode estar relacionado com processos
carcinogénicos, teratogénicos e a uma série de outros distdrbios. Em decorréncia disto, ha
cada vez mais a necessidade de desenvolvimento de ensaios com organismos Vivos sensiveis,
gue sejam capazes de responder as potencialidades toxicas dos quimicos ambientais
(KLOBUCAR et al., 2003) e de avaliar a acdo destes quimicos sobre o material genético dos
organismos, mesmo quando estes estiverem presentes em baixas concentragdes (FRENZILLI
et al., 2009). Também, é de extrema importancia para a saide ambiental a realizacdo de testes
de toxicidade e genotoxicidade, combinados com analises fisico-quimicas, a fim de avaliar a
qualidade dos ambientes (EGITO et al., 2007).

As analises fisico-quimicas permitem detectar a presenca de agentes quimicos que
podem oferecer um perigo para 0 ambiente aquéatico e para os seres humanos (VAN DER
OOST et al., 2003). No entanto, segundo Oberholster et al. (2008), a realizacdo apenas de
analises quimicas e fisicas da agua ndo fornece uma avaliacdo detalhada da saiude de um
ecossistema. Os autores acrescentam que 0 monitoramento quimico ndo leva em conta a
variedade de perturbagdes induzidas pelo homem, que incluem as alteragcGes decorrentes de
degradacédo e destruicdes de habitats, capazes de prejudicar a saude bioldgica. Portanto, o
biomonitoramento oferece algumas vantagens adicionais importantes, que as analises

guimicas convencionais, sozinhas, sdo incapazes de oferecer (ZHOU et al., 2008).
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2.2.1 Metais Pesados

A poluigdo ambiental causada por residuos de metais toxicos é muito relevante pelo
seu amplo uso em processos antrépicos, sendo que muitos efluentes chegam ao meio ambiente
sem qualquer tratamento (SCHERER et al., 2003). Dentre os diferentes ecossistemas que
sofrem com este tipo de contaminacdo, as areas de manguezais tém sido frequentemente
atingidas. Devido a baixa dindmica de ondas inerentes a esse ambiente, 0 processo de
recomposicao destas areas € demorado podendo levar vérios anos (KENNISH, 1997).

Os metais ocorrem naturalmente no meio ambiente, mas desde a revolugdo industrial
esta ocorréncia aumentou muito com a atividade agricola e industrial (FOUNTAIN; HOPKIN,
2004). Os metais pesados possuem diversos mecanismos de acdo, exercendo seus efeitos
toxicos ao combinar-se com um ou mais grupos reativos essenciais para funcées fisiologicas
normais. O principal efeito toxico desde grupo de elementos é a sua acao sobre a estrutura das
proteinas, muitas delas com atividade enzimatica. Ao alterarem as atividades enzimaticas, 0s
metais pesados afetam o metabolismo, membranas celulares e organelas. A influéncia destas
substancias se d& por mecanismos complexos, tais como: interacdo com metais essenciais por
similaridade eletrénica, formacdo de complexos metal-proteina, inibicdo enzimatica de
proteinas com grupos sulfidrilas (-SH) e comprometimento na funcdo de organelas celulares
como mitocdndrias, lisossomas e microtubulos (FERRER, 2003).

Devido ao amplo efeito exercido pelos metais toxicos, ndo sdo conhecidos todos 0s
mecanismos de acdo destes compostos (MYERS et al., 2000). Além disso, muitos fatores
afetam os efeitos patofisioldgicos dos metais pesados, tais como a sua forma quimica, via de
entrada no organismo, duracdo da exposicdo, concentracdo, idade e espécie do animal
(MOLLER-MADSEN, 1990). Van Straalen et al. (1987) sugeriram que a principal diferenca
da acdo toxica dos metais ocorre devido a sua essencialidade versus sua nao essencialidade
nos organismos, sendo que niveis de metais essenciais sdo regulados e metais nao essenciais
sdo acumulados e estes se tornam toxicos em determinadas concentracoes.

Amoozadeh et al. (2014) constataram que as cracas bioacumulam uma maior
quantidade de metais quando comparadas a outros organismos estuarinos, sendo os efeitos
dessa caracteristica expressos na reducdo da taxa reprodutiva desses animais. Paix&o et al.
(2011) observaram que a contaminacdo das regides de manguezais estid relacionada a
anormalidades no desenvolvimento embrionario de espécies de ostras, associando a polui¢éo

com a reducdo dos padrdes reprodutivos da espécie. Mai et al. (2012) constataram os efeitos
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de metais pesados e pesticidas na espécie de ostra Crassostrea gigas e observaram uma
correlacdo entre os efeitos genotdxicos e anormalidades no desenvolvimento larval.

Pinheiro et al. (2013) observaram que as altas concentragdes de metais pesados como o
cobre (Cu), cddmio (Cd), cromo (Cr), chumbo (Pb) e mercario (Hg), quantificadas em
amostras de gua e sedimento coletados em regido de manguezal fortemente impactado, estéo
diretamente relacionadas ao mecanismo de inducdo de danos genémicos em caranguejos da
espéecie Ucidescordatus, revelando o potencial mutagénico destes compostos em crustaceos.
Adam et al. (2010) em trabalho realizado com exemplares da espécie de peixe
Poeciliavivipara em lago urbano de Curitiba-Sul do Brasil, observaram que as concentragoes
de metais pesados e coliformes fecais dessa regido, sdo capazes de produzir efeitos adversos
ao genoma, detectados pela formacdo de microndcleos nos eritrécitos avaliados. Estudos
recentes tém indicado o potencial genotdxico destes contaminantes em diversos grupos
taxondmicos de animais aquéticos, como observado em mexilhGes (ROCHA et al., 2014),
peixes (BARSIENE et al., 2013) e gastropodes (SARKAR et al., 2015).

Os metais pesados sdo compostos quimicamente reativos que sao introduzidos nos
ecossistemas aquaticos naturalmente através dos processos quimicos e do intemperismo.
Enquanto a contribuigdo atribuida a atividade humana é um reflexo do lancamento direto de
grandes quantidades de efluentes industriais e urbanos sem tratamento adequado
(COIMBRA et al., 2013). Uma vez lancados no ambiente esses compostos tendem a se
distribuir nos diferentes compartimentos: &gua, sedimento e biota. Essas substancias nédo
sdo biodegradaveis e desta forma, tendem a se acumular, nesses compartimentos, onde
manifestam sua toxicidade (NUNES et al., 2014). Por este motivo, 0s metais pesados sao
alvos de preocupacdo por parte dos programas de monitoramento e legislacdo ambiental
(MANSOURI et al., 2012).

No Brasil, a resolucdo 357/2005 do CONAMA no Ministério do Meio Ambiente e a
Portaria 2914/2011 do Ministério da Salde estabelecem limites mé&ximos desses metais
toxicos em agua superficial e agua de consumo humano respectivamente. Entretanto,
ainda ndo se exige a determinagdo das especies quimicas, relevante a biodisponibilidade
produzida nas diferentes matrizes, nem sobre os efeitos subletais, avaliados pelos
biomarcadores, destes metais nos organismos aquaticos. Por outro lado, a Resolugdo
Conama 421/2010 relacionada ao material a ser dragado em aguas jurisdicionais
brasileiras dispde sobre as analises de metais em material oriundo do sedimento

(sedimentos totais, ou suas fragdes - elutriato, agua intersticial, interface dgua-sedimento) e
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recomenda a realizacdo de ensaios ecotoxicolégicos como complementar as anélises fisico-
quimicas.

Embora alguns metais pesados tal como Fe, Cu, Zn e Co sejam essenciais para a
manutencdo da vida, todos 0s metais sdo toxicos em concentracfes elevadas, pois causam

estresse oxidativo pela formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS — Reactive Oxygen
Species), tais como o ion superoxido (02'), peréxido de hidrogénio (H202), radical

hidroxila (OH) e oxigénio livre (Ol) (KHAYATZADEH, 2010). Os radicais livres
produzidos pela presenca de compostos toxicos no organismo reagem com lipideos,
proteinas ou acidos nucléicos e resultam em diversas injarias bioquimicas ou genéticas
(COGO et al., 2009). Diversos estudos tém informado sobre efeitos inibitorios e algumas
vezes também efeitos ativadores de metais sobre atividades enziméticas. A ligagcdo dos
metais a enzima ocorre atraves de ligaces com grupamentos tiois proteicos, alterando o
estado de hidratacdo do sitio ativo (MARQUES et al., 2011).

Metais pesados e diversos tipos de pesticidas, sdo compostos potencialmente
citotoxicos e/ ou carcinogénicos aos diversos organismos vivos (LEMAIRE, LIVINGSTONE,
1993). Eles e outros poluentes industriais podem induzir a alteracbes genotdxicas,
clastogénicas direta ou indiretamente (atraveés do estresse oxidativo) formando adutos de
DNA, modificando o perfil protedmico de um organismo exposto (DAILIANIS et al., 2003;
CASIDA e QUISTAD, 2004). Os metais, por ndo serem biodegradaveis, podem causar risco,
principalmente por serem facilmente incorporados a cadeia alimentar e tonarem-se tdxicos aos
organismos vivos quando ultrapassam determinadas concentracdes (BARROS, 2012).

A contaminacdo da agua por metais tornou-se iminente e, consequentemente efeitos
adversos sdo inevitaveis em humanos, plantas e animais, onde um dos taxons mais atingidos
séo os moluscos bivalves (MACHADO et al. 2002).

Nesse contexto, moluscos bivalves tém sido amplamente utilizados em programas de
monitoramento para indicar flutuacBes da disponibilidade dos metais traco em agua e
sedimentos, porque estes organismos sdo capazes de acumular metais em altas concentragdes
(WALLNER-KERSANACH et al; 2000). O uso de ostras como bioindicadores de metais
traco tem sido bem documentada (PHILLIPS e ARCO-IRIS, 1993). Devido a sua capacidade
para acumular concentragdes elevadas de metais tragos, a ostra Crassostrea rhizophorae €
apontada como um importante bioindicador de metais tracos em areas tropicais (WALLNER-
KERSANACH et al, 2000).
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2.2.2 Pesticidas

Os pesticidas sdo poluentes amplamente utilizados, dos quais apenas 0,1% destes
pesticidas aplicados na agricultura atingem as pragas-alvo, de forma que o restante desse
material contendo o principio ativo se espalha pelas imedia¢c6es, contaminando o ar e o solo
(HART e PIMENTEL, 2002). Os organofosforados (OPs) e carbamatos (CBs) podem atingir
0s ecossistemas aquaticos e lencois freaticos (Figura 2), carreados pelo escoamento superficial
e lixiviacdo das &guas da chuva, irrigacdo e drenagem, bem como através de pulverizagdes
(TOMITA e BEYRUTH, 2002). Uma vez presente no ambiente aquético, eles podem se
associar ao material em suspensdo, aos sedimentos no leito do corpo d‘agua ou ser absorvidos

pelos organismos onde sofrerdo bioacumulacdo ou detoxificacdo (NIMMO, 1985).

Figura 2. Principais rotas dos pesticidas em ecossistemas aquaticos
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Fonte: (Tomita e Beyruth, 2002).

Os pesticidas OPs e CBs séo os inibidores mais comuns das colinestrases (ChEs), eles
apresentam um variado grau de toxicidade em humanos (CASARETT et al.,, 1996).
Atualmente mais de 200 OPs diferentes, e mais de 25 CB sdo produzidos mundialmente
(OBREGON, 2006; SINGH et al., 1995).
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De acordo com a Lei Federal n° 7.802 de 11/07/89 s&o considerados pesticidas 0s
produtos e 0s componentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados ao uso
nos setores de producéo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, bem como
em ambientes urbanos, cuja finalidade seja a preservacdo da acdo danosa de seres Vivos
considerados nocivos. Esses compostos sdo classificados, de acordo com o organismo que
desejasse eliminar, como inseticidas, fungicidas, herbicidas, acaricidas, rodenticidas,
moluscicidas, entre outros. Em relacdo a toxicidade oral e dérmica sdo classificados em
extremamente toxicos (classe | a), altamente toxicos (classe | b), moderadamente toxicos
(classe 1) e discretamente toxicos (classe I11). Conforme as classes quimicas os testicidas
sdo agrupados em piretroides, organoclorados, organofosforados, carbamatos, entre outros
(WHO/UNEP/ILO/IPCS, 2006).

Nas ultimas décadas, os ecossistemas aquaticos receberam de forma alarmante
grandes quantidades desses compostos, liberados pelas comunidades urbanas, propriedades
rurais e industrias. No inicio da década de 1960 a sociedade comecgou a se preocupar com 0S
efeitos adversos dessas substancias e o risco potencial que representam para a saude humana
e 0 meio ambiente, e, em varios paises, a producdo, comercializacdo e utilizacdo de muitos
desses compostos, em especial aqueles considerados poluentes orgéanicos persistentes (POPS),
tais como os organoclorados, foram proibidos (FRANCA et al., 2010). Com a proibicdo da
maioria dos compostos organoclorados (compostos menos toxicos, porém com maior
bioacumulacdo no meio ambiente), apds a Il guerra mundial, os pesticidas carbamatos e
organofosforados tiveram seu uso intensificado. Atualmente estes sdo os pesticidas mais
utilizados em todo mundo e juntos respondem por mais de 50% do que é comercializado
(SILVA et al.,, 2013). Sdo largamente utilizados nos paises em desenvolvimento, de

economia predominantemente agricola.

2.2.2.1 Organofosforados (OP)

Pouco antes da Il Segunda Guerra Mundial surgiram 0s neurotoxicos ou compostos
organofosforados (FRANCA et al, 2010; GONCALVES, 2009), que sdo inibidores
irreversiveis da AChE e muito toxicos, e dependendo da dose podem levar a morte
(PATOCKA et al., 2005). A estrutura geral dos OP esta representada na (Figura 3), sendo que

R1 e R2 sdo grupos aril ou alquil ligados diretamente ao atomo de fdsforo, e X pode ser
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representado por diversos grupos: halogénio, alifatico, aroméatico ou heterociclo e esta
diretamente ligado ao fosforo.

Figura 3. Estrutura geral dos compostos OP.

Fonte: Matos, 2012.

Os pesticidas organofosforados (OPs) compreendem um elevado numero de
substancias classificadas quimicamente como ésteres, amidas ou derivados de &cidos
fosforicos pentavalentes. Os carbamatos (CBs) sdo ésteres ou derivados N-substituidos do
acido carbamico (monoamida do acido carbamico). Ambos apresentam baixa solubilidade em
agua e sdo, em geral, facilmente hidrolisdveis em ambientes alcalinos (GHAZALA et
al., 2014). Em geral, os OPs necessitam de Dbiotransformacdo para se tornarem
toxicologicamente ativos, ao contrario dos CBs que ja sdo bioativos. Esses pesticidas sdo
inibidores tipicos das enzimas colinesterases (WANG et al., 2015).

A interacdo entre a acetilcolinesterase e seu inibidor organofosforado envolve
principalmente o sitio esterasico, formando um complexo bastante estavel (ATSDR, 2007).
A interacdo com o sitio esterasico da AChE difere apenas no tipo de ligacdo — fosforilacdo
para organofosforado e carbamilacdo para carbamatos (ASSIS et al., 2011). A estabilidade
do complexo formado esta relacionada fundamentalmente com a estrutura quimica do
composto organofosforado. A acéo anticolinesterasica dos compostos OP ndo esta restrita a
AChE do tecido nervoso central e periférico, ocorrendo de forma paralela a inibicdo da
Butirilcolinesterase (BChE) plasmatica, da AChE eritrocitaria em vertebrados (MUTCH,
BLAIN e WILLIAMS, 1992). Os OPs se ligam covalentemente ao residuo catalitico
Ser203, impedindo a ligacdo do substrato (Figura 4).

A inibicdo por carbamatos € reversivel e a enzima pode rapidamente ser regenerada
numa fracdo de minutos ou horas. Ja a inibicdo por organofosforado tende a
irreversibilidade, uma vez que a enzima é progressivamente fosforilada por uma ligacdo

covalente, processo que normalmente leva 24 a 48hs, impedindo a enzima de ser regenerada
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(MATOS, 2012). A acdo anticolinesterasica desses compostos ndo esta restrita 8 AChE do
tecido nervoso central e periférico. Ocorre de forma paralela a inibigdo da BChE plasmaética
e a AChE eritrocitaria (ASSIS et al., 2010).

O uso desses pesticidas foi intensificado apos a utilizacao ter sido proibida da maioria
dos compostos organoclorados (USDA, 2002), os quais sd&o menos tdxicos, porém com maior
bioacumulacdo no meio ambiente (NUNES e TAJARA, 1998; USDA, 2002).

Figura 4. Inibigdo da AChE por organofosforado.
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Fonte: HOrnberg et al., 2007.

2.2.2.2 Carbamatos (CB)

Os CBs sdo importantes inibidores da AChE e por isso, chamados de agentes
anticolinesterase. Como ja mencionado, a presenca destes compostos impede a enzima de
hidrolisar a ACh, que em excesso, causa uma sindrome colinérgica. O envenenamento por
CB se manifesta por uma crise colinérgica clinicamente indistinguivel do envenenamento
por OP (ROSMAN, 2009).

Os compostos derivados do &cido carbanico sdo provavelmente os compostos com
maior faixa de atividade (OBREGON, 2006). Na sua estrutura bésica (Figura 5), R1 e R2
sdo usualmente substituintes organicos, podendo ser também atomos de hidrogénio. O
substituinte R3 é geralmente um substituinte organico ou um metal, e 0 grupo X é um

oxigénio, ou em alguns casos, um atomo de enxofre (OBREGON, 2006).



36

Figura 5. Estrutura geral dos carbamatos.
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Fonte: Matos, 2012.
Semelhante aos OPs, os CBs também se ligam ao sitio ativo da enzima (Figura 6),
entretanto, o grupo hidroxil do residuo de serina promove um ataque nucleofilico ao grupo

carbonil do CB (ROSMAN, 2009).

Figura 6. Inibicdo da AChE por carbamato.
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Fonte: Matos, 2012.

OPs e CBs podem atingir os ecossistemas aquaticos, e uma vez presentes neste
ambiente tendem a ser absorvidos pelos organismos, que por sua vez tendem a sofrer
bioacumulacdo. Essas substancias sdo transportadas para esse meio carreadas por
escoamento superficial e lixiviagdo das aguas da chuva, irrigacdo e drenagem ou através de
pulverizacbes (Figura 2), e podem penetrar nos organismos aquaticos através de diversas
vias: por via oral — através da ingestdo de alimento contaminado, respiratdria — por meio das
branquias e dérmica — através da superficie do corpo. A exposi¢cdo a esses compostos pode
provocar inumeras alterages fisiologicas, por influéncia direta sobre determinadas estruturas
celulares, como na membrana lisossomal, a qual pode ser degradada e provocar reacGes

adversas no organismo, gerando grave desequilibrio ecoldgico (COGO et al., 2009).
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Pesticidas, metais pesados e compostos organoestanicos presentes no ambiente
aquatico também podem inibir essas enzimas mediante danos irreversiveis nas celulas
secretoras dos tecidos digestivos (CASIDA e QUISTAD, 2005; SILVA et al., 2011).

Segundo CASIDA e QUISTAD, (2005), os efeitos primarios dos pesticidas nao se
restringem as colinesterases: cerca de 50 esterases podem ser inibidas, entre elas algumas
enzimas digestivas. Como a tripsina (EC 3.4.21.4), quimotripsina (EC 3.4.21.1) e
carboxipeptidase (EC 3.4.17.15). Os efeitos de tais poluentes sobre outras enzimas digestivas
como a pepsinas (EC 3.4.23.x) e a amilase (EC 3.2.1.1), ainda ndo sdo conhecidos,
necessitando ser elucidado para fins de monitoramento de outros contaminantes que né&o
pesticidas e cianotoxina.

No prosseguimento da cadeia alimentar, os pesticidas chegam até os alimentos e
demais produtos de origem agroindustrial utilizados pelos homens, tornando-se clara a
necessidade de se monitorar tanto 0 meio ambiente quanto a qualidade dos alimentos.
Particularmente pela alta toxicidade desses pesticidas em relacdo aos organismos aquaticos, 0s

recursos hidricos devem ser continuamente monitorados (BEAUVAIS et al., 2002).

2.3 Crassostrea sp.

A ostra-do-mangue, Crassostrea sp. (Figura 7), também conhecida como ostra nativa,
pertence a familia Ostreidae, classe Bivalvia. Habita regides costeiras e pode ser encontrada
fixa as raizes aéreas das vegetacbes de mangue, ocorrendo também na faixa entre marés dos
costBes rochosos ou em bancos submersos (QUEIROZ; JUNIOR, 1990). E uma espécie
eurihalina e osmoconformadora, distribuindo-se do Caribe a Santa Catarina, no sul do Brasil.
Sdo animais didicos e oviparos, mas ndo apresentam dimorfismo sexual. Sdo filtradores, com
capacidade de filtracdo em torno de 90 a 100 litros de agua do mar por dia (CASASBELLAS,
1991).

Muitos autores sugerem a utilizacdo de moluscos bivalves para estudos de
monitoramento da contaminacdo aquatica (BAINY et al., 2000; NIYOGI et al., 2001a). Estes
organismos vém sendo amplamente utilizados em estudos de toxicologia e monitoramento
ambiental, na avaliacdo da saude dos ecossistemas aquaticos tanto com relacdo a presenca
quanto aos efeitos de poluentes (SILVA et al., 2001; NASCI et al., 2002; OLIVEIRA
RIBEIRO et al., 2005; Amado et al., 2006; BINELLI et al., 2006; NIGRO et al., 2006;
ZANETTE et al., 2006). Estes animais destacam-se por serem organismos sésseis, intertidais,

cosmopolitas, abundantes, resistentes as variagdes ambientais, geralmente eurihalinos com
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ampla distribuicdo ao longo da costa e estuarios em diferentes latitudes. Como s&o organismos
filtradores, podem acumular em seus tecidos uma grande variedade de compostos quimicos
(p.ex.. Pesticidas, metais pesados, hidrocarbonetos) presentes na d&gua do mar (VIARENGO et
al, 1991; NOAA, 1995).

No caso da contaminagdo em regides estuarinas e manguezais no Brasil, alguns
autores tém utilizado a ostra-do-mangue como organismo sentinela (REBELO; AMARAL,;
PFEIFFER, 2003; SILVA et al., 2001; WALLNER-KERSANACH et al., 2000), pois ele da
respostas bioquimicas que podem ser utilizadas em varios programas de monitoramento para
caracterizar poluicdo antropogénica (BURGEOT et al, 1996).

As espécies sentinelas produzem substancias conhecidas como biomarcadores que
conseguem unir as abordagens quimica e biolégica no monitoramento ambiental. Eles
também permitem caracterizar quimicamente os poluentes e determinar suas concentracdes no
meio, podendo estimar o impacto causado pelos poluentes ao seu metabolismo (WATSON e
MUTTI, 2003).

Desta forma a analise dos efeitos bioldgicos dos poluentes que contaminam o ambiente
estuarino pode ser realizada a partir do estudo de biomarcadores bioguimicos, como as
enzimas, que apresentam um alto grau de especificidade e rapidez na resposta as alteracdes da
substéancia alvo (VIEIRA et al., 2004). O Conselho Internacional para a Explora¢do do Mar
(ICES) tem recomendado que os programas de biomonitoramento marinho utilizem
biomarcadores como metodologia complementar que possa expressar os efeitos tdxicos
causados pelos poluentes nos organismos (BURGEOT et al.,1996).

Moluscos sdo excelentes modelos experimentais em estudos toxicoldgicos. Estes
organismos sao especialmente indicados para estudos de genotoxicidade por duas razdes. Em
primeiro lugar, as suas celulas componentes sdo muito sensiveis a agentes genotdxicos,
mesmo em baixas concentracdes; em segundo lugar, eles sdo uma fonte importante de
proteina e outros nutrientes na dieta humana. E por meio dessa dieta que as substancias
toxicas atingem os seres humanos, sendo moluscos reconhecidos como um importante veiculo
de contaminagdo (AL-SABTI,1995).
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Figura 7. Ostra do mangue Crassostrea sp.

Fonte: Kelma Souza.

Organismos sentinelas também conhecido como Bioindicadores sdo espécies de
organismos Vivos cujas caracteristicas favorecem sua utilizacdo na avaliagdo da satde de um
determinado ecossistema. Alguns fatores devem ser considerados na escolha de espécies
bioindicadoras em estudos de biomonitoramento: (1) a espécie deve ser representativa da area
de estudo; (2) deve possuir habito preferencialmente sedentario ou de baixa mobilidade,
constituindo assim populacdes fixas a fim de que sua exposi¢cdo aos contaminantes possa
refletir as condi¢des da regido em estudo (RADTKE, 1979); (3) os organismos bioindicadores
devem ser de facil identificagdo e coleta em todas as esta¢bes do ano; (4) o tamanho do animal
é um fator importante, pois deve possibilitar a obtengdo de material biolégico suficiente para
garantir a realizacdo das analises propostas no estudo (STEWART E MALLEY, 1997); e (5) o
nivel tréfico da espécie a ser utilizada também deve ser avaliado, pois espécies que ocupam
niveis troficos superiores geralmente sao mais representativas, uma vez que podem fornecer
informagdes relacionadas aos fenémenos de bioacumulacdo e biomagnificacdo (OLIVEIRA
RIBEIRO et al., 2000.

A utilizacdo de espécies de invertebrados no estudo de biomonitoramento ambiental
gera resultados que possibilitam uma analise das condi¢fes de impacto do ambiente. Desta
forma o uso de um numero variado de biomarcadores como avaliagbes moleculares,

bioguimicas, genéticas, imunoldgicas e morfoldgicas torna o estudo mais representativo. No
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entanto, dependendo do biomarcador selecionado, os protocolos para estes parametros
diferem, podendo ser especificos para grandes grupos taxonémicos ou mesmo para familias,
géneros e espécies, fazendo-se necessaria uma padronizacao prévia dos protocolos antes do

inicio das amostragens definitivas.

2.4 Biomonitoramento

Nos ultimos anos, o nivel de contaminantes aumentou de forma alarmante nos
ecossistemas aquéaticos como resultado das atividades antropogénicas e desta forma a biota
aquética se tornou uma ferramenta importante para a detec¢cdo do grau de impacto, uma vez
que este meio estd constantemente exposto a um grande numero de substancias toxicas
oriundas de diversas fontes de emissdo (GRUPTA et al., 2014). Estes organismos séo fontes
de biomoléculas biologicamente ativas que séo Uteis na determinacdo desses contaminantes.

O biomonitoramento ambiental € uma das a¢fes que vém sendo realizada na tentativa
de medir mudancas nos sistemas aquaticos, provocadas pela acdo antropogénica, e pode ser
efetuado de forma continua e variavel em um determinado periodo de tempo por meio da
utilizacdo de organismos bioldgicos vivos (SILVA et al.,2003). Consequentemente, essa a¢ao
também pode fornecer informacdes valiosas para recuperacao ambiental.

O monitoramento ambiental, quando utilizado apenas para determinar os niveis de
contaminacdo da agua, é considerado insuficiente para classificar a qualidade do ecossistema
aquatico. Sendo assim, para se estudar o destino dos elementos quimicos tdéxicos
(biodisponibilidade, bioacumulagdo e biotransformacéo) no ambiente aquético, é importante
fazer o biomonitoramento por meio de medicdes de doses internas na biota (VAN DER OOST
et al.,, 1996). Com esta finalidade, diferentes estratégias cientificas tém sido desenvolvidas
para se detectar e prevenir o impacto dos poluentes nos ecossistemas aquaticos (SILVA et al.,
2003).

Programas de biomonitoramento vém sendo utilizados em diversos paises como uma
estratégia para prevenir e avaliar impactos causados pelo langamento de contaminantes no
ambiente. Estes estudos tém sido realizados através da utilizacdo de organismos sentinelas
coletados no proprio local de analise, ou mesmo, através de animais transplantados de locais
referéncia (controle) para ambientes contaminados. O programa Mussel Watch realizado nos
Estados Unidos e o Programa para Avaliagdo e Controle da Poluicdo na Regido do
Mediterraneo (MED-POL), propdem a utilizacdo de moluscos bivalves como organismos
sentinelas (BURGEOQT et al., 1996; CAJARAVILLE, et al., 2000).
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Uma das formas de avaliar o impacto de contaminantes sobre um ambiente é através
da analise da resposta bioquimica (biomarcadores) que os organismos residentes manifestam
decorrentes da exposicdo aos xenobidticos (NARBONNE et al., 1999). O Conselho
Internacional para a Exploracdo do Mar (ICES, 2003) tem recomendado que programas de
biomonitoramento incorporem a realizagdo de andlises de biomarcadores bioquimicos e

incentivado o estudo sobre novos biomarcadores.

2.5 Biomarcadores de contaminacao aquatica

Para que o monitoramento bioldgico seja efetivo sdo necessarios estudos com
marcadores bioldgicos (ou biomarcadores) relevantes. O biomarcador pode ser definido como
sistemas indicadores que geralmente incluem subsistemas de um organismo completo, usados
para identificar um alvo especifico (SILVA et al., 2003). Pode também ser definido como uma
alteracdo bioldgica (variando desde respostas comportamentais, fisiologicas e bioquimicas, até
respostas no nivel molecular) a qual pode estar relacionada a exposicéo ou ao efeito toxico de
produtos quimicos xenobidticos presentes no ambiente (VAN DER OOST et al., 2003). Entre
0s biomarcadores, os bioquimicos ou moleculares, detectam a primeira alteragdo bioldgica
frente a presenca de um xenobiotico (WALKER, 1998). Essas alteracdes moleculares podem
nos fornece informagdes antecipadas dos efeitos destas substancias sobre os organismos.

As substancias conhecidas como biomarcadoras conseguem unir as abordagens
quimica e bioldgica do monitoramento ambiental, pois sdo compostos de origem animal ou
vegetal que, além de permitirem caracterizar quimicamente os poluentes e determinar suas
concentragcdes, também podem estimar o impacto causado por esses poluentes aos
organismos que fornecem as substancias em questdo (WATSON e MUTT]I, 2003). Dentre
essas substancias, as enzimas representam papel importante, pelo alto grau de especificidade
e rapidez na resposta as alteragdes pertinentes as substancias-alvo.

Os biomarcadores podem ser usados para diagnosticar os efeitos dos agentes toxicos
sobre 0s organismos e para obter respostas iniciais de adverténcia a riscos ambientais
(SCHLENK et al., 2008b). As respostas dos organismos a perturbacGes ambientais variam
com o tempo e a intensidade da exposi¢do ao contaminante (VAN DER OOST et al., 2003) e
com o estagio de desenvolvimento ontogenético do animal (WALKER et al., 1992).

Entre os biomarcadores mais utilizados e recomendados estdo as enzimas de defesa

antioxidante e de conjugacao de xenobioticos, pois estas fornecem informagdes importantes a
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respeito da capacidade de defesa dos organismos, bem como da capacidade de
biotransformagdo dos compostos toxicos (BURGEOT et al., 1996).

Defesas antioxidantes incluem tanto enzimatica (catalase, glutationa peroxidase e
superéxido dismutase) e as nao-enzimaticas (por exemplo, glutationa reduzida, &cido
ascorbico, acido trico, a vitamina E e caroteno ) (STOREY, 1996). Deste modo, a medicao
de um Unico antioxidante ndo é suficiente para definir uma defesa antioxidante completo, sob
condicgdes experimentais ou naturais.

As EROs podem ser inativadas pelos sistemas de defesas antioxidantes enzimaticos
celulares, representados pela superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPx) (SIES, 1993). Caso estas enzimas estejam com baixa atividade, pode ser
estabelecido um desequilibrio prooxidante celular, denominado estresse oxidativo. O estresse
oxidativo estd associado a varios processos mutagénicos e carcinogénicos e pode
comprometer o metabolismo dos organismos aquaticos (SIES et al., 1992), podendo ainda
provocar uma diminui¢do no seu crescimento ou mesmo a sua morte.

Segundo Valavanidis et al. (2006), o interesse de se fazer uma avaliacdo sobre estresse
oxidativo em estudos ecotoxicolégicos deve-se ao fato de que vérios poluentes ambientais
induzem um desbalanco entre as ERO (espécies reativas de oxigénio) endégenas e exdgenas,
por meio de diferentes mecanismos bioquimicos (pex. reacGes redox), levando a uma
diminuicdo das defesas antioxidantes de um organismo. Segundo Klaunig et al. (1997), os
agentes toxicos podem causar estresse oxidativo celular, por meio de metabolizacéo direta de
radicais intermediarios primarios ou pela ativacao de fontes enddgenas das ERO, que levam a
danos tissulares, inflamag6es, doencas degenerativas e envelhecimento.

Os produtos formados na biotransformacdo de xenobi6ticos podem ser convertidos a
dihidrodiois e/ou conjugados através de reacfes de conjugacdo catalisadas por diferentes tipos
de enzimas, com a finalidade de promover um aumento na hidrossolubilidade destes
compostos, facilitando sua excrecdo (LIVINGSTONE, 1985). Entre as enzimas de
conjugacdo, destaca-se a glutationa S-transferase (GST), que catalisa a conjugagédo do
tripeptideo glutationa reduzida (GSH) com os metabdlitos da Fase I. Portanto, para que nao
haja um comprometimento deste mecanismo de detoxificagdo, € necessaria a manutengéo de
niveis normais de GSH intracelular. Algumas enzimas participam da sintese de glutationa,
enquanto outras auxiliam na reciclagem de glutationa oxidada, produzida fisiologicamente
durante o metabolismo (TIMBREL, 1991) (Figura 8).
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Figura 8. Esquema mostrando o processo simplificado de biotransformacdo, conjugacgéo de
xenobidticos e mecanismos de defesa antioxidante enzimatico.
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Durante o processo de biotransformacdo pode ocorrer um aumento na formacgédo de
espécies reativas de oxigénio (EROSs), tais como o anion superoxido (O2 -), o perdxido de
hidrogénio (H202) e o radical hidroxil (-OH) como sub-produto do ciclo catalitico do sistema
citocromo P450. Estas EROs podem reagir com as biomoléculas desencadeando processos
como a lipoperoxidacdo, oxidacao de bases de DNA, inativacdo de enzimas e degradacdo de
proteinas, podendo levar a morte celular (TIMBREL, 1991). A extensdo do dano causado por
estes compostos depende da eficiéncia dos sistemas de defesa antioxidante e de conjugacao
dos xenobidticos (WINSTON; LIVINGSTONE; LIPS, 1990).

Quando a poluicdo provoca um desequilibrio do estado redox da célula, danos em
biomoléculas, tais como DNA, lipidos e proteinas, e processos mutagénicos e carcinogénicos
podem ocorrer (SIES; STAHL, 1992). Aumento de peroxido lipidico (LPO) é um dos
principais contribuintes para a perda da funcdo de células em situacdes de stress oxidativo
(HERMES-LIMA et al., 1995). Deste modo, a determina¢do LPO tem sido utilizado para
denotar uma situacédo de stress oxidativo em invertebrados (MONTSERRAT et al., 2003).

O sistema de defesa antioxidante enzimatico pode prevenir a formacdo das EROs,
através da sua degradacdo. A superoxido dismutase (SOD) dismuta o0 O, - em H20., que pode
ser decomposto em agua e oxigénio pela catalase (CAT) ou pela glutationa peroxidase (GPx)
(SIES, 1993). Nos ultimos anos, varios métodos para medir toda a capacidade antioxidante de

um organismo tém sido desenvolvidos.
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Caso estas enzimas estejam com baixa atividade, pode ser estabelecido um
desequilibrio pré-oxidante celular denominado estresse oxidativo. Estas alteracdes podem ser
quantificadas estimando-se valores de parametros bioquimicos, como a atividade enzimatica,
sendo que suas alteracdes podem ser utilizadas para avaliar o estado fisiologico dos animais
(VIARENGO; CANESI, 1991).

Diversos trabalhos tém demonstrado uma relagdo entre a exposi¢do de contaminantes e
a atividade de enzimas biomarcadoras. Estudo realizado por Gowland et al. (2002) mostraram
que a atividade da GST na glandula digestiva de mexilhdes esta relacionada a presenca de
hidrocarbonetos aromaéticos de elevado peso molecular. Pandey et al. (2003) observaram um
aumento na atividade das enzimas GR, GPx, SOD, G6PDH, GSH e peroxidacg&o lipidica em
peixes da espécie Wallago attu, provenientes de um local com elevada atividade industrial e
lancamento de pesticidas. Cancio et al. (1997) demonstraram que 6leos lubrificantes ativaram
a atividade da CAT em Mytilus galloprovincialis.

Outro biomarcador muito utilizado em vertebrados, assim como em invertebrados, é a
atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE). Esta enzima € responsavel pela hidrélise do
neutrotransmissor acetilcolina que € liberado nas sinapses nervosas ou na jungdo
neuromuscular. Sua inibi¢do pode resultar em uma transmissdo continua e desordenada de
impulsos nervosos (STEGEMAN et al., 1992).

Sabe-se que esta enzima pode ser inibida na presenca de pesticidas organofosforados e
carbamatos, mas também ja foi descrita a sua inibicdo na presenca de hidrocarbonetos
aromaticos (PAYNE et al., 1996). Estudo comparativo entre 0 mexilhdo Perna perna e a ostra
Crassostrea sp. demonstrou uma maior sensibilidade em relacdo a inibicdo da AChE da ostra
qguando exposta ao carbamato Furadan (ALVES et al., 2002).

Biomarcadores genotoxicos sdo empregados para avaliar os efeitos de contaminantes
sobre 0s organismos expostos, sobretudo aqueles potencialmente indutores de danos celulares
(FRENZILLI et al., 2009).

2.5.1 Biomarcadores enzimaticos

Estudos recentes demonstram grande interesse por biomarcadores enzimaticos como
alternativa de uso no monitoramento de ambientes impactados (NIGAN et al., 2012;
SILVA et al., 2013; GHAZALA et al.,, 2014, WANG et al., 2015 ). A utilizagdo da
atividade enzimatica como biomarcador deve-se ao fato dos compostos téxicos, que

apresentam uma meia-vida relativamente longa, possuirem alta afinidade por pares de
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elétrons encontrados nos aminoécidos que formam as enzimas, como 0 grupamento
sulfidril - SH (IVANINA et al. 2008).

O uso de enzimas como biomarcadores baseia-se na interferéncia negativa (inibitoria)
ou indutora, causada pelas substancias quimica, em sua atividade catalitica (ASSIS et al.,
2011). Dentre as principais enzimas utilizadas extensivamente para esta finalidade destacam-
se as enzimas envolvidas na detoxificagdo de xenobioticos e de seus metabdlitos, tais como as
enzimas de biotransformacdo e de defesa antioxidante, catalase, glutationa redutase e
superdxido dismutase, e as enzimas moduladoras tais como as colinesterases (COGO et al.,
2009 ; EL-BASSYOUNI, et al., 2012; ASSIS et al. 2014).

Um bom exemplo da utilizacdo de atividade enzimatica como método de
monitoramento pode ser observado no trabalho realizado por Benitez- Trinidad et al (2014),
o qual utilizou enzimas colinesterases como biomarcadores de efeitos subletais do pesticida
organofosforados em tecido branquial da espécie de ostra C. cortiziensis. Neste estudo
foi testado o efeito de duas concentragdes subletais de clorpirifds sobre a atividade da AChE
das branquias dessa espécie de molusco bivalve.

Decréscimo estatisticamente significativo nas atividades das enzimas digestivas
(amilase, tripsina e pepsina) do peixe Tilapia do Nilo coletado em um riacho contaminado por
efluentes doméstico e de laboratdrios foi observado por Assis et al. (2014). Os autores
sugerem, que essas enzimas podem apontar para 0 monitoramento de outras substancias

poluidoras que ndo pesticidas e cianotoxinas.

2.5.1.2 Colinesterase (ChEs)

As colinesterases (ChEs; EC 3.1.1.x) sdo enzimas do grupo da superfamilia das o/
hidrolases (NARDINI; DIJKSTRA, 1999). As o/p hidrolases tém uma habilidade de fornecer
um arcabouco estavel de sitios ativos de uma ampla variedade de enzimas, sendo que a triade
catalitica, altamente conservada, é formada por um nucledfilo composto por residuos
de serina, cisteina ou acido aspartico, um residuo acido e um residuo de histidina (NARDINI;
DIUKSTRA, 1999). S&o aceitos, na literatura, dois tipos de ChEs: 1) a acetilcolinesterase
(AChE, EC 3.1.1.7), que tem como principal e classica funcdo, a modulacéo da transmisséo
dos impulsos nervosos responsaveis pela comunicacdo neuronal, mediante a desativacao
do neurotransmissor acetilcolina, e a 2) butirilcolinesterase (BChE, EC 3.1.1.8), de funcéo

ndo totalmente elucidada, apontada principalmente como uma enzima detoxificadora e
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eventual substituta da AChE (ASSIS et al., 2014). Ambas sdo inibidas por pesticidas das
classes dos organofosforados e carbamatos e alguns metais pesados.

2.5.1.3 Acetilcolinesterase

A AChE ou acetil-hidrolase (Figura 9), € uma enzima regulatoria responsavel pela
finalizacdo da transmissdo dos impulsos nervosos. Estd presente nos sistemas nervosos
central e periférico, promovendo a hidrolise da ACh nas jungdes neuromusculares e nas
sinapses colinérgicas. E a enzima mais eficiente em hidrolisar ésteres de colina e sua
eficiéncia catalitica bem como sua alta reatividade com varios inibidores covalentes e nédo
covalentes sdo determinadas pela arquitetura funcional Unica do seu sitio ativo (MATOS,
2012).

Figura 9. Estrutura tridimensional da HsSAChE obtida do PDB (Cddigo: 3L1I)

Fonte: PDB (Cddigo: 3LII)

Cada mondmero da AChE contém um centro catalitico composto por dois
compartimentos: o subsitio catalitico contendo a triade catalitica e o subsitio anidnico que
acomoda o compartimento quaternario positivo de ACh (GONCALVES, 2009). Nessas
regides ha quatro dominios (Figura 10): no primeiro encontram-se os residuos de histidina e
serina da triade catalitica (Ser203, His447, e Glu334), a qual é encontrada no fundo da
“garganta” do sitio ativo; o segundo é o proprio subsitio anidnico, carregado negativamente,
onde o grupo amonio quaternario da ACh interage, eletrostaticamente; o terceiro dominio é
constituido por uma regido hidrofébica importante para a ligagdo com substratos ciclicos; e o
quarto dominio, denominado sitio anionico periférico no qual interagem ligantes catiénicos e
alguns outros ligantes neutros (GONCALVES, 2009).
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Figura 10. Sitio ativo da AChE.
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Fonte: OBREGON, 2001.

Devido a sua funcdo chave no controle da transmisséo sinéptica, esta enzima se torna
um dos alvos moleculares mais vulneraveis a acdo de agentes neurotoxicos, tais como ions

metalicos e pesticidas.

2.5.2 Catalase (Cat)

A CAT, formalmente denominada de hidroperoxidase, é encontrada nos peroxissomas,
nos glioxissomas de plantas e no citoplasma de procariontes (Figura 11). Esta enzima tem
como funcdo decompor o peroxido de hidrogénio (H202) em agua e oxigénio molecular
(VALKO et al., 2006).

As catalases compdem uma familia de hemeproteinas (GAO et al., 2003), enzimas
tetraméricas intracelulares, com quatro grupos heme, onde o atomo de ferro esta no estado
férrico (KIRKMAN; GAETANI, 1984). Esta enzima é envolvida na dismutagdo do perdxido
de hidrogénio e na detoxificacdo de alguns substratos, como fenol, alcoois, &cido férmico e
formaldeido. Um dos papéis antioxidantes das CAT é reduzir o risco de formacdo da radical
hidroxila (HO"), capaz de causar danos importantes aos sistemas biologicos (BETTERIDGE,
2000), a partir do H202, ou por reagdo com anion superoxido (O2°). Esta reducdo é
importante, tendo em vista que as membranas bioldgicas sdo extremamente permeaveis a
espécie reativa H.O2 (PAMPLONA, 2009).
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Entre as enzimas degradantes de H.O;, a CAT tem sido considerada a mais eficiente,
em termos energéticos, pois degrada os peroxidos de hidrogénio que sdo gerados rapidamente
e, ainda, promovem um ganho de energia celular. A concentracdo da CAT, em mamiferos,
pode variar de acordo com o tipo celular e a concentracdo de peréxido de hidrogénio
(SCANDALIOS et al., 2005).

Muitos estudos tém utilizado a enzima CAT como um biomarcador de estresse
oxidativo induzido por contaminantes ambientais, para avaliar os possiveis danos oxidativos
causados por inseticidas organofosforados (ALMEIDA et al., 2010; SHAD; IQBAL, 2010) e
herbicidas (NWANI et al., 2010), e também para avaliar amostras de 4gua impactadas por
efluentes urbanos e industriais (TABREZ; AHMAD, 2011; TSANGARIS et al., 2011).
Quando ocorre a diminuicdo da CAT, consequentemente, ha uma reducdo da capacidade de

protecdo celular contra os radicais livres (MCFARLAND et al., 1999).

Figura 11. Estrutura tridimensional da Catalase (EC 1.11.1.6)

Catalase

©Protein Data Bank Japan

Fonte: © Protein Data Bank Japan

2.5.3 Superoxido desmutase (SOD)

A SOD (superoxido dismutase) € uma das enzimas antioxidantes intracelulares mais
eficientes (Figura 12), pois catalisa a dismutacdo de 02" para O e H20, (MCCORD;
FRIDOVICH, 1969), protegendo o Citocromo C, ao reduzir o radical superoxido e diminuir a
presenca dos radicais livres. A SOD é caracterizada por apresentar um metal na sua estrutura,
e é encontrada nos compartimentos subcelulares que sdo alvos do estresse oxidativo mediado
por ERO, em todos os organismos aerobicos (GILL; TUJETA, 2010).
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Existem vérias isoformas de SOD que apresentam caracteristicas distintas, de acordo
com o centro ativo metalico, a constituicdo de aminoécidos, 0 nimero de subunidades e co-
fatores (VALKO et al.,, 2006). Todas as formas de SOD sdo codificadas no nucleo e
especificas para seus respectivos compartimentos subcelulares (GILL; TUTTEJA, 2010).
Segundo ALSCHER et al. (2002), a classificacdo das SODs pode ser determinada pelo seu
co-fator metélico, onde os mais conhecidos sdo: cobre/zinco (Cu/Zn-SOD), manganés (Mn-
SOD) e o ferro (Fe-SOD). Outra SOD que tem sido descrita na literatura € a que apresenta o
niquel como centro ativo (NiSOD) (SCANDALIQOS, 2005).

Figura 12. Estrutura tridimensional da Superoxido dismutase (EC 1.15.1.1)

2.5.4 Tripsina

As proteases sdo enzimas que catalisam, in vivo, a hidrdlise das ligacGes peptidicas
entre os aminoacidos que constituem uma proteina. De acordo com a IUBMB, as proteases
estdo inseridas no subgrupo 4 do grupo 3 (Hidrolases), pois clivam a proteina adicionando

uma molécula de agua a ligacdo peptidica (BERG et al., 2004).
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Figura 13. Sitio de hidrélise especifico para tripsina.
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A tripsina é um membro da familia das serino proteases, as quais sdo caracterizadas
por um mecanismo catalitico comum, envolvendo a presenca de uma triade catalitica
composta de residuos especificos: serina, histidina e acido aspartico (KLEIN et al., 1996).
Esta enzima cliva as ligagBes peptidicas no lado carboxila de residuos de aminoacidos
carregados positivamente como arginina e lisina (Figura 13) (KOMKLAO et al., 2007), sendo
importantes em muitos processos bioldgicos como: digestdo protéica propriamente dita,
ativacdo de zimogénios e media¢do entre a ingestdo do alimento e a assimilacdo dos nutrientes
(SAINZ et al., 2004). Vale também destacar a ampla aplicabilidade industrial de tripsinas
(KLEIN et al., 1996). Tais fatos tém feito destas enzimas as mais estudadas em organismos
aquaticos.

Alguns autores estimam que sua contribuicdo para a digestdo protéica esta em torno de
60% (SANCHEZ-PAZ et al., 2003).

Dentre os substratos sintéticos hidrolisados pela tripsina e usados em pesquisas
cientificas destacam-se: N-a-benzoil-L-arginina-p-nitoanilida (BApNA) e tosil-arginina-
metil-éster (TAME) (SIMPSON, 2000). As enzimas proteoliticas sdo essenciais para a
sobrevivéncia dos seres vivos, atuando na ativacdo de zimogénios, digestdo de proteinas
provenientes da dieta e do proprio organismo, coagulacdo sanguinea, etc. As proteases séo
subdivididas em dois grandes grupos, as exoproteases que clivam ligacdes peptidicas
proximas as extremidades amino e carboxiterminais do substrato e as endoproteases que
clivam as ligacOes peptidicas internas das cadeias polipeptidicas do substrato (Figura 14)
(RAO et al, 1998).
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Figura 14. Hidrolise enziméatica de uma proteina hipotética
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Fonte: BERG et al., 2004.

As enzimas proteoliticas sdo essenciais para a sobrevivéncia dos seres vivos, atuando
na ativacdo de zimogénios, digestdo de proteinas provenientes da dieta e do proprio
organismo, coagulacdo sanguinea, etc. As proteases sao subdivididas em dois grandes grupos,
as exoproteases que clivam ligacBes peptidicas proximas as extremidades amino e
carboxiterminais do substrato e as endoproteases que clivam as ligacdes peptidicas internas
das cadeias polipeptidicas do substrato (RAO et al, 1998).

2.5.5 Quimotripsina

A quimotripsina é considerada a segunda enzima mais abundante no sistema
digestorio de organismos aquaticos (KOMKLAO et al., 2007). Esta enzima catalisa a
hidrolise de ligacdes peptidicas de proteinas na porcao carboxila de aminoéacidos aromaticos
como: fenilalanina, tirosina e triptofano e também substratos sintéticos, tais como Succinil-
alanina-alanina-prolina-fenilalanina-p-nitroanilida - SAPNA (Figura 15) (CASTILLO-
YANEZ et al., 2006).
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Figura 15. Sitio de hidrélise especifico para quimotripsina.
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2.5.6 Pepsina

A pepsina (EC, 3.4.23.1), incluida na categoria das endopeptidases, é a principal
enzima digestiva estomacal de organismos aquaticos (Figura 16). Pertencente a familia das
aspartatoproteases, possui especificidade preferencial por aminoacidos aromaticos, como
fenilalanina, tirosina e triptofano. Esta enzima apresenta peso molecular em torno de 35 kDa,
sendo de grande importancia para a hidrélise das ligacBes peptidicas decorrente da
degradacéo de proteinas sob condicdes acidas (SIMPSON, 2000).

Pepsinas podem ser encontradas principalmente no suco gastrico do limen estomacal
e podem ser isoladas a partir de uma variedade de espécies animais. H& varios tipos de
pepsinas estomacais ou isoformas, com estrutura proteica e propriedades enzimaticas
distintas (SHAHIDI, 2001). Zimogénios de aspartatoproteases como pepsinogénios, também
sdo secretados pelas glandulas da mucosa gastrica de vertebrados e invertebrados. Trata-se de
uma forma antecedente inativa da enzima, a qual se torna funcional através da acdo de

cinases apropriadas ou outros ativadores (EFFRONT, 2007).
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Figura 16. Estrutura tridimensional da pepsina do bacalhau-do-Atlantico (Gadus morhua)

Fonte: (KARLSEN, 1998).

2.6 Glutationas - Biomarcador ndo enzimatico

A Glutationa é um composto tripeptideo, encontrado tanto em organismos eucariotos
como em procariotos (GHANTA; CHATTOPADHYAY, 2011). Segundo COGO et al.
(2009), a estrutura da glutationa é formada por um radical sulfidrila e pode apresentar duas
formas: reduzida de tiol (Glutationa - GSH) e oxidada (Glutationa dissulfeto - GSSG) (Figura
17). A glutationa atua em diversas fungdes vitais, como na reducéo do estresse oxidativo, na
desintoxicacdo do peroxido de hidrogénio, do hidroperoxido lipidico e de compostos
eletrofilicos, na eliminacdo de radicais livres, na atuacdo como co-fator enzimatico (GPX,
GST, entre outros) e como redutores de hidroperdxido organicos e inorganicos, modulagéo de
funcdes celulares criticas (sintese de DNA, processos associados aos microttbulos e funcbes
imunologicas), e fornecimento de um reservatorio para cisteina (MASELLA et al., 2005).

Nos tecidos saudaveis cerca de 90% da glutationa existente encontra-se na forma
reduzida (HENRY OKIGAMI, 2009).
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Figura 17. A - Formula estrutural da GSH, B - GSSG respectivamente.

A B

]
[+ [+] v o o (el ]
. /J H\/L
M
WO + +]
MM, o

Adaptado de Kronos Science Laboratory  — Glutathione. Disponivel em
http://www.kronoslaboratory.com.

2.6.1 Glutationa reduzida (GSH)

A GSH é um composto tiol, que possui uma ligacdo de trés aminoacidos (cisteina,
acido glutamico e glicina), que desempenha a funcdo de proteger as células e os tecidos
contra os efeitos oxidativos. A estrutura da GSH ¢é caracterizada pela presenca de uma
ligacdo a-glutamil e um grupo sulfidrila - SH (IWASAKI et al., 2009) (Figura 17). A
glutationa na forma reduzida é o tiol ndo proteico mais prevalente nas células animais. A
sintese de GSH associada com a reducdo de GSSG, promove a manutencao do estado redox
intracelular, funcionando este tripeptideo como co-factor para enzimas citoplasmaticas e
indutor de certas modificacdes translacionais em diversas proteinas (TAPIERO, 2003). E
uma molécula a que se pode chamar de “natural”, estando presente em células animais,
vegetais, em cianobactérias e protobactérias (AYER, 2010).

Em condicGes fisioldgicas, a GSH é encontrada no nucleo, no reticulo endoplasmatico
e nas mitocondrias (MASELLA et al., 2005). Em eucariontes, a GSH esta envolvida na
desintoxicacdo de ERO e de contaminantes quimicos, no qual desempenha um papel
importante na proliferacdo e morte celular e, também, em diversos processos que envolvem o
DNA e proteinas (GHANTA; CHATTOPADHYAY, 2011).

Segundo Grosicka-Maciag et al. (2010), a GSH é capaz de reduzir, de maneira direta, a
quantidade de ERO dentro da célula, por reacGes ndo-enzimaticas, ou por meio de vias
indiretas, pelas reacfes enziméticas. Porém, se ocorrer um distdrbio na quantidade de GSH e
um aumento nos niveis de oxidante, hd o surgimento de estresse oxidativo, que leva a

toxicidade e morte celular.



55

Outra funcionalidade de extrema relevancia da glutationa é o fato de participar como
agente crucial na detoxificagdo do organismo face a toxicos orgédnicos e inorganicos
(ANDERSON, 1998). Atua na desintoxicacdao de uma multiplicidade de xenobidticos que
vao se associar ao tripeptideo e serem excretados. Assim, muitos produtos resultantes da
presenca de metais pesados, metabolitos e xenobioticos, sdo eliminados por esta via
(ALMEIDA, 2001).

Diversos estudos ambientais vém sendo desenvolvidos pela quantificacdo da GSH
total, apos a exposicao de contaminantes como HPA (LIN; YANG, 2007), metais (GARCIA-
FERNANDEZ et al., 2002), farmacos (GROSICKA-MARCING et al., 2010), contaminantes
industriais (FARMEN et al., 2010; ZANG et al., 2009), agrotéxicos (MARAN et al., 2010;
MUNIZ et al., 2008) e nanoparticulas (SAQUIB et al., 2011).

A glutationa nas células esta presente maioritariamente na sua forma reduzida, que é a
sua forma biologicamente activa. Em condicdes de stresse oxidativo, a GSH converte-se em
GSSG, o que leva a uma diminuicéo da razdo GSH/GSSG. O par redox GSH/GSSG podera
ser um importante indicador do estado redox celular (BALLATORI, 2009) e, alteracdes neste
par redox demonstram estar relacionadas com a proliferacdo celular, diferenciacdo e/ou
apoptose (Park, 2010). Como tal, a glutationa desempenha assim um papel crucial na
manutencdo de um equilibrio normal entre espécies oxidantes e antioxidantes, regulando
muitas das funcdes vitais da célula, tais como sintese e reparagdo de DNA, sintese de
proteinas e ativacao e regulacdo de enzimas (TAPIERO, 2003).

Neste contexto, é importante a manutencdo de um equilibrio intracelular do estado
redox. A GSH sendo o tiol ndo proteico dominante no organismo, surge como fator essencial
na manutencdo do potencial redox celular através das suas a¢fes como antioxidante e
modulador do equilibrio sulfidrilo-dissulfureto proteico, tal como representado na seguinte
reacao (LU, 2009):

PROTEINA-SSG + GSH PROTEINA-SH + GSSG

Como esta reacdo é reversivel, o equilibrio € determinado pelo estado redox celular, o
que vai sempre depender das concentragdes existentes de GSH e GSSG (BALLATORI,
2008). Sendo assim, estabelecendo-se um equilibrio redox na célula, esta apresentara maior

resisténcia a danos oxidativos.
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2.7 Biomarcadores de genotoxicidade

Muitos biomarcadores de genotoxicidade foram aplicados em bivalves (DIXON et al,
2002). Entre os testes de genotoxicidade disponiveis, Ensaio Cometa (CA) e teste de
micronucleos (MN) sdo reconhecidos devido a sua robustez, sensibilidade e poder estatistico
para avaliar quebras de DNA, o que pode ser considerados marcas de mutagenicidade (V.
HEUSE et al, 2008). Além disso, atualmente estudos apontam que a associacao dos dois
ensaios é a melhor opcéo de testes para avaliar o potencial mutagénico, pois ambos 0s ensaios
s80 muito sensiveis, simples e permitem detectar quebras em niveis cromaéticas e

cromossomicas, respectivamente (OECD, 2014).

2.7.1 Teste de Micronucleo (MN)

O teste de MN, como um marcador de dano genético acumulado durante a vida da
célula, é um dos biomarcadores de genotoxicidade mais vulgarmente aplicados em animais
aquaticos (BOLOGNESI e FENECH, 2012). Entre estes marcadores, o ensaio de micronucleo
quantifica a frequéncia de células micronucleadas principais (MNs) e tem sido utilizado como
um biomarcador para a deteccdo de alteragdes genéticas subletal (BURGEOT et al 1995;
ADAM et al 2010; POLARD et al 2011.) de exposi¢do a substancias genotdxicos, aneugénica,
e / ou clastogénicos mutagénico (Countryman e Heddle 1976). Esse enasaio € também um
potente biomarcador de danos genéticos em animais e é amplamente utilizada em
invertebrados (SCARPATO et al 1990; WRISBERG et al., 1992).

Micronlcleos (MN) sdo pequenas massas de cromatina intracitoplasmaticas com
aparéncia de um pequeno nucleo, resultante de quebras cromossémicas ou da condensacédo de
fragmentos acéntricos ou cromossomos inteiros que atrasaram a sua migracao para os pélos na
anafase. Portanto, sdo por¢des cromossdmicas ou cromossomos inteiros que ndo foram
incorporadas ao nucleo principal da célula-filha, durante a diviséo celular (BOLOGNESI e
FENECH, 2012), devido a auséncia de centrdmero, danos no aparelho mitético ou por defeito
na citocinese (BOLOGNESI et al., 2006; ERGENE et al., 2007), como consequéncia de dano
genético que pode ser causado por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos. Séo considerados
MN classicos as estruturas circulares de mesma refringéncia que o nucleo, néo ligadas a este e
com um tamanho correspondente de 1/5 a 1/20 do tamanho do nicleo principal da célula (AL-
SABTI; METCALFE, 1995). Um aumento na frequéncia de micronucleos é o resultado de
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danos gendmicos e cromossOmico causado por substancia e que interagem com o fuso
mitotico ou clastogénicas (BOLOGNESI e FENECH, 2012).

O teste de MN tem sido aplicado em diferentes espécies de bivalves, tanto em
condicdes de campo e laboratério: hemdcitos e células de brénquias sdo os alvos mais
frequentemente considerados (BOLOGNESI; HAYASHI, 2011). Aplicagdo do ensaio MN no
campo revelou os efeitos da exposicdo a diferentes classes de poluentes (por exemplo,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, metais pesados, compostos organoclorados e
organofosforados), mostrando bom poder de discriminacdo e permitindo a identificacdo de
eventos de genotoxicidade ao longo de um gradiente de poluicdo (BOLOGNESI &
HAYASHI, 2011; BENITEZ-TRINIDAD et al., 2014; DEBENEST et al., 2013) e facilitando
efeitos da recuperacdo depois de um evento poluicdo acidental (BOLOGNESI et al, 2006;
VIRARENGO et al, 2007; BARSIENE et al, 2007).

Além dos MN, Carrasco et al. (1990) classificaram outras anormalidades nucleares,
como nucleo lobado, nucleo vacuolado, nucleo segmentado e ndcleo em forma de rim.
Entretanto, os mecanismos de formacdo das anormalidades nucleares ndo sdo completamente
conhecidos (AYLLON ; GARCIA-VAZQUEZ, 2001).

Micronucleos e anormalidades nucleares tém sido utilizados com sucesso como
biomarcadores e ou indicadores genotdxicos de contaminagdo em peixes e ostras expostos a
substancias quimicas que possuem capacidade genotéxica como os PAHs (GRAVATO E
SANTOS, 2002; 2003), metais pesados (BOLOGNESI et al, 1999) e poluentes organicos
(SCARPATO et al, 1990; VENIER ET AL., 1997). Ainda, como os microntcleos ndo podem
ser reparados muitos autores consideram a presenca de micronlcleos como sinal de

mutagenicidade.

2.7.2 Ensaio Cometa (EC)

O ensaio do cometa, também conhecido como ensaio de eletroforese em gel de célula
Unica, € uma técnica rapida e quantitativa que possibilita a visualizagcdo de danos no DNA em
células eucaridticas (LIAO et al., 2009). Esse ensaio € baseado na quantificacdo de
fragmentos de DNA que migram para fora do nucledide da célula durante a eletroforese e
permite avaliar danos que podem ser reparados (FRENZILLI et al., 2009; LIAO et al., 2009).
Assim, esse método tem sido muito empregado para detectar danos no DNA na area de
ecotoxicologia (FRENZILLI et al., 2009).
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O ensaio cometa permite a deteccdo de lesGes potencialmente pré-mutagénicas, tal
como rupturas da cadeia de DNA, sitios alcalilabeis, aductos de DNA, alteracdes de bases,
ligacOes cruzadas de DNA-DNA e DNA-proteina e reparacdo incompleta do DNA (SINGH
ET AL, 1988; TICE, 1995. Esta técnica, que pode ser usada em qualquer tecido, tem sido
aplicada com sucesso em hemdcitos e eritrocitos de vérias espécies de moluscos e peixes
(DAVID et al, 2008; VENTURA et al, 2008; CHRISTOFOLETTI et al, 2009).

O Dano do DNA é avaliado atraves de um método de classificacdo visual em células
individuais. As células danificadas, chamadas cometas, presente a um determinado padréo de
migracdo de DNA em eletroforese, apresentando uma "cauda". A gravidade do dano ao DNA
pode ser mensurada através do comprimento da cauda, que é composta de fragmentos de
DNA, e classificados nas seguintes categorias: 0, 1, 2 3 e 4; zero, que representa a menor
quantidade de dano

O ensaio do cometa (SCGE) é uma técnica simples, sensivel e rapida para deteccao de
quebras primarias na fita de DNA em células individuais (SINGH et al., 1988) e tem sido
proposto para estudos de toxicogenética devido as vantagens e peculiaridades do método em
relacdo a outros testes de genotoxicidade e de reparo do DNA (SILVA et al., 2003). As
vantagens do ensaio do Cometa para avaliar danos no DNA incluem: (1) mensuracéo de danos
em células individuais; (2) o baixo nimero de células necessario para a realizacdo do teste; (3)
possibilidade de ser realizado em qualquer tipo de célula eucarittica nucleada; (4)
sensibilidade do método para detectar danos no DNA (SINGH et al., 1988; SILVA et al.,
2003; Maluf & Erdtmann, 2003). O grau de dano no DNA pode ser descrito de varias
maneiras, como a quantidade de DNA na cauda, o comprimento da cauda e a porcentagem de
celulas com diferentes classes de danos (integridade do DNA) (TICE, 1995).

Rank e Jensen (2003) aplicaram o ensaio do cometa em células da hemolinfa e das
branquias de Mytilus edulis expostos ao MMS, a perdxido de hidrogénio e a radiacdo UV e
concluiram que os dois tecidos sdo igualmente sensiveis a estes agentes, porém devido a
facilidade de obtengdo das células da hemolinfa, este tipo celular seria mais indicado em
estudos de genotoxicidade.

Siu et al (2004) afirmaram que a utilizacdo de células da hemolinfa para ensaios de
genotoxicidade é mais interessante devido, entre outros fatores, ao seu importante papel na
defesa imune, na fagocitose e no transporte, excrecédo e detoxificacdo de xenobioticos. Além
disso, foi sugerido que seu papel multifuncional Ihes confere maior sensibilidade perante

fatores externos como xenobi6ticos genotdxicos.
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Muitas substancias toxicas promovem, direta ou indiretamente, quebras no DNA. O
teste alcalino do cometa é capaz de estimar o aumento do nivel de quebras no DNA
resultantes da exposicdo a tais compostos toxicos. Esse método ja foi aplicado em estudos
como péroxido de hidrogénio (PEREZ-GARCIA ET AL., 2015), com PAHs (MARIA et al.,
2005; BUCKER ET AL., 2006: AHMAD ET AL., 2008) e com fracéo solGvel de dleo diesel
(VANZELLA ET AL., 2007).

Compostos genotoxicos alteram a estrutura quimica do DNA, podendo, morte celular e
alterar a frequéncia de genes (MICHELMORE; CHIPMAN, 1998). Portanto, esses compostos
podem produzir relevantes impactos ecolégicos pelo insucesso reprodutivo das populacdes
(WIRGIN ; WALDMAN, 1998).

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Analisar os efeitos de poluentes em biomarcadores bioquimicos e genotdxicos da ostra

Crassostrea sp., em trés pontos do Complexo Estuarino Canal de Santa Cruz-PE.

3.2 Especificos

e Determinar a atividade das enzimas acetilcolinesterase, butirilcolinesterase, catalase ,
superoxido dismutase, tripsina, quimotripsina, pepsina e amilase nos tecidos branquial,
visceral e musculo adutor da ostra Crassostrea sp. coletadas semestralmente no

complexo estuarino canal de Santa Cruz;

e Determinar os niveis de peroxidacao lipidica, de glutationas oxidadas, reduzidas e
razdo entre ambas nos tecidos branquial, visceral e musculo adutor de Crassostrea

sp. coletadas semestralmente no complexo estuarino canal de Santa Cruz;

e Avaliar o dano gendmico por macrolesdes em células da hemolinfa de Crassostrea sp.

pelo Ensaio Micronucleo ;
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Avaliar o dano gendmico por microlesdes em células da hemolinfa de Crassostrea

sp. pelo Ensaio Cometa ;

Comparar os resultados bioquimicos e genotoxicos obtidos de Crassostrea sp. no

estuario canal de Santa Cruz com os de populacéo controle (espécimes depuradas) ;

Caracterizar fisico-quimica e cineticamente a acetilcolinesterase da espécie

Crassostrea sp. e investigar o efeito de pesticidas e ions metalicos sobre sua atividade.

Identificar e quantificar a microbiota bacteriana presente nas amostras das populagdes

de Crassostrea sp. e na dgua do complexo estuarino Canal de Santa Cruz;

Quantificar os fons metalicos Cu?*, Cd?*, Cr**, Pb?*, Fe?*, Mn?*, Zn?* e Hg?* na ostra

Crassostrea sp. e na agua do complexo estuarino Canal de Santa Cruz.
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Resumo

A ostra do mangue Crassostrea sp. foi escolhida como possivel organismo biomonitor de
genotoxicidade para avaliar a contaminacdo ambiental no estuario Canal de Santa Cruz,
devido a intensa pressdo antropica que coloca em risco a biodiversidade e conservacdo do
sistema ecoldgico local. Neste estudo, foram utilizadas as metodologias do ensaio cometa e
teste de microndcleos para hemdcitos de Crassostrea sp. A sensibilidade das ostras aos efeitos
de poluentes com acdo clastrogénica/ aneugénica e mutagénica foi avaliada e confirmada pela
deteccdo de microlesdes no DNA pelo ensaio cometa, e pela alta frequéncia de macrolesdes
visualizadas como micronucleos (MN) em células da hemolinfa. Este estudo avaliou as
concentragbes de sete metais (Cd**, Cr¥*, Cu®, Fe?*, Hg?', Pb%*, Mn?'e Zn?*) e andlise
microbiologica na agua do estudrio Canal de Santa de Cruz e nos tecidos moles de
Crassostrea sp.O impacto genotdxico foi quantificado com base no numero de ceélulas
micronucleadas por 1.000 analisadas, usando laminas da hemolinfa corados com Giemsa.
Concentragdo dos metais Cd, Pb estavam acima do limite permitido pela legislacdo ambiental
vigente na agua estuarina na coleta do inverno. Concentragdes maiores de metais foram
identificados nos tecidos moles das ostras coletadas no verdo. Coliformes termotolerantes
foram encontrados na agua estuarina em todos pontos de coleta nas duas estacfes. Diferenca
significativa (p<0,05) foi encontrada nas frequéncias de MN, no indice de dano e na
frequéncia de danos entre o estuario e a estacdo depuradora. O indice de dano foi
significativamente diferente entre as estacdes seca e chuvosa para um ponto de coleta, sendo o
maior indice de dano no verdo para este ponto. A frequéncia de MN foi significativamente
(p<0,05) maior no inverno para dois pontos de coleta. Portanto, o0 molusco bivalve
Crassostrea sp. demonstrou ser um excelente bioindicador de poluicdo do mangue,
mostrando-se sensivel a possiveis agentes genotdxicos presentes no seu habitat.

Palavras — chaves: Genotoxicidade, microndcleo, ostra, contaminacdo, metais pesados.



64

1. INTRODUCAO

A expansdo das atividades industriais e turisticas na regido da costa brasileira, além do
elevado crescimento populacional humano e sobrepesca, tem colocado em risco o delicado
sistema ecoldgico complexo estuarino Canal de Santa de Cruz (Almeida & Vasconcelos Filho,
1997; Leitdo, 2007). Esta area estuarina € de 4.776 ha, sendo uma das maiores e mais
importantes reservas biologicas da regido. O Canal de Santa Cruz faz a ligacdo entre o
ecossistemas costeiros, estuarios e manguezais do complexo Itamaracd (MMA, 2002). E um
ecossistema extremamente importante pela alta biodiversidade e por atuar como bergario para
diversas espécies de peixes, crustaceos e moluscos de importancia econdémica (MMA, 2002).

O uso excessivo de pesticidas no meio rural, a descarga de efluentes industriais e
esgoto nas areas urbanas sao fatores determinantes para a contaminacdo do meio ambiente.
Dentre os diferentes ecossistemas que sofrem com este tipo de contaminacdo, as areas de
manguezais tém sido freqlientemente atingidas. Devido a baixa dindmica de ondas inerentes a
esse ambiente, o processo de recomposicdo destas areas € demorado podendo levar varios
anos (Kennish, 1997). .A qualidade da &gua desse ecossistema sofre influéncia negativa da
espécie humana que vive no seu entorno, que contribui com grande aporte de poluentes
nocivos a biota estuarina e a prépria populacdo local. Os diversos poluentes podem atingir 0s
ecossistemas aquaticos carreados pelo escoamento e drenagem das aguas da chuva e irrigacao
(TOMITA e BEYRUTH, 2002).

Descargas de efluentes de diversas fontes no meio aquéatico tém preocupado muitos
pesquisadores, pela possibilidade de causar efeitos deletérios nos organismos expostos. Os
poluentes metais pesados e diversos tipos de pesticidas, sdo compostos potencialmente
citotoxicos e/ ou carcinogénicos aos diversos organismos vivos (Lemaire e Livingstone,
1993), eles e outros poluentes industriais podem induzir a alteracbes genotdxicas,
clastogénicas direta ou indiretamente (através do estresse oxidativo) formando adutos de
DNA, modificando o perfil protebmico de um organismo exposto (BAGCHI et al., 1995;
MARNETT, 1999; DAILIANIS et al., 2003; CASIDA e QUISTAD, 2004). As alteracGes na
molécula de DNA além de comprometer a salde dos organismos, também podem
comprometer as geracOes futuras, por serem capazes de induzir o aparecimento de alteracfes
herdaveis (RIBEIRO, 2003).

Particularmente com relacdo aos metais, por ndo serem biodegradaveis, podem causar
risco, principalmente por serem facilmente incorporados a cadeia alimentar e tonarem-se

toxicos aos organismos vivos quando ultrapassam determinadas concentragdes (Barros, 2012).
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Dentro desse contexto o uso de organimos bioindiadores presentes no ecossistema impactado
torna-se uma alternativa vidvel para mensurar os efeitos dessas substancias téxicas nos
sistemas bioldgicos.

A ostra de mangue Crassostrea sp. (Bivalvia: Ostreidae) é uma espécie eurialina que
habita 0s manguezais e estuarios com uma vasta distribuicdo desde o sul do Brasil até o
Caribe (Boffi, 1979). Como vérios outros moluscos bivalves, Crassostrea sp. tem
caracteristicas importantes de uma espécie sentinela, sendo Uteis no biomonitoramento da
poluicdo (Wallner-Kersanach et al, 2000; Rebelo et al, 2003;. Silva et al, 2003). As vantagens
mais evidentes destes organismos sdo a sua ampla distribuicdo, habito séssil e capacidade de
concentracdo de produtos quimicos com relagdo a dgua (Sunila, 1987). Esta espécie representa
uma importante fonte de alimento em areas costeiras do Brasil (Mancera e Mendo., 1996,
Silva et al, 2001,2006), onde também foi previamente utilizado como um modelo bioldgico
para estudos toxicolégicos ambientais (Silva et al, 2001; Alves et ai, 2002;. Ferreira et al .,
2004; Zanette et al, 2006). S&o excelentes modelos experimentais em estudos toxicoldgicos e
indicados para estudos de genotoxicidade pois seus componentes celulares sdo muito sensiveis
a agentes genotoxicos (Al-Sabti,1995).

Alguns biomarcadores (por exemplo, citologia, genética, bioquimica ou molecular)
tém sido empregados com sucesso para detectar efeitos deletérios e subletais sobre as
populacdes de animais, quantificando o estresse ambiental e os efeitos causados pelos
poluentes (Bayne 1986; Monserrat et al 2007; Moore et al, 1986; Dorigan e Harrison, 1987;
Adam et al 2010). Biomarcadores fornecem uma medida temporal e espacial integrada de
poluentes biodisponiveis e tm o potencial para indicar as alteracGes provocadas por polui¢édo
que ocorrem nos ecossistemas, permitindo o inicio de estratégias de biorremediacdo antes de
danos graves serem efetivados (Allen, J.I. e Moore 2004; Galloway, T.S., 2006).

Muitos biomarcadores de genotoxicidade foram aplicados em bivalves (Dixon et al,
2002). Entre os testes de genotoxicidade disponiveis, 0 ensaio cometa (CA) e o0 ensaio de
micronucleos (MN) séo reconhecidos devido a sua robustez, sensibilidade e poder estatistico
para avaliar danos na molécula de DNA (V. Heuse et al, 2008). Além disso, atualmente
estudos apontam que a associa¢do dos dois ensaios é o melhor teste da bateria para avaliar o
potencial mutagénico, pois ambos 0s ensaios sdo muito sensiveis, simples e permitem detectar
quebras em niveis cromaticas e cromossOmicas, respectivamente (OECD, 2014).

O Ensaio MN tem sido aplicado em diferentes espécies de bivalves, tanto em
condi¢cBes de campo e laboratorio: Hemocitos e celulas de branquias sdo os alvos mais

frequientemente considerados (Bolognesi & Hayashi, 2011).
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O Ensaio Cometa € uma técnica que permite detectar lesdes potencialmente pré-
mutagénicas (Singh et al, 1988; Tice, 1995). Esta técnica, que pode ser usada em qualquer
tecido, e tem sido aplicada com sucesso em hemacitos e eritrocitos de varias espécies de
moluscos e peixes (David et al , 2008; Ventura et al, 2008; Christofoletti et al, 2009). Esta
técnica é importante pois complementa as analises do teste do micronucleo (Rothfuss et al.
2010).

A associacdo dos Ensaios MN e Cometa pode ser considerada como a melhor
alternativa entre os testes mutagénicos, porque tém alta sensibilidade, poder estatistico, sendo
simples, versatil demandando baixo custo de tempo e investimento (Bolognesi and Fenech,
2012).

Diante do que foi exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a resposta da ostra
de mangue Crassotrea sp. aos impactos das atividades antrdpicas e a qualidade ambiental de
uma area do Complexo Estuarino canal de santa Cruz-ltamaracé localizado ao longo da costa
do nordeste brasileiro, atraves da avaliagdo de danos gendmicos pelos ensaios Cometa e

Micronucleos.

2. Material e Método

2.1. Area de Estudo e local da Amostragem

Foram amostrados espécimes (n=10/ponto de coleta) de ostra Crassostrea sp. ( 5,389 + 0,461
cm; 1,90 + 0,229 g ) no periodo do seco (mar¢o/2015) e chuvoso (julho/2015) em trés pontos
(P1= lado esquerdo 2013 (7°48°41.1”S — 34°51°26.3"W); P2= lado direito Norte
(7°48°37.4”S — 34°51°37.4”W); P3= lado direito sul (7°48°34.2”S — 34°51°46.1”W) do
complexo estuarino do canal de Santa Cruz, localizado no litoral Norte de Pernambucano
(Figura 1) . O estuério foi selecionado conforme os diferentes niveis de conservacao, descritos
pela CPRH - Agéncia Estadual de Meio Ambiente/PE. Para fins comparativos, 0s especimes
controle oriundos de cultivo no rio Coruripe, foram transplantados para uma estacdo de

depuracdo em Coruripe — AL, ocorrendo o processo de depuragdo durante 48 horas.
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Figura 1. Localizacdo geogréfica dos locais de coleta P-1 ( lado esquerdo), P-11 ( lado direito norte) e
P ( lado direito sul), do complexo estuarino Canal de Santa Cruz, analisados no presente estudo.

P
Igreja de Nossa (')
Senhora da Conceicao

Fonte: Google maps.

2.2. Amostra de dgua

As amostras da agua foram coletadas na depuradora e nos trés pontos do estuario no
Verdo e Inverno a aproximadamente 70 cm de profundidade, e armazenadas em caixas
térmicas a 4°C. As amostras foram devidamente acondicionadas em recipientes
disponibilizados pelos laboratorios, Laboratério de Experimentagdo e Andlise de
Alimentos (LEAAL), O Instituto de Tecnologia de Pernambuco (ITEP) e Laboratério de
Anélises Minerais Solos e Agua (LAMSA). No momento da coleta foram mensurados 0s
parametros fisico-quimicos (Os parametros fisico-quimicos Condutividade (uS/cm), Solidos
Dissolvidos (mg/L), O (mgO2/L) /L), OD% (Salinidade (mg/L), Temperatura da &gua (°C) e
pH) com multiparametro (556 MPS, YSI incorporated).

2.3. Ensaio Micronucleo em Crassostrea sp.

Para o Ensaio Micronlcleo, uma suspensdo de células foi obtida pela mistura da
hemolinfa coletada de cada um dos 10 exemplares de Crassostrea sp. e EDTA na proporgédo
2/1 ml. A hemolinfa foi previamente coletada através da puncdo no musculo adutor posterior,
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com uma seringa hipodérmica agulha calibre 21 (a fim de evitar danos para os hemacitos, de
acordo com Nudi et al., 2010). Para cada ostra, a suspenséo celular foi gotejada sobre as duas
laminas utilizando o método desenvolvido por Scarpato et al. (1990) e adaptado por Nudi et
al. (2010) e aplicado em Crassostrea sp. As laminas ficaram (5 min ) secando ao ar a
temperatura ambiente, em seguida foram fixadas (5 min) em metanol absoluto e novamente
secas a temperatura ambiente (5 min). As laminas foram coradas (5 min) com Giemsa e, em
seguida, limpas e lavadas com agua deionizada. Depois de secas, cada lamina foi
cuidadosamente observada sob um microscopio binocular Zeiss (1000 x), acoplado a um
(Zeiss) sistema de analise de computador AxioVision LE®, para quantificar o nimero de
células micronucleadas por 1.000 analisados (MN%). Os MN foram identificados de acordo

com os critérios descritos por Fenech et al (2003).

2.4. Ensaio Cometa

O meétodo utilizado para o Ensaio Cometa foi a técnica alcalina, descrita por Singh et
al. (1988), com modificacGes. Primeiramente, as laminas foram mergulhadas em agarose
comum (ponto de fusdo normal) a 60 °C, secas e armazenadas em geladeira. As amostras de
hemolinfa foram processadas concomitantemente aquelas utilizadas para o Ensaio
Micronucleo. Para a montagem das laminas, primeiramente 200pL de hemolinfa foram
misturados a 100 pL de solucdo EDTA - anticoagulante. Aliquotas (20 ul) de hemolinfa de
cada animal foi homogeneizado com 100 ul de agarose de baixo ponto de fusdo (0, 5%), a 37
°C, em seguida foi dispreso numa lamina pré- tratada com agarose padrdo 1,5% (ponto de
fuséo normal). Essas laminas foram resfriadas e inseridas numa solugéo de lise (ImL Triton
X-100, 20 mL de DMSO e 89 mL de solucdo de lise estoque, pH10,0 - solucdo estoque: 146,1
g de NaCl 2,5M, 37,2 g de EDTA-titriplex 100 mM, 1,2 g de Tris 10 mM e 890 mL de agua
deionizada) durante 1h, seguidamente foi realizada a corrida de eletroforese em tampéo
alcalino (7,5 mL de EDTA-titriplex 200 mM 45 mL de NaOH 10 N e 1500 mL de agua
deionizada, pH~13), a baixa temperatura com os parametros (25V e 300 mA / 20min). As
laminas foram neutralizadas com o tampédo Tris — HCI pH7,5 durante 10 minutos. Essas
laminas foram fixadas em etanol 10 minutos, coradas com Gel Red e utilizando microscopio
de fluorescéncia combinando luz branca (488 nm) e filtro vermelho foi quantificado e
classificados o nimero de nucleos celulares (100 ndcleos/ostra) com danos aparentes em seu

DNA. Todos os passos supracitados foram realizados na auséncia de luz direta.



69

2.5. Andlise estatistica e procedimento dos dados

As analises estatisticas de teste micronlcleo e ensaio cometa foram realizadas
utilizando o software Statistica v. 6.0 (STATSOFT, INC.). A freqgléncia de células
micronucleadas em Crassostrea sp. , bem como o nimero de células micronucleadas por 1000
células avaliadas (MN %o) foram obtidas a partir de dez espécimes de cada local (n = 10 /
ponto de coleta). Foram confeccionadas duas laminas por espécime, e para cada ostra foram
analisados aleatoriamente 100 nucleos. A analise de distribuicdo dos cometas e quantificacao
dos danos foi utilizada a classificagéo visual baseado na migracdo de fragmentos de DNA,
definidos em classes que variam de zero a quatro de acordo com o tamanho da cauda formada
pelo DNA danificado. As andlises dos dados foram realizadas utilizando dois parametros
distintos, o indice de dano (ID), calculado como o total de produtos da multiplicacdo entre o
namero de cometas de cada classe e o digito denominador da classe, ID = 0.(n classe 0)+1.(n
classe 1) + 2.(n classe 2) + 3.(n classe 3) + 4.(n classe4); e a frequéncia do dano (FD),
calculada como a porcentagem de todos os cometas em relacdo ao numero total de células
avaliadas, FD =[(n total — n classe 0).100]/n total. A homogeneidade dos dados do Ensaio
Microntcleo e Ensaio Cometa foi verificada pelo teste de Bartlett, e, em seguida, 0s mesmos
foram analisados usando o teste de Kruskal-Wallis quando a variancia foi ndo-homogénea,
seguido do teste a posteriori de Tukey com um nivel de significancia estatistica de (p <5%).

2.6. Analise dos parametros fisico-quimicos

2.6.1. Andlise de Metais

Os fons metalicos contaminantes, (Cadmio (Cd?"), Cromo (Cr®*), Cobre (Cu?"), Ferro
(Fe?), Mercario (Hg?"), Chumbo (Pb?"), Manganés (Mn?*) e Zinco (Zn?") foram
guantificados na amostra de agua e no tecido visceral da ostra Crassostrea sp. A analise do
Hg?* foi realizada no Instituto Tecnoldgico de Pernambuco (ITEP) de acordo com o método
Absorcao Atdmica por Vapor Frio 3112B do Standart Methods Apha, (1998). A gquantificacdo
dos demais ions supracitados foram feitas no Laboratorio de Anélises Minerais Solos e Agua
(LAMSA) no Departamento de Engenharia Quimica da UFPE, utilizando Espectrofotometria
de Absorcdo Atomica (Aparelho CG AA 7000 BC), a metodologia usada foi Standard
Methods for Examination of Water and Wastewater Apha, (1998).
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As concentragbes de metais mensuradas na dgua foram comparadas com valores de
referéncia para agua salobra (impacto humano minimo ou “classe 1" de acordo com a
legislacio CONAMA Resolucdo 357/2005, CONAMA — 2005) e valores de referéncia para
agua de consumo humano de acordo com o ministério da satde pela Portaria n® 2914/2011 do
MS - 2011).

2.7. Anélise microbiologica da agua e da Crassostrea sp.

As andlises microbioldgicas da ostra e da agua estuarina foram feitas no Laboratério
de Experimentacdo e Analise de Alimentos (LEAAL) do Departamento de Nutricdo da UFPE.
As amostras foram obtidas ap0s coletas e refrigeradas a 4°C até a sua entrega no laboratério.
As andlises foram através da contagem total dos seguintes microrganismos: Coliformes a
45°C (NMP/ml), Estafilococos coagulase positiva (UFC/g), Salmonella sp.25g e Vibrio
parahemolyticus (UFC/g) segundo (FDA/AOAC, 2001; APHA, 1998).

Os parametros microbioldgicos do tecido visceral da Crassostrea sp. foram
comparados com os valores permitidos e proposto pela (ANVISA RDC 12/2001; Legislacéo
do CONAMA n° 274/2000 e Portaria n® 2914/2011 do MS).

2.8. Dados pluviométricos

Os dados pluviométricos foram obtidos no Site da Agéncia Pernambucana de Aguas e
clima (APAC -2015).

3. Resultados

Dados pluviométricos

A partir dos dados pluviométricos obtidos por meio da Agéncia Pernambucana de
Aguas e clima /APAC -2015, os maiores indices pluviométricos no més de marco (estagio
seca) foram posteriores aos dias de coleta dos espécimes em estudo (Figura 2) para os trés
pontos de coleta (P1= lado esquerdo 2013, P2= lado direito Norte, P3= lado direito sul). N&o
houve precipitagdo nos dias de coleta no ponto 1 e 2, porem no ultimo dia de coleta no ponto
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3 houve precipitacdo de 4,3mm. N&o foi observado no més antecedente as primeiras coletas
uma precipitacdo acentuada capaz de elevar alem do normal o nivel de agua do ambiente em
questdo, podendo ser considerado um periodo seco. Em julho houve precipitacdo durante os
trés dias de coleta dos espécimes. Alta precipitacdo também ocorreu no més de junho, sendo
seus efeitos estendidos até o més seguinte (més de coleta), configurando-se como uma estacao

chuvosa.

Analise dos parametros fisico-quimicos

A partir da analise dos parametros fisico-quimicos (Tab. 1) e sua comparagao com 0s
indices propostos como aceitaveis pela resolucdo CONAMA 357/2005 para um ambiente de
agua salobra de Classe 1, observa-se que o parametro oxigénio dissolvido apresentou valor
dentro dos limites proposto pela legislacdo no ponto 1 e 3 na estacdo seca, e no ponto 1, 2 e 3
na estacdo chuvosa. O pH manteve seus valores de acordo com a legislacdo em todos os
pontos de coleta em ambas estacbes. O parametro microbioldgico, coliformes a 45°C
(termotolerante) para agua estuarina apresentou valor fora do espectro aceito pela legislacdo
em todos os pontos amostrais, durante as coletas realizadas (Tab. 2).

A porcentagem de oxigénio dissolvido na agua do ponto 2 durante a estacdo seca
mostrou-se menor que 0s pontos 2 e 3 nas duas estacdes. A condutividade apresentou um
aumento sutil no ponto 2 na estacdo seca quando comparada com o ponto 3 no mesmo
periodo, e quando comparado todos 0s pontos durante a estacdo chuvosa. A temperatura e
salinidade apresentaram pequenas oscilacbes ao longo das coletas nas estagdes seca e

chuvosa.
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Tabela 1. Parametros fisico-quimicos das amostras de agua coletadas na Depuradora e no Estuério
Canal de Santa Cruz no verdo e inverno de 2015. O estuario esta situado Vila Velha - Itamaraca, PE,
Brasil.

- CONAMA

Parametro fisico — ESTACAO *VMP
quimico Controle Seca Chuvosa

Depuradora P1 P2 P3 P1 P2 P3 ND
Temperatura °C 28,91 31,15 29,37 2735 27,46 27,4 27,35 ND
Condutividade 46,59 60,99 58,78 51,33 5451 5327 51,33 ND
(mS/cm)
DDS (mg/L) 28,19 35,5 3526 32,03 3384 3316 32,03 ND
Salinidade 27,84 3599 3575 3216 34,19 3344 3216 >5%<30%
OD% 95,1 110,9 77,9 103,2 118,7 116,7 103,22 ND
O (mgO2/L) 6,2 6,78 4,82 6,81 7,7 7,66 6,81 >5
pH 8 7.8 78 7,8 8,1 8,1 8,1 6,5a85

*VMP (mg/L) = valor maximo permitido para ambientes l6ticos (Resolugdo CONAMA 357/2005,
estabelecido para aguas salobras classe 1). ND = N&o Definido.

Tabela 2. Andlise microbiol6gica da dgua da Depuradora e dos pontos de coletas = P1, P2, P3 no
estuario Canal de Santa Cruz, estado de PE, Brasil nas estacdes Seca e Chuvosa.

ESTACAO
Controle Seca Chuvosa
Microrganismos Depuradora P1 P2 P3 P1 P2 P3
Coliformes a 45°C(NMP/ml) (NI) >1100 >1100 >1100 >1100 >1100 >1100
Salmonella sp. 25/g ) ) ) ) (-1 ) )
V. parahaemolyticus (UFC/mg) (NI) (NT1) (NT) (NT1) (NI) (NI) (NI)
E. coagulase + (UFC/mg) <10,0 <10,0 <10,0 <10,0 <10,0 <10,0 <10,0

NMP = Numero mais provavel. UFC = Unidade formador de colénia. NI — (Nao Identificado), (-)
Auséncia.

A concentracdo de coliformes a 45°C (termotolerante) no tecido visceral de
Crassostrea sp. nos pontos referentes a coleta da estacdo chuvosa, apresentou valor ( > 1000
NMP/ml )muito superior ao espectro permitido pela legislacdo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) Resolucdo n. 12, de Janeiro de 2001 que regulamenta
pescados e produtos da pesca destinados ao consumo humano, e da Portaria n® 2914/2011 do
Ministerio da Salde que dispdes sobre valor maximo permitido para agua destinada ao

consumo humano. A ANVISA prevé através da Resolucdo n. 12, os limites para Estafilococus
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coagulase positiva (102 a 103 UFC/g), coliformes termotolerantes a 45° C (2 x 10 a 103
NMP/g) e Salmonellas sp (ausente em 25 g), em moluscos bivalves “in natura”, resfriados ou
congelados ndo consumidos crus, e para Vibrio parahaemolyticus, limite de 103 NMP/g para

pescado marinho ou estuarino apenas consumidos crus .(ANVISA, 2001).

A &gua estuarina também demonstrou Valores superiores de coliformes
termotolerantes ao permitido pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) que
estabeleceu padrGes e normalizou os parametros de qualidade da agua para cultivo de
organismos aquaticos, onde a resolucdo n° 357, de 17 de marco de 2005, determina que a dgua
salina ou salobra utilizada para o cultivo de moluscos bivalves destinados a alimentacdo
humana ndo devera exceder 43 coliformes termotolerantes por 100 mililitros de agua e um

minimo de 15 amostras coletadas no mesmo local.

Quando comparada as concentracBes de coliformes a 45°C no tecido da ostra a
resolucdo do CONAMA 274/2000 sobre as aguas destinadas a balneabilidade (recreacdo de
contato primério) a agua foi considerada excelente (Tab. 3). As ostras das coletas da estacdo
seca apresentaram auséncia de coliformes estando dentro dos valores permitidos por todas

legislacBes acima referenciadas.

Tabela 3. Andlise microbioldgica em Crassostrea sp. depurada e dos respectivos pontos de coletas =
P1, P2 e P3 no estuario Canal de Santa Cruz, estado de PE, Brasil nas estacdes Seca e Chuvosa.

ESTACAO
Controle Seca Chuvosa
Microrganismos Depuradora P1 P2 P3 P1 P2 P3
Colififormes a 45°C(NMP/ml) (NI) (NI) (NI) (NI) 21 150 28
Salmonella sp. 25/g ) ) ) ) ) ) )
Vibrio parahaemolyticus (UFC/mg) (NI) (NI) (NI) (NI) (NI) (NI) (NI)
Estafilococcus coagulase + (UFC/mQ) <10,0 <10,0 <10,0 <10,0 <10,0 <10,0 <10,0

NMP = Numero mais provavel. UFC = Unidade formador de coldnia. NI — (N&o Identificado), (-)
Auséncia.
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Metais pesados na 4gua e em Crassostrea sp.

A partir da analise de metais pesados disponibilizados pelo Laboratério do ITEP e
LAMSA (Tab. 4) e sua comparacdo com os indices propostos como aceitaveis pela resolucao
CONAMA 357/2005 para um ambiente de agua salobra de Classe 1, e a Portaria 2914/2011
do MS para agua de consumo humano, as analises de metais na agua coletada na estacéo
chuvosa revelaram concentracfes de chumbo (Pb) e cadmio (Cd) superiores ao estabelecido.
Os demais metais apresentaram limites favoraveis pela legislacéo. Os limites do metal Cr nédo
sdo definidos pelas legislagdes citadas anteriormente, sendo necessario comparar seus valores
estabelecidos nessa pesquisa com outros dados previamente disponibilizados na literatura

cientifica.

Tabela 4. Anélise de ions na 4gua da Depuradora e do Estuério Canal de Santa Cruz.

Estacdo CONAMA MS
Metais pesados Depuradora Seca Chuvosa VMP** VMP***
(Agua) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Manganés ND* ND ND 0,1 0,1
Chumbo 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01
Zinco ND ND ND 0,09 5
Ferro ND 0,01 <0,05 0,3 0,3
Cobre ND ND ND 0,005 2
Mercurio < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,0002 0,001
Cadmio ND ND 0,01 0,005 0,005
Cromo ND ND ND 0,05 -

*ND (N&o detectavel), **VMP = valor maximo permitido para ambientes I6ticos (Resolucao
CONAMA 357/2005, estabelecido para aguas salobras classe 1). MS= Ministério da satde, ***VMP
= valor maximo permitido para agua destinada ao consumo humano (Portaria n® 2914/2011 do
Ministerio da Salde).

As analises de metais no tecido visceral das ostras coletada na estacdo seca e chuvosa
revelaram concentra¢fes de chumbo (Pb) e cadmio (Cd) inferiores ao estabelecido pela
Resolugdo da ANVISA RDC n° 42/2013 que limita a concentragdo dos metais Pb (1,5 mg/kg)
e Cd (2mg/kg) em moluscos bivalves apresentando-se “satisfatdria” para o consumo. Os
demais metais  ndo apresentam limites definidos por essa legislacdo sendo necessério
compara-los com outros dados semelhantes disponiveis.

Quando comparados com a portaria n® 2914/2011 do Ministério da Salde os metais,
com excecdo do cromo (Cr) e Cu para ostras da estacdo depuradora, apresentaram valores

superiores, caracterizando a ostra do estuario como contraindicada para o consumo humano,
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uma vez que a mesma filtra constantemente particulas e substancias dissolvidas na agua na
qual esta inserida. Comparando as concentracdes de metais no tecido da ostra coletadas nas
duas estacdes percebemos que o acumulo foi maior na seca, exceto o metal cobre que
mostrou-se mais concentrado no tecido da ostra coletada na estacdo chuvosa. Foi observado
nas ostras da estacdo depuradora que os metais Zn, Fe e Pb estavam em maior concentracéo

que as ostras estuarinas.

Tabela 5. Andlise de metais pesados no tecido visceral de Crassostrea sp. depuradas e do estuario
Canal de Santa Cruz .

Estacdo ANVISA MS
Metais pesados Depuradora Seca Chuvosa VMP** VMP***
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Manganés 1,79 5,39 4,53 - 0,1
Chumbo 0,61 0,42 0,37 15 0,01
Zinco 814,88 140,83 67,31 - 5
Ferro 136,20 74,81 68,43 - 0,3
Cobre 1,01 3,51 5,03 - 2
Cédmio 0,02 0,05 0,04 2,0 0,005
Cromo 0,02 3,56 0,87 - -

*NA (N&o analisado). **VMP = valor méximo permitido de contaminantes inorganico em alimentos
(Resolugdo ANVISA RDC N°42/2013, estabelecido para moluscos bivalves). MS = Ministério da
salde, ***VMP = valor maximo permitido para dgua destinada ao consumo humano (Portaria n°
2914/2011 do Ministerio da Saude).

Ensaio Micronucleo (MN) e Ensaio Cometa

Os resultados obtidos a partir do teste do micronicleo em espécimes de ostra
Crassostrea sp. coletados no periodo seco e chuvoso estdo apresentados nas tabelas (Tab. 6 e
7). Os dados das tabelas mostram a frequéncia com que as células micronucleadas - MN
(Fig.2) foram encontradas na hemolinfa das ostras coletadas no complexo estuarino Canal de
Santa de Cruz. Esses resultados demonstram que avaliagdo do efeito genotoxico, utilizando
amostras da coleta do periodo seco, periodo com indice pluviométrico baixo nos 10 dias antes
da coleta de acordo com a (APAC, 2015) e do periodo chuvoso, 0s pontos amostrais

apresentaram frequéncias de micronucleos (MN %) significativas em relacdo ao controle
(Fig.3).
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Tabela 6. Namero de células normais (N) e micronucleadas (MN), com a sua frequéncia (%) em espécimes de Crassostrea sp. coletadas no periodo seco nos

trés pontos (P1, P2 e P3) do estuario Canal de Santa Cruz e Depuradora em Coruripe, no estado de Pernambuco e Alagoas, Brasil.

Canal de Santa Cruz (Periodo Seco)

Depuradora

Pl P3
Espécime Freq.
analisado  Células Normais Cél. MN  Freq. (%) Células Normais Cél. MN Freq. (%) Células Normais Cél. MN  Freq. (%) Células Normais Cél. MN (%)
1 981 19 0,019 998 2 0,002 993 7 0,007 995 5 0,005
2 989 11 0,011 995 5 0,005 996 4 0,004 996 4 0,004
3 988 12 0,012 995 5 0,005 993 7 0,007 995 5 0,005
4 994 6 0,006 982 18 0,018 989 11 0,011 997 3 0,003
5 990 10 0,01 993 7 0,007 994 6 0,006 995 5 0,005
6 993 7 0,007 992 8 0,008 993 7 0,007 998 2 0,002
7 986 14 0,014 985 15 0,015 991 9 0,009 997 3 0,003
8 987 13 0,013 990 10 0,01 995 5 0,005 997 3 0,003
9 990 10 0,01 991 9 0,009 994 6 0,006 995 5 0,005
10 993 7 0,007 996 4 0,004 992 8 0,008 998 2 0,002
Total 9891 109 0,0109 9917 83 0,0083 9930 70 0,007 9963 37 0,0037
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Tabela 7. Numero de células normais (N) e micronucleadas (MN), com a sua frequéncia (%) em espécimes de Crassostrea sp. coletadas no periodo chuvoso

nos trés pontos (P1, P2 e P3) do estuario Canal de Santa Cruz e Depuradora em Coruripe, no estado de Pernambuco e Alagoas, Brasil.

Canal de Santa Cruz (Periodo Chuvoso) Depuradora
P1 P2 P3
Espécime  Células Cél.  Freq. Células Cél.  Freq. Células Cél.  Freq. Células Cél. Freq.
analisado Normais MN (%) Normais MN (%) Normais MN (%) Normais MN (%)
1 957 43 0,043 928 72 0,072 931 69 0,069 995 5 0,005
2 970 30 0,03 931 69 0,069 944 56 0,056 996 4 0,004
3 938 62 0,062 948 52 0,052 931 69 0,069 995 5 0,005
4 974 26 0,026 967 33 0,033 954 46 0,046 997 3 0,003
5 980 20 0,02 972 28 0,028 962 38 0,038 995 5 0,005
6 956 44 0,044 898 102 0,102 959 41 0,041 998 2 0,002
7 974 26 0,026 954 46 0,046 957 43 0,043 997 3 0,003
8 957 43 0,043 918 82 0,082 962 38 0,038 997 3 0,003
9 980 20 0,02 934 66 0,066 932 68 0,068 995 5 0,005
10 973 27 0,027 961 39 0,039 944 56 0,056 998 2 0,002
Total 9659 341 0,0341 9411 589 0,0589 9476 524  0,0524 9963 37 0,0037
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Figura 2. Hemdcitos de ostra Crassostrea sp.

I\Q‘N

Apresentado-se de duas maneiras: N= Normais e MN= Micronucleado. Em (a) hemécitos normais e

em (b, c e d) observamos simultaneamente hemdcitos normais e MN. Fonte: Kelma Souza.

Na andlise de micronlcleo de ostra Crassostrea sp. foram encontradas diferencas
significativas (p < 0,001) entre os trés pontos (P1, P2 e P3) de coleta no estuario canal de
Santa Cruz durante o periodo seco e chuvoso e a estacdo depuradora , essa diferenca na
frequéncia de MN apresentaram valores p < 0,001 (Fig. 3 A e B) para os respectivos pontos
citados.

A comparacdo das frequéncias de células MN feita entre os pontos durante a estagdo
seca (Fig. 3 A) mostrou semelhanca na frequéncia de macrolesdes, valor de p>0,05. Contudo,
comparagOes das frequéncias de MN feitas entre os pontos de coleta na estagdo chuvosa,
mostram diferencas significativas (p<0,05) para o ponto 1vs ponto 2, e ponto 1 vs ponto 3,
enquanto o ponto 2 vs ponto 1 apresentaram frequéncia de MN semelhantes sendo p> 0,05
(Fig 3 B).
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Figura 3. Frequéncias de células Micronucleadas (MN%) na estacdo depuradora e nos pontos de
coletas (P1, P2 e P3) do estuario nas estacfes seca (A) e chuvosa (B), observados em laminas de
hemolinfa de ostra Crassostrea sp. (10/area) analisada no estuario Canal de Santa Cruz, estado de PE,
Brasil. *Diferencas significativas p<0,05 segundo o teste de Tukey.
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Comparando a frequéncia de células micronucleadas dos pontos de coletas entre

estacdo seca e chuvosa, notamos que diferencas significativas p< 0,0001 foi encontrada nos

pontos 2 e 3, indicando maior ocorréncia de macrolesfes na estacdo chuvosa para 0s pontos

citados (Fig. 4 B e C). No entanto semelhanca entre as estac6es foi identificado no ponto 1 do

estuarioe, sendo o valor de p>0,05 (Fig. 4 A). Semelhanca na frequéncia de MN (p>0,05 )

também foram observadas quando as amostras da estacdo seca e chuvosa foram tratadas como

um pool dos dois periodos (Fig. 4 D).
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Figura 4. Comparacéo das Frequéncias de células Micronucleadas (MN%) entre os pontos do estuario
na estacao seca (A, B e C) e entre o estuéario em sua totalidade (pool dos 3 pontos) nas estacdes seca e
chuvosa (D), observados em laminas de hemolinfa de ostra Crassostrea sp. (10/area) analisada no
estuario Canal de Santa Cruz, estado de PE, Brasil. *Diferencas significativas p<0,05 segundo o

teste de Tukey.
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As médias das frequéncias de microndcleos, indice de dano e frequéncia de dano das

amostras da estacdo seca e chuvosa apresentaram diferencas significativas quando

comparadas com o controle (Tab.8).

Tabela 8. Médias das Frequéncias de microntcleos (MN%), dos indices de danos (IDua) e frequéncias
de danos no DNA em hemocitos de espécimes de Crassostrea sp. (n = 10 ostras/ponto) analisada no
estuario Canal de Santa Cruz, estado de PE, Brasil.

ESTACAO
Controle Inverno

Area de Depuradora P1 P1 P2 P3

Coleta

MN 3,741,182 10,09+3,9° 8,3+4,99b 34,1+13,46° 58,9+23,45" 52,4+12,88"
(Média+DP)

ID(ua) 91,4+1352¢  118,5¢3508°  172,7¢67,02®  1305+2812°  102,1#10,95°  100,4+23,01  109,1+18,07
(Média+DP)

DP = desvio padrdo. Pontos P1= Lado esquerdo 2013, P2= Lado direito norte, P3 = lado direito sul. ®®

p<0,05 segundo o teste de Tukey.
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Na anélise de danos no DNA pelo Ensaio Cometa, foram encontradas diferencas
significativas (p<0,0001) nos indices de dano entre os trés pontos de coleta da estacdo seca no
estuario Canal de Santa cruz e depuradora (Fig. 5 A). Na estacdo chuvosa houve semelhancas
no indice de dano nos trés pontos de coleta, sendo o valor de p>0,05 (Fig. 5 B).

Diferenca significativa (p<0,05) na frequéncia de dano para o estuério na estacdo seca
em relagdo a estacdo depuradora foi observada no ponto 1. Enquanto os pontos 2 e 3
apresentaram similaridade entre as frequéncias de danos (Fig. 5 C). A frequéncia de dano em
ostras coletadas na estacdo chuvosa foi significativa (p<0,05) no ponto 1, contudo nos pontos

2 e 3 houve semelhancga na frequéncia de dano apresentado valore de p>0,05 (Fig. 5 D).

Figura 5. indice de danificagdo no DNA (IDua) nas estacdes seca A) e chuvosa (B) e Frequéncia de
dano genémico nas estacdes seca (C) e schuvosa (D), observados em laminas de hemolinfa de ostra
Crassostrea sp. (10/area) analisada no estudrio Canal de Santa Cruz, estado de PE, Brasil.
*Diferencas significativas p<0,05 segundo o teste de Tukey.

A B
Invdic @ dle Danos Incdice de Danos
Estacdo Seca Estacdo Chuvosa
Fi3, 30)= 12,508, pe 00000 Fi3, 36)=1,8310, p=, 15808
Inteevil 36 Confants 0.65 Interalo di Confianga 0,55
40 - o
15 * D_ 20 |
. * p=0,00140 P=0,000212 P>0,05
- 25 T 5 _ moy )|
i & g 108 |
2= * P=0,000163 2 ¢ I
" E 5
= w0 T |
5 T s
o a0
T —— == 5 53 | Estagso Dapuiaciara P1 P2 P3
Pontos de Coleta Beoist de Colsin
C D
FlErsut-;l;’éloﬂgeWca . Frequincia de Danos
Fid, My 8180, pe, 01700 Estacdo Chuvosa
Inbervals da Confiars & 0,55 P2, 34,2001, p=01110
Irtervalo de Conflanca 0,045
* P=0,030932 ' — ' 9 T T
., : P=0,051677| | * p=0,025364 P>0,05
- B & 30
] - )
4 20 :Si 28 | 1 P>0,05 g
5 2 %
2 -~ g 20}
£ P=0,05045 2
t3 4 [ Rl ¥
Ll i T
10
5
-
? Extacho U‘wm-uern P1 p‘z p‘3

Extag da Depuradon P1 P.2 p.3
Pontas de Coleta

Ponbos de Colets



82

Comparando o indice de dano no DNA em ceélulas da hemolinfa de Crassostrea sp.
coletadas no mesmo ponto de coleta na estagdo seca e chuvosa, notamos que diferencas
significativas (p< 0,05) foram encontradas no ponto 2, enquanto semelhanca (p>0,05) foi
observada no indice de dano entre a estacdes no ponto 1 e 3 (Fig.6 A, C e E). Esses resultados
indicam maior ocorréncia de alteraces DNA durante a estacdo seca para o ponto 2. Contudo,
valor ligeiramente maior de p>0,05 foi identificado no ponto 1 de coleta.

Comparando a frequéncia de dano em ostras coletadas durante a estacdo seca e
chuvosa observamos ocorréncia de microlesbes em ambas estacGes para 0s trés pontos de

coleta, onde todos apresentaram p>0,05 (Fig. 6 B, D e F).

Figura 6. indice de danificagdo no DNA (IDua) nas estacdes seca e chuvosa para os pontos de coleta
do ponto P1 (A), P2 (C), P3 (E) e na Frequéncia de dano genémico no ponto 1 (B), P2 (D) e P3 (F),
observados em laminas de hemolinfa de ostra Crassostrea sp. (10/area) analisada no estuario Canal de
Santa Cruz, estado de PE, Brasil. *Diferencas significativas p<0,05 segundo o teste de Tukey.
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Comparando a frequéncia de dano em ostras coletadas na estacdo chuvosa e seca
observamos ocorréncia de microlesfes em ambas estac0es para os trés pontos, onde todos
apresentaram p>0,05 (Fig. 6 B, D e F). A imagem dos quatro niveis de dano encontrados em
célula da hemolinfa de ostra do mangue esta apresentada na (Fig. 7).

Figura 7. Ensaio cometa em hemolinfa de ostra do mangue Crassostrea sp. oriundas do Estuério
Canal de Santa Cruz, PE -Brasil. Os nucleos dos hemocitos foram classificados de acordo com o
sistema de niveis de dano (DNA cometa) de 0 - 4. Nivel O representa células sem danos no DNA e
nivel 4 representa células com o méaximo de dano no seu DNA.

Fonte: Kelma Souza.
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4. Discussao

Os dados pluviométricos indicam que durante as coletas da estacdo chuvosa o aporte
de 4gua que chega ao estuario € maior, podendo trazer para os ambientes costeiros substancias
nocivas aos organismos aquaticos que vivem neste local. Esse aporte de dgua também pode
provocar diluicdo das substancias poluentes presentes no meio aquético. Diante dos resultados
citogenéticos, observa-se a interferéncia da pluviosidade sobre a intensificacdo dos danos
genéticos na ostra Crassostrea sp. Os estudos realizados por Souza & Fontanetti (2006), em
rio, apresentaram maiores indices de alteracbes em periodo de reduzido nivel de &gua,
indicando influéncia da sazonalidade e precipitagdo. Segundo Ergene et al. (2007) as
concentragdes dos poluentes nas aguas dependem do fenébmeno de enriquecimento ou
diluicdo, causado pela chuva ou pela drenagem da &gua. Isso explicaria as diferencas
estatisticas signifcativas nas frequéncias de macrolesées (MN) e microlesdes (DNA cometa)
quando comparados 0s pontos de coletas nas esta¢des seca e chuvosa.

Segundo (Brito et al, 2012; Porto et al, 2005), a Chuva contribui para a dispersdo da
agua e biodisponibilidade de contaminantes de agricultura e atividade industrial, e muitos
contaminantes aquéticos de danos no DNA. Se ndo reparados, os danos no DNA podem afetar
as funcbes de genes importantes, levando a uma réapida alteracdo no metabolismo celular,
transformacéo e morte celular.

A quantificacdo dos metais na agua revelou elevada concentracdo de chumbo (Pb) e
cadmio (Cd) nos pontos amostrais do inverno, corroborando a alta frequéncia de MN
presentes em todos os pontos de coleta do mesmo periodo. A concentracdo de chumbo
identificada nas ostras da estacdo depuradora foi a mesma da estacdo chuvosa, porém a
frequéncia de MN foi significativamente maior que nas ostras depuradas. Esse resultado pode
estar relacionado com menor tamanho, tempo de filtracdo e bioacumulacdo das ostras da
estacdo chuvosa, assim como seu longo periodo de contato direto com o metal citado em seu
ambiente natural durante todo seu ciclo de vida intensificando o processo de bioacumulacao e
diminuicdo da eliminagdo de possiveis contaminantes. A concentra¢do de chumbo Pb na agua
da estacé@o depuradora reflete a bioacumulagéo desse metal nos tecidos moles da ostra durante
o0 cultivo antes do processo de depuragdo, porem os efeitos genotdxicos nessas ostras foi
significativamente menor que as ostras das estagdes seca e chuvosa, sugerindo que as ostras
da estacdo depuradora devido ao maior tamanho e idade tiveram maior eficiéncia no processo

de eliminacdo dos metais pesados.
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Os estudos de Yabe & Oliveira (1998) relacionaram elevadas concentracfes de
chumbo a presenca de danos no DNA dos eritrécitos de Tilapia rendalli.

O Cd é classificado como tendo efeitos bastante severos quanto aos efeitos sobre a
divisdo celular (Patra et al.2004). O Cd apresenta alta toxicidade, ampla distribuicdo no
ambiente e longo periodo de meia-vida (Almeida et al.2001). Inddstrias quimicas, de tintas e
téxteis sdo as principais fontes de contaminagdo por Cd (Marcano et al.2002). As altas
concentracdes de cddmio nos pontos de coleta sugerem, portanto, que efluentes industrias sao
lancados nos rios que desaguam no canal de Santa Cruz, impactando diretamente esse
ecossistema e colocando risco a biota, 0s seres humanos que vivem no entorno do estuério, e
comprometendo seriamente o status de conservacdo desse ambiente considerado bercéario de
muitas espécies marinhas.

Segundo Fenech (2000), os contaminantes sdo capazes de induzir aberracdes
cromossomicas por diversos mecanismos, sendo a acdo clastogénica e a aneugénica as mais
comumente observadas. Estudos de Sanchez-Galan et al.(1999) e de Ayllon e Garcia-Vazquez
(2000) relataram a presenca de micronucleos em peixes expostos ao cadmio. A inducdo de
micronucleos pode se relacionar a atrasos dos cromossomos durante a anafase, devido ao mau
funcionamento do fuso, acdo aneugénica (Fernandes et al. 2007; Fenech, 2000), ou pela
presenca de fragmentos acéntricos derivados de quebras cromossdmicas, acdo clastogénica
(Matsumoto et al. 2006; Fenech, 2000). Sendo assim, as altas frequéncias de micronucleos
observadas em hemacitos de ostras coletadas na estacdo chuvosa deve estar correlaciona a
exposicdo desses organismos ao Cd presente nas aguas dos pontos amostrais nessa estacao.
Esses resultados, como apresentados por Hoshina et al. (2008) e Matsumoto et al. (2006),
indicam potencial genotoxico do cadmio.

Com o Ensaio Cometa constatou-se perda significativa de integridade do DNA pela
identificacdo de cometas de classes 1, 2, 3 e 4 (Figura 7). Esse evento resultou em elevados ID
(ua)s e demonstrou elevado potencial genotoxico das amostras. Segundo Kamman et al.,
2001; Duarte et al., 2012), o Ensaio Cometa é considerado dano genémico potencialmente
pré-mutagénico. Esses danos no DNA foram mais intensos durante a estacdo seca, quando o
estuario sofreu menos efeito da pluviosidade.

A significativa genotoxicidade observada pelos ensaios cometa e micronucleo,
utilizados como parédmetro bidtico, sugere que o Complexo Estuarino Canal de Santa Cruz
sofre influéncia negativas de grandes quantidades de substancias com potencial genotdxico,

dentre elas os metais Pb, Cd e poluentes organicos. Esses ultimos comprovados pela presenca
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de coliformes fecais a 45°C que € um indicativo de contaminacdo esgoto doméstico sem 0
devido tratamento.

Niveis de alto de Zn encontrados nas ostras da estacdo depuradora e nas estacfes seca
e chuvosa sugerem que esses organismos estavam expostos a altas concentragdes de metais,
que podem ter produzido mais proteinas de ligagdo com metal, por exemplo, metalotioneinas,
que estdo envolvidos no sequestro e detoxificagdo de certos metais por longos periodos de
tempo (Kohler e Riisgard 1982). Noel- Lambot et al. (1978) também relataram que
metalotioneina pode fixar metais dentro dos tecidos. Ha também evidéncias de que o Cu e Zn
em ostras sdo armazenados em estruturas citoplasmaticas. (Viarengo 1989).

Ostras normalmente acumulam concentragOes elevadas de zinco (Engel e Brouwer
1982) e, portanto, sdo considerados eficiente acumuladores desses metais (Rainbow et al.,
1990). A acumulacédo de zinco na ostra americana ostra C. virginica ocorre através basoéfilos
amebacitos, que podem mover livremente atravées dos tecidos e pode sequestram e remover 0
excesso de cobre e zinco. Sugere-se que em areas contaminadas esta ostra tem mais do que
um mecanismo de regulacdo de cobre e zinco, neste caso, a producdo de amebdcitos e
metalotioneina pelo organismo (Engel, 1999).

Embora ndo existam estudos disponiveis sobre mecanismos de armazenamento de
zinco em C. rhizophorae, é provavel que esta espécie apresenta um padrdo de acumulacao
semelhante ao C. virginica (Wallner-Kersanach et al, 2000).

A origem de altas concentracdes de zinco em ostras nativas no Canal de Santa de Cruz
pode vir de tintas anti-incrustantes e reparos de lanchas e barcos usados na atividade turistica
local.

Embora as concentragdes de alguns metais encontrados na agua do estuério canal de
Santa Cruz ndo tenham sido tdo elevadas como seria de esperar, a sensibilidade dos ensaios
Cometa e MN puderam detectar danos na molécula de DNA em baixissimas concentracdes de
poluentes. Segundo (Monserrat et al 2007; Sponchiado et al 2011), testes de genotoxicidade
sdo altamente sensiveis para detectar danos genémicos, mesmo quando os poluentes sdo
presentes em baixas concentragdes (Monserrat et al 2007; Sponchiado et al 2011).

A alta frequéncia de MN encontrada nos hemacitos de ostra Crassostrea sp. coletadas
na estacao seca e chuvosa indicam que o estuario recebe substancias poluentes que provocam
efeitos clastrogénico/aneugénico e mutagénico em ambas estacOes. Esses resultados sdo
indicativos de ocorréncia de macrolesdes no material genético da espécie em estudo. O nivel
de significancia apresentado na frequéncia de micronlcleo para o estuério na estagdo seca e

chuvosa, reflete o grau do impacto ao qual o ambiente estuarino Canal de Santa Cruz esta
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exposto. Similaridade nas frequéncias de MN entre os pontos de coleta na estagdo chuvosa,
sugere que neste periodo toda area estudada estd impactada. Esses resultados sdo confirmados
qguando as amostras da estacdo seca e chuvosa foram tratadas como um pool dos dois
periodos.

Os poluentes citados anteriormente sdo oriundos dos efluentes domésticos da
comunidade ribeirinha, das atividades turisticas e dos efluentes industriais liberados ao longo
dos rios que desaguam no Complexo estuarino Canal de Santa Cruz. A presenca de coliformes
termotolerantes em todos os pontos de coletas na estacdo seca e chuvosa, e a concentracao
desses microrganismos no tecido da ostra em todos 0s pontos na estagdo chuvosa, sdo
indicativos de presenga de poluentes organicos no ambiente estuarino estudado. Esses
poluentes associados a presenca de Pb e Cd podem ter estimulado o aumento da frequencia de
MN devido a sua capacidade de provocar um impacto genético (Bijlsma e Loeschcke, 2012).

Inducdo de MN também foi evidenciado em mexilhGes e peixes apos exposi¢do a
metais pesados (Bolognese et al., 2012; de lemos et al., 2001). Outros autores como (Mersch
et al., 1996; Scarpato et al., 1996; Venier et al., 1997) também relataram inducdo de MN por
poluentes organicos, corroborando com o indicativo de polui¢do organica devido a presenca
de coliformes termotolerantes na agua estuarina nas estacdes seca e chuvosa.

Baixa frequéncia de MN foi encontrado em C. corteziensis exposta a 80 e 160 ug de
clorpirifés, porém essa frequéncia ndo apresentou diferenca significativa entre o controle
Segundo Benitez -Trinidad (2014).

Segundo Burgeot e Galgani (1995), frequéncia de MN em ostras cultivadas em area
contaminada por Cd e Cu ndo exibiu sensibilidade ao gradiente de poluicdo, apresentando alta
variabilidade interindividual. Estes resultados sdo relatados para outros bivalves, como
Macoma balthica e Mytilus edulis (Barsiené et al., 1996).

Quanto a frequéncia MN em espécies de ostras, poucos estudos estdo disponiveis na
literatura. Em Crassostrea gigas, Burgeot et al. (1995) encontraram uma frequéncia de MN
basal de 2,8, enquanto em Crassostrea virginica, Weis et al. (1995) encontraram uma
frequéncia basal de MN de 4,8. Nivel basal semelhante de MN (3,7) foi encontrado em nossos
estudos com a ostra Crassostrea sp. proveniente da depuradora. Poucos trabalhos estéo
disponiveis para a frequéncia basal de MN nos moluscos bivalves. A este respeito, a Tabela 9
mostra que os niveis basais de MN descritos na literatura variam entre os organismos bivalves
a partir de 0,54 - 5,7 MN / 1.000 células. Nossas descobertas sobre as frequéncias de MN em
células de hemolinfa de Crassostrea sp. mostram eficiéncia dos ensaios e uso da ostra como

bioindicador, pois o nimero de MN encontrados supera os observados na literatura, onde as
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médias de células MN encontradas ficaram entre 7 — 10,9 na estacdo seca e 34,1 — 58,9

MN/1000 célula analisadas na estacdo chuvosa, sugerindo que o complexo estuarino Canal de

Santa Cruz encontra-se sob forte impacto da a¢éo antropogénica.

Tabela 9. Frequéncia de microndcleos (MN) em moluscos bivalves.

Organismo Tecido Poulente MN/ Referencia
1000
cells
Crassostrea sp. Hemolinfa Urbano e industrial P1-0,9 Presente trabalho
(coleta estagdo seca) P2-8,3
P37
Crassostrea sp. Hemolinfa Urbano e industrial P1-4,1 Presente trabalho
(coleta estagdo chuvosa) P2-8,9
P3-2,4
Mya arenaria Hemolinfa Composto organico, arsénio | 15.4 Debenest et al., 2013
Mytilus galloprovincialis Heomolinfa | Urbano e industrial 5.5 Taleb et al., 2009
Branquias 5.1
Dreissena polymorpha Hemolinfa Di-methylar-sinic-acid 6-9 Mersch et al., 1996
Cromato de potassio
3.2
Cerastoderma edule Hemolinfa Contaminante quimico 0.4 Ruiz et al., 2013
Ruditapes phillipinarum Branquias Metais trago Cr, Ni 4-16 Sacchi et al., 2013
Crassostrea corteziensis Branquias Chlorpirifos 1.2 Benitez-Trinidad et
al., 2014
Mytilus edulis Branquias Zona contaminada 1.7-3.3 | Barsiene etal., 2008
Macoma balthica Branquias Zona contaminada 1.2- 3,63 | Barsiené et al. 2008
Mytilus edulis Branquias Oleo bruto 2.4 Barsiené e Andreike
— naite, 2007
Muytilus trossulus Branquias PCB, DDT, HCB, HCH, |6 Kopecka et al., 2006
organobromados (PBDE)
Mytilus galoprovincialis Glandula Hg*? 2.3 Pytharopoulou et al.,
digetsiva 2013
Mytilus provincialis Brénquias Cloreto de zinco 2.2 Majone et al., 1987
Crassostrea gigas Células do | Benzo(a)-pireno 2.8 Burgeot et al., 1995
coracao

A identificacdo de frequéncia de danos e indices de danos no genoma de Crassostrea

sp. indica que microlesées no DNA ou dano genémico estdo acontecendo devido a presenca,



89

no ecossistema estuarino, de poluentes que interagem negativamente com a molécula do
DNA. A semelhanca na frequéncia e indice de dano sugerem que esses eventos estéo
acontecendo nos periodos e/ou area de coleta dos espécimes. Essa microlesdes estdo
diretamente relacionadas como o aporte de poluente organicos e inorganicos presentes no
corpo d’agua do complexo estuarino Canal de Santa Cruz.

A expressiva frequéncia de dano para o estuério durante a estacdo seca em relacéo a
estacdo depuradora no ponto 1 de coleta, area como residéncias margeando o estudrio,
confirmam quebras na molécula do DNA de ostra Crassostrea sp. Em relacéo a frequéncia de
danos nos pontos de coletas 2 e 3 na estagdo seca foi observado que os valores de p foram
ligeiramente maiores que (p>0,05), indicando a possibilidade de interferéncia do grupo
amostral coletado nessas areas. O alto indice de dano no DNA de Crassostrea sp. nos trés
pontos de coletas na estacdo seca quando comparadas com a estacdo depuradora, também
indica que poluentes genotoxicos estdo presentes no estuario estudado, sinalizando que toda
area estudada esta impacta. Similaridade nos indices de danos observados nos trés pontos de
coletas durante a estacdo chuvosa também indica a possibilidade de interferéncia do grupo
amostral coletado nessa area e sendo sobrepuljado pela acdo do Cd, uma vez que no ponto 2 o
valor de foi ligeiramente maior que p>0,05.

indices de danos observados nesse estudo indicam que microlesdes no DNA estdo
acontecendo na ostra do mangue, podendo ter efeito deletérios sobre alguns genes dos
organismos estudados e comprometer o status de conservacgdo do estuario, tendo em vista que
0s quatro niveis de dano (Fig. 6) foram encontrados em célula da hemolinfa de ostra do
mangue.

A sensibilidade dos Ensaios Cometa e Micronucleo observados neste trabalho,
reforcam o potencial uso desses ensaios e do bivalve Crassostrea sp. no monitoramento da
qualidade e toxicidade de areas estuarinas que apresentam contamina¢do quimica
(inorgénica), organica e microbioldgica.

No estuario Canal de Santa Cruz as principais fontes de contaminacdo sao
provenientes do crescente polo industrial que tem se desenvolvido no litoral norte e a intensa
atividade canavieira que ocorre na regido (Barletta & Costa 2009). Sendo assim , 0 impacto
causado nos estuarios dos rios Jaguaribe e Sirinhaém possui uma forte associagdo com essas S
atividades desenvolvidas nas regides. Os resultados genotdxicos observados no estuario Canal
de Santa Cruz sdo semelhantes aos encontrados na regido Sudeste do Brasil por Souza et al

(2013) na especie Centropomus parallelus, demonstrando que os niveis de danificagcdo
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gendmica aumentam em regifes proximas a areas com grandes contingentes demograficos e
industriais.

O Canal de Santa Cruz € classificado como uma area de preservacdo ambiental, porém
mesmo sendo uma APA, tem sofrido os efeitos diretos das atividades turisticas que ocorrem
nesta localidade. Estudos realizados por Vila Nova & Torres (2012), revelam que a presenca
de éareas de preservacdo ambiental proximas a mananciais, ndo sdo uma garantia da
conservacao dos recursos hidricos e biologicos. De fato, isto &€ corroborado por nossos dados,
que destacam que a presenca desta APA de Santa Cruz pode ndo estar sendo uma garantia de
integridade do material genético das espécies que se encontram nesse ecossistema. Estudos
recentes relatam que danos no DNA provocam nos organismos alteracdes patofisioldgicas que
incluem: retardo do crescimento, disfuncbes enzimaticas e anormalidades no
desenvolvimento, fato que pode estar acontecendo com as populacdes de Crassostrea sp., e
em outros organismos que vivem nesse habitat (Adam et al. 2010; Pinheiro et al. 2013;
Pinheiro & Toledo 2010; Ribeiro et al. 2013; Vila Nova & Torres 2012).

Os efeitos dos danos no DNA das espécies estuarinas podem comprometer a qualidade
ambiental dos estuarios, tendo como consequéncias negativas a perda de diversidade biologica
e contaminacdo direta pelo consumo desses pescados pelas comunidades locais, que tém a

pesca extrativista como meio de sobrevivéncia.

5. Concluséao

Deste modo, inferimos que existem contaminantes no complexo estuarino Canal de
Santa Cruz que induzem efeitos genotoxicos no molusco bivalve Crassostrea sp. O impacto
genotdxico foi confirmado pela deteccdo de microlesdes no DNA (Ensaio Cometa) e pela alta
frequéncia de macrolesbes (MN) em células da hemolinfa. As analises fisico-quimicas e
microbioldgicas da agua e dos tecidos moles da ostra, em conjunto com as respostas genéticas
das ostras indicam que o complexo estuarino Canal de Santa Cruz encontra-se impactado pela
acao antropogénica. Portanto, os Ensaios Cometa e Micronucleo, e o organismo bioindicador
Crassostrea sp. demonstraram ser excelentes ferramentas no monitoramento de poluicdo de
areas estuarinas, devido a sua sensibilidade e fidelidade aos efeitos de possiveis xenobidticos

genotdxicos presentes nesses ecossistemas.
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Resumo

Biomarcadores enziméticos de diversos organismos aquéticos tem sido utilizado para detectar
e avaliar a exposicdo de contaminantes em niveis sub-letais. As enzimas Colinesterases tém
sido comumente aplicadas como biomarcadores para a exposi¢cdo de moluscos aos pesticidas
organofosforados e carbamatos. Acetilcolinesterase (AChE; 3.1.1.7) € uma enzima do grupo
das serino-esterases que atua na hidrélise do neurotransmissor acetilcolina garantindo a
intermiténcia dos impulsos nervosos responsaveis pela comunicacdo neuronal. Ela € uma
enzima alvo para os pesticidas e, as medidas da inibigdo de sua atividade sdo amplamente
utilizadas em espécies de bivalves como biomarcador dos efeitos da exposicdo desses
poluentes quimicos neurotoxicos. Neste contexto, o presente estudo objetivou caracterizar
parcialmente parametros cinéticos e fisico-quimicos da acetilcolinesterase presentes nos
tecidos de Crassostrea sp. e investigar o efeito in vitro de pesticidas e ions metalicos sobre
sua atividade a fim de avaliar seu potencial como biomarcador. O pH étimo encontrado foi de
8,0 e 8,5 para a acetilcolinesterase de branquias e visceras, respectivamente. A temperatura
Otima de 70°C para AChE branquial e 75°C para AChE visceral. A enzima apresentou ser
estavel até 100°C nos dois tecidos. Os parametros cinéticos de Vmax em branquias e visceras
foi de 18,169 + 0,52 mU/mg e 12,139 + 0,31 mU/mg, respectivamente. O valor de Kn 0,502 +
0,05 mM para as branquias e 0,255 + 0,04 mM para visceras. Todos os pesticidas usados
mostraram efeito inibitorio na atividade da AChE apresentando decréscimo significativo. Os
fons Zn?* Cu? *' Hg?* Mn?* Ba®* e AI** em 0,1 mM inibiram a atividade nos dois tecidos de
estudo, branquias em 79%, 88%, 73%, 100%, 77% e 100%. E nas visceras em 85%, 100%,
41%, 65%, 100% e 59% respectivamente. A AChE de branquias da Crassostrea sp. mostrou
potencial biomarcador para o carbamato carbaril, e o0 fon Cu?*. E a AChE de visceras para o
carbamato carbofuran. Sendo esta enzima, considerada uma ferramenta Util no monitoramento
de toxicidade ambiental.

Palavras—chave: Ostra do mangue, Acetilcolinesterase, Metais pesados, Pesticidas.
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1. Introducgéo

A acetilcolinesterase (AChE), é uma enzima regulatoria responsavel pela finalizacéo
da transmissdo dos impulsos nervosos que esta presente nos sistemas nervosos central e
periférico, promovendo a hidrélise da ACh nas jun¢Bes neuromusculares e nas sinapses
colinérgicas. E a enzima mais eficiente em hidrolisar ésteres de colina e sua eficiéncia
catalitica bem como sua alta reatividade com varios inibidores covalentes e ndo covalentes séo
determinadas pela arquitetura funcional Unica do seu sitio ativo (Matos, 2012).

A inibicdo do seu mecanismo ocorre devido aos efeitos da exposicdo a pesticidas
organofosforados e carbamatos, bem como a ions metélicos e resulta em acimulo de
acetilcolina na fenda sinaptica gerando uma hiper-estimulacdo colinérgica (Nunes et al.,
2014). A inibicdo por metais se da pela ligacdo dos metais a enzima que ocorre através de
ligagbes com grupamentos tidis proteicos, alterando de maneira irreversivel o estado de
hidratagdo do sitio ativo (Marques et al., 2011). J& a inibicdo do pesticida se d& pela interacdo
com o sitio esterasico da AChE, diferindo apenas no tipo de ligacdo — fosforilacdo para
organofosforado e carbamilacdo para carbamatos, impedindo a ligagdo do substrato (Assis et
al., 2011).

Estes poluentes apresentam alta toxicidade, ndo se degradam de forma natural e
acumulam-se nos tecidos vivos, causando varios disturbios e doencas (lbrahim et al., 2010).
Nos animais, 0s metais pesados toxicos atuam em reacdes altamente especificas, enzimaticas
em sua maioria, e alteracBes no sistema que envolve essas reacdes, resultando em efeitos
negativos. Monitorar e controlar a presenca destas substancias no meio ambiente é necesséria
uma vez que esses compostos tém se tornado um problema de salde humana e ambiental
(Assis et al., 2010).

A ostra-do-mangue, Crassostrea rhizophorae também conhecida como ostra nativa é
um molusco bivalve considerado um excelente bioindicador de contaminacéo aquatica devido
as suas caracteristicas, tais como: o habito séssil, filtrador, cosmopolita, abundante e resistente
a variacbes ambientais. Desta forma a analise dos efeitos bioldgicos dos poluentes que
contaminam o ambiente estuarino pode ser realizada a partir do estudo de biomarcadores
bioquimicos, como as enzimas, que apresentam um alto grau de especificidade e rapidez na
resposta as alteracfes da substancia alvo (Vieira et al., 2004). Este bivalve apresenta uma
capacidade de filtracdo em torno de 90 & 100 L de agua por dia (Casasbellas, 1991). A

regulacdo da taxa de filtracdo é influenciada, ndo sO pela concentracdo de particulas, mas
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também em funcdo do seu tamanho. As particulas podem ser rejeitadas, refluidas pela parte
posterior direita das branquias ou filtradas nas branquias. Pela acéo dos cilios branquiais, estas
sdo conduzidas aos palpos labiais, onde séo selecionadas de acordo com o seu tamanho e
levadas a boca, digeridas no estdmago e absorvidas no intestino (Borges, 1989).

Como a estrutura da acetilcolinesterase apresenta variacOes inter e intraespecificas,
naturais e mutagénicas, € justificavel a necessidade de caracterizar a sua atividade em diversas
especies, bem como também verificar sua sensibilidade a alguns compostos. Por isso, a

relevancia deste estudo com a espécie Crassostrea sp.

2. Materiais e Métodos

2.1. Coletas dos espécimes e extracdo enzimatica

Ostras foram coletadas em Vila Velha no complexo estuarino do canal de Santa
Cruz localizado no litoral Norte de Pernambucano. Foram coletadas 80 ostras, de mesmo
tamanho (comprimento de concha = 4cm) no periodo seco (verdo). Estes espécimes foram
encaminhados para o Laboratério de Enzimologia (LABENZ) no Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) em temperatura ambiente onde
foram abertas as valvas e extraidos Orgdos, separando visceras, branquias e feita a
homogeneizacdo em tampdo 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0, em uma concentracdo de 200
mg/mLcom posterior centrifugacdo a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C para a remocéao de
restos celulares. Os precipitados foram descartados e os sobrenadantes intitulados como
extratos brutos.

2.2 Atividade de Acetilcolinesterase e dosagem protéica

Foram determinadas segundo Ellman et al. (1961), ensaio feito em quadruplicata. A
atividade foi realizada incubando em microplaca 20 puL do sobrenadante adicionado 200 pL
de reagente cromogénico DTNB 0,25 mM e 20 pL dos substratos acetilcolina (62 mM)
adicionadas imediatamente antes da leitura a 405 nm em um tempo de 180 segundos. Uma
unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de converter 1umol
de substrato por minuto. O teor de proteina foi estimado de acordo com (Sedmack e
Grossberg 1978).
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2.3. Parametros cinéticos

A Constante de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade méxima (Vma) foram
estimadas por ensaio da atividade enzimatica em concentracdes crescentes de acetilcolina (0,8
- 20,8 mM de concentracdo final). As atividades foram ajustadas a uma regresséo néo linear,
utilizando o software MicroCalTM Origin® Versao 8.0 (MicroCal, Northampton, MA, EUA).

2.4. Parametros fisico-quimicos

Os parametros analisados foram pH 6timo, temperatura 6tima e estabililidade térmica.
O pH o6timo foi determinado ensaiando a atividade da enzima por 180s em uma faixa de pH
que variou de 4,0 a 9,5 utilizando os tampdes: citrato-fosfato (4,0 a 7,5), Tris-HCI (7,2 — 8,7)
e NaOH- Glicina (9,0 — 9,5) e mensurada a absorbancia em espectrofotdmetro de microplaca
(xMark'™ BIORAD) a 405 nm. A temperatura 6tima e a estabilidade da acetilcolinesterase
foram avaliadas perante diferentes temperaturas que variaram de 25° a 100°C, com intervalos
de 5°C. O perfil da atividade proteolitica frente a variacao de temperatura foi avaliado em 180
segundos. No ensaio de estabilidade térmica para cada temperatura avaliada, a amostra foi
incubada por 30 minutos em banho maria e em seguida a atividade foi mensurada apds 15
minutos a 25°C (temperatura ambiente).

2.5. Ensaio de inibicdo seletiva

As amostras foram submetidas aos inibidores BW284c51 (inibidor de AChE), brometo
de neostigmina e eserina (inibidores de colinesterases totais) em cinco concentracdes de
0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 mM. O ensaio foi realizado em quadruplicata de acordo com (Silva et
al., 2013), incubando-se em microplaca 10 puL do extrato bruto com 10 pL do inibidor. Em
seguida 200 pL. de DTNB (0,25 mM) foi adicionado e a reacdo iniciada apos a adi¢do de 20
uL de substrato acetilcolina (62 mM). A absorbéancia foi seguida a 405 nm por 180s e a
atividade residual foi determinada utilizando a auséncia do inibidor como atividade de 100%.
Os inibidores foram incubados com o extrato bruto 10 pL e 10 L de inibidor durante 1 h
adicionado 200 pL de DTNB (0,25 mM) e 20 uL de substrato acetilcolina (62 mM).
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2.6. Ensaio com ions metélicos

Foram determinados segundo Bocquené et al.(1990) em quadruplicata a atividade de
AChE ensaiada na presenca de ions: Hg?* (HgCly), Zn?* (ZnCly), Fe** (FeCls), Cu?* (CuCly)
Cd?* (CdClz), Mn?* (MnCl;), Mg®* (MgCl;) Ca?* (CaCly), K*?> (KCly), AlI** (AICI,) nas
concentragOes de 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10mM. A atividade da enzima foi realizada incubando
em microplaca 10uL de sobrenadante e 10 pL de ion, ap6s 40 minutos a temperatura
ambiente, foi colocado 200 uL de reagente cromogénico DTNB (0,25 mM) e 20 pL do
substrato acetilcolina (62 mM) adicionado imediatamente antes da leitura a 405 nm em um
tempo de 180 segundos. As respectivas atividades residuais foram determinadas considerando

na auséncia de inibidores como atividade de 100%.

2.7. Ensaio com pesticidas

Os extratos foram incubados durante 60 min a 25°C com pesticidas organofosforado
(diclorvos) e carbamatos (carbaril e carbofuran). Os inseticidas foram primeiro dissolvidos em
dimetil sulféxido (DMSO) e entdo diluidos em agua destilada para cinco concentragdes finais
que variaram de 0,001 a 10 mM, com cada subsequente concentracdo 10 vezes maior do que a
concentracdo anterior. A incubacdo foi realizada de acordo com Assis et al.(2010) e a
atividade residual foi determinada utilizando a auséncia de pesticidas como a atividade de
100%. Estes dados foram analisados estatisticamente atravées de regressao nao-linear por meio
do decaimento polinomial ou exponencial (p > 0,05) utilizando o software Microcal Origin
versdo 8.0.

2.8. Estimativa de IC50, IC20 e Ki

A concentragdo capaz de inibir 50% e 20% a atividade da enzima (IC50 e 1C20,
respectivamente) foi estimada para cada inibidor (pesticida ou ion). Estes dados foram
necessarios para calcular a constante de inibicdo (Ki), utilizando a equacdo de Cheng e
Prusoff (1973):


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X12002986#bib0040
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14 [S]/Km

Ki

Em que [S] corresponde a concentragao de substrato.

3. Resultados

A enzima AChE nos tecidos branquiais e viscerais apresentou atividade especifica de
15,6 + 0,0046 e 10,5 + 0,0038 mU/mg, respectivamente. Os parametros cinéticos, velocidade
méaxima (Vmax) e a constante de Michaelis-Menten (Km), foram analisados utilizando o
substrato iodeto de acetilcolina em diferentes concentracdes (0,8 a 20,8 mM). A velocidade
maxima (Vmax) de hidrdlise de acetiltiocolina encontrada em branquias e visceras para a
Crassostrea sp. foi de 18.169 = 0.52 mU/mg e 12.139 + 0.31 mU/mg, respectivamente. O
valor de Km que representa a concentracdo de substrato necessaria para atingir metade da
velocidade maxima da reacdo foi 0.502 + 0.05 mM para as branquias e 0.255 = 0.04 mM para

visceras. Estes valores sdo comparados aos reportados na literatura para espécies de

Crassostrea sp., outros moluscos e de peixe (Tabela 1).

Tabela 1. Pardmetros cinéticos de AChE em diferentes tecidos e espécies

Vmax (U/mQ)

Espécie Km (MM) oroteina) Tecido Referéncia
Crassostrea sp. 0,255+ 0,04 1,21+ 0,31 V|’§cera_s Presente estudo
Crassostrea sp. 0,502 + 0,05 1,81 £ 0,52 Br:imqu!as Presente estudo
Crassostrea rhizophorae 0,04 £ 0,003 1,92 +0.04 Branquias Monserrat et al. 2002
Crassostrea rhizophorae 3,08 £ 0.604 1,62 £1,07 Musculo adutor Domingos, 2007
Aplysia californica 0,122 £ 0,04 - Hemolinfa Fite e Srivatsan,2003
Aplysia californica 0,2201+ 0,04 - Ganglio Central Fite e Srivatsan,2003
Cerastoderma edule 5,57 £ 2,68 2,54 £ 0,48 Mdasculo adutor  Nilin, 2012

Cichla ocellaris 0.769 + 0.27 0,189+ 0.04 Cérebro Silva, 2013

R. canadum 0.430+0.14 243.2 +20.5 Cérebro Assis, 2014

O pH étimo encontrado para AChE de branquias e visceras em Crassostrea sp. foi de

8,0 e 8,5, respectivamente (Figura 1). Para a temperatura 6tima é visto que a atividade da
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enzima foi méxima em 70°C nas branquias e 75°C no tecido visceral (Figura 2). A AChE nos
dois tecidos mostrou-se termoestavel até 100°C por 30 minutos (Figura 3).

Figura 1. Efeito de pH (branquias e visceras) sobre a atividade de AChE de Crassostrea sp.
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Figura 2. Temperatura 6tima (brdnquias e visceras) sobre a atividade de AChE de Crassostrea sp.
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Figura 3. Estabilidade térmica (branquias e visceras) sobre a atividade de AChE de Crassostrea sp.
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A atividade de AChE dos tecidos em estudo da Crassostrea sp. foi abruptamente
reduzida na presencga do inibidor seletivo Iso-OMPA, evidenciando a presenca de BChE
(Figura 4A e 4B) e BW284c51 confirmando a presenca de AChE em bréanquias e visceras
(Figura 4C e 4D). Inibicdo significativa também foi observada na presenca dos inibidores de
colinesterases totais neostigmina (Figura 4E e 4F) e eserina (Figura 4G e 4H). Os valores de

IC20 e da concentracdo inibitéria média (IC50) destes inibidores sdo apresentados na tabela 2.
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Figura 4. Atividade da AChE em Crassostrea sp. em presenca de concentragdes crescentes (0-10
mM) dos inibidores seletivos: 1so-OMPA (A-Branquias; B- Visceras); BW284c51 (C- Branquias; D-
Visceras); neostigmine (E- Branquias; F- Visceras); eserine (G- Branquias; H- Visceras).
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Tabela 2. Valores de IC 20 e IC 50 estimados para Crassostrea sp. na presenca de inibidores seletivos.

Inibidor Branquias Visceras
1C20 (uM) 1C50
(LM) 1C20 (uM) IC50 (uM)
BW284c51 8,5 61 0,8 13,8
Iso-OMPA 0,16 0,58 0,13 0,15
Neostigmine 8,5 317 5,7 732
Eserine 3,6 42 0,3 4,4

Trés fons (Fe2*, K* e Ca?") em AChE de visceras ndo mostraram efeito inibitdrio na
concentragio de 0,imM. Enquanto Zn?*, Cd?*, Cu?", Hg*, Mn?" Ba?* e AI** inibiram a
atividade nos dois tecidos de estudo, branquias em 79%, 67%, 88%, 73%, 100%, 77% e 100%
respectivamente. E nas visceras em 85%, 100%, 100%, 41%, 65%, 100% e 59% quando
submetidos a mesma concentracdo. Os valores de 1C20, IC50 e Ki desses ions sédo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de 1Cx, ICso € Ki estimados para AChE de Crassostrea sp. na presenga de alguns
ions metalicos.

fons Branquias Visceras

IC20 IC50

(mM) (mM) Ki (mM) IC20(mM) IC50(mM) Ki (uM)
Zn 0,00020 0,0012 1,52x10° 0,00013 0,00029 1,21x10°
Cu? 0,00010 0,00012 1,02x10° 0,00057 0,0057 2,34 x10°
Cd?* 0,001005 0,00118 9,48x10° 0,000109 0,00015 6,17 x 10”7
Hg?* 0,0014 0,0015 1,16 x 10°  0,0031 0,17 7,00x10°
Mn?2* 0,00019 0,00046 3,71x10° 0,00036 0,00067 2,78 x 10®
Ba?* 0,00016  0,00048 3,93x10° 0,00010 0,00013 5,37 x 107
Al>* 0,00085 0,0010 8,26 x10° 0,00012 0,00016 6,75 x 10"

Todos os pesticidas utilizados mostraram efeito inibitério sobre a atividade da
acetilcolinesterase de branquias e visceras de Crassostrea sp. (Figura 6). Os valores da
concentracdo inibitéria média dos pesticidas (IC50) para brénquias e visceras
respectivamente, foram: 404 e 0,55 uM (diclorvos), 0,13 e 3,5 uM (carbaril), 155 e 0,41 uM
(carbofuran) A Tabela 4 mostra além da constante de inibigdo (Ki) e IC50, o 1C20 dos
pesticidas em tecidos de Crassostrea sp., considerando que 20% de inibicdo da AChE é o
ponto a partir do qual se considera a presencga de um agente anticolinesterasico na amostra. De
acordo a FAO (2007), 20% de inibicdo da atividade colinesterasica é o ponto a partir do qual

se considera a presenca de um agente anticolinesterasico em uma amostra, seja ele um
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pesticida ou ndo. Essa porcentagem pode ser considerada uma concentracdo prejudicial ao
organismo, contudo sinais e sintomas aparecem acima de 50% de inibig&o e a morte ocorre
apos 90%.

Figura 6. Efeito de pesticidas carbamatos e organofoforados sobre a atividade de AChE em
Crassostrea sp. Carbaril (A- Branquias; B- Visceras); Carbofuran (C- Branquias; D- Visceras);
Diclorvos (E- Branquias; F- Visceras).
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Tabela 4. Valores de 1C20, IC50 e Ki estimados para Crassostrea sp. na presenca de pesticidas
organofosforado e carbamatos.

Pesticida Branquias Visceras
IC20 IC50
M) @M KieM) 1C20(uM) ICS0(uM)  Ki (uM)
Diclorvos 41 404 3,2x10°73 0,14 0,55 2,25x 10
Carbofuran 0,63 155 1,24x10° 0,15 0,41 1,71 x 10°®
Carbaril 0,10 0,13 1,05x10°% 0,17 35 1,41 x 10°
4. Discussao

O uso de substrato e inibidor especifico evidenciou a presenca de AChE nos tecidos
de branquias e visceras, e BChE em visceras da Crassostrea sp. Estudos realizados por
Monserrat et al, (2002) apontam para existéncia de duas isoformas (tipo A e B) de
colinesterases extraidas com e sem detergente em branquias de Crassostrea sp. Resultados
semelhentes foram encontrados a partir de branquias de ostra C. gigas, demonstrando que a
colinesterase tipo B é insensivel a inibicdo ISO-OMPA (Bocquené et al, 1997). No presente
estudo também observamos auséncia de inibicdo de colinesterase em branquias pelo isso-
OMPA em todas concentracdes ensaiadas. Analisando a atividade da colinesteras em visceras
na presenca desse inibidor notamos ISO-OMPA inibiu fortemente a atividade da enzima,
mesmo a uma concentracdo de 0,001 mM, indicando que esta enzima pode ter mais de um
perfil de inibicdo, sinalizando presenca de expressiva de BChE em visceras.

Monserrat et al, (2002) observou atividade aproximada de 2,1 mU/mg de AChE em
homogeneizados de branquias sem tratamento com o detergente Triton, e 5 U/mg para
homogenatos com Triton. Os autores Fite e Srivatsan, (2003) em Ensaio de inibi¢cdo usando
BW284c51 em Aplysia identificou presenca de AChE na hemolinfa e ganglio central,
enguanto o inibidor isso-OMPA inibiu a atividade da enzima, mesmo em concentracdo de 1
mM indicando que esta enzima tem um perfil de inibicdo dnic. Silva, (2004) também
observou atividades aproximadas a 14,0 mU/mg em visceras de Crassostrea sp. Neste estudo,
a atividade de AChE em branquias foi significativamente maior em relagdo as visceras, fato
que pode ser explicado pela maior inervagdo este 6rgdo (Almeida, 2002). Dados na literatura
relatam que grande variabilidade das caracteristicas das colinesterases tem sido encontrada em
diferentes espécies de moluscos e diferentes tecidos do mesmo organismo (Talesa et al., 2001;
Bonacci et al., 2004; Cunha et al., 2007).
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Estudo realizados por Chio et al. (2011) observaram que atividade ChE no musculo
adutor da Manila clam, R. philippinarum, variou de 6,14 a 9 13,24 nmol min-1 mg-1 proteina.

Outros organismos (mexilhdes e peixe) também demonstram grandes variacbes na
atividade AChE (Galloway et al, 2002; Oliviera et al, 2007). A atividade de ChE nas amostras
de organismos pode variar com fatores bidticos (classe ou espécie de bivalve ou Mexilhdo,
idade, tamanho, periodo reprodutivo, e as condic¢des fisioldgicas) e abioticos relacionados
para o0 habitat (temperatura, pH, salinidade, etc) (Chio et al, 2011). Estudos anteriores
indicaram que a variacdo nas atividades de AChE de mexilhdes foi relacionada a diversos
outros fatores, incluindo as diferencas de sexo, idade e tamanho (Varela e Augspurger, 1996,
Fairbrother et al, 1989

Embora tenha sido evidenciada a presenca de BChE nas visceras de Crassostrea sp. 0
substrato acetilcolina foi hidrolisado com mais eficiéncia evidenciando a presenca de AChE.
Fato que pode ser observado através dos valores de Km que foram de (0.255 + 0.04 mM em
visceras e 0.502 + 0.05 mM brénquias); e 0,884 + 0,05 mM para os substratos acetilcolina e
butirilocolina, respectivamente. Estes valores estdo proximos aos relatados em estudos
anteriores para outras espécies de moluscos, peixes, conforme tabela 1.

Mas, por outro lado, € visto que a acetilcolinesterase encontrada em visceras apresenta
maior afinidade com o substrato acetilcolina, sendo que o km neste tecido foi de 0.255 + 0.04
mM e o de branquias 0.502 + 0.05 mM.

A atividade proteolitica maxima para AChE de branquias e visceras foi observada em
pH 8,0 e 8,5 respectivamente. Este resultado foi semelhante ao encontrado para AChE em
varios trabalhos feitos com peixes, bem como para P. managuensis (Aradjo et al., 2016),
Cichla ocellaris (Silva et al., 2013) e Colossoma macropomum (Assis et al., 2010) que
obtiveram maior atividade proteolitica em pH 8,0. E em moluscos no trabalho de (Bocgné et
al., 1990) em que Mytilus edulis e Crassostrea gigas o pH 8,5 foi 0 que obteve uma maior
atividade enzimatica. Também no trabalho de (Bocgné, 1990) o Mytilus edulis foi 0 molusco
que apresentou uma temperatura 6tima para a reacao enzimatica de aproximadamente 50°C.

Atualmente é comprovado que a AChE possui temperatura 6tima de atuacéo entre 20
e 45°C e pH que oscila na faixa de 6,5 a 8,5 (Assis et al.,2014). Entretanto, a caracterizacdo
das propriedades fisico-quimicas da AChE é necessaria uma vez que os tecidos podem conter
varias esterases ndo — especificas que podem contribuir para a atividade medida, levando a
falhas na avaliacdo e interpretacdo dos resultados, principalmente, em estudos

ecotoxicoldgicos (Ferreira et al., 2010; Howcroft et al., 2011).
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As temperaturas 6timas elevadas para a AChE de Crassostrea sp. pode ser atribuido
pelo fato desses animais viverem em ambientes quentes. Diversos estudos indicam que o0s
periddicos ciclos de exposicdo de moluscos bivalves ao ar seguido de re-submersdo na agua
do mar, em virtude das oscilagcbes nos niveis de mare, podem ser responsaveis por grandes
variagcOes na fisiologia destes animais (Steffani & Branchi, 2003). Logo, a regido nordeste é
bastante quente e as ostras ou ficam expostas ao sol nas raizes das arvores ou submersas em
uma pequena quantidade de agua, e em outros momentos, quando a maré esta alta, a
submersdo pode estar em um nivel maior de agua. Nesta situacdo, as ostras vivem em um
ambiente que varia bastante de temperatura. Isto justifica o fato de apresentarem também
enzimas termoestaveis em altas temperaturas.

Sete (Zn?*, Cu?*, Cd®*, Hg?*, Mn?*, Ba?* e AlI?*) dos onze ions avaliados neste trabalho
apresentaram efeito inibitorio na concentracdo de 0,1 mM nos tecidos branquiais e viscerais.
A AChE dos dois tecidos apresentou sensibilidade relativamente acentuada a estes ions
(Inibigdo > 50% em 0,1 mM) exceto Hg?* na acetilcolinesterase de visceras. Cobre e zinco ja
sdo conhecidos como inibidores da AChE (Bocquené et al., (1990); Olson e Christensen,
(1980); Tomlinson et al., (1980). Vérios estudos tém mostrado a influéncia do zinco em
muitos mecanismos celulares. Este cation divalente € uma importante molécula envolvida na
neurotrasmissdo Baranano et al., (2001); Smart et al., (2004) e a ativacdo de diferentes
metaloenzimas, como zinco hidrolases (Henick and Fierke, 2005).

Vaérios relatos na literatura reportam inibicdo dos metais em espécies aquaticas tais
como de 100% para Electrophorus electricus em Tomlinson et al. (1980) na presenca de Zn®*
e Cu?" ; 71% para Arapaima gigas frente a Hg>* e 60% para Electrophorus electricus com o
fon Ba** em (Assis, 2011). Entretanto na presenca dos ions K+ e Ca?* na concentragdo de 1
mM, houve uma ativacdo da enzima, fato relatado também no trabalho de Assis (2011) em
Colossoma macropomum.

Entre estes, os ions Mn?* e Al>* ; Cu** Cd®* e Ba?* 0,1 mM inibiram 100% a atividade
da colinesterase em estudo, de branquias e visceras, respectivamente. Segundo Jemec et
al.(2007) alteracOes na atividade da AChE, quando exposta a concentragdes de cobre, esta
relacionada a capacidade do metal em substituir o cofator da enzima, resultando na
incapacidade de sua interacdo com o substrato, resultando em inibicdo significativa. Estudos
indicam que os altos niveis de Mn podem ser t0Xicos para 0s organimos terrestres e aquaticos,
especialmente devido as suas propriedades neurotdxicas (Benedetto et al., 2009). O metal

interfere na degradacdo da acetilcolina, importante neurotransmissor, 0 que resulta no
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acumulo do substrato nas sinapses. Esse evento provoca alteragdes motoras que podem
culminar na morte do individuo (Mutukuru et al. 2006).

Neste trabalho, mais de 50% da AChE de Crassostrea sp. branquias foi inibida frente
ao fon Cu?* em todas as concentracdes da analise (0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 Mm). Com isso
pode-se afirmar que esta enzima é bastante sensivel a ponto de ser inibida pelo ion cobre em
uma concentragdo muito baixa, comprovando a eficiéncia da enzima AChE das branquias de
rassostrea sp. em ser um biomarcador para este ion.

Dentre os pesticidas testados, o carbamato carbaril foi o que apresentou mais forte
efeito inibitério na AChE branquial e o carbofuran na AChE visceral de Crassostrea sp.
Inseticidas carbamatos sdo inibidores diretos da AChE por carbamilagdo do sitio ativo e ndo
requerem biotransformacdo, de modo que eles podem induzir efeitos toxicos agudo mais
rapido do que a maioria dos compostos organoforforados (Tham et al., 2009).

Ensaio de exposi¢do 96h (in vivo) ao clorpirifés em ostra C. corteziensi demonstrou
inibicdo da atividade da AChE, sendo as atividades residuais de 40% na presenca de 80ug/ml
e 18% em 160 pg/ml do pesticida, ndo houve mortalidade das ostras durante o ensaio de
exposicdo, porém apds 12h de ensaio observou-se o fechamento das valvas das ostras
(Benitez-Trinidad et al, 2014). Ha relatos que sugerem que estas ostras sao capazes de isolar-
se a partir de um ambiente contaminado por fechar suas vélvulas (Kramer et al, 1989; Mersch
et al, 1993). Além disso, nos moluscos bivalves, o contato com os compostos toxicos, provoca
uma reducdo na atividade de filtracdo; Assim, isto pode reduzir o tempo de exposicdo (Van
der Gaag et ai, 1990; Wrisberg et al., 1992).

De acordo com Doran et al., (2001), redug6es significativas na atividade da AChE para
0 musculo adutor de mexilhdo, Amblema plicata, foram demonstradas em um intervalo de
concentracdo do pesticida organofosforado clorpirifés de 0,1-2,0 mg L-1. Estudos relizados
por Choi et al (2011), relatam inibicdo por organofosforados semelhante no musculo adutor da
clam Manila, R. philippinarum, cujo demonstraram redugdes significativas na atividade da
ChE (35-67%) com um intervalo de dose de 0,1 a 1,0 mg L-1 de clorpirifos, reducdo na
atividade ChE de 20,8% apds a exposi¢do de 6-0,1 mg L-1 ao pesticida diazinon. Os autores
também observaram a inibicdo da ChE por toxicidade dependentes de quatro pesticidas
diferentes. O aumento da inibicéo da atividade de ChE R. philippinarum durante a exposi¢éo a
pesticidas ocorreu com aumento do tempo de exposicdo e aumento da concentracdo de
pesticidas

Combinagdes de PO e outros contaminantes sdo altamente sinérgicass na sua

capacidade para inibir a actividade da AChE (Bocquene et al, 1995; Forget et 12 al., 1999).
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Os valores de 1C20 e IC50 dos pesticidas testados no presente estudo, para
Crassostrea sp., estdo abaixo dos limites de tolerancia recomendados em regulamento
nacional e internacional.

A Resolugdo n° 20/1986 do CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente)
recomenda um limite maximo de residuo para organofosforados de 10 pg/L (0,45 uM) para
aguas das classes 1 e 2; 100 pg/L (4,5 uM) para a classe 3. O USEPA National Primary
Drinking Water Standards (1984) prevé um limite maximo de 0,04 mg/L (aproximadamente
1,8 uM) para o carbamato carbofuran e 3,15 pM de carbamato carbaril. Os resultados deste
estudo mostram que Crassostrea sp. pode vir a apresentar efeitos deletérios significativos,
devido a forte inibicdo da AChE em concentragfes mais baixas do que as previstas em
legislacdo vigente. Vale ressaltar que a contaminacgdo subletal pode alterar significativamente
varios processos fisiologicos, bioquimicos e morfologicos ao penetrarem nos 6rgaos destes

animais.

5. Concluséao

O uso de substratos e inibidores evidenciou a presenca de AChE em branquias e
visceras de Crassostrea sp. Todos os pesticidas deste estudo mostraram efeito inibitério sobre
a atividade da AChE nos dois tecidos de Crassostrea sp., principalmente o carbamato carbaril
na AChE de branquias e carbofuran na AChE de visceras. A maioria dos metais pesados
demonstraram potencial para influenciar a atividade da AChE na concentracdo de 0,1 mM,
principalmente o fon Cobre (Cu?") na AChE de branquias, podendo esta enzima ser um

possivel biomarcador para este ion.
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Resposta de Biomarcadores bioquimicos a variacfes sazonais em trés tecidos de ostra do
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Resumo

Respostas de biomarcadores bioquimicos foram avaliados em branquias, visceras e musculo adutor de
ostra do mangue Crassostrea sp. coletadas no Complexo estuarino canal de santa de cruz localizado no
litoral de PE- Brasil e comparados com os mesmos tecidos de ostras depuradas. O estuério apresenta-se
como um ecossistema poluido por receber descargas domésticas, industriais, e pesticidas de efluente
agricolas. A concentracdo de metais tragos (Cr, Cd, Cu, Mn, Zn, Pb e Hg) na 4gua depurada e do
estuario, e nas partes moles, exceto Hg, da Crassostrea sp. foi avaliada. Niveis altos de metais foram
encontrados na &gua durante o inverno, e na ostra maiores concentracdes no verdo. Parametro
microbiologico indicaram presenca superior a 1100 NMP/ml de coliformes fecais a 45°C. Os parametros
fisico-quimicos indicaram valores maiores de temperatura, salinidade, condutividade e solidos
dissolvidos no verdo, enquanto pH, OD, OD% foram maiores no inverno. A atividade da AChE em
visceras e branquias foi significativamente menor que as ostras depuradas, resposta antagbnica entre as
estacOes foi observada nos trés tecidos, onde a AChE do musculo adutor teve maior atividade no inverno
em relacdo ao verdo e ostras depuradas. No presente estudo fooram observadas diferencas sazonais e
respostas sinérgicas em todos os biomarcadores mensurados, nas atividades enzimaticas detoxificadoras
(CAT e SOD), nos antioxidantes ndo enzimaticos GSH, GSSG, GSH/GSSG e peroxidagdo lipidica
(nivel de MDA), e enzimas digestivas (tripsina, quimotripsina, pepsina, amilase, leucioaminopeptidase e
aminopeptidases), a concentracdo dos ions Cu e Pb, e a presenca de coliformes fecais na agua estuarina.
Analisados em conjunto, os dados obtidos apontam para respostas de biomarcadores em ostras,
indicando que esses organismos apresentaram indicios de neurotoxicidade ou de danos causados por
estresse oxidativo a macromoléculas. Havendo a necessidade para futuro monitoramento dos efeitos
biologicos de contaminantes em tais organismos e no ambiente estudado. Eles também apontam para a
importancia de considerar a sazonalidade, os parametros fisico-quimicos, microbiolégicos e como esses
fatores que influenciam nas respostas de biomarcadores em programas de monitoramento de
contaminacdo ambiental.

Palavras—chave: Crassostrea sp., Biomarcadores, Biomonitoramento, Canal de Santa Cruz.
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1. INTRODUCAO

Biomarcadores podem ser definidos como uma alteracdo bioldgica (variando desde respostas
comportamentais, fisiologicas e bioquimicas, até respostas no nivel molecular) a qual pode estar
relacionada a exposi¢do ou ao efeito toxico de produtos quimicos xenobidticos presentes no ambiente
(Everaarts et al., 1994; van der Oost et al., 2003). Entre os biomarcadores, os bioquimicos ou
moleculares, detectam a primeira alteracdo bioldgica frente a presenca de um xenobiotico (WALKER,
1996; WALKER et al., 1998). Essas alteracdes moleculares podem nos fornecer informacdes
antecipadas dos efeitos destas substancias sobre os organismos.

Biomarcadores conseguem unir as abordagens quimica e biolégica no monitoramento ambiental.
Eles também permitem caracterizar quimicamente os poluentes e determinar suas concentracdes no
meio, podendo estimar o impacto causado pelos poluentes ao seu metabolismo (WATSON e MUTTI,
2003).

Dentre essas substancias, as enzimas representam papel importante, pelo alto grau de
especificidade e rapidez na resposta as alteracdes pertinentes as substancias-alvo. O uso de enzimas
como biomarcadores baseia-se na interferéncia negativa ou inibitéria, causada pelas substancias-alvo,
em sua atividade catalitica (MARCO e BARCELO, 1996).

Atividade da colinesterase foi previamente utilizada como um biomarcador eficiente da
contaminagdo em bivalves (Doran et al, 2001; Ventura et al, 2002; Valbonesi et al, 2003; Bonacci et al,
2004; Alves et al, 2006; Binelli et al, 2006; Ricciardi et al). A inibicdo da AChE esta diretamente ligada
com o mecanismo de ac¢do do organofosforados (OP) e carbamatos que blogueiam a acdo desta enzima
(Reigart e Roberts, 1999; Benitez-Trinidad et al., 2014). Os efeitos primarios dos OP e carbamatos néo
se restringem as colinesterases: outras esterases podem ser inibidas, dentre elas as enzimas digestivas
tripsina e quimotripsina (KAM et al., 1979; FISCHER, 1988; CASIDA e QUISTAD, 2004 e 2005).

Defesas antioxidantes sdo outros exemplos de biomarcadores biogquimicos elucidados para
sinalizar a poluigdo devido a presenca de radicais livres. As defesas antioxidantes podem ser enzimaticas
(catalase, glutationa peroxidase e superoxido dismutase) e ndo-enzimaticas (pex. glutationa reduzida,
acido ascorbico, vitamina E e B caroteno) (Storey, 1996).

A observacéo das alteracGes na atividade das enzimas detoxificadoras aponta para outras vias de
monitoramento através do estresse oxidativo gerado (PENA-LLOPIS et al., 2003; SUREDA et al.,
2006), alem de serem parametros de validacdo para os resultados obtidos com as colinesterases.
(BOCQUENE et al., 1990; STURM et al., 1999; RODRIGUEZ-FUENTES e GOLD-BOUCHOT, 2000;
SCOTT e SLOMAN, 2004; RAO, 2006).

Quando a poluicdo provoca um desequilibrio do estado redox da célula, danos em biomoléculas,
tais como lipidos e proteinas, podem ocorrer pelo processo de lipoperoxidacdo (LPO) (Sies & Stahl,
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1992). Desse modo, a determinacdo LPO tem sido também muito usada para expressar situacdo de
estresse oxidativo em invertebrados (Montserrat et al., 2003).

Espécies sentinelas, como ostra do mangue Crassostrea sp., produzem essas substancias
conhecidas como biomarcadores, e devido a sua capacidade de acumular concentracdes elevadas de
metais, compostos organicos e ainda sobreviver em ambientes contaminados, podem indicar as
flutuacBes de metais e traco e outros poluentes disponiveis em agua e sedimento (VIARENGO & Nott,
1993; Rainbow, 1995).

Desse modo, 0 presente estudo objetivou avaliar a resposta dos biomarcadores biogquimicos
(CAT, SOD, GSH, GSSG, RAZAO GSH/ GSSG, LPO, ChEs e enzima digestivas) em trés tecidos
(brénquias, visceras e musculo adutor) de ostras do mangue Crassostrea sp. e sua relagdo com o impacto

das atividades antropicas no estuario Canal de Santa de Cruz.

2. MATERIAL E METODO

2.1. Locais da amostragem

Foram amostrados espécimes (n = 60) de ostra Crassostrea sp. De ambos 0s sexos ( 5,389 + 0,461
cm; 1,90 + 0,229 g ) no periodo do seco (margo/2015) e chuvoso (julho/2015) no complexo estuarino
Canal de Santa Cruz, localizado no litoral Norte de Pernambuco, e para fins comparativos, 0s espécimes
controle foram coletados na Depuradora em Coruripe — AL, onde as ostras foram climatizadas e
inseridas em tanques com &gua para o processo de depuracdo durante 48 horas.
O Canal de Santa Cruz é um braco de mar que separa a llha de Itamaraca do continente, estando
localizado no litoral norte de Pernambuco (7°34°00”, 7°55°16” S e 34° 48°48”, 34° 52°24” W) (Figura 1).
O Canal de Santa Cruz possui uma extensao de 22 Km e larguras variaveis de 0,6 a 1,5 Km. Nas baixas
marés a profundidade varia de 4 a 5 metros, chegando até ser inferior a 2 metros; o referido Canal se
comunica com o mar ao norte, pela Barra de Catuama e, ao Sul, pela Barra Sul ou Orange, podendo
alcancar até 10 metros de profundidade nesses locais de comunicacdo. Segundo Macédo (1974) e Flores-
Montes et al (1998), o Canal recebe influéncia continental através de varios rios, sendo os principais:
Catuama, Carrapicho, Botafogo e Congo na parte Norte e Igarassu e Paripe, ao Sul; sendo que a bacia

hidrografica abrange cerca de 730 Km?. (Figura 1).



127

Figura 1. Localizacdo geogréfica do Complexo estuarino Canal de Santa (Pernambuco, Brasil).
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2.2. Analise dos parametros fisico-quimicos

2.2.1. Andlise de Metais

Os ions metalicos contaminantes, (Cadmio (Cd?*), Cromo (Cr®"), Cobre (Cu?*), Ferro (Fe?"),
Mercario (Hg?*), Chumbo (Pb?*), Manganés (Mn?*) e Zinco (Zn?*) foram quantificados na amostra de
agua e no tecido visceral da ostra Crassostrea sp. A andlise do Hg?* foi realizada no Instituto
Tecnoldgico de Pernambuco (ITEP) de acordo com o método Absorcdo Atdmica por Vapor Frio 3112B
do Standart Methods Apha, (1998). A quantificacdo dos demais ions supracitados foi feita no
Laboratorio de Analises Minerais Solos e Agua (LAMSA) no Departamento de Engenharia Quimica da
UFPE, utilizando Espectrofotometria de Absorcdo Atémica (Aparelho CG AA 7000 BC), a metodologia
usada foi Standard Methods for Examination of Water and Wastewater Apha, (1998).

As concentracGes de metais mensuradas na agua foram comparadas com valores de referéncia
para &gua salobra (impacto humano minimo ou "classe 1" de acordo com a legislagio CONAMA
Resolugdo 357/2005, CONAMA — 2005) e valores de referéncia para agua de consumo humano de
acordo com o ministério da salde pela Portaria n® 2914/2011 do MS - 2011).

2.2.2. Parametros fisico-quimicos
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Os parametros fisico-quimicos Condutividade (uS/cm), Sélidos Dissolvidos (mg/L), O:2
(mgO2/L) /L), OD% (Salinidade (mg/L), Temperatura da agua (°C) e pH foram mensurados utilizando

multiparametro.

2.3. Extracdo enzimatica

As ostras Crassostrea sp. foram sacrificadas num banho de gelo (0°C). Os tecidos branquias,
visceras e musculo posterior foram removidos imediatamente, reunidas e homogeneizadas (disruptor de
tecido IKA RW 20-digitais, Staufen, Alemanha) em tampdo de 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0, até atingir a
concentracdo de 200 mg de tecido por mL de tamp&o. Os homogeneizados foram centrifugados durante
15 min a 1000 x g (4°C) e os sobrenadantes (extratos em bruto) foram congelados a -20 °C para mais
ensaios. Durante a homogeneizacdo do musculo adutor posterior foi adicionado 3% de Triton X-100

com o objetivo de extrair ChEs das na membrana celular.

2.4. Determinacdo da atividade ChEs

A atividade enzimatica foi realizada de acordo com Assis et al. (2010). Uma unidade de
atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de converter 1 pumol de substrato por

minuto. Os brancos foram preparados substituindo as amostras de extrato bruto por tampéo.

2.5. Atividade total de Superoxido dismutase (t - SOD)

Avaliacdo da atividade enzimatica SOD total (T-SOD) foi realizada de acordo com Misra e
Fridovich, (1972) a 25°C. Foram medidos alteracdes na absorbancia por 15 segundos para um total de 2
min, a 480nm. Uma unidade de t-SOD foi definida como a quantidade de enzima que provoca 50% de
inibicdo da oxidagao de epinefrina. A atividade enzimatica da t-SOD no tecido foi expressa em unidades
por miligrama de proteina (U/mg).

2.6. Atividade da Catalase (CAT)

A atividade de CAT foi medida de acordo com Aebi (1984). A taxa constante k de decomposicéao
de H202 sob condigdes experimentais de temperatura (~22°C) e pH (7,0) foi determinado como sendo
2,3, medindo as alteragdes absorbancia por 10 segundos, durante 1,5 min a 240nm. A atividade

enzimatica também foi expressa em unidades por miligrama de proteina (U / mg de proteina).
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2.7. Niveis de glutationa reduzida (GSH)

Niveis de GSH foram analisados de acordo com método de HISSIN e HILF (1976). A leitura foi
feita num espectrofluorimetro utilizando um comprimento de onda de 350nm. Os resultados foram
expressos em pmol por mg de proteina com referéncia a uma curva padrdo construida com

concentragdes conhecidas de GSH.

2.8. Niveis de glutationa oxidada (GSSG)

Os niveis de GSH foram analisados de acordo com o método HISSIN E HILF (1976). Esta
mistura foi incubada durante 15 min. a temperatura ambiente e protegida da luz. A leitura foi feita num
espectrofluorimetro utilizando um comprimento de onda 350nm de Emissdo. Os resultados foram
expressos em pmol /mg de proteina com a referéncia uma curva padrdo construida com concentragoes
conhecidas de GSSG.

2.9. Quantificacao da Peroxidacéo lipidica (LPO)

A LP foi medida por meio da estimativa de niveis de malondialdeido (MDA) usando um é&cido
tiobarbitdrico (TBA) reacdo (método TBARS) de acordo com Ohkawa et ai. (1979). Na reacdo teste
TBARS, MDA ou substancias como MDA e TBA reagem para produzir um pigmento rosa com
absorcdo maxima em 532nm. Os resultados foram expressos como nmol por mg de proteina utilizando
uma curva padrdo gerada usando concentracOes diferentes solugéo propano 1,1,3,3-tetrametoxi. Como
controle positivo, amostras de branquias, visceras e musculo adutor posterior foram incubadas numa

solucéo de 30 uM nitroprussiato de sodio (SNP) durante 45 min antes do ensaio.

2.10. Atividade das enzimas digestivas

2.10.1. Atividade de Pepsina

Atividade foi realizado de acordo Pavlisko et ai. (1997) utilizando 2,0% (w / v) de hemoglobina
(preparado em 0,1 M de glicina-HCI, pH 2,5) como substrato especifico. Uma unidade (U) de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de hidrolisar a hemoglobina para produzir
uma mudanca de 0,001 unidade de absorbancia por minuto.
2.10.2. Atividade da Amilase
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A atividade da amilase foi avaliada de acordo com a metodologia do Bernfeld (1955) utilizando
2% (w / v) de amido como substrato. A absorbancia a 570 nm foi medida com um leitor de microplacas.
Um ensaio em branco foi preparado, no qual a amostra foi substituida por agua destilada. A atividade

enzimatica foi expressa em microgramas de maltose liberado por minuto por miligrama de proteina.

2.10.3. Atividade de Proteases especificas

As atividades enziméticas de tripsina, quimotripsina e leucina-aminopeptidase, foram
determinados em microplacas com o uso de Na-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA), succinilo
prolina fenilalanina alanina aminotransferase pnitroanilide (SAPNA) e pnitroanilide-leucina (Leu-p-
NaN) como substratos especificos, respectivamente (Bezerra et al., 2005). Estes substratos foram
dissolvidos em sulfoxido de dimetilo (DMSQO) a uma concentracdo final de 8 mM. Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata. Os extratos enzimaticos (30 pl) foram incubados com 140 pl de tampéo
Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, e 30 ul de substrato por um periodo de 15 minutos. Logo depois, as leituras de
absorbancia foram medidas utilizando um leitor de microplacas. O comprimento de onda usado nas
medicdes foi de 405 nm. Uma unidade (U) de atividade foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir um mol de p-nitroanilina por minuto. A atividade especifica foi expressa em

unidades por miligrama de proteina (U/mg).

2.10.4. Determinacdo das proteinas totais

O teor de proteina foi estimado de acordo com Bradfod et. al (1976), utilizando aloumina de soro

bovino como padréo.

2.11. Anélise estatistica

Na analise das enzimas detoxificadoras todos 0s conjuntos de dados sdo expressos como médias
e * desvio padrdo (SD). Todos os grupos foram testados quanto a normalidade utilizando o teste de
Kolmogorov-Smirnov, e apresentaram uma distribuicdo normal. Por conseguinte, a significancia
estatistica foi avaliada com o teste t pareado ou ANOVA seguido de pds teste de Newman-Keuls,
utilizando o software GraphPad Prism Verséo 5.0 para Windows (San Diego, CA, EUA). Os dados das
atividades das demais enzimas foram analisados utilizando uma analise de variancia (ANOVA)
complementada com o teste de Tukey. Diferencas foram consideradas estatisticamente significativa

quando P <0,05, utilizando o programa MicrocalTM OriginTM versdo 8.0 (Software, Inc, EUA).
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3. RESULTADOS

Analise dos parametros fisico-quimicos da agua

A temperatura, condutividade, solido dissolvido na 4gua do complexo estuarino canal de Santa
Cruz foram mais altos no veréo, enquanto, oxigénio dissolvido, porcentagem de oxigénio e pH foram
maiores no inverno. Estes parametros da agua do canal de santa Cruz tiveram valores, na estacdo seca e
chuvosa, superiores aos obtidos da agua controle (depuradora). Valores de pH ligeiramente maior e
menor para o estudrio canal de santa Cruz foi identificado no inverno e verdo respectivamente, quando

comparados com a agua da depuradora (Tabela 1).

Tabela 1. Pardmetros fisico-quimicos das amostras de dgua coletadas na Depuradora e no Estuario Canal de Santa
Cruz no seco e chuvoso de 2015. O estuério estd situado Vila Velha - Itamaracd, PE, Brasil.

ESTACAO
. . o Controle
Pardmetro fisico -quimico Seca Chuvosa
Depuradora

Temperatura °C 28,91 29,29 27,40
Condutividade (mS/cm) 46,59 57,03 52,92
DDS (mg/L) 28,19 34,26 33,01
Salinidade (mg/L) 27,84 34,63 33,26
OD% 95,1 97,33 112,86
O (mgO2/L) 6,2 6,14 7,39
pH 8 7,8 8,1

Metais pesados na agua

A partir da analise de metais pesados disponibilizados pelo Laboratério do ITEP e LAMSA (Tab.
2) e sua compara¢do com os indices propostos como aceitaveis pela resolucdo CONAMA 357/2005 para
um ambiente de agua salobra de Classe 1, e a Portaria 2914/2011 do MS para 4gua de consumo humano,
as analises de metais na &gua coletada no inverno revelaram concentra¢des de chumbo (Pb) e cadmio
(Cd) superiores ao estabelecido. Os demais metais apresentaram limites favoraveis pela legislacdo. Os
limites do metal Cr ndo sdo definidos pelas legislacdes citadas anteriormente, sendo necessario comparar

seus valores estabelecidos nessa pesquisa como outros trabalhos.
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Tabela 2. Anélise de ions na agua da Depuradora e do Estuério Canal de Santa Cruz.

Estacéo CONAMA MS
Metais Depuradora Seca Chuvosa VMP** VMP***
pesados
(Agua)

Manganés ND* ND ND 0,1 0,1
Chumbo 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01
Zinco ND ND ND 0,09 5
Ferro ND 0,01 < 0,05 0,3 0,3
Cobre ND ND ND 0,005 2
Mercurio < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,0002 0,001
Cadmio ND ND 0,01 0,005 0,005

Cromo ND ND ND 0,05 -

*ND (N&o detectavel), **VMP (mg/L) = valor maximo permitido para ambientes I6ticos (Resolugdo CONAMA
357/2005, estabelecido para aguas salobras classe 1). MS = Ministério da sadde, ***VMP (mg/L) = valor méximo
permitido para agua destinada ao consumo humano (Portaria n°® 2914/2011 do Ministerio da Saude).

A Tabela 3 apresenta as concentracdes de metais encontradas no tecido visceral da ostra
Crassostrea sp. capturadas no estuario e depuradora durante as estacdes seca (verdo) e chuvosa
(inverno). Nas estacOes estudadas os resultados mostraram diferengas entre as estagfes, nas
concentracdes acumuladas de cada um dos metais evidenciados na ostra, observamos que eles variaram
sazonalmente, demonstrando diferentes padrdes de biodisponibilidade. Ostras do canal de Santa Cruz da
estacdo chuvosa (inverno) tiveram as mais altas das concentragdes de Mn, Pb, Zn, Cd, Fe e Cr
acumulados, e ostras da estacdo seca (verdo) apresentaram as maiores concentracdes de Cu. As ostras da
depuradora apresentaram maior biodisponibilidade para os metais Pb, Zn e Fe, e menores para 0s metais

Mg, Cu, Cd e Cr, quando comparados com as ostras coletadas do estuario nas estacGes seca e chuvosa.

Tabela 3. Andlise de metais pesados no tecido visceral de Crassostrea sp. depuradas e do estuario Canal de Santa
Cruz.

Estacdo ANVISA MS
Metais pesados Depuradora Seca Chuvosa VMP** VMP***

Manganés 1,79 5,39 4,53 - 0,1
Chumbo 0,61 0,42 0,37 15 0,01
Zinco 814,88 140,83 67,31 - 5
Ferro 136,20 74,81 68,43 - 0,3
Cobre 1,01 3,51 5,03 - 2
Mercurio NA NA NA 0,5 0,001
Céadmio 0,02 0,05 0,04 2,0 0,005
Cromo 0,02 3,56 0,87 -

*NA (N&o analisado). **VMP (mg/Kg) = valor maximo permitido de contaminantes inorganico em alimentos
(Resolucdo ANVISA RDC N°42/2013, estabelecido para moluscos bivalves). MS = Ministério da saide, ***VMP
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(mg/L) = valor maximo permitido para agua destinada ao consumo humano (Portaria n°® 2914/2011 do Ministerio
da Salde).

A analise microbioldgica da agua do complexo estuarino canal de Santa Cruz comprovou a
presenca de coliformes fecais a 45°C (termotolerante), os para dgua estuarina apresentou valor fora do

espectro aceito pela legislacdo em todos 0s pontos amostrais, durante as coletas realizadas (Tab. 4).

Tabela 4. Andlise microbioldgica da agua da Depuradora e do estuario Canal de Santa Cruz, no estado de PE,
Brasil nas estacdes seca se chuvosa.

ESTACAO
Controle Estacdo seca Estacdo chuvosa
Microrganismos Depuradora
Colififormes a 45°C(NMP/ml) ) >1100 >1100
Salmonella sp. 25/g ) ) )
Vibrio parahaemolyticus (UFC/mg) ) ) )
Estafilococcus coagulase + (UFC/mg) <10,0 <10,0 <10,0

NMP = Numero mais provavel. UFC = Unidade formador de colénia. () Auséncia.

Com base na hidrolise do substrato iodeto de acetilcolina 62 mM, a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) de branquias, visceras e musculo adutor de ostra coletadas no estuario canal
de Santa Cruz na estacdo seca foi significativamente menor que as das ostras depuradas, enquanto as
atividades da coleta da estacdo chuvosa foram significativamente menores para os tecidos viscerais e
branquiais, e maior para 0 musculo adutor. Valores da atividade da AChE dos trés tecidos variou
sazonalmente, apresentando diferencas significativas entre as estacdes, sendo significativamente menor

na estacdo seca para visceras e musculo adutor, e menor na esta¢do chuvosa para branquias (Fig. 2).
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Figura 2. Atividade de Acetilcolinesterase em branquias (a), visceras (b) e musculo adutor posterior (c) de
espécimes ostra Crassostrea sp. depuradas (Coruripe/AL) e espécimes no Complexo estuarino canal de Santa
Cruz, PE nas estaces seca (verdo) e chuvosa (inverno).
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Os valores estdo expressos como medias. a, b ¢ = representam diferencas sazonais significativas entre as
atividades mensuradas nos tecidos iguais, e o controle.®"¢ p<0,05.

Com base na hidrolise do substrato iodeto de butirilcolina 62 mM, a atividade da
butirilcolinesterase (BChE) de branquias, visceras e musculo adutor de ostra coletadas no estuario canal
de Santa Cruz na estacdo seca e chuvosa, tiveram estatisticamente significancia menor que as ostras
depuradas. Em relacdo a sazonalidade, houve diferenca estatisticamente significativa nos niveis de

BChE nos trés tecidos entre as estacdes, sendo a atividade de BChE menor na estacédo seca (Figura 3).
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Figura 3. Atividade de Butirilcolinesterase em branquias (a), visceras (b) e musculo adutor posterior (c) de ostra
Crassostrea sp. depuradas (Coruripe/AL), e espécimes coletadas no Complexo Estuarino Canal de Santa Cruz, PE
nas estacBes seca (verdo) e chuvosa (inverno).
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Os valores estdo expressos como medias. a, b e ¢ = representam diferencas sazonais significativas entre as
atividades mensuradas nos tecidos iguais, e o controle.®"¢ p<0,05.

As mudancas sazonais nos biomarcadores foram observadas em dois tecidos, visceras e
branquias, das ostras do canal de Santa Cruz. As ostras coletadas na estacdo seca mostraram atividade de
CAT significativamente maior que aquelas da estacdo chuvosa, nas visceras e nenhuma diferenca
significativas em relagdo as ostras depuradas. No entanto, o nivel de CAT em brénquias de ostras do
estuario apresentou aumento significativo na estacdo chuvosa em relagdo aqueles da estacdo seca, que
mostrou uma diminuig&o significativa na atividade da CAT, quando comparada as das ostras depuradas.
A atividade da CAT no masculo adutor das ostras do estudrio ndo apresentou diferenca estatistica

significativa entre as esta¢des e depuradora (Fig. 4).
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Figura 4. Atividade de catalase (Cat) em visceras, branquias e musculo adutor posterior de espécimes de ostra
Crassostrea sp. depuradas (Coruripe/AL), e espécimes coletados no Complexo Estuarino Canal de Santa Cruz, PE
nas estacBes seca (verdo) e chuvosa (inverno).
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Os resultados dos niveis de SOD medidos nas branquias e visceras em ostras coletadas no
estuario durante a estacdo seca, chuvosa e depuradora estdo resumidos na Fig. 5. Houve aumento
significativo entre as estacfes nos niveis de SOD, onde tanto branquias como visceras apresentaram
maior atividade da SOD na estacdo chuvosa. As atividades da SOD das branquias nas duas estacdes
foram significativamente maior que as ostras depuradas, enquanto as visceras mostraram resposta
antagbnica aumentando na estacdo chuvosa e diminuindo na estacdo seca, em relacdo as ostras
depuradas. No musculo adutor ndo foi observado diferenca estatistica na atividade de SOD entre as

estacOes, apenas entre estacdo seca e depuradora.
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Figura 5. Atividade de Superdxido dismutase (SOD) em visceras, branquias e musculo adutor posterior de
espécimes de ostra Crassostrea sp. depuradas (Coruripe/AL), e espécimes coletados no Compelxo Estuarino
Canal de Santa Cruz, PE nas estacGes seca (verdo) e chuvosa (inverno).
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Os valores estdo expressos como medias. a, b ¢ = representam diferencas sazonais significativas entre as
atividades mensuradas nos tecidos iguais, e o controle.®"¢ p<0,05.

Houve diferenca estatisticamente significativa nos niveis de glutationa oxidada (GSSG) de
visceras e brénquias entre as estacdes e depuradora. Em visceras, durante a estacdo seca, 0s niveis de
GSSG foi maior que na estacdo chuvosa e depuradora; enquanto em branquias uma resposta sazonal
contréaria foi observada, isto é, os niveis de GSSG foram significativamente menores em ostras da
estacdo seca do gque na estacdo chuvosa. Os niveis de GSSG em branquias e masculo adutor foram
menores nas duas estacdes quando comparadas a ostra depurada. No musculo adutor, ndo foram
observadas diferengas significativas nos niveis de GSSG entre as estagbes, enquanto o0 contrario

observamos na depuradora (Fig. 6).
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Figura 6. Atividade de Glutationa oxidada (GSSG) em visceras, branquias e musculo adutor posterior de
espécimes de ostra Crassostrea sp. depuradas (Coruripe/AL), e espécimes coletados no Compelxo Estuarino
Canal de Santa Cruz, PE nas estacGes seca (verdo) e chuvosa (inverno).
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Os valores estdo expressos como medias. a, b ¢ = representam diferengas sazonais significativas entre as
atividades mensuradas nos tecidos iguais, e o controle.®"¢ p<0,05.

Em ostras da regido estuarina (Canal de Santa Cruz), as respostas relacionadas com a poluigéo
nos niveis de GSH foram observadas na estacdo seca e chuvosa para branquias e muasculo adutor, ambos
com diferencas estatisticas significantes (Fig. 7). Atividade de GSH em branquias da estacdo seca foi
significativamente menor que na estacdo chuvosa, e maior nas ostras depuradas. No entanto, uma
resposta sazonal inversa no musculo adutor foi observada, ou seja, observou-se um nivel de GSH
significativamente menor em ostras da estacdo chuvosa que na estacdo seca. Comparando as atividades
de GSH das duas esta¢cdes com a depuradora, observamos que nas branquias o nivel de GSH na estacdo
chuvosa foi menor que as ostras depuradas, enquanto no masculo adutor a atividade de GSH das duas

estacOes foi significativamente menor.
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Figura 7. Atividade de Glutationa reduzida (GSH) em visceras, branquias e musculo adutor posterior de
espécimes de ostra Crassostrea sp. depuradas (Coruripe/AL), e espécimes coletados no Compelxo Estuarino
Canal de Santa Cruz, PE nas estacGes seca (verdo) e chuvosa (inverno).
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Os valores estdo expressos como medias. a, b ¢ = representam diferengas sazonais significativas entre as
atividades mensuradas nos tecidos iguais, e o controle.®"¢ p<0,05.

A razdo GSH/GSSG analisada nesse estudo para estimar o estado de oxidorreducdo (referente a
toxicidade) dos sistemas bioldgicos da ostra Crassostrea sp. do estuario canal de Santa Cruz,
demonstrou diferencas significativas nas visceras e musculo adutor entre as estacfes seca e chuvosa.
Sendo que nas visceras a razdo GSH/GSSG foi significativamente menor na estacao seca que na estacao
chuvosa. Condigdo contréria essa foi observada no musculo adutor onde a razdo GSH/GSSG foi
significativamente menor na estacdo chuvosa que na estacdo seca. Comparando a razdo GSH/GSSG
entre os tecidos da ostra do estuario e ostras depuradas, observamos que nas visceras essa razdo foi
significativamente menor que as ostras depuradas em ambas estacdes, enquanto no musculo adutor a
razdo GSH/GSSG das ostras do estuario foi significativamente menor na estacdo chuvosa e maior na

estacéo seca. (Figura 8).
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Figura 8. Raz8o (GSSG/GSH) em visceras, branquias e musculo adutor posterior de espécimes de ostra
Crassostrea sp. depuradas (Coruripe/AL), e espécimes coletados no Compelxo Estuarino Canal de Santa Cruz, PE
nas estacBes seca (verdo) e chuvosa (inverno).
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Os valores estdo expressos como medias. a, b, ¢ = representam diferengas sazonais significativas entre as
atividades mensuradas nos tecidos iguais, e o controle.®"¢ p<0,05.

Diferencas estatisticas significativas foram observadas no teste de peroxidacdo lipidica (LPO)
entre as estacdes seca e chuvosa para branquias, sendo a maior producdo de MDA nesse tecido durante o
periodo chuvoso. Semelhanca entre o nivel de LPO foi observada nos tecidos, visceras e musculo adutor
guando comparada as duas estacdes. Comparando a LPO das ostras do estuario e depuradas os trés

tecidos apresentaram nivel de LPO significativamente mais baixo (Fig. 9).
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Figura 9. Lipoperoxidagdo (LPO - Thars) em visceras, branquias e masculo adutor posterior de espécimes de
ostra Crassostrea sp. depuradas (Coruripe/AL), e espécimes coletados no Compelxo Estuarino Canal de Santa
Cruz, PE nas estaces seca (verdo) e chuvosa (inverno).
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Os valores estdo expressos como medias. a,b ¢ = representam diferencas sazonais significativas entre as atividades
mensuradas nos tecidos iguais, e o controle.**<p<0,05.

Alteracbes sazonais e diferencas estatisticas significantes foram observadas nas enzimas
digestivas amilase e pepsina, no tecido visceral de ostra Crassostrea sp. do estuario Canal de Santa de
Cruz. A atividade amilolitica nas ostras do estuario foi significativamente maior na estacdo seca que na
estacdo chuvosa, porém as atividades da amilase das duas estacGes, quando comparadas com as
atividades das ostras depuradas foi significativamente maior (Fig. 10 A). No entanto, uma resposta
sazonal contréria foi evidenciada na atividade da pepsina em visceras de ostra do estudrio onde a
atividade de pepsina foi significativamente maior em ostras da estagdo chuvosa que na estacido seca.
Contudo, as atividades de pepsina das ostras do estuario foram significativamente maior que as ostras
depuradas (Fig. 10 B).
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Figura 10. Atividade da enzima digestiva Amilase (a) e Pepsina (b) no tecido visceral espécimes de ostra
Crassostrea sp. depuradas (Coruripe/AL), e espécimes coletados no Complexo Estuarino Canal de Santa Cruz, PE
nas estacBes seca (verdo) e chuvosa (inverno).
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Os valores estdo expressos como meédias. a, b ¢ = representam diferencas sazonais significativas entre as
atividades mensuradas nos tecidos iguais, e o controle.?"<p<0,05.

Evidéncias de atividades das enzimas digestivas tripsina, quimotripsina e leucinoaminopeptidase
foi observada no tecido visceral de ostras estuarina e depuradas, utilizando os substratos especificos
bapna, sapna, sucphepnan e leupnan respectivamente (Fig. 11). As atividades de proteases em visceras
de ostras do estuario mostraram variacdo sazonal, tendo valores estatisticos significativamente maiores
na estacdo seca para 0s quatro substratos utilizados. Comparando as atividades dos substratos sapna,
sucphepnan e leupnam em visceras de ostras do estuadrio com as depuradas, observamos que houve
diferenca significativa entre elas, sendo a maior atividade na estagdo chuvosa que na estagéo seca. Para o
substrato bapna também foi evidenciado que a atividade das enzimas em visceras da estacdo chuvosa foi
significativamente maior que as ostras depuradas, enquanto a atividade da estacdo seca nao mostrou

diferenga significativa.
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mudancas sazonais naquele ecossistema. Essas variagbes sazonais entre os biomarcadores, além
daquelas correlacionadas com a polui¢do, foram observadas no presente estudo.

O monitoramento quimico de agua e sedimento tém sido o foco em todo 0 mundo nas ultimas
décadas, com a deteccdo e avaliacdo de bioacumulacdo de contaminantes (por exemplo, Joyeux et al,
2004;. Ueno et al., 2005). O numero de estudos de biomonitoramento para avaliar os efeitos de
contaminantes em organismos aquaticos tém aumentado recentemente (Lionetto et al, 2003;. Ricciardi et
al., 2006 ; Zanette et ai, 2006). A ostra do mangue C. rhizophorae é considerada um bioindicador
potencial em é&reas estuarinas brasileiras devido a sua distribuicdo geografica ao longo da costa,
importancia como um recurso alimentar humano e forte capacidade de se concentrar poluentes, como
metais traco, devido ao seu habito alimentar filtrante (Silva et al., 2006). C. rizophorae foi anteriormente
considerada como uma espécie sensivel para a deteccdo de efeitos neurotdxicos (Alves et al., 2002).

No presente estudo as atividades de AChE em visceras e branquias de ostras coletadas no
estuario Canal de Santa Cruz foram significativamente menor que nas ostras depuradas, o0 que sugere
que os niveis de compostos anticolinesterasicos sdo altos no estuario avaliado. Inferimos também que as
concentracdes desses agentes anticolinesterasicos € alterada sazonalmente, pois seus efeitos de inibicéo
enzimatica se apresentaram maior na estacdo chuvosa para branquias e seca para visceras, sendo esses
tecidos sensiveis a variagdo sazonal desse xenobidticos anticolinesterasico. A diminui¢do na atividade
da AChE de branquias no inverno foi acompanhada do aumento das concentragdes dos metais chumbo,
cadmio na agua e cobre no tecido. No presente estudo, ensaio in vitro evidenciou inibicdo de 100% a
atividade de AChE em Crassostrea sp. exposta ao Cu?* Cd?* na concentracéo de 0,1 mM. Vérios relatos
na literatura reportam inibi¢do in vintro de cobre em espécies aquaticas tais como de 53% para P.
managuensis, de 23% para 0 pirarucu, Arapaima gigas, de 35% para a o tambaqui, Colossoma
macropomum, de 23% para 0 beijupira, Rachycentron canadum, de 78% para o poraqué, Electrophorus
electricus e de 53% para o tucunaré Cichla ocellaris (Assis, 2011; Oliveira et al., 2012; Silva et al.,
2013; Araujo et al., 2016). Segundo (Jemec et al. 2007) alteracGes na atividade da AChE, quando
exposta a concentracdes de cobre, estd relacionada a capacidade do metal em substituir o cofator da
enzima, resultando na incapacidade de sua interacdo com o substrato, resultando em inibicdo
significativa.

Atividades baixas de AChE no musculo adutor de Crassostrea sp. coletadas no estuario Canal de
Santa de Cruz, também foi relatado por Valdez Domingos et al, (2007). O declinio da atividade AChE
descrito para varios metais pesados pode ser interpretado como um resultado secundario de alteragdes
conformacionais na enzima, devido a metais se ligarem com um grande namero de grupos funcionais
sulfidrilo e como um efeito direto derivado da sua capacidade para se ligarem covalentemente a serina
no sitio ativo da AChE (Szabo e Nemcso'k, 1992). Comparando as esta¢des seca e chuvosa foi possivel
observar que a atividade da AChE do musculo adutor apresentou menor atividade na estacdo seca,

porém em relacdo as ostras depuradas ndo houve diferenca significativa. A atividade de BChE foi menor
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na estacdo chuvosa para os trés tecidos, corroborando a ideia de que ha diferenca sazonal na resposta
dessa enzima biomarcadora (BChE) em relagdo as concentragdes dos compostos anticolinesteréasicos que
sugerimos ser maior na estacao chuvosa. Devido as atividades das colinesterases terem sido menores na
estacdo chuvosa (Fig. 1), mesmo sem a analise quimica ter sido realizada, este resultado sugere a
ocorréncia de niveis mais elevados de agentes colinesterasico, que normalmente s&o inibidores potentes
destas enzimas. A atividade da AChE pode ser inibida por poluentes, tais como organofosforados e
carbamatos (Oliveira Ribeiro e Silva de Assis; 2005), mas outras substancias, como metais (Rabitto et al,
2005), hepatotoxinas de cianobactérias (Monserrat et al, 2000) e detergentes sdo susceptiveis de
interferir na atividade, necessitando cautela na interpretacdo dos resultados da atividade deste
biomarcador in situ. Assim, a baixa atividade da AChE encontrada nas ostras coletadas no complexo
estuarino pode estar associada também as maiores concentracdes de alguns metais tragos nestes animais.
Cabe ressaltar também que existe a possibilidade de que outros fatores fisico — quimicos como pH,
salinidade e condutividade possam também ter afetado a atividade das enzimas analisadas nas ostras
mantidas no complexo estuarino.

Embora a atividade da colinesterase seja mais elevada em vertebrados do que invertebrados
(Bocquene' et al., 1990), os presentes resultados podem ser atribuidos as diferencas na sensibilidade no
metabolismo entre grupos de animais. O aumento da atividade de AChE no musculo adutor de ostras do
estuario no inverno pode estar relacionada a uma consequéncia da exposicdo a longo prazo a
contaminantes no ambiente. Este efeito, que significa a tolerancia do organismo aos contaminantes, foi
anteriormente relatado por outras enzimas como as ATPases, tanto para vertebrados (Webb et al, 2001),
e invertebrados (Harris e Santos, 2000; Bianchini et al., 2005; Comoglio et al., 2005). O aumento da
sintese e atividade de ChE foi observada em peixes e invertebrados cronicamente expostas a niveis sub-
letais de metais e os pesticidas (Bianchini et al, 2005; Comoglio et al, 2005). Em conformidade,
correlacdes positivas significativas foram observadas entre as concentracfes de atividades de AChE e
BChE nas branquias e musculo de (Roche et al., 2002), e mercurio induzindo o aumento da expressao de
AChE E BChE no mexilhdo glandula digestiva (M. galloprovincialis) (Burlando et al., 2004).

Por serem organismos sesseis, ap0s o fechamento as ostras estuarinas certamente estdo
cronicamente expostas a diversos contaminantes na area estudada, explicando a inibicdo das atividades
da AChE e BChE entre estacfes no estudrio, e entre o estuario e ostras depuradas medidos neste estudo
(Fig. 1). A presenga de coliformes a 45° (>1100 NMP/ml) presentes na analise microbioldgica da agua
do estuario nas duas estagdes, seca e chuvosa, sugere que o estuario de Santa Cruz recebe descarga de
efluentes domeésticos, podendo ter contribuido para o efeito inibitoério das ChEs (AChE e BChE). Esse
mesmo comportamento foi observado por Peres et al., (2004), onde efluentes domésticos ndo tratados

Estudos relacionados a atividade de colinesterases, geralmente, mostram inibicdo enziméatica em

espécimes de bivalves coletados em areas impactadas, como descrito por Dreissena polymorpha tecidos
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moles e hemolinfa (Galloway et al, 2002; Owen et al, 2002; Binelli et al, 2006; Ricciardi et al., 2006).
Inibicdo da colinesterase também foi descrita em tecidos visceral total de Mytilus galloprovincialis
coletadas em éareas costeiras italianas sob influéncia industrial e urbana (Lionetto et al., 2003), e no
musculo adutor da Amblema Plicata expostos a clorpirifos (96 h) (Doran et al., 2001).

Observou-se de maneira geral, que a atividade da colinesterase apresentou mais elevada no veréo
do que no inverno, corroborando os resultados relatados por Bocquené e Galgani (1990) e Ricciardi et
al. (2006) que observaram incrementos na atividade da colinesterase em bivalves nas estacdes mais
quentes do ano; bem como a tendéncia de atividade metabdlica mais intensa no verdo demonstrada em
Crassostrea gigas por Mao (2006) e Mytilus golloprovinciallis por Bochetti (2006). Além disso, é
durante o verdo que ocorre um maior trafego de barcos e a presenca de turistas contribuem para um
grande aumento na geracdo de efluentes domésticos, incrementando a contaminacdo dos estuarios
(\Valdez Domingos et al. 2007).

A ocorréncia de efeitos sazonais (diferencas entre inverno e verdo), nos trés tecidos de ostras
coletadas no estuario Canal de Santa de Cruz provavelmente pode ser relacionado a diferencas de pH,
que foi mais alto no inverno (Tabela 1). Diferencas no pH pode ser devido a diferentes taxas de
precipitacdo. Os dados de agéncias estatais disponiveis on-line na internet (www.apac.pe.gov.br)
indicam os meses de inverno de junho - agosto como aqueles com as maiores taxas de precipitagcdo, nos
10 dias anteriores a coleta das ostras do complexo estuarino Canal de Santa Cruz. Diferentes taxas de
precipitacdo podem afetar ndo sé valores de pH nos estudrios, mas também a disponibilidade de
contaminantes, maior turbuléncia na dgua e rotatividade de sedimentos (Fent, 1996). A variabilidade dos
parametros abidticos e disponibilidade de contaminantes pode, assim, ser responsaveis pelo aumento ou
diminuicdo da atividade de AChE e BChE nos tecidos visceral, branquial e musculo adutor do estuario,
tanto entre as estagfes, como em relagdo as ostras depuradas (Tabela 1 e 2). Outro fator importante que
pode explicar o aumento dos niveis de pH no canal de santa Cruz é a presenca de industrias as margens
dos rios que desaguam e liberam seus efluentes no estuario.

O rio Botafogo é o principal rio que desemboca no Canal de Santa Cruz e segundo Meyer et al.
(1998), até 1991 este rio recebeu grande aporte de mercurio proveniente de uma fabrica de soda caustica
na regidao. Em 2003, ainda foram detectados altos niveis de mercurio nas ostras desta regido (Cavalcanti,
2003). Atualmente, ainda existem fabricas de soda caustica operando na regido do canal de Santa Cruz,
também ha fabricas de cloro, papel e de plantacdes de cana-de-agicar. Além do aporte de efluentes
industriais e agricolas, analises microbioldgicas da agua desse estuario, realizadas no presente estudo,
revelou altos niveis de coliformes termotolerantes, no verdo e inverno, sendo isso um indicio que esgotos
urbanos estejam chegando ao Canal de Santa Cruz e, consequentemente alterando alguns parametros

fisicos- quimicos, por exemplo o pH.
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Informacéo sobre os efeitos do pH em bivalves ainda ndo foi bem elucidado. Porém, o aumento
dos niveis de pH é relatado em peixes, estando associado ao inchaco dos eritrocitos, a reducdo na
contagem total de eritrdcitos e ao teor de hemoglobina total, de carpas (Das et al., 2006).

A atividade da CAT em visceras foi semelhante entre as ostras coletadas no estuario na estacao
seca e chuvosa, e entre estacdo seca e ostras depuradas. Contudo, a atividade da CAT no inverno foi
menor que nas ostras depuradas, época em que o indice pluviométrico foi maior nos dias que
antecederam a coleta da ostra no complexo estuarino. Esse fato pode ter contribuido para o maior aporte
de contaminantes como metais pesados que de acordo com a literatura demonstrarn efeitos severos sobre
a eficiéncia catalitica dessa enzima (Fig. 3) (Bayne, 1990). Atividade diminuida da CAT sugere que esse
estudrio esta impactado quimicamente por atividades humanas, que pode provocar uma inibi¢cdo de CAT
ou uma menor expressdo dessa enzima nessa espécie de molusco bivalve estudada, quando comparado
com bivalves da mesma espécie depurados. Estudos sugerem que a atividade de CAT é um biomarcador
importante de contaminacdo, apesar da interferéncia de parametros fisico-quimicos (Sheenan e Power,
1996)

A resposta antagbnica de aumento e diminuicdo da atividade da CAT observada em visceras de
ostras coletadas na estacdo seca e chuvosa, na regido estuarina pode estar relacionada a maior
concentracdo de alguns metais detectados nos tecidos moles destes animais e na agua estuarina,
respectivamente (Tab. 2 e 3), e outros fatores fisico-quimicos, e contaminantes biolégicos que
oscilaramm entre as esta¢Ges. Segundo Bayne (1990), a CAT é uma hemoproteina que possui 0 grupo
heme em sua estrutura catalitica. Certos metais possuem alta afinidade por enzimas envolvidas na sintese
do grupo heme da CAT, o que pode causar uma inibicdo da sintese do grupo heme e comprometer a
eficiéncia catalitica desta enzima observada no presente estudo.

Nas branquias de ostras coletadas no estuério foi observado que a atividade da CAT foi maior na
estacdo seca, comportamento inverso foi detectado quando comparamos a atividade de CAT de
branquias das duas esta¢cdes com branquias de ostras depuradas, sendo o valor de CAT nas duas estacfes
menor que nas ostras depuradas. Em relagcdo a resposta sazonal diferente entre visceras e branquias
podemos inferir que tecidos diferentes tem respostas especificas para os diversos poluentes. A branquia é
0 primeiro tecido a ter contato com o0s agentes xenobidticos, 0 que pode ativar uma resposta rapida nessa
enzima detoxificadora. Por outro lado, as respostas obtidas em estudos in situ, como as do presente
trabalho, podem ser vistas como resultado da interacdo de fatores biologicos e fatores ambientais. Estas
interacdes podem estar promovendo efeitos sinérgico ou antagonico sobre as respostas biogquimicas dos
organismos, 0 que exige cautela na interpretacdo dos resultados.

Comumente, o aumento de atividade da CAT indica a ativagcdo do sistema de defesa anti-
oxidante, de modo a manter a homeostase celular redox contra compostos pro-oxidantes e, assim, evitar
0 estresse oxidativo, (Clemente et al, 2010). O estresse oxidativo pode levar a danos de biomoléculas

importantes, tais como proteinas, lipidios, carboidratos e DNA, e por isso tem importante consequéncias
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deletérias para a integridade, funcionamento e sobrevivéncia da célula (Livingstone et al, 1990). A
atividade da CAT obdtida no musculo adutor de ostra do complexo estuarino ndo apresentou diferenca
sazonal, nem entre as duas estacOes e ostras depuradas.

O trabalho de Vidal et al. (2002) relata que a espécie de bivalve Corbicula fluminea apresenta
reducdo de paramentros como: catalase peroxidacéo de lipideos e NADH citocromo ¢ redutase em pH
alcalino (8 a 9); indicando que a alcanizagdo da dgua pode aumentar a suscetibilidade de bivalves a a¢éo
de contaminantes aquaticos.

No presente estudo, foram observadas diferencas sazonais nos niveis de SOD nas visceras e
branquias do complexo estuarino, com 0s niveis mais altos observados na estagdo chuvosa. Estes
resultados estdo de acordo com os estudos de (Luna Acosta et al, 2010) que revelaram diferencas
sazonais significativas nos niveis da enzima detoxifadora GPx na glandula digestiva, com 0s niveis mais
baixos observados na estacdo seca. Resultados semelhantes foram encontrados na atividade da GPx em
P. viridis do Mar Arébico (Verlecar et al., 2008). A estacdo chuvosa é um periodo em que 0 estresse
oxidativo é conhecido por ser elevado em bivalves (Manduzio et al., 2004). O autor ainda sugere que
estudos de biomonitoramento sobre o estresse oxidativo no mexilhdo azul, Mytilus edulis, deve
preferencialmente ser realizado nas branquias em vez de na glandula digestiva. Portanto, atividades alta
de SOD em visceras e branquias na estacdo chuvosa pode ser uma consequéncia do estresse oxidativo
elevado. Diminuicdo da atividade da SOD no musculo e nas visceras foi observada na estagdo seca
quando comparadas com as ostras depuradas. No entanto, valores semelhantes de atividade de SOD
foram encontrados no masculo adutor de ostra do estuario coletadas na estacdo seca e chuvosa, e entre
coletas da estacdo chuvosa e ostras depuradas.

Esses resultados corroboram com a auséncia de diferengas sazonais de SOD encontradas em
brénquias e glandulas digestivas de ostras do pacifico Crassostrea gigas expostas a contaminantes in
situ. Segundo os autores, este comportamento sugere que modulagbes antioxidantes diferem entre as
espécies e que é necessario estudar os niveis basais no organismo de interesse antes de comparar as
respostas de biomarcadores entre os locais contaminados e de referéncia (Luna Acosta, et al 2010).

As maiores atividades das enzimas SOD e CAT encontradas nos tecidos estudados relaciona-se
com o trabalho em conjunto de ambas na neutralizacdo de EROs: primeiro a SOD transforma anions
superdxido em perdxido de hidrogénio e a CAT, por sua vez, age logo apds degradando o peroxido de
hidrogénio em H.0, e O% (Halliwell ; Gutteridge, 2007). Dessa forma, tanto a atividade da SOD, como a
da CAT tendem a ser maiores em ostras expostas a metais, além de diversos organofosforados, pois
esses compostos podem provocar desbalango na producdo de EROs e promover situages de estresse
oxidativo (Van der Oost et al., 2003; Valavanidis et al., 2006). Assim, a inducdo da atividade da SOD e
da CAT em visceras e branquias pode estar correlacionada com a maior concentracdo de metais, matéria

organica, entre outros poluentes disperso na coluna d"agua do estuario estudado.
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Os niveis de GSSG variaram sazonalmente em visceras e branquias de ostras do complexo
estuarino, sendo observado valores maiores de GSSG na esta¢do seca para visceras e maiores na estacdo
chuvosa para branquias. Segundo Kosower e Kosower (1978), altos niveis de GSSG representa um
biomarcador de estresse oxidativo. Altos teores de GSSG sao relativamente comuns em peixes
(Rodriguez-Ariza et al., 1993b) e moluscos (Wilhelm Filho et al., 2001b), mas contrasta com a pequena
quantidade de GSSG normalmente encontrada em mamiferos. A alta propor¢do de GSSG encontradas
nas visceras na estacdo seca, e nas branquias de ostras do estuario € outro indicativo de que 0 organismo
estd enfrentando uma condicdo de estresse oxidativo agudo por estar inserido num ambiente poluido.
Estudo realizado por Torres et al (2002), também mostraram niveis altos de GSSG nas glandulas
digestivas do mexilhdo Mytella guyanensis e consequentemente alto nivel de estresse oxidativo nos
locais onde foram extraidos.

No presente estudo, quando comparamos 0s niveis de GSSG do estuario nas duas estacdes com
as ostras depuradas percebemos que os niveis foram maiores que as ostras depuradas nas visceras, e
menor nas branquias e masculo, neste tecido também foi observado niveis de GSSG semelhantes na
estacdo seca e chuvosa. As diferencas existentes nos niveis de GSSG e dos outros biomarcadores
citados, entre as ostras do complexo estuarino e as ostras depuradas demonstram que 0 ecossistema
estudado se encontra altamente impactado.

Neste trabalho diferengas sazonais foram observadas nos niveis de GSH em branquias e mdsculo
adutor de Crassostrea sp. As respostas relacionadas com a polui¢do nos niveis baixos de GSH foram
observadas na estacdo seca para branquias e na estacdo chuvosa para musculo adutor. Em relagéo a ostra
depurada, foi observado um decréscimo no nivel de GSH em branquias na estacdo seca e em musculo
adutor nas duas estagdes. Enquanto os niveis de GSH foram semelhantes em visceras coletadas no na
estacdo seca, chuvosa e ostras depuradas. Essa diminui¢do nos niveis de GSH observadas nas branquias
e visceras, sugere que radicais livres produzidos em ostra Crassostrea sp. devido a presenca
xenobiodticos no complexo estuarino Canal de Santa Cruz, estdo sendo neutralizados por esse
antioxidante. Esse comportamento é esperado pois segundo Wilhelm Filho et al., 2001a; em situacGes de
exposicao cronica a ambientes poluidos o consumo de oxigénio aumenta e o esgotamento de GSH é,
portanto, observado. O estresse oxidativo se faz presente devido ao aumento da taxa metabdlica, como
consequéncia das alteragdes das atividades normais (Wilhelm Filho et al., 2001b). Face ao papel da GSH
na protecdo contra o estresse oxidativo e detoxificacdo de xenobidticos, a disponibilidade desta na forma
reduzida € um fator chave para a manutencdo da satde. Quanto menor o conteudo em glutationa numa
célula, menor a probabilidade de sobrevivéncia dessa célula (Forman, 2009).

A glutationa participa em inimeros processos metabdlicos no organismo. O conteldo em
glutationa no organismo é um forte indicador do respectivo estado fisiologico (Tapiero, 2003), onde a
sua deplecdo pode ocasionar danos celulares irreversiveis (Forman, 2009). GSH é comumente

encontrada nessa sua forma ativa, convertendo-se em GSSG (glutationa oxidada/glutationa dissulfeto)
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durante sua atuacdo frente a metabolizacdo de perdxido de hidrogénio, em conjunto com a CAT e SOD,
metabolizacdo de xenobidticos, como cofator de glutationas S- trasnferase e na desativagdo de radicais
livres que provocam estre oxidativo.

A razdo GSH/GSSG em visceras de ostras do complexo estuarino foi menor na estacdo seca que
na estacdo chuvosa, enquanto a razdo GSH/GSSG desse mesmo tecido em ambas estacbes apresentou —
se menor que nas ostras depuradas. Comportamento contrario foi observado no musculo adutor de ostras
coletadas no estuario, onde a razdo GSH/GSSG entre a s estacdes foi menor na estacdo chuvosa.
Comparando a razdo GSH/GSSG entre as estacdes seca e chuvosa e depuradora foi maior nas estacoes.
Semelhanca na razdo de GSH/GSSG em visceras coletadas na estagdo seca, chuvosa e ostras depuradas
foram observadas. Segundo Henry Okigami, 2009, nos tecidos saudaveis cerca de 90% da glutationa
existente encontra-se na forma reduzida (GSH) que ¢ sua forma biologicamente ativa. Em condicdes de
stresse oxidativo, a GSH converte-se em GSSG, o que leva a uma diminuicdo da razdo GSH/GSSG
(Rodrigues Neto, 2010). O par redox GSH/GSSG podera ser um importante indicador do estado redox
celular (Ballatori, 2009) e, alteracdes neste par redox demonstram estar relacionadas com a proliferacéo
celular, diferenciacdo e/ou apoptose (Park, 2010). Sendo assim podemos inferir que a diminuicdo na
razdo GSH/GSSG de visceras e musculo adutor de ostras coletadas no estuario em relacdo a ostras
depuradas seja um indicativo de resposta ao estresse oxidativo provocado pela presenca de poluentes
geradores de impacto ambiental no complexo estuarino.

Niveis aumentados de malonaldeido (MDA) indicam que peroxidacdo lipidica (LPO) foi
encontrada em branquias de ostras do estuario coletadas na esta¢do chuvosa, nesse mesmo tecido niveis
de glutationa oxidada (GSSG) também foram aumentados sugerindo ocorréncia de estresse oxidativo no
organismo estudado. Niveis semelhantes de MDA foram encontrados em visceras e musculo adutor na
estacdo seca e chuvosa, e entre estacdo seca e depuradora deste mesmo tecido. Tal semelhanga nos
niveis de MDA em visceras e musculo adutor pode ser relacionado a alta atividade da SOD e BChE, e
seu papel protetor frente aos agentes xenobidticos que provocam estresse oxidativo e consequentemente
peroxidacdo lipidica. A peroxidacao lipidica afeta funcGes importantes da membrana, nesse caso espera-
se que as células ativem mecanismos de defesa eficientes para controla-lo, especialmente em ostras
continuamente exposta. No entanto, niveis inalterados de peroxidacdo lipidica ndo significam
necessariamente a auséncia de estresse oxidativo, pois segundo Brito (2012) esse estresse pode acontecer
e localizar-se em organelas celulares especificos e esta envolvido na morte celular dos organismos
exposto a essa condi¢do. Os niveis de MDA em visceras e branquias da estacdo seca e chuvosa foi
menor que o das ostras depuradas, enquanto no musculo apenas durante a estacdo chuvosa foi visto uma
diminuicdo nos niveis de MDA quando comparados com ostras depuradas. Essa resposta pode estd
relacionada com a ativacdo dos componentes antioxidantes, aumento de GSH em branquias, aumento na

razdo GSH/GSSG em visceras e musculo adutor na estacdo chuvosa, e aumento da SOD em branquias
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na estacdo seca, que estdo envolvidos na protecdo contra danos a componentes celulares mediados por
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio EROS/ERNES.

Atividade aumentada de amilase e pepsina, na estacdo seca e chuvosa, foi observada no tecido
visceral de ostra do estuario quando comparadas com ostras depuradas, enquanto resposta sazonal
diferenciadas foi encontrada para esse tecido, sendo a maior atividade na estacdo seca para amilase, e
maior na estacdo chuvosa para pepsina. Esses resultados sugerem que devido as ostras terem habito
alimentar filtrador, particulas ricas em matéria organica por exemplo carboidrato e proteina, suspensas
na dgua possa ter ativado nivel maior dessas enzimas digestivas especificas, afim de acelerar o processo
de digestibilidade desse nutriente. Esse aumento na atividade dessas duas enzimas digestivas e a
presenca comprovada de coliformes fecais na anélise bacterioldgica, pode ser indicios de que o esturio
tem recebido um aporte grande de poluentes organicos. A diferenca sazonal observada na atividade
especifica da amilase e pepsina, indicam que menores atividades obtidas no inverno para amilase e no
verdo para pepsina estdo correlacionadas com possiveis poluentes inibidores dessas enzimas presentes
no estuario nestas estacGes. Nesse ecossistema, quantidades elevadas de restos vegetais, animais e
microrganismos juntamente com os efluentes domeésticos, constituem uma carga capaz de fornecer
compostos potencialmente inibidores, como compostos de Kunitz e de Bowman-Birk, alcaloides,
anticorpos, fatores antinutricionais, farmacos, dentre outros. Concomitantemente, pesticidas, metais
pesados e compostos organoestanicos presentes em sedimentos também podem inibir essas enzimas
mediante danos irreversiveis nas células secretoras dos tecidos digestivos (Casida e Quistad, 2005; Silva
etal., 2011).

Segundo Neumann (1970), quando alguns desses compostos organoestanicos adentram 0s
ambientes aquaticos, podem se degradar facilmente na dgua, porém, quando atingem os sedimentos,
permanecem imobilizados, levando muito mais tempo para se tornarem biologicamente inativos.

O decréscimo encontrado nas atividades de amilase e pepsina na estacdo chuvosa e na estacao
seca respectivamente, e 0 aumento dessas enzimas em relacdo as ostras depuradas, sugere que essa
enzima pode ser utilizada como um biomarcador eficaz no monitoramento do complexo estuarino Canal
de Santa Cruz, pois indicam a presenca de outras substancias poluidoras, no ambiente estudado, e ndo
apenas pesticidas e cianotoxinas que podem interagir com sitio catalitico dessas enzimas inibindo ou
ativando a mesma.

Comparando o comportamento das atividades especificas da tripsina, quimotripsina e
leucinoaminopeptidase, utilizando os respectivos substratos seletivos, observamos que houve uma
diminuicdo nas atividades dessas enzimas em visceras coletadas na estacdo seca em relacdo a estacdo
chuvosa. A atividade da quimotripsina usando os dois substratos especificos, sapna e sucphepnan, e da
leucinoaminopeptidase também foram menores na estacdo chuvosa quando comparadas individualmente
com as atividades das ostras depuradas. Resultados semelhante também foi reportado por (Assis et al,

2014) onde observaram decréscimo estatisticamente significativo na atividade das enzimas digestivas
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pepsina, tripsina e amilase do peixe Tilapia do Nilo coletado em um riacho contaminado por efluentes
domestico e de laboratdrios.

As respostas dessas enzimas corroboram com o0s obtidos para a pepsina e amilase, as quais
apresentaram oscilacfes sazonais em suas atividades, sendo esse um indicativo de que poluentes com
capacidade de inibir a atividade dessas enzimas digestivas estdo presentes no estuario e tem gerado
impacto severos ao status de conservacdo do mesmo. Sugerimos também que esse impacto pode estar
correlacionado ao insucesso no desenvolvimento de cultivo no estuario e crescimento natural do
molusco bivalve em estudo no estuario monitorado. Inferimos, portanto, que substancias inibidoras de
tripsina, quimotripsina e leucinoaminopeptidase estdo presentes em maior concentracdo na estacdo seca,
levando em consideracdo as atividades da estacdo seca e chuvosa. Porém, resultado antagénico foi
observado nas atividades das trés enzimas na estacdo chuvosa, e apenas para bapna na estacdo seca em
relacdo a depuradora, onde houve um aumento das atividades enzimaticas, sugerindo que um mecanismo
de compensacao /ativacdo ocorreu devido a presenca de poluentes atuando também sitio ativo dessas
enzimas. Esses efeitos de inibicdo primarios de pesticidas, anatoxinas e alguns metais pesados nao se
restringem as colinesterases: cerca de 50 esterases podem ser inibidas, entre elas algumas enzimas
digestivas como a tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase (Kam et al., 1979; Fischer, 1988; Casida e
Quistad, 2004 e 2005). Porém, os efeitos de tais poluentes sobre outras enzimas digestivas como a
pepsina, amilase (Assis et al, 2014) e aminopeptidase, ainda ndo estdo disponiveis na literatura.

Como mencionado anteriormente, diversos compostos organicos e inorganicos podem ter
contribuido na inibicdo dessas enzimas digestivas, sugerindo que o impacto causado pela acéo
antropogénica no Canal de Santa Cruz ocorre tanto na estagdo seca como na estacdo chuvoso e esse
impacto é refletido a longo prazo negativamente nas respostas fisioldgica da ostra Crassostrea sp.
Inferimos que as oscilagdes e respostas antagbnicas na estacdo chuvosa e seca dos biomarcadores,
enzimaticos e ndo enzimatico, utilizados no presente estudo correlacionam-se com 0s niveis acima do
permito pelo CONAMA de Pb e Cu, presenca de coliformes fecais, diferenca de pH entre outros
parametros fisico-quimicos observados na agua.

As interpretacfes de dados de campo sdo necessariamente muito complexo como um grande
numero de factores pode interagir de uma forma nao controlada (Roche et al, 2002; Zanette et al, 2006).
No entanto, apesar da interferéncia sazonal e fisioldgica sobre a biotransformacéo, atividade de enzimas
antioxidantes, enzimas digestivas e antioxidante ndo enzimaticos, estes biomarcadores ainda
representam importantes ferramentas para ecotoxicologia, pois segundo (Zanette et al., 2006), 0 uso de
maltiplos biomarcadores pode ser til na caracterizacdo adequada de uma determinada &rea ao longo do
tempo, permitindo o seu biomonitoramento.

Como mencionado anteriormente, as mudangas sazonais nos biomarcadores tém sido associados
com alteracdes no estado fisioldgico de ostras (por exemplo, crescimento e reproducéo) ou alteracfes

nos parametros fisico-quimicos da agua (Sheehan e Power, 1999). No entanto, os dados do presente
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estudo sugerem que eventos de curta duragdo, tais como um aumento da precipitacdo direta antes da
coleta de animais, bem como a sazonalidade, podem ser fatores importantes a influenciar nas respostas

de biomarcadores em ostras.

5. CONCLUSAO

A utilizacdo de multiplos biomarcadores utilizando a ostra nativa Crassostrea sp. foi adequado
para avaliar as diferencas sazonais encontradas no estuario Canal de Santa Cruz que sofre impacto e
interferéncia no seu status de conservacdo. O gradiente de poluicdo inicialmente suposto foi confirmado
pelas respostas dos biomarcadores avaliados e pelas analises fisico-quimicas e microbioldgicas da dgua e
dos tecidos moles de Crassostrea sp. Baseado na variacdo das atividades nas enzimas colinesterases
(AChE/BChE), CAT, SOD e enzimas digestivas, nos niveis de agente antioxidantes GSH, GSSG,
GSH/GSSG e peroxidacao lipidica (nivel de MDA), bem como niveis de ions Cu e Pb, na presenca de
coliformes fecais na dgua estuarina sugerimos que esse ecossistema esta recebendo aporte de poluentes
organicos e inorganico o que compromete a biodiversidade local, podendo ser classificado com um
ambiente impactado por acdo antropogénica direta. Os resultados também apontam para um risco a
populacdo humana, que utiliza a ostra Crassostrea sp., nossa espécie sentinela, como fonte alimentar.
Assim, continuo programa de monitoramento de contaminagdo ambiental deve ser estabelecido nesse
estuario para elucidar respostas antagdnicas de alguns biomarcadores, a fonte de poluentes e avaliar 0s
efeitos biologico e riscos a longo prazo para a biota e populacdo humana que vivem proximas ao

estuario.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

. A utilizacdo de multiplos biomarcadores fornece um diagnéstico mais confiavel.

. Existe contaminantes no complexo estuarino Canal de Santa Cruz que induzem efeitos
genotdxicos no molusco bivalve Crassostrea sp. O impacto genotédxico foi confirmado pela deteccéo de
microlesdes no DNA e pela alta frequéncia de macrolesdes (MN) em células da hemolinfa. A
sensibilidade da resposta genética das ostras ao Ensaio Cometa e Ensaio Micronucleo indicam que o
complexo estuarino Canal de Santa Cruz encontra-se impactado pela agdo antropogénica. Portanto, o
molusco bivalve Crassostrea sp. demonstrou ser um excelente bioindicador de poluigdo do mangue,
mostrando-se sensivel e fiel aos efeitos de possiveis xenobidticos genotoxicos presentes no estuario.

. A AChE de branquias da Crassostrea sp. mostrou ser um potencial biomarcador para o
carbamato carbaril. E a AChE de visceras para o carbamato carbofuran. Sendo esta enzima, considerada
uma ferramenta Util no monitoramento de toxicidade ambiental. Os dados apresentados sobre a
caracterizacdo da atividade da AChE em Crassostrea sp. sdo sem precedentes e contribuira na
compreensdo da dindmica da AChE nesta espécie.

. A utilizacdo de multiplos biomarcadores bioquimicos, enzimaticos e ndo enzimaticos, da ostra
nativa Crassostrea sp. foi adequado para avaliar as diferengas sazonais encontradas no estuario Canal de
Santa Cruz. O gradiente de poluicdo, que impacta esse estuario e interfere no seu status de conservacao,
foi confirmado entre as estacdes pelas respostas dos biomarcadores avaliados.

. As analises realizadas no presente estudo apontam para presenca de poluentes organicos e
inorganico o que compromete a salide ambiental e biodiversidade local, podendo esse estuério ser
classificado com um ambiente impactado por acdo antropogénica direta. Assim, continuo programa de
monitoramento de contaminacdo ambiental deve ser estabelecido nesse estuario para elucidar respostas
antagbnicas de alguns biomarcadores, a fonte de poluentes e avaliar os efeitos bioldgico e riscos a longo

prazo para a biota e popula¢do humana que vivem proximas ao estuario.
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in a collective work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing
their adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)
For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided
they do not alter or modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 3000, excluding taxes. Learn more about Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of green open access options available. We recommend authors see our green open access
page for further information. Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable public access from their institution's repository after an embargo period. This
is the version that has been accepted for publication and which typically includes author-incorporated changes suggested during submission, peer review and in editor-author
communications. Embargo period: For subscription articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing customers before an article
becomes freely available to the public. This is the embargo period and it begins from the date the article is formally published online in its final and fully citable form.

This journal has an embargo period of 24 months.

Elsevier Publishing Campus

The Elsevier Publishing Campus (www.publishingcampus.com) is an online platform offering free lectures, interactive training and professional advice to support you in
publishing your research. The College of Skills training offers modules on how to prepare, write and structure your article and explains how editors will look at your paper when it
is submitted for publication. Use these resources, and more, to ensure that your submission will be the best that you can make it.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing
to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's
WebShop.

Authors are requested to submit their papers electronically by using online manuscript submission available at http://ees.elsevier.com/er. This site will guide authors stepwise
through the submission process. Authors can upload their articles as Microsoft (MS) Word, WordPerfect, or LaTeX files. It is also possible to submit an article in PostScript or
Adobe Acrobat PDF format, but if the article is accepted, the original source files will be needed. Zipped files containing individual files (letter to editor, manuscript, tables,
figures) can also be downloaded and the online system will extract the files and allow them to be viewed and labeled. If you submit a word processing file, the system generates an
Adobe Acrobat PDF version of the article for the reviewing process. Authors, reviewers, and editors send and receive all correspondence by e-mail and no paper correspondence is
necessary. The manuscript will be edited according to the style of the journal, and authors must read the proofs carefully.

Online submissions require:

Cover Letter: Document (Word, WordPerfect, RTF, PDF, LaTex) containing your cover letter to the Editors. The following statement should be included in the letter to the editor:
" All of the authors have read and approved the paper and it has not been published previously nor is it being considered by any other peer-reviewed journal.”

Response to Reviews (Resubmissions Only): Document (Word, WordPerfect, RTF, PDF, LaTex) detailing your response to the reviewers' and editor's comments of a previously
rejected manuscript that you are re-submitting.

AT PENTARMAT B EAGHS SWERI 288k dPerfect, RTF) or LaTex file consisting of the tiVANGASAHSFSAMAQRALLRRY <, and any figure/table legends. 6

Manuscript file should include page numbers. Please do not include line numbering as this is automatically imposed by the editorial system.

Tables: Tables should be separate from the manuscript text, and can be uploaded individually or consolidated into a single file. The file description you input below when
uploading your table must include the table number or range (e.g. Table 1, Tables 2-4).

Manuscripts must be written in English. There are no submission fees or page charges. Manuscripts are accepted for review with the understanding that no substantial portion of the
study has been published or is under consideration for publication elsewhere and that its submission for publication has been approved by all of the authors and by the institution
where the work was carried out; further, that any person cited as a source of personal communication has approved such a citation. Written authorization may be required at the
Editor's discretion. All papers reporting on studies involving human subjects must include documentation that the study was reviewed and approved, prior to its conduct, by an
appropriate institutional review board for human subjects research. No exceptions will be made to this requirement. Manuscripts that do not meet the general criteria or standards
for publication in Environmental Research will be immediately returned to the authors without detailed review.

Environmental Research does not publish proceedings or abstracts from scientific meetings. However, the journal welcomes submissions of papers from a specific meeting under
the following conditions: 1) all papers must be peer-reviewed by the journal; 2) the decision of the editors for publishing papers is final; 3) proposals for publishing such papers
must be submitted in advance of the meeting; 4) the proposers must undertake preliminary review and selection of papers for submission to the Journal; and 5) these papers must be
submitted as a group or within a period of three months to ensure timely and coordinated publication.

Letters to the Editor

The journal encourages thoughtful and appropriate correspondence related to any published article. In such cases, the letter will be submitted to the corresponding author of the
original article for response. Both the letter and the response will be published together.

PREPARATION

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation and uploading of your files. The system automatically converts your files to
a single PDF file, which is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word
document, in any format or lay-out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality figures for refereeing. If you prefer to do so, you
may still provide all or some of the source files at the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded separately.

References
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There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged.
The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author
to correct.

Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords,
Introduction, Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in your initial submission for peer review purposes.
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Divide the article into clearly defined sections.

Figures and tables embedded in text
Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file.

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible.
Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see
also the Guide to Publishing with Elsevier). See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and 'grammar-check’ functions of your word processor.

LaTeX
You are recommended to use the Elsevier article class elsarticle.cls to prepare your manuscript and BibTeX to generate your bibliography.
Our LaTeX site has detailed submission instructions, templates and other information.

For original full-length and short communications:
Introduction should be as concise as possible, without subheadings.

Materials and methods should be sufficiently detailed to enable the experiments to be reproduced.

Results and Discussion may be combined and may be organized into subheadings.

For commentaries and articles related to environmental policy, alternate formats will be accepted but should include an Introduction describing the problem in terms that a general
reader will understand. All statements of fact need to be referenced and papers that make use of newly acquired data must include a Materials and methods section as well as a
Results and Discussion section.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to ‘the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its
own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and
discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices
If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; ina
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.
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+ Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors'
affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front
of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is
given and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

» Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or ‘Permanent address’) may
be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals
are used for such footnotes.

Please note that the Journal's online editorial system (EES) now offers automatic line numbering.

Page 1 should contain the article title, the names and affiliations of all authors, and the name, telephone and fax numbers, e-mail address, and complete mailing address of the
person to whom all correspondence should be sent.

Page 2 should contain an abstract and five descriptive keywords.

Page 3 provides information on funding sources supporting the work described in the manuscript. For all papers dealing with research or studies on human subjects or experimental
animals, evidence must be provided of review and approval by an appropriately constituted committee for human subjects or animal research. If this information is not provided
upon submission, the paper will be returned without review.

For original full-length and short communications:
Introduction should be as concise as possible, without subheadings.
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Materials and methods should be sufficiently detailed to enable the experiments to be reproduced or the study design to be understood fully.
Results and Discussion may be combined and may be organized into subheadings.

For commentaries and articles related to environmental policy, alternate formats will be accepted but should include an Introduction describing the problem in terms that a general
reader will understand. All statements of fact need to be referenced and papers that make use of newly acquired data must include a Materials and methods section as well as a
Results and Discussion section.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented
separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard
or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in
a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online submission system. Image
size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular screen
resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best presentation of their images and in accordance with all technical requirements:
Illustration Service.
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Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate
editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).
You can view example Highlights on our information site.

Keywords
Immediately after the abstract, provide a maximum of 5 keywords, using American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example,
"and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations
Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be
defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Abbreviations should follow the usage established by Chemical Abstracts. Please restrict the use of acronyms, especially non-standard ones, as much as possible.

Acknowledgements
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or
otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Acknowledgments should be brief and should precede the references. In agreement with the Commission on Publication Ethics, authors must submit full information on sources of
funding and other support for their work that is presented in their paper.

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and
the United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other research institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or not-for-profit sectors.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line
for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any
equations that have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes
Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should
this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the end of the article.

Electronic artwork General
points
» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

+ Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.
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» Number the illustrations according to their sequence in the text.

» Use a logical naming convention for your artwork files.

« Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

« For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a single file at the revision stage.

« Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files. A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi. TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.

Please do not:

+ Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.

« Supply files that are too low in resolution.

« Submit graphics that are disproportionately large for the content.
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Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites)
regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs
from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of electronic
artwork.

Figure captions
Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations
themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in
them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they should
follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of
a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing
services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication
year and pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the DOI is encouraged.
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11A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and full citation details are not yet known, but the article is available online. A DOI is
guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C.,
Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research,
http://dx.doi.org/10.1029/2001JB000884i. Please note the format of such citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference
list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference management software products. These include all products that support
Citation Style Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor plug-ins from these products, authors only need to select the
appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet
available for this journal, please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/environmental-research
When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s)
name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged.
The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author
to correct. If you do wish to format the references yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style
References should be cited in the text by the author's name and year of publication. References should be listed alphabetically in an unnumbered list at the end of the paper in the
following style:

Baecklund, M., Pedersen, N.L., Bjorkman, L., Vahter, M., 1999. Variation in blood concentrations of cadmium and lead in the elderly. Environ. Res. 80, 222-230.
Letourneau, D.K., 1997. Plant-arthropod interactions in agroecosystems. In: Jackson, L.E.(Ed.), Ecology in Agriculture. Academic Press, San Diego, pp. 239-290.
Morgan, W.K.C., Seaton, A. (Eds.), 1995. Occupational Lung Diseases, 3rd ed. Saunders, Philadelphia, pp. 308-373.

References drawn from the worldwide web must include the date in which the material was accessed.

The names of journals should be abbreviated according to the latest available edition of Index Medicus or Chemical Abstracts Service Source Index. Only articles that have been
published or are in press should be included in the references. " Manuscript in preparation,” " personal communication," and * unpublished observation" should be cited as such in
the text.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.
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Only articles that have been published or are in press should be included in the references. “Manuscript in preparation,
should be cited as such in the text.

personal communication,” and "unpublished observation™

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or
animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order
to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB. Video
and animation files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your
files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data.
For more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text
for both the electronic and the print version for the portions of the article that refer to this content.
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Supplementary material can support and enhance your scientific research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Please note that such items are published online exactly as they are submitted; there is no typesetting involved
(supplementary data supplied as an Excel file or as a PowerPoint slide will appear as such online). Please submit the material together with the article and supply a concise and
descriptive caption for each file. If you wish to make any changes to supplementary data during any stage of the process, then please make sure to provide an updated file, and do
not annotate any corrections on a previous version. Please also make sure to switch off the "Track Changes' option in any Microsoft Office files as these will appear in the published
supplementary file(s). For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages.

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving readers access to relevant databases that help to build a better understanding of the described
research. Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). More
information and a full list of supported databases.

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the
online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and to help readers understand what the paper is about. More
information and examples are available. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

This journal enables you to show an Interactive Plot with your article by simply submitting a data file. Full instructions.

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any
item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
+ E-mail address

+ Full postal address

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

+ All figure captions

+ All tables (including title, description, footnotes) Further considerations

» Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'
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All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

+ Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Internet)
Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white

+ Indicate clearly whether or not color or black-and-white in print is required.

For any further information please visit our Support Center.

AFTER ACCEPTANCE

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS
Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone
process by allowing you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including
alternative methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of
the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. It is important to
ensure that all corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed.
Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share
Link can be used for sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order
form which is sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's Webshop. Corresponding authors
who have published their article open access do not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on ScienceDirect and can be shared
through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Track your submitted article
Track your accepted article
You are also welcome to contact the Elsevier Contact Center.

© Copyright 2014 Elsevier | http://www.elsevier.com
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Normas para redagéo de artigo cientifico - revista Aquatic Toxicology:

GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

N. Original Research Papers (Regular Papers)
O. Review Articles

P.  Short Communications

Q. Letters to the Editor

Original Research Papers should report the results of original research. The material should not have been previously published elsewhere, except in a preliminary form.
Review Articles can be divided into three types:

+ Regular reviews covering subjects falling within the scope of the journal which are of active current interest. These should generally not exceed 12 printed pages (approx.
6000 words).

» Mini-reviews. These will be short reviews or overviews (not exceeding 2-3 printed pages, approx. 1000-1500 words) on topics of above-average emerging interest.

» Commentaries. This label will be given to mini-reviews which clearly contain the personal opinions of the author concerned. All types of review articles will be solicited by
the Reviews Editor, Prof. M.N. Moore, Plymouth Marine Laboratory, Prospect Place, The Hoe, Plymouth,

40
PL1 3DH, UK. E-mail: mnm@pml.ac.uk. Short Communications will be restricted to papers describing short, complete studies. They should not exceed 3 printed pages,

including figures and tables (approx. 1500 words), and should be written in a continuous style, without subdivisions of introduction, materials and methods, results, discussion
and acknowledgements; they should always begin with a summary. A short communication, although brief, should be a complete and final publication, and figures and tables
from the communication should not occur in a later paper.

Letters to the Editor should either offer comment on a paper published in the journal, or comment on any general matter providing that this is relevant to the scope of the
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For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see  http://www.elsevier.com/publishingethics  and
http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.

The work described in your article must have been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical Association
(Declaration of Helsinki) for animal experiments http://europa.eu.int/scadplus/leg/en/s23000.htm; Uniform Requirements for manuscripts submitted to Biomedical journals
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the work was carried out,
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corresponding author, who must follow the procedure as described above. Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal Editors of any such requests and (2)
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information. An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the
online version of this agreement.
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superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not
spaces, to align columns.

The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional

manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables and text graphics will be
required whether or not you embed your figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and 'grammar-check’ functions of your wordprocessor.

If the LaTeX file is suitable, proofs will be produced without rekeying the text. The article should preferably be written using Elsevier's document class ‘elsarticle’, or
alternatively any of the other recognized classes and formats supported in Elsevier's electronic submissions

system, for further information see http://www.elsevier.com/wps/find/authorsview.authors/latex-ees-supported.

The Elsevier ‘elsarticle' LaTeX style file package (including detailed instructions for LaTeX preparation) can be obtained from the Quickguide: http://www.elsevier.com/latex.
It consists of the file: elsarticle.cls, complete user documentation for the class file, bibliographic style files in various styles,and template files for a quick start.
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Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered

1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to ‘the text'. Any
subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.
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Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.
Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a
Calculation section represents a practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.
Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and
discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion
section. Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.;
in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

« Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses
(where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the
appropriate address. Provide the full

46
postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

H. Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax
numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal

address. Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

1. Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address')
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic
numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required of no more than 400 words. The abstract should state briefly the purpose of the research, the principal results and major conclusions.
An abstract is often presented separate from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, they must be cited in
full, without reference to the reference list. Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the
abstract itself. AUTHOR INFORMATION PACK 4 Oct 2011 www.elsevier.com/locate/aqtox 7
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Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example,
‘and', 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be
defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or
otherwise.
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List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables
are to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the text
(if referred to explicitly in the text).

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text,
and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at the end of the article.
Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Electronic artwork
General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

Save text in illustrations as ‘graphics' or enclose the font.

Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.

Number the illustrations according to their sequence in the text.

Use a logical naming convention for your artwork files.

Provide captions to illustrations separately.

Produce images near to the desired size of the printed version.

Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
here.

Formats
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Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please ‘save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution

requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below): EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.
TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) the please supply ‘as is'.

Please do not:

« Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low;

+ Supply files that are too low in resolution;
« Submit graphics that are disproportionately large for the content.
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Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you
submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless
of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from
Elsevier after receipt of your

accepted article. Please indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork, please see

http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please
submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a
description of
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the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase
letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or ‘Personal communication’
Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in
the reference list.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

N. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of publication;
O. Two authors: both authors' names and the year of publication;

P. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of publication. Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should

be listed first alphabetically, then chronologically.
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Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al. (2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year
must be identified by the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article.

J. Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York. AUTHOR INFORMATION PACK 4 Oct 2011

www.elsevier.com/locate/agtox 9 Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing
Inc., New York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to

Index Medicus journal abbreviations: http://www.nIm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;

List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php;

CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit
with their article are strongly encouraged to include these within the body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or
animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In
order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 50
MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:

http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will
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be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more

detailed instructions please visit our video instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version for the portions of the
article that refer to this content.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.

Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, highresolution images, background datasets, sound clips and more.
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors
should submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more

detailed instructions please visit our artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of
any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

E-mail address

Full postal address

Telephone and fax numbers All necessary files have been uploaded, and contain:

Keywords

All figure captions

All tables (including title, description, footnotes) Further considerations

Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

References are in the correct format for this journal

All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa
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* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge)
and in black-and-white in print

« Ifonly color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for printing purposes.

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.
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The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a
document by the publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document, particularly
'Articles in press' because they have not yet received their full bibliographic information. The correct format for citing a DOI is shown as follows (example taken from a
document in the journal Physics Letters B): doi:10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to change.

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link
will be provided in the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier now provides authors with

PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version 7 (or higher) available free from http://get.adobe.com/reader. Instructions on
how to annotate PDF files will accompany the proofs (also given online). The exact system requirements are given at the Adobe site:

http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list
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your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a
printout of your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness
of the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will do
everything possible to get your article published quickly and accurately — please let us have all your corrections within 48 hours. It is important to ensure that all corrections
are sent back to us in one communication: please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if no response is received.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-mail. The PDF file is a watermarked version of the published article and includes a
cover sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use. Additional reprints can be ordered on a reprint order form which will be
sent to the corresponding author of the accepted article by the publisher.
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Author's Discount

Contributors to Elsevier journals are entitled to a 30% discount on most Elsevier books, if ordered directly from Elsevier.
AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please visit this journal's homepage. Contact details for questions arising after acceptance
of an article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher. You can track accepted articles at http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check
our Author FAQs (http://www.elsevier.com/authorFAQ) and/or contact Customer Support via http://support.elsevier.com.
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GUIDE FOR AUTHORS

Please bookmark this URL: http://www.elsevier.com/locate/chpc

The journal publishes original articles emphasizing comparative and environmental aspects of the physiology, biochemistry, molecular biology, pharmacology, toxicology and
endocrinology of animals. Adaptation and evolution as organizing principles are encouraged. Studies on other organisms will be considered if approached in a comparative context.

Part A. Molecular and Integrative Physiology covers molecular, cellular, integrative, and ecological physiology. Topics include bioenergetics, circulation, development,
excretion, ion regulation, endocrinology, neurobiology, nutrition, respiration, and thermal biology. Studies on regulatory mechanisms at any level or organization such as signal
transduction and cellular interactions and control of behaviour are encouraged.

Part B. Biochemistry and Molecular Biology covers biochemical and molecular biological aspects of metabolism, enzymology, regulation, nutrition, signal transduction,
promoters, gene structure and regulation, metabolite and cell constituents, macromolecular structures, adaptational mechanisms and evolutionary principles.
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Part C. Toxicology and Pharmacology covers chemical and drug action at different levels of organization, biotransformation of xenobiotics, mechanisms of toxicity, including
reactive oxygen species and carcinogenesis, endocrine disruptors, natural products chemistry, and signal transduction. A molecular approach to these fields is encouraged.
Measured rather than nominal exposure concentrations of toxicants must be reported whenever possible. For water-borne exposures of aquatic organisms, reporting of detailed
chemistry data for the exposure waters is encouraged. When reporting data obtained from bioassays (e.g., LC50 tests), raw data (i.e., the value of the measured biological response
variable(s) for each treatment and each observation time) should be submitted as online supplementary material.

Part D. Genomics and Proteomics covers the broader comprehensive approaches to comparative biochemistry and physiology that can be generally termed as “-omics", e.g.,
genomics, functional genomics (transcriptomics), proteomics, metabolomics, and underlying bioinformatics. Papers dealing with fundamental aspects and hypotheses in
comparative physiology and biochemistry are encouraged rather than studies whose main focus is purely technical of methodological.

Naturally, a certain degree of overlap exists between the different sections, and the final decision as to where a particular manuscript will be published after passing the rigorous
review process lies with the editorial office.

Types of paper
The CBP journals publish original articles and review articles.

Review articles:

Before writing their manuscripts, authors of review articles should contact one of the editors who, after consultations with the other CBP editors and/or members of the CBP
Editorial Board, will provide feedback on suitability of the topic. Reviews should be topical, and serve as critical appraisals of areas of research. They should provide an up-to-date
analysis of concepts and point out future directions.

Contact details for submission
Manuscripts are to be submitted to the CBP Editorial Office electronically at http://editorialexpress.com/chp.

After registration, authors are asked to upload their complete article (including tables and associated artwork) in a single PDF file to be used directly for the reviewing process.
The file must include line numbers; file size should be below 20 mb. Additional files with supplemental information to be published as electronic material (sequences, etc) are
permitted; file number is limited to 5, but multiple files can be combined (zip or RAR). Supporting manuscripts, i.e. concurrently under consideration with other journals or in
press must be submitted as separate PDF files.

BEFORE YOU BEGIN
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Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication.

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical
Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans; Uniform Requirements for manuscripts submitted to Biomedical journals. Authors should include a
statement in the manuscript that informed consent was obtained for experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must always be observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and
associated guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Institutes of Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications
No. 8023, revised 1978) and the authors should clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been followed.

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including any financial, personal or other relationships with other people or organizations within
three years of beginning the submitted work that could inappropriately influence, or be perceived to influence, their work. More information.

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential
conflicts of interest include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent applications/ registrations, and grants or other funding. If there
are no conflicts of interest then please state this: 'Conflicts of interest: none'. More information.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or
as an electronic preprint, see 'Multiple, redundant or concurrent publication' section of our ethics policy for more information), that it is not under consideration for publication
elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be
published elsewhere in the same form, in English or in any other language, including electronically without the written consent of the copyright-holder. To verify originality, your
article may be checked by the originality detection service CrossCheck.

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original
submission. Any addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only before the manuscript has been accepted and only if approved by
the journal Editor. To request such a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason for the change in author list and (b) written
confirmation (e-mail, letter) from all authors that they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation
from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers
the request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in an online issue, any requests approved by the Editor will result in a
corrigendum.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a ‘Journal Publishing Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding
author confirming receipt of the manuscript together with a ‘Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required
for resale or distribution outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations. If
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excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has
preprinted forms for use by authors in these cases.

For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of open
access articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More information.
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You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if
any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to submit the article for publication. If the funding
source(s) had no such involvement then this should be stated.

Funding body agreements and policies
Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to comply with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse
the author for the Open Access Publication Fee. Details of existing agreements are available online.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open access

+ Atrticles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.

» An open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their research funder or institution.

Subscription

« Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through our universal access programs.
» No open access publication fee payable by authors.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include
in a collective work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing
their adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)
For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided
they do not alter or modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 3000, excluding taxes. Learn more about Elsevier's pricing policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of green open access options available. We recommend authors see our green open access
page for further information. Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable public access from their institution's repository after an embargo period. This
is the version that has been accepted for publication and which typically includes author-incorporated changes suggested during submission, peer review and in editor-author
communications. Embargo period: For subscription
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articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver value to subscribing customers before an article becomes freely available to the public. This is the embargo
period and it begins from the date the article is formally published online in its final and fully citable form.

This journal has an embargo period of 12 months.

Elsevier Publishing Campus

The Elsevier Publishing Campus (www.publishingcampus.com) is an online platform offering free lectures, interactive training and professional advice to support you in
publishing your research. The College of Skills training offers modules on how to prepare, write and structure your article and explains how editors will look at your paper when it
is submitted for publication. Use these resources, and more, to ensure that your submission will be the best that you can make it.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing
to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's
WebShop.

Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and informed consent, which should be documented in the paper. Appropriate consents, permissions and
releases must be obtained where an author wishes to include case details or other personal information or images of patients and any other individuals in an Elsevier publication.
Written consents must be retained by the author and copies of the consents or evidence that such consents have been obtained must be provided to Elsevier on request. For more
information, please review the Elsevier Policy on the Use of Images or Personal Information of Patients or other Individuals. Unless you have written permission from the patient
(or, where applicable, the next of kin), the personal details of any patient included in any part of the article and in any supplementary materials (including all illustrations and
videos) must be removed before submission.

Submission

Manuscripts are to be submitted to the CBP Editorial Office electronically at http:/editorialexpress.com/chp. After registration, authors are asked to upload their complete article
(including tables and associated artwork) in a single PDF file to be used directly for the reviewing process. The file must include line numbers; file size should be below 20 mb.
Additional files with supplemental information to be published as electronic material (sequences, etc) are permitted; file number is limited to 5, but multiple files can be combined
(zip or RAR). Supporting manuscripts, i.e. concurrently under consideration with other journals or in press must be submitted as separate PDF files.

Full instructions on how to use the online submission tool are available at the above web address or can be requested by e-mail from the CBP Editorial Office
CBPjrnl2@gmail.com. During the submission process, authors are asked to select an appropriate section of CBP and to provide names and address (including e-mail) of at least
five researchers of recognized competence who may be considered as reviewers.

Referees
Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of five potential referees. Note that the editors retain the sole right to decide whether or not the
suggested reviewers are used.

PREPARATION

Initial submission must be as a single, complete PDF file. When using word-processing software, it is important that the file be saved in the native format of the word processor
used (e.g. doc, docx, odt, etc). The text should be in single-column format and layout of the text should be kept as simple as possible. Authors should not use the word processor's
options to justify text or to hyphenate words. However, bold face, italics, subscripts, superscripts etc. can be included. When preparing tables, if you are using a table grid, use only
one grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts
(see also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication. Note that source files of figures, table and text
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graphics will be required for publication, but are not needed during the review process. Most word-processing programmes (Word, Word-Perfect, OpenOffice, LibreOffice, etc.)
possess built in PDF makers. Resulting PDF files should be checked very carefully, especially for transposition of mathematical and other symbols and non-standard characters. Sl
units must be used.
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To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and 'grammar-check’ functions of your word processor.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Statistics
Submissions are incomplete without detailed information on independent replication of experiments, statistical approaches and statistical analysis.

Theory/calculation
A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation
section represents a practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and
discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices
If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; ina
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors'
affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front
of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

+ Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is
given and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

» Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or ‘Permanent address’) may
be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals
are used for such footnotes.

If submitting a Review article, write "REVIEW" at the top of the title page.
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A concise and factual abstract of a maximum of 250 words is required. The abstract should state briefly the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An
abstract is often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and
year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

The abstract should be a single paragraph not exceeding 250 words.

Up to eight key words, which may or may not appear in the title, should be listed in alphabetical order after the abstract. Only these key words, together with the title, will be used
for indexing purposes.

Abbreviations
Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be
defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or
otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and
the United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other research institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or not-for-profit sectors.

DNA sequences and GenBank Accession numbers

Many Elsevier journals cite “gene accession numbers" in their running text and footnotes. Gene accession numbers refer to genes or DNA sequences about which further
information can be found in the database at the National Center for Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of Medicine. Elsevier authors wishing to enable other
scientists to use the accession numbers cited in their papers via links to these sources, should type this information in the following manner:

For each and every accession number cited in an article, authors should type the accession number in bold, underlined text. Letters in the accession number should always be
capitalised. (See Example 1 below). This combination of letters and format will enable Elsevier's typesetters to recognize the relevant texts as accession numbers and add the
required link to GenBank's sequences.

Example 1: "B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048 ), and a T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117 )"
Authors must check accession numbers very carefully. An error in a letter or number can result in a dead link.

In the final version of the printed article, the accession number text will not appear bold or underlined (see Example 2 below).
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Example 2: "B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)".
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In the final electronic copy, the accession number text will be linked to the appropriate source in the NCBI databases enabling readers to go directly to that source from the article
(see Example 3 below).

Example 3: "B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

Footnotes
Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used.
Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Electronic artwork General
points
» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

Embed the used fonts if the application provides that option.

Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or use fonts that look similar.

Number the illustrations according to their sequence in the text.

Use a logical naming convention for your artwork files.

Provide captions to illustrations separately.

Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

+ Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats
(note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or
grayscale), keep to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

+ Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a low number of pixels and limited set of colors;

» Supply files that are too low in resolution;

 Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites)
regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs
from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of electronic
artwork.

As only one figure caption is used for both colour and black and white versions of figures, please ensure that the figure captions are meaningful for both versions, if applicable.

Figure captions
Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description
of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.
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Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end.
Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and
ensure that the data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished
results' or ‘Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates,
reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if
desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words ‘this issue' are added to any references in the list (and any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference management software products. These include all products
that support Citation Style Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor plug-ins from these products, authors
only need to select the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the
journal's style. If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide.

1. All publications cited in the text should be presented in alphabetical order in a list following the text of the manuscript.

2. Inthe text refer to the author's name and year of publication.

3. Ifreference is made in the text to a publication written by more than two authors the name of the first author should be used followed by “et al.". In this list
names of first authors and all co-authors should be mentioned.

4. References cited together in the text should be arranged chronologically.

5. The List of references should be arranged alphabetically on authors' names, and chronologically per author. Names of all authors must be included. Do not
use et al. Publications by the same author(s) in the same year should be listed as 2000a, 2000b, etc. Follow the relevant examples below.

Axelsson, M., Farrell, A.P., 1993. Coronary blood flow in vivo in the coho salmon (Oncorhynchus kisutch). Am. J. Physiol. 264, R963 - 971.

Hiramatsu, N., Cheek, A.O., Sullivan, C.V., Matsubara, T., Hara, A., 2005. Vitellogenesis and endocrine disruption. In: Mommsen, T.P., Moon, T.W. (Eds.),
Biochemistry and Molecular Biology of Fishes, vol. 6. Environmental Toxicology, Elsevier, Amsterdam, pp. 431-471.

Lushchak, V.1.2011. Adaptive response to oxidative stress: Bacteria, fungi, plants and animals. Comp. Biochem. Physiol. C 153, 175-190.

Moyle, P.B., Cech, J.J., 2004. Fishes. An introduction to ichthyology. 5th ed. Prentice Hall, Upper Saddle River, NJ.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following link: http://open.mendeley.com/use-citation-
style/comparative-biochemistry-and-physiology-part-c When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-ins for
Microsoft Word or LibreOffice.
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Reference style (see sample manuscript link)
Name and year style in the text

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of publication. Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of
references should be listed first alphabetically, then chronologically. Examples: ‘as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et
al. (2010) have recently shown ...'

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in
the same year must be identified by the letters ‘a’, 'b', 'c’, etc., placed after the year of publication. Note that any (consistent) reference style and format may be
used: the Publisher will ensure that the correct style for this journal will be introduced for the proof stages, the final print version and the PDF files for electronic
distribution.

Journal abbreviations source
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