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RESUMO

Os ambientes aquaticos da Baia de Sdo José (Maranhdo) ainda ndo possuem um
programa sistematico de biomonitoramento. Assim, neste estudo objetivou-se comparar
biomarcadores bioquimicos, histologicos e andlises microbiologicas em ostras para
diferenciagdo de regides com niveis variados de impacto ambiental na Baia de Sao José.
As ostras foram coletadas na Ilha de Curupu e no Porto do Braga no periodo de Janeiro
a Outubro de 2017. Foram coletadas 96 ostras para quantificar a atividade enzimatica
dos biomarcadores bioquimicos Glutationa-S-Transferase (GST) e Catalase (CAT) e
biomarcadores histologicos realizados nas branquias. Amostras de agua e sedimento
foram coletadas para analises microbiologicas, de metais pesados € amonia. As analises
microbioldgicas da dgua foram analisas pelo NMP (numero mais provavel) de
coliformes totais, E. coli e na carne das ostras foi determinado o valor de NMP
coliformes totais, coliformes 45° C, contagem de bactérias aerdbias mesofilas,
Staphylococcus e salmonela. A analise de metais pesados foi feita pela técnica ICP-EOS
para concentracdes totais de arsénio cobre, chumbo, cadmio, cromo, mercurio, niquel, e
zinco. Os resultados indicaram que houve um padrao diferenciado na atividade das
enzimas GST e CAT das ostras analisadas, indicando um sistema enzimatico exaurido
dos organismos analisados no Porto do Braga. A analise histologica das ostras indicou a
presenca de bactérias do tipo Rickettsiae, protozoarios dos géneros Ancistrocoma,
metazoarios do género Tylocephalum, Haplosporidium e Marteilia Refrigens. As
alteragcdes branquiais observadas nas ostras, especialmente do Porto do Braga, foram
fusdo de lamelas e hiperplasia do epitélio, caracterizando que existem impactos
ocorrendo na area de estudo. Os resultados das analises microbiologicas da dgua e das
ostras retiradas de cada ponto de coleta estavam dentro dos padrdes permitidos pela
legislagdo nacional. Os metais pesados analisados apresentaram valores mais elevados
para o Porto do Braga. Os dados obtidos neste estudo sugerem que as alteragdes
enzimdticas da Glutationa-S-Transferase e da Catalase nas ostras analisadas sdo
indicativos de estresse inicial causado pelo efeito de contaminantes que sdo despejados
nos corpos hidricos na Baia de Sao José, principalmente na area do Porto do Braga.
Essas ostras estdo com a qualidade microbiologica adequada, porém contém patdgenos
que podem prejudicar a saide do consumidor.

Palavras-chave: metais pesados, amodnia, microbiologia, bivalve, enzimas.



ABSTRACT

The aquatic environments of Sdo José Bay (Maranhdao) do not have a systematic
program of biomonitoring yet. Thus, the objective of this study was to compare
biochemical, histological and microbiological biomarkers in oysters for differentiation
of regions with varying levels of environmental impactt in Sdo José Bay. Oysters were
collected on Curupt Island and Braga’s Harbor between January and October of 2017.
Ninety six (96) oysters were collected to quantify the enzymatic activity of biochemical
biomarkers Glutathione-S-Transferase (GST) and Catalase (CAT) and histological
biomarkers performed on the gills. Water and sediment samples were collected for
microbiological analyzes of heavy metals and ammonia. Microbiological analyzes of
the water were analyzed by the NMP (most probable number) of total coliforms, E. coli
and the total coliform NMP in the oysters, coliform 45 °C, count of aerobic mesophilic
bacteria, Staphylococcus and Salmonella. The results indicated that there was a
differentiated pattern in the activity of the GST and CAT enzymes of the analyzed
oysters. The results showed that there was a differentiated pattern in the activity of the
GST and CAT enzymes of the oysters analyzed, indicating an enzymatic system
depleted of the organisms analyzed in the Braga’s Harbor. The histological analysis of
the oysters indicated the presence of bacteria of the Rickettsiae type, protozoa of the
genus Ancistrocoma, metazoa of the genus Tylocephalum, Haplosporidium and
Marteilia Refrigens. The gill changes observed in oysters, especially in the Braga’s
Harbor, were lamellae fusion and epithelial hyperplasia, characterizing that there are
impacts occurring in the study area. The result of the microbiological analyzes of the
water withdrawn from each collection point and the meats of the oysters were within the
standards allowed by national legislation. The result data which were obtained in this
study suggest that the changes enzymatic of Glutathione-S-Transferase and Catalase in
the analyzed oysters are indicative of initial stress caused by the contamination effect
that are discharged into the Sdo José Bay, especially in the Braga’s Harbor area. These
oysters have the proper microbiological quality, but they contain pathogens that can
harm the health of the consumer.

Keywords: Heave metals, ammonia, microbiology, bivalve, enzymes.
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1 INTRODUCAO

A zona costeira maranhense possui uma extensdo de 640 km, nela encontra-se
um mosaico de ecossistemas de grande relevancia ambiental com manguezais, restingas,
campos inundaveis, dunas, estuarios, recifes de coral e outros ambientes importantes
ecologicamente (FURTADO, 2001). A diferenca da zona costeira maranhense para
outros estados brasileiros € que a zona costeira maranhense possui uma area de
manguezal muito expressiva, onde eles sdo bastante preservados na parte do litoral
ocidental (ZCM, 2003). E essas areas de estuarios no Maranhdo apresentam potencial
favoravel a criagdo (malacocultura) ou captura das ostras que sdo naturalmente
encontradas nesse ambiente, onde a maioria das ostras nativas ¢ do género Crassostrea
e o sururu, Mytella falcata (FURTADO, 2001).

Os moluscos bivalves do género Cassostrea sdo capturados normalmente nos
manguezais e sdo comercializados para consumo in natura (RIBEIRO et al., 2016).
Sabe-se que o cultivo de molusco bivalve marinho cresceu mundialmente mais de 200%
entre 1990 a 2001 (BORGHETTI et al., 2003), e no ano de 2006 movimentou uma
quantidade de 72 milhdes de dolares (FAO, 2009), porém a regulamentacdo da
qualidade deste pescado no Brasil ainda ¢ incipiente. Existem apenas algumas poucas
substancias toxicas que ja foram estudadas e tém seus niveis de seguranga estabelecidos
para as concentragdes de contaminantes organicos e inorganicos na carne de bivalves
(GALVAO et al., 2009).

No ano de 1975, os bivalves foram indicados como possiveis biomonitores para
o programa internacional de monitoramento de poluentes no ambiente marinho
(MusselWatch), pelo National Oceanicand Atmospheric Administration (NOAA)
(GOLDBERG, 1975). Em 2004, o Programa de meio ambiente das Nacdes Unidas
(UNEP), também recomendou o emprego de bivalves para o mesmo fim (UNEP, 2004).
Esse fato se deu devido as diversas caracteristicas que fazem dos moluscos bivalves
marinhos animais interessantes para avaliar as concentracdes ambientais dos
contaminantes, visto que vivem em estudrios € zonas costeiras; sdo sésseis, onde nao
lhes permite escapar da poluicdo se deslocando para outras areas; possuem tempo de
vida relativamente longo; ampla distribuicdo geografica, o que facilita a
intercomparacao dos dados obtidos de regides diferentes; aparecem geralmente em alta
densidade e sao de facil coleta; acumulam concentragdes de contaminantes em seus
tecidos acima do encontrado na fonte de contaminagdo (CUNNINGHAM, 1979). Porém

¢ através do hébito alimentar filtrador que esses animais possuem que se tornam
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suscetiveis a incorporacao de contaminantes, tanto pelo que o animal ingere, como pela
fracdo soluvel na 4gua (RAINBOW, 2002).

Os contaminantes podem se acumular nos tecidos dos bivalves filtradores em
concentracdes de 1.000 a 10.000 vezes mais do que as concentragdes verificadas na
fonte de exposi¢do (UNEP, 2004). Dessa forma, os bivalves filtradores sdo mais
expostos a agentes toxicos presentes no meio que outras espécies, possibilitando a
adogdo destes animais como um modelo bioldgico para se estimar a exposicao da biota
a contaminantes (GALVAO et al., 2009) em diferentes ambientes aquiticos, em
especial nos locais onde ocorrem a pesca tradicional.

A Baia de Sao José, localizada ao Norte do Maranhdo, apresenta grande
importancia para a pesca artesanal e comercial do Estado, pois nessa regido existem
portos tradicionais de desembarque pesqueiro e diversas comunidades que sobrevivem
da exploracdao os moluscos bivalves do género Crassostrea (ALMEIDA, 2006). Porém,
os ambientes aquaticos da Baia de S3ao José¢ ainda ndo possuem um programa
sistematico de biomonitoramento, embora ja existam trabalhos pioneiros que indiquem
a necessidade de monitoramento com uso de moluscos bivalves (RIBEIRO et al., 2016).
Nesse contexto, no presente trabalho, as ostras foram utilizadas como organismos
bioindicadores para analises de respostas biologicas (biomarcadores) capazes de indicar
estresse causado por contaminantes. Nesses organismos foram avaliados biomarcadores
bioquimicos (Glutationa-S-Transferase e Catalase) e histologicos, complementados por
analises microbiologicas, visando apontar a importancia desses organismos para

programas de biomonitoramento nessa importante baia maranhense.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
e Comparar biomarcadores bioquimicos e histolégicos em ostras para
diferenciagcdo de regides com niveis variados de impacto ambiental na Baia de

Sdo José, Maranhio.

2.2 Especificos

e Quantificar biomarcadores de estresse ambiental em amostras de ostras
utilizando as enzimas Glutationa-S-Transferase e Catalase;

e Identificar lesdes em branquias de ostras do género Crassostrea da baia de Sao
José indicativas de efeitos antropogénicos;

e Verificar o Numero Mais Provavel de Coliformes totais e Escherichia coli nas
amostras de ostras oriundas das areas de coleta;

e Analisar 4gua e sedimento para andlises de metais pesados nos locais de
extragao de ostras;

e Comparar a qualidade do ambiente entre o periodo chuvoso e o periodo de

estiagem.

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Polui¢ao marinha

A expressdao “poluicdo marinha” pode ser conceituada como a presenca de
compostos organicos ou inorganicos de origem antrépica no ambiente marinho
(podendo ser encontradas na agua, no sedimento ou nos proprios organismos residentes
que provocam alteracdes nas caracteristicas dos ecossistemas (VIARENGO; CANESSI,
1991).

Em diversos locais ao redor do mundo, as aguas marinhas costeiras estdo
sofrendo com o grande aumento no indice de polui¢do por meio de efluentes industriais
e domésticos (SMAYDA, 1990). O langamento de poluentes nos ecossistemas pode
causar uma série de efeitos no metabolismo dos organismos, tais como infertilidade,
queda nas defesas imunologicas, diminuicdo do crescimento e patologias que podem

levar a morte dos individuos (STEGEMAN et al., 1992).
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Micro-organismos, como bactérias (Coliformes totais e Coliformes
termotolerantes, principalmente Escherichia coli), virus, fungos e leveduras
introduzidos nos corpos de 4gua, sobretudo através do lancamento de efluentes nao
tratados, podem ser acumulados nos tecidos de animais filtradores como os moluscos
bivalves (ABESSA, 2012), o que pode provocar um grande agravo a sanidade dos
organismos. Nesse contexto, os bivalves podem apresentar respostas biologicas
alteradas (biomarcadores) em funcdo de xenobidticos que podem ser utilizadas em

estudos e programas de monitoramento ambiental.

3.2 Uso de biomarcadores em monitoramento ambiental

Segundo Walker et al. (1996), os biomarcadores sao definidos como alteracdes
bioldgicas a nivel molecular, celular, fisioldgico ou comportamental, que expressam a
exposicdo e os efeitos toxicos dos poluentes presentes no ambiente, apresentando um
grande potencial para uma real compreensao dos efeitos dos poluentes nos componentes
biologicos.

Segundo Van der Oost et al. (2003) em 1987 a Comissdo dos Marcadores
Biologicos do Conselho Nacional de Pesquisa e em 1993 o Programa Internacional de
Seguranca Quimica (IPCS) realizaram trabalhos para categorizar os biomarcadores em
trés classes: 1) Biomarcadores de exposicao, que refletem a exposi¢ao de um organismo
frente a uma substancia exogena, ou o seu metabodlito ou o produto, proveniente de uma
interacdo entre um xenobidtico e a molécula alvo ou celular que ¢ medido em um
compartimento dentro de um organismo; 2) biomarcadores de efeito, que abrangem
alteragdes bioquimicas, alteragdes fisiologicas ou outras dentro dos tecidos ou fluidos
corporais de um organismo ¢ que podem ser reconhecidas e associadas a um
comprometimento da satide ou a alguma doenca; 3) biomarcadores de suscetibilidade,
os quais indicam a capacidade que um organismo tem de responder ao desafio de
exposicdo ao xenobidtico, incluindo fatores genéticos e alteragdes nos receptores que
alteram a sensibilidade desse organismo.

Uma das caracteristicas mais relevante dos biomarcadores ¢ que sua avaliagao
antecipa mudangas nos altos niveis de organizagdo bioldgica, isto é, populagdo,
comunidade ou ecossistema (MONSERRAT et al., 2007). Devido a essa caracteristica e
a sua grande suscetibilidade, os biomarcadores sao de grande importancia em programas
de monitoramento, detectando precocemente alteragdes ambientais (STEGEMAN et al.,

1992; WILHEM FILHO et al., 2001). Dessa forma, os biomarcadores podem ser usados
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de forma preditivamente, permitindo que sejam tomadas agdes de controle antes que
ocorram danos ambientais irreversiveis com consequéncias ecologicas severas
(CAJARAVILLE et al, 2000). Essas respostas bioldgicas dos organismos,
especialmente os animais aquaticos, podem ser utilizadas em estudos de campo que
objetivam caracterizar areas impactadas, onde uma complexa mistura de poluentes esta
normalmente presente (MONSERRAT et al., 2007).

Os biomarcadores bioquimicos ultimamente tém sido bastante utilizados em
programas de monitoramento ambiental, visto que sdo moléculas que estdo presentes
nos fluidos corporais, células e tecidos de organismos e cuja atividade ¢ alterada pela
presenca de agentes toxicos no ambiente (MCCARTHY; SHUGART, 1990). Um
importante conjunto de biomarcadores bioquimicos sao as enzimas de biotransformagao
e as enzimas antioxidantes de defesa que combatem as espécies reativas de oxigénio
(ROS), como a Glutationa-S-Transferase (GST) e a Catalase (CAT). Estas enzimas tém
um papel importante no controle, na produgdo e na eliminagdo de ROS, que em excesso
pode alterar as funcdes normais da célula e levar a oxidagdo das membranas celulares,
bem como as lesdes na mitocondria, proteinas, ADN e outros componentes das células

(LUSHCKAK, 2011).

3.2.1 Biomarcador bioquimico: Enzimas Catalase e Glutationa-S-Transferase

A enzima CAT estd amplamente distribuida nos tecidos biologicos e esta
envolvida na decomposi¢do do perdxido de hidrogénio para oxigénio e agua (GOYAL,;
BASAK, 2010). E uma das enzimas de maior importancia envolvidas na defesa contra o
estresse oxidativo em vertebrados e invertebrados (GOYAL; BASAK, 2010). A
Catalase (CAT) ¢ uma enzima tetramérica que ¢ encontrada em todos 0s organismos
vivos (MALLICK; RAI, 1999). Devido a sua ampla distribuicdo e capacidade de
degradar rapidamente o peroxido de hidrogénio (H20:) em oxigénio e agua, foi
proposto por varios pesquisadores que a CAT desenvolve um papel fundamental nos
sistemas que capacitam os organismos a viverem em ambientes aerobicos (MALLICK;
RAI, 1999).

A atividade da Catalase esta associada com 0s peroxissomos ou pequenos corpos
que estdo associados ao metabolismo de 4cidos graxos (HUGGET et al., 1992).
Durante a oxidagdo do acido graxo peroxissomal ¢ produzido H»>O, e a CAT atua
degradando esse perdxido a fim de evitar que o mesmo venha a formar OHe que pode

causar danos as membranas celulares (HUGGET et al., 1992).
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Outra enzima importante utilizada como biomarcador ¢ a Glutationa-S-
Transferase (GST), que ¢ uma enzima essencial para a protecao aos danos de compostos
potencialmente reativos, conjugando-os para posteriormente serem eliminados do
organismo (GEORGE, 1993; MARIONNET et al., 2006).

A GST catalisa a conjugacdo da glutationa a uma gama de substratos
hidrofébicos eletrofilicos, durante a fase II da biotransformacao, sendo que diversas
GSTs foram caracterizadas em animais ¢ estdo associadas a metabolizagdo de
compostos xenobidticos e toxinas (DIXONE LAPTHORN, 2002). Além de
participarem em processos de desintoxica¢do por forma¢do de conjugados com a
glutationa reduzida (GSH), as GSTs possuem papel no metabolismo de produtos
secundarios, incluindo a estabilizagao de flavonoides; atuam com peroxidase na reducao
de hidroperéxidos a monohidréxi-alcool durante o estresse oxidativo (DIXONE
LAPTHORN, 2002).

As GSTs sao codificadas por uma superfamilia de genes, cada uma produzindo
isoenzimas com ampla especificidade de substratos (RIOL et al., 2000). Apesar de
catalisarem reagdes similares, as GSTs possuem pouca identidade de sequéncia de
aminoacidos, e estdo presentes no citosol de muitas células catalisando a conjugacao do
tripeptideo glutationa em uma variedade de compostos (RIOL et al.,2000). Segundo
George (1993), as GSTs soluveis sdo classificadas em quatro grupos: a, p, 7 ¢ 0, sendo
que o grupo a, existente no figado, ¢ de grande importancia para a desintoxicagdao de
substancias provenientes da fase I.

Os biomarcadores bioquimicos mais utilizados atualmente em organismos
aquaticos da costa maranhense sdo as enzimas Glutationa-S-Transferase e a Catalase
(CARVALHO-NETA; ABREU-SILVA, 2010; RIBEIRO et al., 2016). Essas enzimas
sdao encontradas nas glandulas digestivas de ostras e, pelo fato desses animais serem
filtradores e bioacumuladores de contaminagdo, ¢ possivel validar essas enzimas como

biomarcadores bioquimicos para o monitoramento de diferentes areas.

3.3 Caracteristicas das ostras do género Crassostrea

3.3.1 Taxonomia e Biologia das ostras

As ostras do género Crassostrea pertencem a Classe Bivalvia do filo Mollusca,

sendo caracterizadas pela presenca de uma concha composta de duas valvas que
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envolvem todo o corpo (RUPPERT; BARNES 1993). A maioria das espécies de ostras
habita regides costeiras rasas (COSTA, 1985).

Uma ostra tipica possui um sistema digestivo completo e um sistema nervoso
formado por um ganglio cefélico e outro visceral, além de corddes nervosos ventrais; o
sistema circulatorio ¢ aberto, com o coracdo constituido por um ventriculo e duas
auriculas, veias, artérias e hemolinfa (MIOSSEC et al., 2009). A concha possui varias
camadas, tais como o periostracum (que ¢ uma fina camada externa membranosa de
constituicdo protéica que se desgasta muito rapidamente), a camada prismatica (que ¢é
formada por cristais de calcita) e a camada sub-nacarada (que ¢ a capa interna dura e
brilhante que fica em contato com a parte mole do corpo do individuo) (RASZL, 2016).

As branquias das ostras sdo compostas por filamentos, € sdo responsaveis pela
respiracdo e filtracdo do alimento; nesse sistema as particulas de alimento retidas nos
filamentos branquiais s3o conduzidas através de batimentos ciliares até os palpos labiais
e posteriormente a boca; e a borda do manto ¢ responsavel pelo controle do fluxo de
agua que passa pelo interior do organismo (MORATELLI JUNIOR, 2003).

O Sistema circulatério € do tipo aberto, composto por veias, artérias, coragdo,
pericardio e seios tissulares, por onde circula a hemolinfa; j4 o sistema nervoso ¢
bastante simples, composto por dois pares de ganglios de onde partem corddes
nervosos, que se distribuem pelo corpo (RUPPERT; BARNES 1993; JUNIOR, 2003).

Quanto ao sistema reprodutivo, € constituido pelas gonadas, onde sao produzidas
e armazenadas as células sexuais (espermatozdides ou ovocitos) e pelos gonodutos, por
onde os gametas sdo liberados para o meio externo, seguida de desenvolvimento larval
planctotrofico; as ostras do género Crassostrea sdao oviparas e hermafroditas
potrandricas, sem dimorfismo sexual (GALTSOFF, 1964; WAKAMATSU, 1973). A
maioria dos juvenis alcanca a maturidade sexual antes dos 30 mm, aproximadamente
120 dias ap6s a fixagdo (VELEZ, 1976; NASCIMENTO et al., 1980). As ostras fémeas
adultas do género Crassostrea podem liberar até meio bilhdo de ovdcitos por periodo de
desova (GALTSOFF, 1930).

O desenvolvimento larval planctonico de ostras do género Crassostrea ¢
caracterizado por trés estagios larvais: larva D, Umbo e Pedivéliger; nesta tltima fase,
quando o pé toca uma superficie solida, a larva para de nadar, o velum se contrai
parcialmente e esta comeca a rastejar; quando encontra condi¢des favoraveis para a
fixagdo, ocorre o assentamento final, através da secre¢do de cimento liberada pela

glandula do bisso, ocorrendo a fixagdo definitiva em substrato duro; posteriormente, a

18



mudancga de larva para ostra juvenil comeca imediatamente; e durante a metamorfose,
os orgdos larvais desaparecem, o pé ¢ reabsorvido e o musculo retrator do velum
desaparece, pondo fim a fase larval (GALTSOFF, 1964; WAKAMATSU, 1973;
CHRISTO, 2006).

Ostras sdao organismos filtradores, alimentando-se principalmente de
fitoplancton e matéria organica suspensa (LEFEBVRE et al., 2000). Esta forma de
alimentacdo faz com que a ostra retenha particulas de eventuais contaminantes presentes
na agua, sejam eles organicos ou inorganicos, visto que a taxa de filtracdo chega a 10
litros/hora/grama de tecido seco;as particulas muito grandes e o excesso de alimento sdo
eliminados como pseudo-fezes e as particulas adequadas sao levadas a boca; em seguida
o alimento ¢ ingerido no estobmago e absorvido pelo intestino, sendo que o alimento nao
aproveitado ¢ eliminado através do anus (FROELICH; NOBLE, 2014).

Esses animais apresentam as seguintes caracteristicas internas: Concha: A
concha dos moluscos ¢ composta por carbonato de calcio e ¢ secretada por uma parte do
corpo conhecida como manto. A concha tem trés camadas: peridstraco, Ostraco e
hipostraco. O peridstraco consiste na camada mais externa e ¢ constituido de matéria
organica (conquiliolina) e geralmente tem cor marrom. O Oéstraco, camada
intermedidria, € prismatico e formado por cristais de calcio interligados por
conquiliolina, sendo responsavel pela coloragio e pelos diferentes desenhos da concha.
O hipdstraco, consiste na camada mais interna, e as vezes nacarado, ¢ formado por
cristais laminares de CaCO3 e nesta camada ocorre a formacgao das pérolas (ABSHER,
2015). Musculo adutor: A juncdo entre as duas valvas ¢é feita através do musculo adutor
e também por um ligamento situado na regido posterior (COUTINHO, 2012).
Branquias: Sao responsaveis pela respiracdo e filtracdo do alimento. As particulas de
detritos € 0s micro-organismos presentes na corrente ventilatéria sdo retidos nos
filamentos branquiais e conduzidos, através de batimentos ciliares, até os palpos labiais
e a boca (BARNABE, 1996). Manto: O manto ¢ a camada de tecido que recobre as
partes moles de ambos os lados do corpo, com excecdo do musculo adutor. Além de
conter as células responsaveis pela formacao da concha, como ja referido, o manto tem
também fungdes sensoriais (COUTINHO, 2012). Palpos labiais : Quando o alimento
esta dentro do bivalve, uma parte do alimento ¢ retido nas branquias, sendo
posteriormente englobado pelo muco, para que seja transportado para os palpos labiais.
Nos palpos labiais, o particulado ¢ entdo seriado de acordo com o tamanho e com a

quantidade de alimento ingerido, uma por¢ao do particulado ¢ rejeitado para a cavidade
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paleal sendo posteriormente eliminado para o exterior, sob a forma de pseudo- fezes. O
restante ¢ levado para a boca, essas particulas que sdo ingeridas pela boca, seguem em
direc¢do ao estdmago (MOREIRA, 2008). Estomago: A partir do estdmago, o alimento
segue para os diverticulos digestivos e intestino, ja o material ndo aproveitado,
conhecido por pseudofezes, ¢ eliminado através da abertura inalante, quando as valvas
se fecham e a agua ¢ forcada a sair levando esses detritos acumulados com ela
(RUPPERT; BARNES, 1996). Glandula digestiva: Onde estdao localizados as enzimas
que expulsam alimentos contaminados. Como os moluscos bivalves obtém seu alimento
da coluna de 4gua pela filtragdo de pequenas particulas materiais, elas acabam
concentrando em seu trato digestorio contaminantes bidticos e abidticos presentes no
meio (BEIRAO et. al, 2000). Os alimentos sdo enzimaticamente atacados desde o
momento em que penetram nos condutos da glandula digestiva. Porém, é possivel
observar células vivas presentes no estbmago nas 6 horas seguintes a ingestao e durante

8 a 16 horas no intestino (BARNABE, 1996).

3.3.2 Ostras do género Crassostrea como bioindicadores

As ostras sao muitos utilizados como biodindicadores de contamina¢do em
programas de monitoramento ambiental, visto que apresentam caracteristicas bioldgicas
apropriadas, pois s3o organismos sésseis, filtradores, cosmopolitas, abundantes,
resistentes a variagdes ambientais e concentram grandes quantidades de contaminantes,
tais como pesticidas, metais pesados, hidrocarbonetos (PHILLIPS, 1986; VIARENGO
et al., 1991; RAND, 1995; NOAA, 1995). Além disso, por serem animais resistentes,
tém facilidade de adaptacdo as diferentes condi¢des ambientais, apresentando, portanto,
grande habilidade em sobreviver em ambientes poluidos por agentes toxicos
(VIARENGO et al., 1991; DAME, 1996; SHEEHAN; POWER, 1999).

Os programas de monitoramento de contaminagdo aquatica, de um modo geral,
tém se preocupado com a quantificagdo dos principais tipos de contaminantes presentes
na agua, no sedimento e em alguns organismos de importancia econdmica; contudo,
embora esse ponto de vista seja importante, essas analises quimicas ndo fornecem
informacdes dos efeitos toxicos provocados por estas substancias (SCHLENK, 1999;
BENASSI, 2004). Adicionalmente, nas areas impactadas antropicamente, além dos
moluscos bivalves acumularem contaminantes quimicos, eles podem acumular
microorganismos diversos que afetam sua sanidade e, consequentemente, a saude dos

consumidores humanos que apreciam esse recurso pesqueiro.
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3.4 Analises microbiolégicas em organismos aquaticos

A sobrevivéncia de bactérias fecais no ambiente aquatico ¢ determinada por
varios fatores ambientais, tais como variacdes de temperatura, salinidade, niveis de
oxigénio, irradiacdo ultravioleta e pluviosidade (BORDALO et al., 2002. Além dessas
variaveis ambientais, a maré também tem grande influéncia da hidrodinamica local
(MILL; SCHLACHER; KAOULI, 2006), provocando a dispersdo desses
microrganismos € consequentemente variando a sua densidade no ambiente. Trabalhos
como os de Kolm e Andretta (2003), Barbieri e Machado (2006) e de Barbieri et al.
(2012) correlacionaram os fatores fisicos, quimicos e bioldgicos no ambiente aquatico
com os dados dos coliformes coletados, verificando que houve correlacao entre esses

dados e os fatores ambientais, como as médias pluviométricas e a variagao da mar¢.

3.4.1 Coliformes totais, Coliformes Termotolerantes € Escherichia coli

De acordo com Franco e Landgraf (2005), quando esses microrganismos
estiverem presentes em alimentos, fornecem informagdes sobre provaveis
contaminagdes de origem fecal, de presenca de patdogenos ou ainda sobre o potencial de
deterioragdo do produto, além de indicarem se as condigdes sanitarias foram
inadequadas durante o processamento, producdo ou armazenamento de um alimento.
Como principais indicadores t€ém-se as bactérias do grupo coliformes.

A enumeracdo de coliformes totais e termotolerantes como indicadores da
qualidade higiénico-sanitaria sdo amplamente utilizadas (PELCZAR JUNIOR et al.,
1996). A contaminacdo de origem fecal, por sua vez, ¢ relacionada a presenca de
Escherichia coli, principal representante dos coliformes termotolerantes (CETESB,
2004). Essa bactéria ¢ considerada pelo Ministério da Satde como a indicadora mais
especifica de contaminacdo fecal recente e da eventual presenca de organismos
patogénicos (BRASIL, 2000).

Os coliformes termotolerantes apresentam-se em grandes densidades nas fezes
de animais de sangue quente e sao utilizados como indicadores de poluicao fecal recente
das aguas (ALM; BURKE; SPAIN, 2003; CETESB, 2004). Esses organismos nao
encontram condi¢des ideais para se multiplicar nas 4guas marinhas ¢ morrem em um
curto periodo de tempo, sendo facilmente isolados e identificados na dgua por meio de
técnicas simples e rapidas (CETESB, 2004).

No Maranhao ainda sdo escassos os estudos que avaliam os niveis de Coliformes

totais, Coliformes Termotolerantes e Escherichia coli em aguas e pescado das regides

21



estuarinas (RIBEIRO et al.,, 2016), sendo necessarias pesquisas com esse tipo de
abordagem associada ao uso de biomarcadores de contaminacdo aquatica em moluscos

bivalves, a fim de subsidiar programas de biomonitoramento para a regiao.

3.5 Metais pesado na dgua e em animais aquaticos

O ser humano necessita somente de doses pequenas de alguns poucos metais, 0s
quais sao chamados de micronutrientes, como no caso do Cu, Fe, Mg ¢ Zn (MORAES;
JORDAO, 2002). A ingestdo direta de metais pesados dissolvidos na 4agua ou
indiretamente acumulados nos musculos de peixes, acima do limite, ¢ uma das
principais fontes danosas para o ser humano, e que provoca disturbios no metabolismo
(BIDONE et al. 1997a,b; MUDGAL et al. 2010; TAVARES; CARVALHO, 1992).

Os metais podem ser introduzidos nos ecossistemas aquaticos de maneira natural
ou artificial. Naturalmente, por meio do aporte atmosférico e chuvas, pela liberagao e
transporte a partir da rocha matriz ou outros compartimentos do solo onde estdo
naturalmente (PAULA, 2006; SEYLER; BOAVENTURA, 2008). De modo artificial, os
metais podem ser introduzidos nos ambientes aquaticos por fontes antropogénicas de
diversos ramos, tais como esgoto in natura de zonas urbanas, efluentes de industrias,
atividades agricolas, e rejeitos de areas de mineracao e garimpos (CAJUSTE et al.,
1991; GOMES; SATO, 2011; MORAES; JORDAO, 2002).

Da mesma forma que os metais, a amonia pode ser encontrada naturalmente ou
artificialmente nos corpos aquaticos. A amodnia pode ser encontrada naturalmente nos
corpos d'agua como produto da degradacdo de compostos organicos e inorganicos do
solo e da agua, resultado da excre¢do da biota, redu¢do do nitrogénio gasoso da agua
por micro-organismos ou por trocas gasosas com a atmosfera (REIS, MENDONCA,
2009). Por outro lado, a amodnia ¢, também, constituinte comum no esgoto sanitario,
resultado direto de descargas de efluentes domésticos e industriais, da hidrélise da uréia
e da degradacgdo bioldgica de aminoacidos e outros compostos organicos nitrogenados

(REIS, MENDONCA, 2009).
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4 METODOLOGIA

4.1 Area de estudo

O Maranhdo possui o segundo maior litoral do Brasil, sd3o 640 km de costa, com
92% da produgdo pesqueira artesanal proveniente do litoral costeiro (ALMEIDA et. al,
2006), no qual abriga 200 comunidades pesqueiras estabelecidas. Dentre elas, a comunidade
de Raposa que ¢ a maior e mais desenvolvida (SANTOS et al., 2011). A Baia de Sao José
se localiza no litoral norte da ilha de Sao Luis e abrange os municipios da Raposa, Pago
do Lumiar e Sao José de Ribamar (ANDRADE, 2016) e este trabalho teve como local
de estudo o municipio de Raposa-MA, onde situa-se a Ilha de Curupu (2°26’37.8”S e
44°02°06.2”W), utilizada como area controle por estar mais distante de centros urbanos
e o Porto do Braga (2°25°10.5”S e 44°05°34,5”W), importante porto de desembarque de

pescado e que sofre impactos antropicos diretos, mostrado na figura 1.
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Figura 1- Localizacdo dos dois pontos de coleta de ostras na baia de Sdo José,

Maranh3o.

4.2 Género analisado
Em cada area de coleta foram identificados bancos de ostras do género
Crassostrea. Os bivalves foram fotografados nos locais de origem e coletados

manualmente.
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Glandula digestiva
Musculo adutor

Branquias Estomago
Manito Intestino
Concha Palpos labiais

Figura 2 - Anatomia interna da Ostra do género Crassostrea coletadas na baia de Sao
José.

Todos os o6rgdos indicado na figura, foram utilizados em andlises, as branquias
foram utilizadas para as analises histologicas, a glandula digestiva foi utilizada para a
realizagdo das andlises enzimaticas, e os outros Orgdos foram utilizados nas analises

microbiologicas.

4.3 Locais de amostragem

A amostragem das ostras, da dgua e do sedimento foi realizada no periodo de
Janeiro a Outubro de 2017, sendo duas coletas na estagdo chuvosa (Janeiro e Abril) e
duas coletas na época de estiagem (Julho e Outubro).

Os pontos das coletas foram georreferenciados, sendo o primeiro localizado na
Ilha de Curupu sob as coordenadas 2°26°37.8”S e 44°02°06.2”W (Fig. 3) e o segundo
ponto localizado no Porto do Braga sob as coordenadas 2°25°10.5”S e 44°05°34,5"W
(Figura 3).

Figura 3 — Local de coleta das ostras que serdo analisadas em laboratorio para a

execucao desse trabalho no ponto 1 (Ilha de Curuptt).

24



Figura 4 - Local de coleta das ostras que serdao analisadas em laboratério para a

execucdo desse trabalho no ponto 2 (Porto do Braga).

4.4 Obtencao das amostras

Foram realizadas quatro amostragens em cada ponto selecionado, totalizando 8
(oito) coletas durante o ano 2017. Foram coletados 12 organismos em cada ponto,
totalizando 96 organismos utilizados nas analises enzimaticas e histologicas. Os animais
foram acondicionados e levados ao Laboratério de Biomarcadores em Organismos
Aquaticos (LABOAq) da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA). Em seguida
foram pesados e medidos como mostra a Figura 5. Na sequencia, as ostras foram abertas
com auxilio de facas, pingas e tesouras, sempre previamente esterilizadas, para a
retirada da glandula digestiva, que foi estocada em nitrogénio liquido (Figura 6). Em
seguida, as branquias dos organismos foram retiradas para a realizagdo das analises
histolégicas e o restante do material bioldgico foi utilizado para as analises

microbiologicas.

Figura 5 - Biometria das ostras coletadas da baia de Sao Jos¢, MA.
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Figura 6 - Retirada da glandula digestiva de ostras coletadas na baia de Sao Jos¢, MA.

4.5 Preparo das amostras para as analises enzimaticas

De cada exemplar de ostra foi retirado 1g de tecido da glandula digestiva,
acondicionado em microtubo tipo Eppendorf e depositado em dryshipper, contendo
nitrogénio liquido a -185°C. Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas em
tampao fosfato e submetidas a centrifugacdo refrigerada por 30 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para determinagdo da atividade enzimatica da Glutationa-S-

Transferase e da Catalase (Figura 7).

Figura 7 — Centrifugagao e dilui¢ao da glandula digestiva para a realiza¢ao das analises

enzimaticas das ostras (GST e CAT).
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4.6 Analises enzimaticas da Glutationa-S-Transferase (GST) e Catalase (CAT)

Para as andlises da atividade da GST, cada amostra foi homogeneizada e
centrifugada novamente por 70 minutos. A quantificacdo da atividade enzimatica, a
partir do sobrenadante, foi realizada em cubetas, através de espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 340 nm a 25° C, por 2 minutos, conforme Keen et al. (1976).
Utilizou-se 10ul de glutationa reduzida (GSH) e 10ul de 1-chloro-2,4 dinitrobenzene
(CDNB) como substrato ¢ 960ul de tampao fosfato de potassio (0,1M) pH 7,0
adicionado de 20ul da amostra.

Ja a atividade da CAT foi avaliada a 240nm a 25°C, por 1 minuto no
espectofotometro, através da taxa de decomposi¢ao do perdxido de hidrogénio (H202)
de acordo com Beutler (1975) e modificado por Ventura et al. (2002). Utilizou-se 990ul

de meio de reacdo, adicionado de 10ul de amostra.

4.7 Analises histolégicas das ostras

As analises histologicas das ostras foram realizadas, utilizando as branquias de
12 organismos de cada ponto de coleta, onde essas branquias foram submersas em
solucdo de Davidson. Apdés 24 horas foram colocadas no alcool e passadas pelo
processo histologico de rotina. As laminas foram observadas em microscopia de luz e as

lesdes branquiais e os parasitos foram fotomicrografados.

4.8 Analises microbiolégicas

As andlises para a determinagdo do Numero Mais Provavel (NMP) de
Coliformes totais, coliformes a 45° C, bactérias aerodbicas mesofilas, Staphylococcus
sp., Staphylococcus coagulante positiva e salmonelas em ostras e Coliformes totais e
Escherichia coli, foi realizada na agua dos dois pontos e nas ostras coletadas tsmbém
nos dois pontos de coletas, foram realizadas conforme metodologia indicada em APHA
(2005), foram levadas ao laboratério de microbiologia do prédio de veterinaria da

Universidade Estadual do Maranhao-UEMA.

4.9 Parametros fisico-quimicos
Em cada local de coleta das ostras, foram registrados os seguintes parametros da
agua: PH, oxigénio dissolvido, salinidade e temperatura. Os referidos parametros foram

medidos com auxilio do multiparametro AKSO AKS8S.
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4.10 Analises de metais pesados

Foram analisados os seguintes metais pesados pela técnica ICP-EOS (Perkin
Elmer): concentragdes totais de arsénio cobre, chumbo, cadmio, cromo, mercurio,
niquel, e zinco. Esses metais foram selecionados porque constam na legislacao nacional
como elementos que devem ser monitorados em regides onde ocorrem dragagens
portuarias (CONAMA, 2012), essas analises foram realizadas pelo Laboratorio de solos

da Universidade Estadual do Maranhdao-UEMA.

4.11 Analises de amonia
A agua superficial de cada local de amostragem das ostras foi coletada em

frascos especificos e mantida refrigerada at¢ o momento das analises, conforme

Koroleff (1976).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Biometria das ostras e parametros fisico-quimicos da agua

Os dados biométricos das ostras coletadas no periodo de Janeiro a Outubro de
2017 estao indicados na tabela 1. Esses dados mostram que o peso total, a altura e o
comprimento da concha apresentaram diferenga significativa entre os locais amostrados,
indicando que as ostras da Ilha de Curupt sao maiores e mais pesadas que as ostras do

Porto do Braga.

Tabela 1-Média e desvio padrao dos dados biométricos das ostras Crassostrea

coletadas na Baia de Sao José-MA no periodo de Janeiro a Outubro de 2017.

Peso total Altura Comprimento Largura
(€)) (mm) (mm) (mm)

Ilha de Curupu

1* Coleta (Janeiro) 18,67 + 8,75 50,58+8,46 31,75+4,82 16.08+5,24
2% Coleta (Abril) 37,17 £7,96 73,17 £10,66 39,67 £5,42 16,58 +4,50
3? Coleta (Julho) 35,42 +11,80 83,42 + 14,44 42,00 £7,84 17,08+3,75
4* Coleta (Outubro) 34,42+8.75 75,83+8,46 38,08+4,82 16,83+5,24
Porto do Braga

1* Coleta (Janeiro) 11,91+11,67 *41,33+8,48 *23,66+5,93 12,00+4,16
2% Coleta (Abril) *24.67+6,69 *58,83 £3,15 39,75+ 6,63 15,5+6,63
3% Coleta (Julho) *21,9245,38 58,08+4,74 *36,334+2,77 17,83+5,04
4* Coleta (Outubro) *26,42 £9,65 *68,42+7,55 37,00+4,69 16,91+4,93

+: Desvio Padrao
*: Diferenca significativa
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A diferenca da biometria das ostras entre essas areas pode estar relacionada com
os parametros fisico-quimicos e com contaminantes encontrados no ambiente (Tabela
2). A maioria das varidveis ambientais nesses pontos apresenta-se de forma homogénea,
indicando que os fatores fisico-quimicos ndo estdo influenciando diretamente o
desenvolvimento desses organismos capturados em ambiente natural, exceto a
salinidade que ¢ um fator que, comprovadamente, apresenta maior impacto no

desenvolvimento das ostras (BRANDAO et al., 2013).

Tabela 2 - Médias dos resultados fisico-quimicos da 4gua analisada na Ilha de Curupti e

Porto do Braga no periodo chuvoso e época de estiagem do ano de 2017.

CHUVOSO
ILHA DE CURUPU PORTO DO BRAGA
Ph 7,80 7,50
Oxigénio dissolvido 98 97
Salinidade 22,8 30,6
Temperatura 28,5 284
ESTIAGEM
ILHA DE CURUPU PORTO DO BRAGA
Ph 8,02 7,71
Oxigeénio dissolvido 100 100
Salinidade 28,8 33,6
Temperatura 29,1 30,4

E provavel que existam varios fatores que estdo contribuindo para um menor
tamanho e peso corporal das ostras coletadas no Porto do Braga. A salinidade pode ser
um desses fatores, pois ¢ mais elevada no Porto do Braga do que na ilha de Curupu.
Abbe et al. (2000) evidencia que, quando as ostras estdo expostas a salinidades
proximas ao seu limite de tolerancia, ocorre uma diminuicao da energia e dos materiais
que estariam disponiveis para o crescimento, devido ao aumento do custo metabolico
para a sobrevivéncia. Nestas condigdes, também pode haver uma redu¢do na taxa de
ingestao e até a suspensdo da alimentagao, ocasionando em mortalidade e diminui¢do do
crescimento (FUNNO, 2016). Estudos feito por Guimaraes et. al (2008) mostra que a
melhor taxa de salinidade para o desenvolvimento das ostras do género Crassostrea ¢
entre 15 e 25, como ocorre na Ilha de Curupu (salinidade entre 22,8 e 28,8); ja no Porto
do Braga a salinidade estd sempre muito acima desses valores (salinidade entre 30,6 e
33,6).

As demais variaveis ambientais como o PH, oxigénio dissolvido e temperatura,
ndo mostraram grandes oscilacdes entre os pontos de coleta e a época do ano,
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comprovando que um dos unicos fatores ambientais que podem estar influenciando o
crescimento das ostras destas areas ¢ a salinidade. Os resultados encontrados por Funo
(2016) mostram que a salinidade influiu significativamente na sobrevivéncia e no
crescimento (altura, comprimento e largura das conchas e peso vivo) da espécie
Crassostrea gasar, estudada em laboratorio, sendo que os maiores valores obtidos no
final do periodo de experiéncia foram registrados nas ostras cultivadas na salinidade de
20 e 25. Guimaraes et al. (2008) também analisaram durante oito dias a influéncia de
niveis de salinidade compreendido entre 5 a 60 na sobrevivéncia de sementes de
Crassostrea rhizophorae e determinaram valores significativamente mais elevados nas
salinidades entre 15 e 25, enquanto que, nas salinidades de 5, 10, 30 e 35, as taxas de
sobrevivéncia foram baixas, mas semelhantes estatisticamente as obtidas ao final do

periodo experimental.

5.2 Respostas enzimaticas das ostras

Os resultados da atividade da Catalase foram muito baixos ou nulos para as
ostras coletadas no Porto do Braga (Figura 8). A atividade da Catalase ¢ capaz de
indicar estresse ambiental, pois os individuos que apresentam uma atividade muito
elevada ou muito baixa (considerando-se um nivel de background caracteristico de cada
espécie) podem estar submetidos a algum fator indutivo de estresse oxidativo (VAN

DER OOST et al., 2003).
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Figura 8 — Média e desvio padrao da atividade da Catalase quantificada nas ostras
coletadas no periodo chuvoso (A) e na época de estiagem (B) nos dois pontos da Baia
de Sao José, onde o ponto 1 indica a Ilha de Curupt e o ponto 2 indica o Porto do

Braga.
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Estudos realizados com o gastropode Achatina fulica, demonstrou uma enorme
redu¢do na atividade da Catalase ap6s a exposicao do individuo ao cadmio e ao zinco, o
que indicou efeito prejudicial dos metais pesados nas enzimas isoladas da glandula
digestiva e do rim do organismo (CHANDRAN et al., 2005).

O estresse oxidativo resulta da tentativa da célula eliminar radicais livres
formados na metabolizagdo de diversos compostos quimicos através de enzimas
especificas como a Catalase (GIULIO et al., 1989). A induc¢ao da CAT pode sugerir
uma defesa do organismo frente a agentes oxidantes, pois ¢ uma enzima chave para
remover o peroxido de hidrogénio (H202) e evitar a formacdo de radicais hidroxilas
(OH) que podem causar danos celulares (REGOLI et al., 2000; SILVA, 2007). Esses
dados indicam que, além da alta salinidade na area do Porto do Braga, pode haver
substancias quimicas capazes de influenciar na atividade da Catalase das ostras,
prejudicando o desenvolvimento e a sanidade dos organismos.

A atividade da Glutationa-S-Transferase (GST) nas ostras aqui analisadas nos
dois locais de coleta da Baia de Sao José mostrou um padrao semelhante ao apresentado
pela Catalase. Os organismos do Porto do Braga apresentaram valores para a atividade

da GST muito baixos ou nulos (Fig. 9).
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Figura 9 - Média e desvio padrao da atividade da Glutationa-S-Transferase quantificada
nas ostras coletadas no periodo chuvoso (A) e na época de estiagem (B) nos dois pontos
da baia de S@o José, onde o ponto 1 ¢ equivalente a Ilha de Curupt e o ponto 2

equivalente ao Porto do Braga.
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Em diversos estudos foi encontrada diminui¢do da atividade da enzima GST em
organismos aquaticos devido a agdo de metais pesados (Cd, Cu, Cr e Zn) e de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (p-naftoflavona) seguidos por um aumento da
LPO e da atividade especifica da GST (AHMAD et al., 2005; AHMAD et al., 2000;
TEISSEIRE; VERNET, 2000). Dados semelhantes também foram encontrados para
peixes expostos a misturas de pesticidas (ROSSIL, 2008; LUSHCHAK et al., 2007;
MONTEIRO et al., 2006).

Os processos metabolicos de biotransformagdo de fase 1 e II em animais
aquaticos sdo de fundamental importancia para a detoxificagdo e excre¢do de
xenobiontes desses organismos (GOKSOYR; FOURLIN, 1992). Em alguns casos estes
processos de biotransformag¢dao podem resultar na formagdo de espécies reativas de
oxigénio dependendo do tipo e da concentracio dos compostos metabolizados
(KARUZINA; ARCHAKOV, 1994). Estas espécies reativas podem reagir com acidos
nucléicos, lipidios, carboidratos e proteinas danificando as células; a fim de combater
estes efeitos, sistemas de defesa antioxidantes como o complexo enzimatico Glutationa-
S-Transferase sdo ativados, apresentando padrdes enzimaticos que podem ser utilizados
como biomarcadores de exposicao a poluentes (SILVA et al., 2004).

As enzimas Glutationa-S-Transferase e Catalase sdo importantes para o
equilibrio do organismo por atuarem no sistema de defesa antioxidante e de
biotransformacao, o que permite inferir que os resultados mais elevados ou inexistentes
para essas enzimas, demonstram que o sistema detoxificante dos organismos analisados
estd reagindo em resposta a presenga de algum agente estressor no ambiente. Tais
agentes, dependendo da sua intensidade, frequéncia e periodicidade podem provocar
redu¢do na atividade de defesa enzimdtica do organismo, ou mesmo esgota-la

(RIBEIRO, 2016).

5.3 Alteracoes histologicas nas ostras

As andlises histoldgicas realizadas nas ostras da baia de Sdo José mostraram
indicativo de patogenos (Figuras 10 e 11), tais como bactérias do tipo Rickettsia,
protozoarios dos géneros Ancistrocoma, Nematopsise metazoarios do género
Tylocephalum, caracterizando que existe contaminacao na area de estudo. Vale ressaltar
que em ostras com altos indices de estresse algumas de suas func¢des de defesa sao
inibidas, o que pode provocar uma oportunidade para certos patogenos se

desenvolverem e se acumularem nos seus tecidos (MYDLARZ et al., 2006).
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Figura 10 — Patc’)geos em ostras do género Crassostrea na Ilha de Curupa. (A)
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Haplosporidium, (B) Marteilia Refringens, (D) Tylocephalum SP. Barra= 40. Coloragao
HE.
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Figura 11 - Protozoarios em ostras do género Crassostrea no Porto do Braga. (F)

Ancistrocoma sp., (G) Tylocephalum sp, (H) organismos assemelhados a bactéria

Rickettsiae. Coloracao HE.
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Os patogenos nao foram encontrados em todas as ostras coletadas e geralmente
quando foram verificados estavam em uma quantidade menor nas ostras da Ilha de

Curupt (Tabela 3).

Tabela 3 - Percentual de cada patdogeno encontrado nas ostras da Baia de Sao José.

Patoégenos Porto do Braga Ilha de Curupu
Tylocephalumsp. 33% 33%
Ancistrocoma sp 33% 0%

Rickettsiae 66% 0%
Haplosporidium 0% 33%

Marteilia Refrigens 0% 33%

Tylocephalum sp. € um cestoide e foi encontrado nas ostras de ambos os pontos
de coleta na Baia de Sao Jos¢, porém em uma quantidade pequena sem danos
significativos nos organismos. A localizagdo preferencial dos metacestdides ¢ na
glandula digestiva, geralmente na éarea periférica deste 6rgao (WINSTEAD et al., 2004;
SABRY; MAGALHAES, 2005; SABRY et al., 2007; BOEHS et al., 2009). Esses
parasitos provocam forte reacdo de defesa do hospedeiro, formando uma céapsula ao
redor do parasito, composta por camadas de fibras e hemocitos do hospedeiro (CHENG;
RIFKIN, 1968; LAUCKNER, 1983). Em varias pesquisas citadas na literatura comenta-
se a reacao de defesa do hospedeiro, com formagdo de uma capsula fibrosa ao redor do
metacestéide, mas nenhum dano causado ao hospedeiro, j& que ha processo de
reabsor¢do (ZEIDAN et al., 2012). As mesmas respostas foram observadas em outros
moluscos como Tapes semidecussata (CHENG; RIFKIN, 1968), em C. virginica
(WINSTEAD et al., 2004), em C. rhizophorae (SABRY; MAGALHAES, 2005) e em
A. brasiliana e em I. brasiliana (BOEHS; MAGALHAES, 2004; BOEHS et al., 2010).

O Ancistrocoma sp ¢ um ciliado que foi observado com pouca incidéncia nas
ostras coletas no Porto do Braga e nenhuma incidéncia deste ciliado em ostras coletadas
na Ilha de Curupt. Em grande quantidade, estes ciliados possivelmente podem afetar o
funcionamento das branquias, causando alteragdes nas funcgdes respiratérias e de
alimentagio (BRANDAOQ; BOEHS; SILVA, 2013).

As bactérias do tipo Rickettsiae j4 foram associadas a lesdes e alteragdes nas
branquias, glandula digestiva e manto de ostras do género Crassostrea em outras regides
do mundo (RENAULT; COCHENNEC, 1994; SUN; WU, 2004). Neste estudo
realizado com ostras do género Cassostrea na baia de Sdo José, nao foi observado

grande ocorréncia desses patdogenos nos organismos coletados, contendo em apenas
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66% das ostras observadas no Porto do Braga e indicando que estes organismos nao
estdo sendo afetados em grandes proporcdes por essa bactéria.

O Haplosporidium foi encontrado apenas na Ilha de curupl, porém sua
ocorréncia foi de 33% no total de ostras observadas, porém nao foram identificado
lesdes nessas ostras. A infec¢cdo mais intensa desse protozoario foi observada por Sabry
(2005), que verificou que o parasita causou completa destruicdo das células das
branquias e elevada taxa de mortalidade. Na costa da Galicia, a mesma espécie citada
apresentou 76% de individuos com o protozoario, no entanto, ele ndo causou a morte
dos moluscos e nenhum dano patologico significante (CARBALLAL et al., 2001). A
patogenicidade desse parasita sobre o hospedeiro ainda ¢ inconclusiva (LAUCKNER,
1983; BOWER E FIGUERAS, 1989). Nesse trabalho nao foi observado danos severos
nas branquias das ostras que pudessem ser relacionado com esse protozoario.

A Marteilia refringens, so foi encontrada nas ostras da Ilha de Curupt em 33%
dos organismos analisados. Marteilia refringens provoca a enfermidade Aber ou da
glandula digestiva, sendo um parasita letal em ostras Européia, Ostrea edulis, e
infectando outros bivalves, tais como O. angasi, O. puelchana, Ceratoderma (=Cardim)
edule, Mytilus edulis, M. galloprovincialis, Crassostrea gigas, C. virginica, Tiostrea
lutaria (OIE, 2003, BERTHE et al., 2004). Este parasita pode ser encontrado no sul da
Inglaterra, na Itdlia, Franga, Portugal, Marrocos, Grécia e Espanha (BOWER et al.,
1994, BONDAD-RENTASO et al., 2001; OIE, 2003, BERTHE et al., 2004). No
presente trabalho nao foi identificado nenhuma lesao decorrente do aparecimento desse
parasita, devido ter sido encontrado em pouca quantidade nas ostras pertencentes a Baia
de Sao José.

A grande maioria dos patégenos conhecidos como causadores de 24 morbidade e
mortalidade em bivalves sdo os pertencentes ao grupo das bactérias e ao dos
protozodrios (BOWER et al., 1994). As doengas podem afetar a eficiéncia dos processos
metabodlicos, reduzindo o potencial de crescimento e reprodugdo, assim como a
resisténcia ao estresse, a competitividade e a sobrevivéncia do animal. Nos bivalves
marinhos, as enfermidades representam um importante fator de contribuicdo para a
mortalidade em massa, tanto de estoques naturais quanto de cultivos (BOWER et
al.,1994).

Nesse trabalho a quantidade de patogenos encontrados nao foi em grandes
proporgdes, foram encontrados apenas em 3 ostras de cada ponto de coleta, indicando

que as ostras ndo estdo com graves infecgdes patogénicas, o que ndo compromete a
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sanidade dos organismos e, embora alguns patéogenos tenham ocorrido apenas em
alguns animais coletados, ndo foi possivel estabelecer correlagdes com a salinidade,
porém podendo ter relagdo direta com os metais pesados e/ou outros contaminantes,
visto que em animais que nao apresentaram parasitos foi possivel quantificar varias
lesdes branquiais.

As analises histologicas nas branquias de ostras (Fig. 12) indicaram varios tipos
de alteracdes, especialmente fusdo de filamentos ordinarios e hiperplasia dos filamentos.
Hiperplasia de células epiteliais nos filamentos ordinarios, fusdo de filamentos
ordinarios ja foram observadas em ostras por outros autores apds exposicao a
contaminantes no campo ou em experimentos de laboratorio (VALDEZ DOMINGOS,
20006).
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Figura 12 - Histologia das branquias das ostras Crassostrea retiradas do Porto do Braga
e Ilha de Curupu. (A) Vista geral das branquias, observe os filamentos ordinarios nas
setas (OF) e filamentos principais (PF). (B) Fusdao de filamentos ordindrios. (C)

Hiperplasia dos filamentos.

Lesdes como fusdo em filamentos podem diminuir a eficiéncia das trocas
gasosas nas branquias. Hiperplasia provavelmente estd associada a proliferagdo de
mucocitos e poderia ser interpretada como uma resposta ao estresse pela presenca de
contaminantes (VALDEZ DOMINGOS, 2006). Esses dados sugerem que a regido da
Baia de Sdo José esta recebendo interferéncia de xenobiontes que estdo afetando na
saude das ostras, comprometendo diretamente os filamentos branquiais das ostras da

regido, porém em pequena dimensao.

5.4 Dados microbioldgicos em ostras e na agua

As amostras de agua provenientes das margens da Ilha de Curupt e do Porto do
Braga, locais da coleta das ostras, apresentaram qualidade satisfatoria para Coliformes
totais e E. coli (Tabela 4).Esses dados mostram que, microbiologicamente, a agua
atendeu aos padrdes permitidos pela legislagao vigente (CONAMA, Resolugdo 357, de
17 de margo de 2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente).
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Tabela 4 - Anélise microbiologica da agua proveniente da baia de Sdo José-MA no

periodo chuvoso e de estiagem.

CHUVOSO
ILHA DE CURUPU PORTO DO BRAGA
Coliformes totais (*NMP) 2.900/100 ml 6.468/100 ml
Escherichia coli (*"NMP) 487/100 ml 556/100 ml
ESTIAGEM
ILHA DE CURUPU PORTO DO BRAGA
Coliformes totais (*NMP) 2.400/100 ml 3.169/100 ml
Escherichia coli (*NMP) 484/100 ml 416/100 ml

*Numero mais provavel

Virios fatores ambientais (matéria organica, nutrientes inorganicos, oxigénio
dissolvido, PH, salinidade, temperatura, entre outros) agem nos ecossistemas aquaticos,
influenciando na quantidade e também na composi¢do da microbiota (FIORENTINI et
al., 1998). De acordo com a Resolugdo n° 357 (alterada pela Resolucao 410/2009 e pela
430/2011) do Conselho Nacional do Meio Ambiente, as 4guas de cultivo, classificadas
na classe 1 (dguas salobras, destinadas ao cultivo de moluscos bivalves para a
alimentagcdo humana), a média geométrica da densidade de coliformes termotolerantes,
de um minimo de 15 amostras coletadas no mesmo local, ndo devera exceder 43 por
100 mililitros, e o percentil 90% ndo deverd ultrapassar 88 coliformes termotolerantes
por 100 mililitros(BRASIL, 2005).

As andlises da carne das ostras coletadas na Ilha de Curupu e no Porto do Braga
estao livres de contaminagdes microbiologicas como mostrado na tabela 5. As amostras
de carne de ostras provenientes das ostras da Ilha de Curupt e do Porto do Braga estao
de acordo com os parametros recomendados pela RDC 12 (item 7 alinea a) de 02 de
janeiro de 2001 da ANVISA (2001). Segundo a resolugdo vigente da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), RDC n°® 12 de 2 de janeiro de 2001 da ANVISA, os
limites maximos permitidos sdao de 10> NMP/g para Coliformes a 45° C
(termotolerantes), auséncia de salmonella em 25 g da amostra de ostras e

Staphylococcus coagulase positiva =5 X 10°* UFC/g.
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Tabela 5 - Analise microbiologica das ostras provenientes da baia de Sao José-MA.

ANALISES ILHA DE CURUPU PORTO DO BRAGA
Coliformes totais (*NMP) < 3.0 NMP/ml (auséncia) < 3.0 NMP/ml (auséncia)
Coliformes a 45° C < 3.0 NMP/ml (auséncia) < 3.0 NMP/ml (auséncia)
Bactérias aerdbicas mesofilas <10 UFC/ml (estimado) <10 UFC/ml (estimado)
Staphylococcus sp/ Staphylococcus <10 UFC/ml e negativo <10 UFC/ml e negativo
coagulante positiva para prova coagulante para prova coagulante

(estimado) (estimado)
Salmonella Auséncia em 25 g de Auséncia em 25 g de
amostra amostra

*Numero mais provavel

Bactérias fecais sdo utilizadas em muitos paises nas metodologias de
monitoramento e servem como indicativo da presenca de patdogenos na agua, visto que
os coliformes fecais t€ém como principal origem as fezes de mamiferos e de aves
(SAVICHTCHEVA; OKABE, 2007).

Christo et al. (2008) comentam que ¢ uma condi¢do de risco o consumo de
organismos crus, extraidos de areas com presenca de Coliformes totais e E. coli, sem
prévia depuragdo. Ramos et al. (2010) informam que o acimulo de micro-organismos
no corpo do molusco filtrador difere de um organismo para outro, depende da atividade
geral do molusco, além das condi¢des meteoroldgicas.

A 4gua e a ostras coletas na Ilha de Curupu e Porto do Braga estdo dentro dos
padrdes microbioldgicos aceitaveis pela legislacdo brasileira atual. Todavia, esses dados
ndo comprovam que os locais estejam livres de contaminantes, pois, além da atividade
enzimatica da GST e da CAT alterados nas ostras analisadas, existem outros fatores a

serem levados em consideracdo, como metais pesados € patogenos.

5.5 Metais pesados e amonia na agua

A amonia e os metais pesados analisados nos dois locais da Baia de Sao José
(tabela 6) apresentaram um padrdo de conformidade com a legislagdo brasileira atual,
em especial a resolucdo relacionada com o gerenciamento de material a ser dragado em
aguas sob jurisdi¢do nacional (Resolucdo CONAMA 454/2012). Todavia, todos os
valores de metais quantificados no sedimento do Porto do Braga foram mais elevados
do que na Ilha de Curupu e apresentam-se em desconformidade (valores muito

elevados) com a legislacdo relacionada com a classificagdo dos corpos de 4gua salobra
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para aquicultura e pesca (Resolugado CONAMA 357 de 2005, alterada pela Resolucao
410/2009 e pela 430/2011). Esses metais em concentragdes mais elevadas podem estar
influenciando no desenvolvimento das ostras, bem como na atividade enzimatica da

GST e da CAT e nas lesoes branquiais identificadas nesses organismos.

Tabela 6 - Valores médios da amonia e dos metais analisados na area potencialmente

contaminada e na area de referéncia.

PARAMETROS ILHA DE CURUPU PORTO DO BRAGA
Arsénio 0,00014 mg/L <0.1 mg/L 0.8 £ 0.1 mg/L
Cadmio 0,005 mg/L <LD (0.6) mg/L <LD (0.6) mg/L
Chumbo 0,01 mg/L 04+0.1 mg/L 0.9+ 0.2 mg/L
Cobre 0,005 mg/L 1.5+ 0.3 mg/L 1.9+ 0.2 mg/L
Cromo 0,05 mg/L 1.3+ 0.2 mg/L 1.8 £ 0.3 mg/L
Mercurio 0,0002mg/L <0.05 mg/L <0.05 mg/L
Niquel 0,025 mg/L 0.7+0.1 mg/L 0.9+0.1 mg/L
Zinco 0,09 mg/L 7.7+ 0.4 mg/L 8.9+ 1.0 mg/L
Amonia 0,70 mg/L N 0,003306 mg/L 0,002603 mg/L

Atli e Canli (2008) explicam que nos animais expostos a metais pesados ocorre o
aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS), como o perdxido de hidrogénio,
radical superoxido, radical hidroxil, o que pode elevar a atividade das enzimas do
estresse oxidativo, como a Catalase e Glutationa-S-Transferase, que utilizam esses
compostos como seus substratos especificos.

Os metais sdo extremamente tOXicos para 0s organismos aquaticos quando
ingeridos em altas concentragcdes (MANGAL, 2001; MIRANDA-FILHO et al., 2011;
MOREIRA et al., 1996). Os danos ocasionados pelos metais pesados a saide humana
sdo os mais diversos e variam conforme a taxa de ingestdo, acumulag¢do e concentraciao
do metal no corpo e, caso a concentragdo de metais pesados no corpo ndo seja
controlada, intoxicagdes agudas ou cronicas podem ocorrer, especialmente mediante o
consumo de organismos aquaticos contaminados (LARSON; WEINCK, 1994).

De forma geral, tanto a amonia quanto os metais, quando sdo encontrados em
altas concentracdes no ambiente sdo resultados de alteragdes antropogénicas (GOMES;

SATO, 2011) e podem ocasionar alteragdes enzimaticas (AHMAD et al., 2005) e
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morfolégicas (GALVAO et al., 2009) nos organismos aquaticos. De acordo com
RESOLUCAO No 357, DE 17 DE MARCO DE 2005 alterada pela Resolucdo 410/2009
e pela 430/2011 os padrdes estdo todos dentro da normalidade, mesmo que a Baia de
Sado José ainda nao tenha grandes empreendimentos portuarios e industrias instaladas
em suas proximidades, os resultados dos metais pesados e de padrdes alterados em
termos de biomarcadores nas ostras coletadas na regido, indicam a necessidade de mais

estudos e monitoramento ambiental na area.
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7 CONCLUSAO

As andlises realizadas na Baia de Sao José¢ (MA) permitem concluir que:
existem alteragdes nas enzimas Glutationa-S-Transferase e Catalase das ostras coletadas
e isso se da devido aos efeitos adversos de poluentes encontrados na Baia de Sdo José-
MA, onde o local mais atingido foi o Porto do Braga localizado no municipio da
Raposa;
as principais lesdes branquiais das ostras do género Crassostrea analisadas na baia de
Sdo José foram fusdo de filamentos ordinarios e hiperplasia dos filamentos, sendo
indicativos de efeitos de substancias de origem antropogénica, especialmente por agao
de metais;
as ostras apresentam qualidade microbioldgica adequada para consumo segundo os
parametros indicados na legislacdo nacional, mas nao possuem qualidade higiénico-
sanitaria devido a existéncia de patdgenos proveniente da contaminagdo aquatica;
a dgua do Porto do Braga e da Ilha de Curupu estao dentro dos padrdes microbioldgicos
adequados, estabelecidos pela a legislagdo brasileira vigente, mas as analises
enzimaticas e histologicas das ostras mostram que existem efeitos adversos de
xenobiontes aos bivalves oriundos do Porto do Braga;
as analises de metais pesados no Porto do Braga mostram a existéncia de concentracdes
superiores ao permitido pela legislagdo brasileira relacionada com as aguas destinadas
para a aquicultura e pesca;
as ostras se mostraram como bons indicadores para diferenciar os dois ambientes
aquaticos da Baia de Sao José, podendo ser incorporados nos programas de

biomonitoramento na regiao.
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