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RESUMO

ESTUDOS GENOTOXICOS EM PERNA PERNA (MOLLUSCA, BIVALVIA) COMO
INDICADORES DA QUALIDADE AMBIENTAL E SUA IMPORTANCIA NA
MALACOCULTURA

Juan Manuel Gutiérrez Moreno

Orientadora: Laura Isabel Weber da Conceicédo

Co-Orientadores: Mauricio Mussi Molisani e Moisés Basilio da Conceic¢édo

Resumo da dissertacdo de mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias Ambientais e Conservacao, da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ,
como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias

Ambientais e Conservacao.

Muitos dos contaminantes que chegam nos ecossistemas costeiros tem a capacidade
de danificar direta ou indiretamente o material genético dos organismos aquaticos. Através
de biomarcadores de genotoxicidade, tais como o ensaio do cometa (EC) e o teste do
micronucleo (MN), podem ser avaliados os efeitos dos compostos genotdxicos nos
organismos. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi contribuir ao biomonitoramento e
avaliacdo da qualidade ambiental de fazendas de malacocultura e de ambientes naturais no
estado de Rio de Janeiro, através da andlise de dano genotdxico em mexilhfes da espécie
Perna perna. Através de bioensaios, foram determinados os tempos de resposta da espécie
frente a diferentes concentracBes do composto genotoxico metil metanosulfonato (MMS),
composto usualmente utilizado como controle positivo. Avaliando a genotoxicidade do
MMS através do EC, os organismos apresentaram seus maximos valores de dano (% DNA
na cauda dos cometas) nos primeiros trés e seis dias de exposi¢do, enquanto atraves do teste
de MN, os maximos valores aconteceram a partir do sexto dia em diante, evidenciando

diferengas na avaliagdo de cada teste. Nao houve uma correlacdo entre o dano genotoxico e
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0 comprimento, peso e sexo dos mexilhdes de acordo com os biomarcadores utilizados. No
estudo de biomonitoramento, os mexilhdes cultivados em Niteroi apresentaram os maximos
valores de dano genotdxico, diferenciando-se das fazendas de cultivo de Buzios e Arraial
do Cabo para todas as temporadas de coleta. Estes resultados reafirmam os dados de
poluicdo ja existentes na area, evidenciando as desfavoraveis condi¢cdes ambientais que as
aguas de Niteroi tem para o cultivo de mexilhGes. O estudo realizado em Macaé e regides
proximas, demostraram altos valores de dano genotoxico nos mexilhGes coletados no
estuario do Rio Macaé, diferenciando-se dos baixos valores obtidos para o Arquipélago de
Santana. Estes altos valores estdo relacionados com as diferentes fontes de poluicdo
liberadas no curso do Rio Macaé, assim como também com a atividade petroleira da regido.
As praias Campista e Pedrinhas apresentaram valores intermédios nos seus biomarcadores

genotoxicos, gerando uma preocupacédo na gqualidade futura destas areas.

Palavras chave: ensaio do cometa, teste do micronucleo, Perna perna, Malacocultura, Rio

de Janeiro.

Macaé, RJ
Marco, 2017
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ABSTRACT

GENOTOXICITY STUDIES IN PERNA PERNA(MOLLUSCA, BIVALVIA) AS
INDICATOR OF ENVIRONMENTAL QUALITY AND ITS IMPORTANCE IN THE
MALACOCULTURE

Juan Manuel Gutiérrez Moreno

Orientadora: Laura Isabel Weber da Conceicédo

Co-Orientadores: Mauricio Mussi Molisani e Moisés Basilio da Conceicéo

Abstract da dissertacdo de mestrado submetida ao Programa de P6s-Graduagdo em
Ciéncias Ambientais e Conservacao, da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ,
como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Ambientais e Conservacao.

Many of the contaminants that arrive in coastal ecosystems have the capacity to
affect directly or indirectly the genetic material of the aquatic organisms. Through
genotoxicity biomarkers, such as comet assay (CA) and the micronucleus test (MN), can be
evaluated the effects of genotoxic compounds in the organisms. In this context, the
objective of this study was to contribute to the biomonitoring and evaluation of the
environmental quality of malacoculture farms and natural environments in the Rio de
Janeirostate, through the analysis of genotoxic damage in mussels of the species Perna
perna. Through bioassays, the response times of the species were determined against
different concentrations of the genotoxic compound methyl methanesulfonate (MMS),
compound usually used as positive control. Assessing the genotoxicity of MMS through the
CA, the organisms presented their maximum damage values (% DNA in the tail of the
comets) in the third to the sixth day of exposure while using the MN test, the maximum

values occurred from the sixth day, evidencing differences in the evaluation of each test.
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There was no correlation between the genotoxic damage and the length, weight and sex of
the mussels according to the biomarkers used. In the biomonitoring study, the mussels
cultivated in Niteroi presented the maximum values of genotoxic damage, differentiating
themselves from the farms of Buzios and Arraial do Cabo for all the collection seasons.
These results reaffirm the pollution data already existing in this area, evidencing the bad
environmental conditions that the waters of Niterdi for the cultivation of mussels. The
study carried out in Macaé and nearby regions showed high values of genotoxic damage in
the mussels collected in the Macaé estuary, differing from the low values obtained for the
Santana Archipelago. These high values are related to the different sources of pollution
released in the course of Macaé River, as well with the oil activity in the region. The
beaches Campista and Pedrinhas presented intermediate values in their genotoxic

biomarkers, generating a concern in the future quality of these areas.

Keywords: comet assay, micronucleus test, Perna perna, malacoculure, Rio de Janeiro.

Macaé, RJ
Marco, 2017
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RESUMEN

ESTUDIOS GENOTOXICOS EN PERNA PERNA (MOLLUSCA, BIVALVIA) COMO
INDICADOR DE CALIDAD AMBIENTAL Y SU IMPORTANCIA EN LA
MALACOCULTURA

Juan Manuel Gutiérrez Moreno

Orientadora: Laura Isabel Weber da Conceicéo

Co-Orientadores: Mauricio Mussi Molisani e Moisés Basilio da Conceic¢éo

Resumen da dissertacdo de mestrado submetida ao Programa de P6s-Graduacdo em
Ciéncias Ambientais e Conservacao, da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ,
como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias

Ambientais e Conservacao.

Muchos de los contaminantes que llegan a los ecosistemas costeros, tienen la
capacidad de dafar directa o indirectamente el material genético de los organismos
acuaticos. A través de biomarcadores de genotoxicidad, como el ensayo cometa (EC) v el
test de micronucleo (MN), se pueden medir los efectos de estos compuestos genotoxicos
provocan en los organismos. En este contexto, el objetivo de este estudio fue contribuir al
biomonitoreo y medida de la calidad ambiental en &reas de malacocultura y de ambientes
naturales en el estado de Rio de Janeiro, mediante el analisis de dafio genético en mejillones
de la especie Perna perna. A través de bioensayos se determind los tiempos de respuesta de
la especie frente a diferentes concentraciones del compuesto genotdxico metil
metanosulfonato  (MMS),  compuesto  usualmente  utilizado como  control
positivo.Evaluando la genotoxicidad del MMS a traves del EC, los organismos presentaron
sus maximos valores de dafio (% DNA en la cola del cometa) en los primeros tres y seis
dias de exposicion al MMS, en cuanto a través el test de MN, los maximos valores fueron

del sexto dia en adelante, evidenciando diferencias en las caracteristicas de cada ensayo. No
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hubo una correlacion entre el largo, peso y sexo de los mejillones de acuerdo con los
biomarcadores utilizados. En el estudio de biomonitoreo, los mejillones cultivados en
Niteroi presentaron los méaximos valores de dafio genético, diferenciandose de las reas de
cultivo de Buzios y de Arraial do Cabo para todas las temporadas de colecta. Estos
resultados reafirman los datos ya existentes de contaminacion en esta area, evidenciando las
desfavorables condiciones ambientales que las aguas de Niterdi tienen para cultivar
mejillones. El estudio realizado en Macaé y regiones cercanas, demostraron altos valores de
dafo genético en mejillones colectados en el estuario del Rio Macae, diferenciandose de los
bajos valores obtenidos para el Archipiélago de Santana. Estos altos valores estan
relacionados a las diferentes fuentes de contaminacion presentes en el curso del Rio Macaé,
asi como también con la actividad petrolera de la region. Las playas Campista y Pedrinhas
presentaron valores intermedios en sus biomarcadores, generando una preocupacion en la

calidad futura de estas areas.

Palabras claves: ensayo cometa, test de microntcleo, Perna perna, malacocultura, Rio de

Janeiro.

Macaé, RJ
Marco, 2017
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I. INTRODUCAO GERAL

1.1 Toxicologia ambiental

A toxicologia ambiental é o estudo do impacto dos poluentes sobre a estrutura e
funcdo dos sistemas bioldgicos, avaliando esse impacto ao nivel molecular, do organismo,
da comunidade e até no nivel ecossistémico (Costa et al., 2008). Este impacto pode ser
analisado como uma sequéncia de etapas que definem uma sucessao de eventos. A primeira
etapa avalia a disponibilidade do composto quimico (xenobidtico) introduzido no ambiente
para 0 organismo. Esta interacdo € definida pelas caracteristicas do xonobiotico
(hidrossolubilidade, coeficente de particdo, grau de ionizacdo e tamanho da molécula),
assim como seu grau de toxicidade e sua dose disponivel no ambiente que determinaram as
vias de entrada e transporte do mesmo no organismo. A seguinte etapa corresponde a
interacdo do xenobidtico com seu sitio de acdo. Geralmente o sitio de acdo é uma proteina
particular ou outra molécula que interage com o poluente. Os efeitos produzidos pelo
xenobiodtico com o sitio de acdo ao nivel molecular, pode determinar efeitos em niveis

superiores de organizacdo (Landis e Yu, 2003).

O ambiente pode exercer funcbes de filtragdo, decomposicdo, neutralizacdo e
armazenamento de determinados xenobioticos. Desta maneira, pode reduzir em certo grau o
seu efeito nocivo nos organismos. Mas também, pode provocar uma acumulacdo dos
contaminantes, tais como metais pesados, 0s quais se unem a particulas do sedimento. Estes
contaminantes podem ser biodisponibilizados no ambiente através de mudancas nos

parametros fisico-quimicos do meio (Newman e Clements, 2008).

Nos organismos aquéticos, 0s xenobiéticos sdo geralmente absorvidos através das
branquias, pele e/ou trato digestivo. A concentracdo destes compostos quimicos pode
aumentar nos tecidos do organismo, em comparagdo com o ambiente (bioacumulacdo). Os
compostos também podem ser transformados dentro do organismo através de Vvarios
sistemas metabolicos (biotransformacéo) que reduzem ou alteram sua toxicidade, podendo
se tornar mais polares facilitando assim sua excre¢do. Alguns microorganismos consiguem
descompor estes xenobioticos em formas mais simples (biodegradagdo), através de reagdes

de oxidacé&o, reducéo e hidrolise (Zagatto e Bertoletti, 2006).



Os sitios de acdo do xenobiotico no nivel molecular podem ser &cidos nucléicos,
proteinas especificas das sinapses nervosas presentes na membrana plasmatica ou proteinas
associadas a outros processos. O tipo particular de interacéo vai determinar o grau do efeito
ao nivel bioquimico e molecular. As principais mudangas neste nivel correspondem a
alteracdes na estrutura do DNA (Landis e Yu, 2003). Os poluentes podem gerar 0
rompimento das fitas do DNA, modificar a estrutura da molécula (metilacdo, etilacéo,
desaminacdo de bases nitrogenadas, entre outros).

As alteracBes no DNA antes mencionadas, assim como as intera¢fes dos poluentes
com a maquinaria mitética, podem gerar danos citogenéticos nas células (Schmid, 1975).
Estes danos podem consistir em lesdes, necrose de tecidos celulares ou podem resultar em
tumores e efeitos teratogénicos (Fenech, 2000). No nivel citolégico o tipo de alteracdo

observada vai definir a saude do organismo (Lee e Steinert, 2003).

A um nivel superior, a saude dos organismos pode extrapolar seus efeitos para o
nivel populacional. A diminuicdo do tamanho das populagdes, assim como alteracfes na
estrutura demogréfica, geram desequilibrios em niveis ainda superiores. A estrutura da
comunidade pode sofrer estas mudancas, alterando a riqueza e diversidade de espécies,

afetando assim a estabilidade do ecossistema (Begon et al., 2009).

1.2 Genética toxicoldgica

Com o propésito de analisar a acdo dos poluentes sobre o material genético dos
organismos surge a genética toxicoldgica. Esta disciplina e linha de pesquisa integra
conceitos provenientes da genética (mecanismos de heranca) e da toxicologia classica

(toxicocinética e toxodinamica) (Aardema e MacGregor, 2002).

Muitos dos poluentes que ingressam nos diferentes ecossistemas sdo capazes de
interagir direta ou indiretamente com o material genético dos organismos, afetando sua
estrutura ou funcdo. Estes compostos sdo denominados de genotdxicos, e seus efeitos
podem ser detectados em concentragdes subletais (Koppe, 2002). Os compostos
genotoxicos efou seus metabdlitos (radicais livres, por exemplo) podem gerar o

rompimento tanto de uma fita Gnica de DNA quanto da fita dupla; podem oxidar as bases



nitrogenadas na molécula de DNA ou unir-se em ligacdo covalente ao material genético

formando adutos de DNA (Newman e Clemens, 2008).

Dentro dos diferentes compostos genotoxicos, estdo os agentes alquilantes, os quais
adicionam um grupo metil (metilacdo: +CHs3) ou etil (etilagdo: +CH3-CH,) as bases
nitrogenadas do DNA. Este processo determina a substituicdo de bases por pareamentos
errados, podendo levar a transi¢fes e transversdes (mutacfes pontuais de troca de bases),
assim como quebras no DNA. Também pode levar ao silenciamento de genes, quando a
metilacdo ocorre em regides promotoras dos genes pela perda do reconhecimento por
fatores de transcricdo. As enzimas de reparo também ndo sdo capazes de reconhecer o dano,
impossibilitando a restauracdo do DNA (Heflich et al., 1982; Bird e Wolffe, 1999). Alguns
exemplos de agentes alquilantes sdo o metil metanosulfonato (MMS) e o etil-
metanosulfonato (EMS), compostos amplamente utilizados em bioensaios de toxicidade

como controles positivos (Rank e Jensen, 2003; Stambuk et al., 2008; Lacaze et al., 2010).

Outros compostos, como &cido nitroso (HNO,), hidroxilamina (NH,OH) e radicais
livres de oxigénio, também podem produzir transversdes (mudanca de base pirimidina para
purina ou vice-versa), sendo modificadas as bases nitrogenadas do DNA através de reagdes
de desaminacdo (Valko et al., 2004; Kasaie Kazuaki, 2016).

Alguns metais pesados conseguem formar ligacbes covalentes com 0s grupos
fosfato e bases heterociclicas (purinas) do DNA, afetando a estabilidade da molécula e
aumentando a possibilidade de erros de pareamento das bases nitrogenadas (Newman e
Clements, 2008). Dentro dos compostos que formam ligacdes covalentes com o DNA para
formar adutos, estdo o benzo[a]pireno, o qual liga-se a guanina para formar adutos de
guanosina (Ericson e Larsson, 2000).

Por ultimo, estdo também os agentes intercalantes, 0s quais se posicionam entre as
bases nitrogenadas. Esta intercalacdo modifica a estrutura da molécula, produzindo quebras
e delecbes do DNA. Alguns exemplos destes agentes sdo o brometo de etidio, laranja de
acridina (corantes de fluorescéncia utilizados na marcacdo do DNA) e outros corantes
sintéticos (Nafisi et al., 2007).



A constituicdo fisico-quimica natural do DNA é imprescindivel para garantir a sua
estabilidade e correto funcionamento. As principais causas de lesdes no DNA tem como
consequéncia mutagdes com potencial carcinogénico (Newman e Clements, 2008). Por este
motivo, a maquinaria molecular designada para evitar a degeneracdo do DNA é vital.
Dentro desta maquinaria inclui-se o reparo por excisdo de base, lidando com sitios que tem
perdido sua base nitrogenada (sitios ap); reparo por exciséo de nucleotideos, que permite a
eliminacdo de adutos de DNA e de dimeros de timina; reparo de recombinacdo, que corrige
quebras de fita dupla e de ligacdes cruzadas; e reparo de erro de pareamento (mismatch),
que determinam insercdes e delecbes de nucleotideos (Glei et al., 2016). Frente ao dano do
DNA, as células respondem ativando complexas redes de sinalizacdo que definirdo o
destino celular, promovendo, ndo sé a morte celular, mas também o reparo e sobrevivéncia

das células (Roos e Krumm, 2016).

1.3 Indicadores bioldgicos de poluicédo

A presenca e efeito dos poluentes no ambiente podem ser avaliados através de trés
tipos de indicadores bioldgicos: a) Biomarcadores, b) Bioindicadores e c) Indicadores
Ecoldgicos (Van Gestel e Van Brummelen, 1996).

O termo biomarcador pode ser utilizado para qualquer alteracdo bioldgica
relacionada a presenca de um composto quimico no ambiente. Esta alteracdo pode ser
quimica, fisica ou biologica. Os biomarcadores podem ser classificados em: i)
Biomarcadores de Exposi¢do: quando é medida a presenca de substancias exdgenas ou dos
produtos de seu metabolismo no organismo; ii) Biomarcador de Efeito: quando sdo
quantificadas alteracdes bioquimicas, fisiolégicas ou comportamentais no organismo; e iii)
Biomarcadores de Susceptibilidade: quando é medida uma habilidade inerente ou adquirida

do organismo em responder durante a exposicdo a um poluente (Zagatto e Bertoletti, 2006).

Um organismo bioindicador fornece informacdes sobre as condi¢bes ambientais de
seu habitat por sua presenga, auséncia ou pelo seu comportamento. Sua utilizagdo permite a
avaliacdo integrada dos efeitos ecoldgicos causados por mdaltiplas fontes de poluicdo
(Monserrat et al., 2007).



O termo indicador ecoldgico pode ser definido como um parametro do ecossistema

que descreve sua estrutura e seu funcionamento (Van Gestel e Van Brummelen, 1996).

1.4 Biomarcadores de genotoxicidade

Vérias técnicas de avaliagdo genotdxica foram desenvolvidas com o objetivo de
quantificar e conhecer o0 modo de a¢do dos compostos perigosos aos organismos. Estas
técnicas encontram-se dentro do grupo dos biomarcadores de efeito e sdo capazes de
reconhecer muitas classes de danos, numa grande variedade de células e em diferentes
organismos fornecendo, assim informac6es no nivel de células individuais dos organismos
(Rojas et al., 1999). Duas destas técnicas foram abordadas neste trabalho: o ensaio do
cometa (EC) e o teste do microntcleo (MN), ambasduas ja utilizadas como ferramentas de

biomonitoramento ambiental (Mitchelmore e Chipman, 1998).

O ensaio do cometa (comet assay) (EC) corresponde a uma eletroforese de células
individuais em gel de agarose. Esta técnica baseia-se na migracdo de fragmentos de DNA
gerados pela quebra das fitas em meio alcalino, devido a acdo de agentes genotdxicos que
geram sitios alcalino-sensiveis. Quanto maior for a quantidade de dano no DNA, maior vai
ser a migracdo dos fragmentos a partir do nucleoide (nlcleo degradado) em direcdo ao
eletrodo positivo durante a eletroforese, dando a aparéncia de um cometa (Fig. 1), sendo
esse um indicativo da susceptibilidade do organismo testado ao xenobidtico. Ostling e
Johanson (1984) foram os primeiros em desenvolver a técnica de eletroforeses em gel para
detectar o dano genético. Posteriormente, Singh et al. (1988) modificaram a técnica em
condigdes alcalinas (pH >13), permitindo a exposi¢cdo dos sitios alcalino-sensiveis,

incrementando assim a sensibilidade do ensaio.

Devido a sua simplicidade e alta sensibilidade foi sugerida para estudos de
monitoramento ambiental, podendo avaliar o efeito genotdxico de uma grande variedade de
compostos como pesticidas e esgotos industriais e domésticos, entre outros. Desta maneira,
0 ensaio permite a deteccdo de compostos com potencial carcinogénico (Kang e Pantel,
2013). A partir da década dos 90 o numero de publicagdes cientificas utilizando o EC veio
aumentando consideravelmente ano apds ano, com mais de 10.000 artigos publicados desde



seu estabelecimento. Uma parte desses artigos corresponde a area da Toxicologia (30 %) e
da Ecologia Ambiental (11 %) (Glei et al., 2016).

Figura 1. Diferentes niveis de dano no material genético observados como cometas (nucle6ides) com caudas
de diferente comprimento em hemocitos do mexilhdo P. perna. Aumento X400, corado com DAPI e
visualizado com fluorescéncia. Fotos correspondentes ao atual trabalho.

O teste do micronucleo (MN) corresponde a uma técnica simples, rapida e sensivel
que permite a obtengdo de um indice de dano citogenético (Sanchez-Galén et al., 1998). O
teste do MN foi desenvolvido por Schmid (1975) para analisar a formacdo de MNs em
roedores e posteriormente Hooftman e Raat (1982) adaptaram o teste para trabalhar com

organismos aquéaticos em condigdes de laboratorio.

O mecanismo de formagdo de MNs acontece durante a fase de proliferacdo das
células sanguineas, onde estas estdo em continua divisao. Durante a divisao celular o agente
genotdxico age, podendo causar uma quebra no cromossomo, liberando um fragmento
(clastogénese) ou alterando a disjuncdo das cromatides irmas, causada pela disfuncdo do
fuso, levando a perda de uma delas (aneugénese). Essas anormalidades permanecem até o
final da divisdo celular, ndo se reintegrando ao nucleo, passando a constituir um MN, o qual



é visualizado no citoplasma (Krishna e Hayashi, 2000) (Fig. 2). A presenca de MNs no

citoplasma de células sanguineas, portanto, € um indicativo da acdo de um genotoxico.

3 um

Figura 2: Hemdcito de mexilhdo P. perna com um micronicleo. Aumento X400; corado com laranja de
acridina e visualizado com fluorescéncia.Foto correspondente ao atual trabalho.

Da mesma forma que para o EC, o teste do MN tem sido amplamente utilizado para
avaliar o impacto de poluentes nos organismos aquaticos, apds a exposi¢do in vivo direta ou
indireta a componentes quimicos (Izquierdo et al., 2003). O teste foi amplamente utilizado
em bivalves, tanto em estudos de biomonitoramento (Klobucar et al., 2003; Rank e Jensen,
2003; Kolarevi¢ et al., 2016) como na avaliacao dos efeitos de diferentes poluentes sobre

diferentes organismos (Ching et al., 2001; Stambuk et al., 2008).

1.5 Mexilhdes como bioindicador de poluic¢éao

Os bivalves da familia Mytilidae sdo considerados bons organismos para o
biomonitoramento devido & varias caracteristicas: ttm uma ampla distribuicdo geogréfica e
sdo muito abundantes, o que possibilita fazer estudos comparativos de diferentes regides e

ao longo do tempo. Os organismos desta familia ndo apresentam mobilidade na fase adulta,



permitindo avaliar a qualidade ambiental de uma determinada area. Tém uma alta taxa de
filtracdo, podendo acumular compostos nos tecidos, como por exemplo, hidrocarbonetos e
metais pesados. Além disto, eles tém uma répida resposta ao nivel molecular, citoldgico e
fisioldgico na presenca de determinados contaminantes (Oehlmann e Schulte-Oehlmann,
2003; Conceicdo et al., 2008).

Esta familia conta com uma ampla bibliografia em pesquisas relacionadas a
poluicdo e monitoramento numa grande diversidade de ambientes, e Mytilus edulis
corresponde a espécie mais utilizada como bioindicadora (Al-Subiai et al., 2011; BarSiené
et al., 2012). O programa de biomonitoramento ambiental com mexilhGes mais importante
a nivel mundial corresponde ao “Mussel Watch”, iniciado nos Estados Unidos no ano 1975.
Neste programa ja foram monitoradas as costas de Estados Unidos, a regido dos Grandes
Lagos (entre Canada e Estados Unidos), Porto Rico e do Havai, avaliando os efeitos que
produzem os diferentes tipos de poluentes dessas regides, como hidrocarbonetos, derivados
do petroleo, metais traco, hidrocarburos haolgenados, e radionuclidios, entre outros
(Goldberg, 1978; Powell et al., 2015). Em ambientes de agua doce, Pavlica et al. (2001)
avaliaram o potencial genotoxico do pentaclorofenol (PCP) em hemdcitos do mexilhdo
Zebra (Dreissena polymorpha). No Mar Baltico, Turja et al. (2014) analisaram através do
EC o dano genotoxico no mexilhdo Mytilus trossulus, determinado pela descarga de aguas
provenientes de tratamentos industriais, relacionando o dano genotoxico com a distancia do

ponto de descarga dessas aguas.

1.6 Espécie alvo de estudo

O mexilhdo Perna perna (Linnaeus, 1758) pertence a familia Mytilidae
(Rafinesque, 1815) (Mollusca, Bivalvia), sendo o maior representante desta familia no
Brasil (Rios, 1994), chegando a alcancar até 182 mm de comprimento (Ferreira e
Magalhées, 2004). Os mexilhdes P. perna apresentam uma fase larval planctonica, a qual é
continuada por uma fixacdo num substrato rigido, onde sofrem uma metamorfose e se
transformam em juvenis. Durante seu desenvolvimento e quando adultos (a partir de 20 mm
de comprimento), estes passam a constituir a comunidade bentonica (Vakily, 1989).

Habitam preferencialmente os costdes rochosos das regifes entremarés até a zona do
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infralitoral, podendo ocorrer até os 30 metros de profundidade (Freitas, 1997), observando-
se maior concentragdo na parte inferior da zona entremarés até um metro de profundidade
(Erlandsson e McQuaid, 2004).

Perna perna é uma espécie eurihalina e euritérmica, portanto é capaz de resistir a
uma ampla variagdo de salinidade e de temperatura. A faixa de salinidade considerada
Otima para P. perna estad entre 34 e 36, e em salinidades abaixo de 19 e acima de 49, a
espécie ndo sobrevive. Com relacdo a temperatura, a faixa 6tima se encontra entre 21 e 28

°C e € capaz de suportar temperaturas entre 5 e 30 °C (Ferreira e Magalhdes, 2004).

Devido a sua capacidade de resistir a uma grande variacdo de temperaturas e de
salinidades, esta espécie tem uma ampla distribuicdo geografica (Fig. 3). Ainda sendo uma
espécie nativa do continente africano, atualmente € também encontrada no Mar
Mediterraneo, no sul da india, no Sri Lanka, na costa atlantica da América do Sul e em
algumas ilhas do Caribe. As principais causas de sua ampla distribuicdo sdo de indole
antropogeénica. Acredita-se que as aguas de lastro de navios mercantes sejam o principal

meio de dispersao da espécie (Hicks et al., 2001).

fi /

Figura 3: Distribuicdo mundial do mexilhdo P. perna. Extraido e modificado de Resgalla Jr et al. (2008).



Na Ameérica do Sul, P. perna é uma espécie exdtica introduzida e completamente
estabelecida hd mais de 200 anos; provavelmente veio do continente africano no casco em
navios negreiros, no periodo da colonizacdo do Brasil pelos portugueses. Hoje ocorre na
costa oriental da Venezuela; no Brasil, desde a Baia de Vitoria (ES) até Rio Grande do Sul

(RS); e na costa oceanica uruguaia (Souza et al., 2004).

Diversos estudos de biomonitoramento de poluentes utilizando a espécie P. perna
tem sido desenvolvidos no Brasil. Alguns destes trabalhos utilizaram biomarcadores de
exposicdo para avaliar a presenca no ambiente de hidrocarbonos aromaticos policiclicos
(HPAS) e metais pesados (Francioni et al., 2007; Yoshimine et al., 2012; Belabed et al.,
2013; Santiago et al., 2016). Outros estudos utilizaram biomarcadores de efeito, avaliando
as respostas produzidas pelos pesticidas organoclorados (POC) e bifenis policlorados
(BPC) (Galvao et al., 2014; 2015); e também tem sido avaliadas as respostas ocasionadas

por contaminantes emergentes como produtos farmacéuticos (Cortez et al., 2012).

1.7 Bioensaios com organismos da espécie Perna perna

Diversos trabalhos em condicdes de laboratorio tem sido realizados utilizando o
mexilh&o P. perna como modelo animal. Nogueira et al. (2015) analisaram a resposta de
enzimas antioxidantes de mexilhGes expostos a biodiesel através de bioensaios. No trabalho
de Zlibberberg et al. (2011), os autores avaliaram a relacdo da resposta do estresse

oxidativo com o tamanho e o género dos organismos processados.

Poucos trabalhos tém sido publicados com biomarcadores de genotoxicidade
utilizando organismos desta espécie. Destacam-se os trabalhos de Carvalho Pinto-Silva et
al. (2003; 2005), os quais expuseram mexilhdes a uma determinada concentracdo de uma
ficotoxina natural (acido ocadaico) e avaliaram a formacgédo de MN ao longo do tempo. Por
outro lado, no trabalho de Stefanoni e Abessa (2011), os autores avaliaram a formacéo de
MN em mexilhGes desta espécie expostos a diferentes concentracbes de um composto
presente na maioria dos detergentes domésticos: o surfactante aniénico alquil-benzeno
sulfonato linear (ASL). Dentro dos trabalhos de biomonitoramento, Gongalves (2003)

avaliou o potencial genotdxico das aguas de diferentes praias da regido centro-norte do
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Estado de Santa Catarina sobre os hemdcitos do mexilhdo P. perna, utilizando o teste do
MN e o EC como biomarcadores genotoxicos. Por outro lado, Francioni et al. (2007a)

determinaram a frequéncia de MN para diferentes pontos dentro da Baia de Guanabara.

1.8 Objetivo Geral

Contribuir ao biomonitoramento e avaliacdo da qualidade ambiental de fazendas de
malacocultura e de ambientes naturais no estado de Rio de Janeiro, através da analise de

dano genotoxico em mexilhGes da espécie Perna perna.
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Il. AVALIACAO DA SENSIBILIDADE GENOTOXICA DO
MEXILHAO PERNA PERNA EM CONDICOES DE LABORATORIO

2.1 INTRODUCAO
2.1.1 Importancia dos bioensaios na genotoxicidade

As fontes de contaminagdo num ambiente natural podem ser variadas e afetar aos
organismos de forma diferenciada dependendo de sua natureza e concentragcdo. A grande
quantidade dos contaminantes presentes nos ambientes naturais tem, de forma direita ou
indiretamente, potencial genotoxico (Newman e Clements, 2008). Por este motivo, o dano
genético dos organismos presentes num ambiente impactado vai ser o resultado do efeito
combinado de todos os contaminantes presentes (Landis e Yu, 2003). Os bioensaios de
genotoxicidade permitem determinar os efeitos isolados dos contaminantes num organismo
especifico (Bolognesi e Cirillo, 2014). Assim, pode ser quantificado o efeito e o tempo de

resposta do organismo de um composto quimico conhecido sobre condi¢des de laboratdrio.

No desenho experimental do bioensaio é importante ter um bom modelo animal, o
qual precisa ter determinadas caracteristicas. Por exemplo, o organismo deve apresentar
sensibilidade alta, deve ser de facil manutencdo e deve ter sua biologia conhecida
(reproducdo, habitos alimentares, fisiologia e comportamento), eliminando assim possiveis
situacOes de estresse dos organismos, que levem a erros na hora de interpretar os resultados.
Ao mesmo tempo, os parametros ambientais devem ser monitorados diariamente,

impedindo variacOes indesejadas (Zagatto e Bertoletti, 2006).

2.1.2 Fatores fisioldgicos dos mexilhdes e sua relagdo com os poluentes

Geralmente o efeito produzido por um poluente sobre um organismo é determinado
pelo tipo de contaminante, pela concentracdo no ambiente e sua disponibilidade para o
organismo em questdo (Goldberg 1978; Klobucar et al., 2003; Bolognesi e Cirillo, 2014;
Touahri et al., 2016). Contudo, esta relagdo pode ser modificada por diferentes fatores,

incluindo diferengas nas caracteristicas fisiologicas dos mexilhdes (sexo, tamanho, peso,
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idade, taxa de crescimento, entre outras). Separar os efeitos de alguns destes atributos para
analisar cada um deles de forma isolada resulta ser dificil uma vez que estes fatores estdo
intimamente relacionados. Lobel et al.(1991), determinaram que o sexo em mexilhdes da
espécie Mytlius edulis representa um fator importante em processos de bioacumulacéo de
determinados elementos, sendo os maiores efeitos observados para manganés, cobre,
arsénico e selénio, onde as fémeas mostraram valores maioresde bioacumula¢do que 0s

machos.

O tamanho do mexilhdo reflete o estagio de vida do organismo, o qual pode
influenciar a resposta frente a um impacto ambiental. Zilberberg et al. (2011) encontraram
uma relacdo entre o tamanho dos mexilhdes P. perna e a expressao de proteinas de estresse
frente a uma mudanca das condi¢des ambientais. Os mexilhdes de menor tamanho
apresentaram uma menor expressdo das proteinas de estresse, em comparacdo com
mexilhGes maiores. Individuos de tamanhos maiores tem taxas de respiracdo maiores para
compensar as demandas metabdlicas. Esta diferenca poderia aumentar a sua exposicéo
frente a contaminantes aquaticos. 1sso pode causar um estresse energético adicional para 0s
individuos maiores, resultando no maior impacto do estresse quimico, em comparagao com

individuos menores (Bruner et al., 1994).

A idade dos individuos € outro fator que influencia o efeito dos poluentes nos
organismos. O processo de envelhecimento é geralmente definido por uma progressiva
diminuicdo funcional, seguida da morte. No nivel molecular, este processo caracteriza-se
pelo decaimento gradual dos mecanismos de manutencgéo e reparacgao, 0 que conduz a uma
acumulacdo de danos celulares, assim como o desenvolvimento de doencas relacionadas
com a idade (Bodnar, 2009). O envelhecimento é acompanhado pelo aumento da producgéo
de radicais livres de oxigénio (O,), peroxido de hidrogénio (H,O;) e radicais de hidroxila
(OH), os quais sdo produzidos na cadeia de transporte de elétrons nas mitocondrias. O
estresse oxidativo acontece quando a producdo destes compostos aumenta e 0s sistemas de
defesa antioxidante ndo conseguem parar esse aumento. O excesso destes compostos
oxidativos induz efeitos deletérios em macromoléculas celulares como o DNA, proteinas e
lipidios, os quais poderiam alterar as funcOes celulares e até provocar a morte celular
(Barbosa et al., 2010).
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2.1.3 Metil metanosulfonato

O metil metanosulfonato (MMS) é um composto com conhecido efeito genotoxico,
frequentemente utilizado como controle positivo ou utilizado para avaliar respostas de
toxicidade em diferentes organismos (Lackinger et al., 2001; Lewis e Galloway, 2008;
Lacaze et al., 2011; Weber et al., 2013). O MMS ¢é um composto orgénico de formula
C,HsO3S, que atua como agente alquilante, sequestrando ions bivalentes. O MMS tem a
capacidade de induzir a metilacdo nas posicdes N-7 e O-6 da guanina na posicdo N-3 da
adenina dos desoxirribonucleotideos. A metilacdo na posicdo N-3 bloqueia a DNA
polimerase e impede a replicacdo das células (Fu et al.,2012). Por outro lado, a metilagdo
na posicdo O-6 da guanina leva a incorporacéo errdnea de uma timina ao invés de citosina,
gerando uma mutacdo (de G/C para A/T) (Kaina, 2004). No nivel cromossémico, a
metilacdo das purinas pode produzir um efeito clastogénico nas cromatides (Resende et al.,
2010).

Rank e Jensen (2003) e Canty et al. (2009) expuseram mexilhdes da espécie Mytilus
edulis a diferentes concentracbes de MMS e quantificaram o dano genotoxico produzido
através do EC ao longo do tempo. Ndo ha trabalhos publicados avaliando o efeito
genotdxico do MMS na espécie P. perna, no entanto conhecendo seu potencial genotéxico,
trata-se de uma substéancia adequada para avaliar diferencas de sensibilidade em diferentes

faixas de tamanho deste mexilhdo.

2.1.4 Objetivos especificos

e 1) Avaliar a sensibilidade e o tempo de resposta do mexilhdo Perna perna ao agente

genotoxico MMS.

e 2) Determinar a influéncia do tamanho corporal e do sexo do mexilh&o Perna perna

na sensibilidade ao agente genotdéxico MMS.
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2.2 MATERIAS E METODOS

2.2.1 Experimento | — Avaliacdo da sensibilidade e do tempo de resposta do mexilhdo

Perna perna quando exposto a diferentes concentragdes de MMS

Foram coletados 76 individuos da espécie P. perna da fazenda de malacocultura
localizada na praia Rasa do municipio de Armacdo dos Buzios, RJ (22°44'20.10"S e
41°56'52.30"0) e levados imediatamente para o laboratorio onde foram mantidos em
aquarios de 50 L. Em cada aquério foram colocados 20 individuos com uma densidade de 1
individuo para cada 2 L de &gua da fazenda, sem suplemento alimentar, a temperatura de
24°C, aeracdo constante e troca de agua a cada 48 horas. O numero de individuos para cada
tratamento e tempo de exposicao foi escolhido em funcéo de trabalhos anteriores (Wilson et
al., 1998; Rank e Jensen, 2003; Stambuk et al., 2008).

Os individuos adultos coletados, classificados na classe de tamanho de 6 e 8 cm de
comprimento, foram transferidos para 5 aquarios com concentracGes diferentes de MMS
(Acros Organiscs), as quais se mantiveram constantes ao longo do experimento: 0 mg/L
(controle negativo), 10 mg/L, 30 mg/L, 40 mg/L e 60 mg/L. Avaliou-se o dano genotoxico
produzido ap6s 0, 1, 3, 6 e 12 dias de exposicdo (Fig. 4).

Dia 0 Dia 1 Dia3 Dia 6 Dia 12

UEQQ[ it o[ ned e[ nmd e e
Tl o ) ot e ot s )
(ot e s o Jes [
rpe ] o ) ot s [ JsCms )
S T T T

Figura 4: Diagrama do Experimento I. O nimero de individuos na coluna da esquerda representa o total de
individuos processados por tratamento e o nimero nas linhas representa os individuos processados por tempo
de exposicéo e tratamento (n=4).
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Quatro organismos foram coletados de cada concentracdo em cada tempo para
determinar o comprimento total, o peso e o sexo. Em seguida foi extraida a hemolinfa e se
procedeu com o EC e o teste do MN, sendo que o EC foi realizado imediatamente ap0s a

extracdao da hemolinfa.

2.2.2 Experimento Il — Determinacdo da sensibilidade de diferentes classes de

tamanho do mexilh&o Perna perna ao MMS

Foram coletados 48 individuos da espécie P. perna da mesma fazenda marinha de
malacocultura da praia Rasa de Buzios e levados imediatamente para o laboratorio. Os
individuos coletados foram transferidos para 2 aquarios de 50 L com 24 individuos cada um
distribuidos em tamanhos entre 4 e 11 cm (Fig. 5). O primeiro aquario exerceu a funcéo de
controle negativo (sem agente genotoxico) e o segundo aquario, os mexilhdes foram
expostos a 33,0 mg/L do agente genotdxico metil metanosulfonato (MMS). A concentragdo
do MMS, assim como o N amostral foi escolhido em funcéo de dados da literatura (Rank e
Jensen, 2003). Para o processamento e analise de genotoxicidade os individuos foram

separados em trés classes de tamanho: de4a 6 cm,de6,1a8cmede8,1allcm.

2 dias 4 dias
Controle Negativo |::> 12 individuos (4 de cada |::> 12 individuos (4 de cada
4-6cm  n=8 tamanho) processados tamanho) processados
6-8cm n=8
8-11 cm n=8
33,0 mg/L MMS :> 12 individuos (4 de cada :> 12 individuos (4 de cada
4-6em n=8 tamanho) processados tamanho) processados
6-8cm n=8
8-11 cm n=8

Figura 5: Diagrama do Experimento Il, mostrando a distribuicdo de tratamentos. 12 individuos (4 de cada
tamanho) foram analisados ao segundo e quarto dia de tratamento.
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Foram retirados para andlise 12 individuos do controle negativo e 12 individuos do
aquario com concentracdo de MMS constante apos 2 dias e 4 dias de experimento. Destes
organismos foram determinados o comprimento, 0 peso e 0 sexo. A seguir, foi extraida a

hemolinfa para o EC e o teste do MN.

2.2.3 Coleta de hemolinfa dos mexilhdes

A coleta de hemolinfa dos mexilhdes para as analises de genotoxicidade seguiu 0

mesmao protocolo tanto para o EC quanto para o teste do MN.

A hemolinfa foi retirada do seio do musculo adutor posterior de cada mexilhdo com
uma seringa hipodérmica (1 mL), ap0s ter quebrado a concha na altura do umbo utilizando
um alicate. A hemolinfa coletada foi colocada em microtubos de 1,5 mL, atingindo um
minimo de 150 pl de hemolinfa por cada individuo. Imediatamente ap6s a coleta, a

hemolinfa foi processada para gerar as laminas dos testes de genotoxicidade.

2.2.4 Ensaio do cometa (EC)

O protocolo metodoldgico foi padronizado a partir do proposto por Singh et al.
(1988), porém com modificaces ajustadas em trabalhos posteriores utilizando 0 mesmo
teste (Gongalves, 2003; Conceicdo et al., 2008; Weber et al., 2013). Aproximadamente 25
pL de hemolinfa foram misturados com 80ul de 0,5 % agarose “low melting point” (LMP).
A mistura foi depositada sobre uma lamina de microscopia, previamente recoberta com 0,5
% agarose normal, e coberta com uma laminula. A preparacéo foi resfriada por 15 min a
aproximadamente 4°C. Logo ap0s, foi retirada a laminula e colocada uma segunda camada
de agarose LMP e novamente recoberta com laminula e resfriada. Esta Gltima etapa foi
realizada com o objetivo de proteger as células. Apds a retirada da segunda laminula, a
lamina foi submersa em um tampéo de lise celular [2,5 M NaCl; 10 mM Tris; 100 mM
EDTA; 1% SDS; 1% Triton-X-100;10% DMSO (dimetil sulfoxido); pH 10] por 20 min.
Este tampéo desintegra as membranas celulares e desnatura as proteinas, deixando o DNA
livre das histonas e de outra proteinas de ligagdo ao DNA. Apo6s uma rapida lavagem com

agua destilada, a preparacéo foi submetida a uma desnatura¢do com tampéo alcalino, (300
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mM NaOH; 1 mM EDTA, pH > 13), por 20 min. A desnaturacdo do material genético
permite revelar os sitios danificados do DNA. A eletroforese foi realizada a seguir no
mesmo tampdo de desnaturagdo por outros 20 min a 25 V e 365 mA. Apds a eletroforese a
preparacdo na lamina foi neutralizada cobrindo-a com tampao de neutralizacdo (0,4 M Tris;
pH 7,5) por 5 min e fixada cobrindo-a a seguir com etanol absoluto. Quando secas, as
laminas foram visualizadas em microscopio de epifluorescéncia apds a adi¢do de uma gota
do corante fluorescente DAPI (4',6-diamidina-2-fenilindol) (1 pg/ml) e cobertas com
laminula. As imagens foram digitalizadas para posterior analise. Um total de
aproximadamente 100 nucledides (cometas) por individuo foram medidos utilizando o
programa gratuito Comet Score™ (Tritek Corporation), sendo registrado para cada cometa

a porcentagem de DNA na cauda do cometa (% DNA) como medida de dano genotdxico.

2.2.5 Teste do micronucleo (MN)

A metodologia empregada neste teste seguiu o protocolo de Pavlica et al. (2000),
com algumas modificacbes (Conceigdo et al., 2008). Aliquotas de 75 pL de hemolinfa
misturadas com 100 pL de tampdo PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na;HPOQO,; 2
mM KH,PO; pH 7,4) foram colocadas e esfregadas sobre laminas de microscopia e
mantidas & temperatura ambiente por 60 min Os hemdcitos precipitados na Iamina foram
fixados por 10 min com 1% glutaraldeido. Logo ap6s, as laminas foram lavadas com PBS,
secas a temperatura ambiente e coradas com corante fluorescente laranja de acridina (1
pg/mL). Foram analisadas 1000 células por lamina (individuo), utilizando um microscépio
de epifluorescéncia Olympus. Apenas as células intactas (com nucleo e membrana
plasmatica) foram utilizadas. Os MNs foram identificados pelos critérios a seguir: 1)
inclusOes citoplasmaticas esféricas com o contorno evidente; 2) didmetro menor que um 1/3

do nuacleo; 3) cor e textura semelhantes a do nicleo; 4) sem contato com o nucleo.

2.2.6 Analises estatisticas

As analises estatisticas para 0 EC foram realizadas com as médias da % DNA da

cauda do cometa de cada individuo, obtidas a partir dos 100 cometas medidos para cada
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individuo. Visto que ou uma vez que os dados da % DNA n&o se ajustaram a distribuicao
normal, as comparacgdes entre tratamentos foram realizadas pelos testes ndo-paramétricos
Kruskal-Wallis ou pelo teste U de Mann-Whitney, utilizando um nivel de significancia de
5%.

A frequéncia de MN foi calculada sobre mil nlcleos analisados e as médias para 0s
diferentes tratamentos foram comparadas utilizando o teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney (U).

A correlacdo de Spearman foi utilizada para avaliar a correlacdo da % DNA na
cauda dos cometas e numero de MN com o comprimento total, peso e sexo dos organismos
analisados. O pacote STATISTICA, v.7 (Statsoft Inc.) foi utilizado para a realizacdo de

todas as analises estatisticas.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Experimento | — Sensibilidade e tempo de resposta do mexilhdo Perna perna em

diferentes concentracées de MMS

O comprimento e peso médio, assim como o nimero de machos e fémeas, dos
organismos analisados para cada tratamento sdo apresentados na Tabela 1. Nao foi possivel
obter a mesma propor¢cdo de machos e de fémeas por tratamento, uma vez que a
identificacdo do sexo somente pode ser realizada ap6s sacrificar ao animal, ao analisar a

coloracdo dos tecidos gonadais internos.

Tabela 1: Comprimento total e peso médio; e o nimero de machos e fémeas utilizados em cada tratamento.

MMS (mg/L)  Comprimento (mm) Peso (g) N (fémeas:machos)
0 70,1+4.2 32,3+6,5 20 (8:12)
10 70,0 +6,0 32,3+6,9 16 (7:9)
30 69,6 +4,2 29,7+5,0 16 (5:11)
40 69,3+11,8 49,6 +£21,8 16 (9:7)
60 73,327 34,2+37 8 (3:5)
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Dano genotdxico medido como % DNA na cauda do cometa

Nenhum dos grupos expostos ao MMS (10, 30, 40 e 60 mg/L) se diferenciou
significativamente (p > 0,05) do grupo controle (0 mg/L) no primeiro dia de exposicao
(Tabela 2, Fig. 6). No terceiro dia de exposicdo todos 0s grupos expostos ao MMS se
diferenciaram significativamente (p < 0,05) do grupo controle (Tabela 2). Nesse dia, 0
grupo exposto a 60 mg/L de MMS apresentou 0 méximo valor encontrado de % DNA na
cauda (21.5 £ 11.6). N&o foi possivel analisar o dano genotdxico produzido por esta
concentracdo de MMS para os dias 6 e 12 devido a morte destes mexilhdes. Os organismos
expostos a 40 mg/L de MMS também apresentaram seu maximo valor de dano no terceiro
dia de exposicéo (18,9 + 2,7 % DNA), diferenciando-se significativamente do resto dos
tratamentos (Tabela 3, Fig. 6).

No sexto dia de exposi¢do todos os grupos expostos ao MMS se diferenciaram
significativamente (p < 0,05) do grupo controle. Os grupos expostos a 10 e 30 mg/L
apresentaram seus valores mais altos neste dia (93 £ 15 % e 9,7 £ 0,9 %,
respectivamente). No décimo primeiro dia de exposicdo os valores de % DNA diminuiram.
No entanto, a maioria dos grupos expostos ao MMS ainda se diferenciaram
significativamente (p < 0,05) do grupo controle, com a excec¢do do grupo exposto a 30
mg/L de MMS (Tabela 2, Fig. 6).
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Tabela 2: Analises estatisticas do Experimento | (Teste U de Man Whitney) comparando a média da % DNA
dos cometas entre as diferentes concentracdes de MMS e com os controles negativos para os dias 1, 3, 6 e 12

do experimento.

Dial Dia 3
Comparacao Z ajustado P valor Z ajustado P
Controle vs 10 mg/L -1.732 0.083 -2.309 0.021*
Controle vs 30 mg/L -1.732 0.083 -2.309 0.021*
Controle vs 40 mg/L -1.732 0.083 -2.309 0.021*
Controle vs 60 mg/L -1.156 0.248 -2.323 0.020*
10 mg/L vs 30 mg/L 0.000 1.000 -1.732 0.083
10 mg/L vs 40 mg/L -0.289 0.773 -2.309 0.021*
10 mg/L vs 60 mg/L -0.289 0.773 -1.323 0.020*
30 mg/L vs 40 mg/L -0.292 0.770 -2.309 0.021*
30 mg/L vs 60 mg/L -0.288 0.772 -1.452 0.146
40 mg/L vs 60 mg/L -0.584 0.564 -0.581 0.561
Dia 6 Dia 12
Comparacéo Z ajustado P valor Z ajustado P
Controle vs 10 mg/L -2.309 0.021* -2.309 0.021*
Controle vs 30 mg/L -2.021 0.043* -2.309 0.021*
Controle vs 40 mg/L -2.310 0.021* -2.309 0.021*
10 mg/L vs 30 mg/L 0.000 1.000 -0.577 0.564
10 mg/L vs 40 mg/L -2.309 0.021* -1.443 0.149
30 mg/L vs 40 mg/L -1.443 0.149 -1.155 0.248

* Significativo a 5%.
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Figura 6: Média e erro da média da % DNA na cauda dos cometas em hemdcitos de mexilhdes P. perna
expostos a diferentes concentracbes de MMS ao longo de 12 dias de exposi¢cdo (n=4 para cada
tratamento/tempo). (*) Diferenca significativa (p<0,05) do tratamento com MMS em relagéo ao controle.

Dano genotdxico medido em Micronucleos/1000

O Teste de MN mostrou que as frequéncias de MNs diferenciaram-se
significativamente (p < 0,05; Teste U de Mann-Whitney; Tabela 3) entre 0s organismos
controles e tratados somente nos dias 6 e 12 e para 0 grupo exposto a 40 mg/L de MMS
(Figuras 7 e 8). No dia 12 deste grupo registrou-se o maximo valor do experimento para o
test do MN (2,5 + 0,5 MN/1000 células).
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Tabela 3: Analises estatisticas do Experimento | (Teste U de Man Whitney) comparando a média da
frequéncia de MNs entre as diferentes concentracfes de MMS e com 0s controles negativos para os dias 1, 3,
6 e 12 do experimento.

Dia 1 Dia 3
Comparacao Z ajustado P valor Z ajustado P
Controle vs 10 mg/L -0.189 0.850 -1.423 0.155
Controle vs 30 mg/L 0.000 1.000 -0.833 0.405
Controle vs 40 mg/L 0.000 1.000 -1.000 0.317
Controle vs 60 mg/L -0.189 0.850 -1.155 0.248
Dia 6 Dia 12
Comparacdo Z ajustado P valor Z ajustado P
Controle vs 10 mg/L -0.833 0.405 -1.000 0.317
Controle vs 30 mg/L -1.548 0.122 -1.692 0.091
Controle vs 40 mg/L -2.138 0.033* -2.397 0.016*
10 mg/L vs 30 mg/L -1.042 0.297 -0.607 0.544
10 mg/L vs 40 mg/L -1.498 0.134 -1.871 0.061
30 mg/L vs 40 mg/L 0.000 1.000 -1.214 0.225

* Significativo a 5%.
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Figura 7: Média e erro da média do nimero de MN/1000 hemdcitos de mexilhdes P. perna expostos a
diferentes concentracBes de MMS ao longo de 12 dias (n=4 para cada tratamento/tempo). (*) Diferenca

significativa (p<0,05) do tratamento com MMS em relag&o ao controle.
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2.3.2 Experimento Il — Sensibilidade ao MMS por classe de tamanho em adultos do

mexilh&o Perna perna.

O comprimento e peso medio, assim como o nudmero de machos e fémeas dos

organismos analisados por tratamento séo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Comprimento e peso médio com seu desvio padrdo e nimero de fémeas e machos dos organismos
analisados para cada tratamento.

Controle negativo

Tamanho Cumprimento (mm) Peso () N (fémeas:machos)
4-6cm 51.2+22 142+ 3.9 8 (3:5)
6—-8cm 65.1+15 27.8+1.0 8 (4:4)
8—11cm 84.7+27 475+28 8 (3:5)
Tratamento com MMS
Tamanho Cumprimento (mm) Peso (g) N (fémeas:machos)
4-6cm 51.8+ 4.0 149+38 8 (5:3)
6—-8cm 67.1+34 25.7+3.8 8 (2:6)
8-11cm 97.7+3.8 66.2+5.5 8 (4:4)
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Dano genotdxico medido como % DNA na cauda

Observaram-se diferencas significativas (p < 0,05) nos valores de dano genotoxico
nos individuos expostos durante dois e quatro dias ao MMS em relacdo aos controles
negativos (Tabela 5; Fig. 8). Ndo foram encontradas diferencas significativas (p > 0,05)
entre os diferentes tamanhos corporais dos individuos expostos a MMS para os diferentes

periodos de tempo avaliados (Tabela 5; Fig. 8).

Tabela 5: Analises estatisticas do Experimento Il (Teste U de Man Whitney) comparando a % DNA dos
cometas entre 0s organismos tratados com MMS e os controles negativos e entre os diferentes tamanhos.

2 dias de exposi¢do

Comparacao Z ajustado p
4-6 cm Control vs 4-6 cm MMS -2.309 0.021*
6-8 cm Control vs 6-8 cm MMS -2.309 0.021*
8-11 cm Control vs 8-11 cm MMS -2.309 0.021*
4-6 cm MMS vs 6-8 cm MMS -0.202 0.839
6-8 cm MMS vs 8-11 cm MMS -0.624 0.533
4-6 cm MMS vs 8-11 cm MMS -0.261 0.794

4 dias de exposicao

Comparacao Z ajustado p
4-6 cm Control vs 4-6 cm MMS -2.121 0.034*
6-8 cm Control vs 6-8 cm MMS -2.449 0.014*
8-11 cm Control vs 8-11 cm MMS -2.236 0.025*
4-6 cm MMS vs 6-8 cm MMS -0.550 0.582
6-8 cm MMS vs 8-11 cm MMS -1.056 0.291
4-6 cm MMS vs 8-11 cm MMS -0.496 0.619

* Significativo a 5%.
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Figura 8: Média e erro da média da % DNA na cauda dos cometas em hemdcitos de mexilhdes P. perna
expostos a 33 mg/L de MMS ap06s dois e quatro dias de exposicdo com seus respetivos controles negativos
(n=4 para cada tratamento/tempo). (*) Diferenca significativa (p<0,05) do tratamento com MMS em relacdo
ao controle.
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Dano genotdxico avaliado em nimero de microntcleos/1000

Né&o foram encontradas diferencas significativas (p > 0,05), entre o numero de MN
dos organismos do grupo controle e 0s organismos expostos durante dois dias a0 MMS
(Tabela 6; Fig. 9). No entanto, foram encontradas diferencas significativas (p < 0,05) no
nimero de MN entre os tratados com MMS e o grupo controle ap6s quatro dias de
exposicao (Tabela 6; Figura 9).

Tabela 6: Analises estatisticas do Experimento Il (Teste U de Man Whitney) comparando 0 nimero de MN
entre 0s organismos tratados com MMS e 0s controles negativos e entre os diferentes tamanhos.

2 dias de exposi¢do

Comparacao Z ajustado p
4-6 cm Control vs 4-6 cm MMS -1.323 0.186
6-8 cm Control vs 6-8 cm MMS -1.739 0.082
8-11 cm Control vs 8-11 cm MMS -1.423 0.155
4-6 cm MMS vs 6-8 cm MMS 0.442 0.659
6-8 cm MMS vs 8-11 cm MMS -0.652 0.514
4-6 cm MMS vs 8-11 cm MMS -0.249 0.803

4 dias de exposicao

Comparacao Z ajustado p
4-6 cm Control vs 4-6 cm MMS -2.121 0.034*
6-8 cm Control vs 6-8 cm MMS -2.449 0.014*
8-11 cm Control vs 8-11 cm MMS -2.236 0.025*
4-6 cm MMS vs 6-8 cm MMS -0.550 0.582
6-8 cm MMS vs 8-11 cm MMS -1.056 0.291
4-6 cm MMS vs 8-11 cm MMS -0.496 0.620

* Significativo a 5%.
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Figura 9: Média e erro da média do nimero de MN/1000 em hemécitos de mexilhdes P. perna expostos a 33
mg/L de MMS ap6s dois e quatro dias de exposicdo com seus respetivos controles negativos (n=4 para cada
tratamento/tempo). (*) Diferenca significativa (p<0,05) do tratamento com MMS em relagéo ao controle.
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Correlacdo do dano genotéxico com o comprimento, peso e Sexo

Né&o foi observada correlacgdo significativa (p < 0,05) entre a % DNA na cauda dos
cometas (Tabela 7), assim como o0 nimero de MN, com 0 comprimento, peso ou com 0
sexo dos organismos expostos a 2 e 4 dias a0 MMS. Somente se constatou correlagdo entre
o0 tamanho e peso dos mexilhdes.

Tabela 7: Correlacdo de Spearman entre o dano genotdxico e o comprimento e peso médios e sexo dos
organismos expostos durante dois e quatro dias a 33 mg/L de MMS. (Sobre a diagonal) para a % DNA na
cauda dos cometas; (abaixo da diagonal)para o nimero de MN/1000. Em negrito as correlages significativas.

Tempp 9e Variavel Dano genotéxico ~ Comprimento Peso Sexo
exposicdo
Segundo dia Dano genotoxico faleishaieiaiaied 0,0280 0,0559 -0,4652
Tamanho 0,0714 folalaleieisiaied 0,9580 0,5140
Peso 0,0252 0,9580 falalalalekaiolel 0,3672
Sexo -0,0294 0,5141 0,3672 folalalalaieialed
Tempp ge Variavel Dano genotéxico ~ Comprimento Peso Sexo
exposicdo
Quarto dia  Dano genotoxico falakeiaiaialaied 0,5364 0,5000 -0,4518
Tamanho 0,1472 folalaleieieieied 0,9545 -0,2582
Peso 0,0491 0,9509 folalaleiieialed -0,1936
Sexo 0,1195 -0,3078 -0,2052 folalaleieieiaied
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I11. AVALIACAO GENOTOXICA DE MEXILHOES PERNA PERNA
CULTIVADOS EM DIFERENTES FAZENDAS DE
MALACOCULTURA NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO.

3.1 INTRODUCAO
3.1.1 Malacocultura

A malacocultura € uma forma de aquicultura baseada na producéao de bivalves como
ostras, vieiras e mexilhdes, principalmente para consumo humano. Esta atividade é muito
difundida em &guas costeiras como baias e enseadas, onde os cultivos sdo realizados no
confinamento, através de sistemas de cordas e lanternas. A producdo global de bivalves
vem aumentando consideravelmente, com uma producdo em 2010 de 14,2 milhdes de
toneladas (FAO, 2012).

No Brasil, a Secretaria de Aquicultura e Pesca (SAP) dentro do Ministério da
Agricultura, Pesca e Abastecimento vem estimulando unidades de cultivo em areas de
dominio da Unido. Atualmente Santa Catarina € o principal polo de malacocultura do pais,
cuja costa compreende 92 hectares de cultivos, divididas em aproximadamente 700
fazendas, para as quais se registrou uma producao total de 13,7 mil toneladas de mexilhdes
para 0 ano 2010 (Guzenski, 2014). Santa Catarina representa o maior produtor brasileiro de
bivalves cultivados (responsavel por mais dos 90% da producdo nacional destes
organismos) e o segundo na América Latina (FAO, 2012), perdendo em volume de
producdo somente para o Chile. Qutras regides do pais vém sendo estimuladas também,
inclusive no estado do Rio de Janeiro (llha Grande, Saquarema, Arraial do Cabo, Armacao
dos Buzios, entre outras) (MPA, 2013).

Devido as carateristicas biologicas dos bivalves, alimentacdo de matéria orgénica
particulada ou dissolvida e alta taxa de filtragdo, se houver contaminantes ou
microrganismos causadores de doengas no meio, estes organismos poderdo incorpora-los na
sua biomassa utilizando a mesma rota de alimentagdo. Os contaminantes podem se

acumular nos tecidos destes bivalves em concentragdes de 1.000 a 10.000 vezes superiores
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as verificadas nas fontes de exposicdo (UNEP, 2004). Desta forma, € necessario um
controle da qualidade da &gua onde estes sdo cultivados, considerando que o cultivo de
bivalves vem se intensificando na zona costeira, justamente aonde o0 adensamento
populacional e a insercdo de importantes fontes de emissdo de poluentes vém se
estabelecendo. Adicionalmente, a zona costeira por se localizar na area de influéncia do
fluxo de bacias hidrogréficas, pode sofrer uma significativa degradacdo devido ao
desenvolvimento humano & montante da bacia. Em muitas bacias hidrogréaficas, as emissoes
de espécies quimicas como metais sdo superiores as cargas oriundas de fontes naturais
(Lacerda et al., 2008; Molisani et al., 2013). Este cenario pode ocasionar o aumento das
concentragcdes dos poluentes na zona costeira que podem ser incorporadas pelos bivalves

comprometendo ndo somente as areas de criacdo, mas também a populacao local.

3.1.2 Malacocultura no estado do Rio de Janeiro

No estado do Rio de Janeiro, a Fundagéo do Instituto de Pesca (FIPERJ) encarrega-
se de controlar a qualidade ambiental das diferentes fazendas que cultivam mexilhGes.
Destaca-se entre essas atividades o monitoramento das microalgas com potencial nocivo
para a saude humana. Também sdo realizadas analises de coliformes totais e fecais e de
parametros fisico-quimicos da agua nas fazendas de cultivo e arredores. Além destes
controles, a FIPERJ presta assisténcia técnica e extensionista a maricultores para a
elaboracdo de projetos para o licenciamento ambiental. Também, oferece cursos de
capacitacdo e de boas praticas em locais como Angra dos Reis, Arraial do Cabo e Armacéo
dos Buzios (FIPERJ Relatorio Técnico, 2015).

Neste contexto, as areas de estudo do presente trabalho estdo focadas em trés
fazendas de cultivo de bivalves na costa do Estado do Rio de Janeiro, administradas por
diferentes associacGes: Armacdo dos Buzios, Arraial do Cabo e Niteroi. Estas regides
costeiras estdo na area de influéncia de bacias hidrogréficas e estuarios que estéo tendo um
crescimento populacional e uma diversificacdo de atividades econdmicas (IBGE, 2017),
aumentando as emissdes de poluentes e modificando possivelmente a qualidade ambiental

com possiveis reflexos na composicdo dos organismos cultivados nestas aguas.
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3.1.3 Armacéo dos Buzios

O municipio esta localizado na regido da baixada litoranea sendo uma peninsula
onde o turismo pode ser considerado a principal atividade econdmica que impulsionou o
crescimento demografico de aproximadamente 18.000 para 31.674 habitantes
aproximadamente, entre 2000 e 2017 (IBGE, 2017). Na auséncia de dados, podemos supor
que ndo ha consideraveis fontes de poluicdo para a regido, embora o alto nimero de
embarcacOes e a presenga de navios transatlanticos de turismo na regido podem produzir
alteracdes na qualidade das aguas das praias da regido (Laudo Técnico INEA-Prefeitura de
Buzios, 2014).

Na Praia Rasa, em frente ao canal da Marina encontra-se a fazenda de malacocultura
(22°44'20.10"S e 41°56'52.30"0) (Fig. 10c) administrada pela Associacdo dos
Trabalhadores de Maricultura (ATA). A fazenda foi inaugurada em 2011 e conta com
assisténcia técnica e acompanhamento dos cultivos da FIPERJ. Atualmente produz
aproximadamente 1800 Kg de mexilhao por ano (FIPERJ Relatério Técnico, 2015).

Um fator importante que deve ser analisado em vista da qualidade das aguas para a
producdo de bivalves é o sistema de correntes hidrolégicas na regido. Devido Blzios ser
uma peninsula, ela tem uma vertente voltada para o setor norte do estado que recebe
influéncia de ondas do N e NE com intensidade fraca a moderada, enquanto que a vertente
exposta ao sul recebe ondas moderadas do S e SE, incluindo frentes frias. Estas diferencas
influenciam na dispersdo de sedimentos que na vertente norte é também influenciada pelo
aporte fluvial de rios, criando uma éarea de deposicdo de particulas de areia fina e argila
protegidas das correntes e frentes frias do S e SE (Bulhdes et al., 2011). A dispersdo de
sedimentos finos com origem fluvial na vertente norte da peninsula de Blzios ja altera a
qualidade das &guas da regido. Os dados de Godiva et al. (2010) mostraram que 0 aumento
da deposicdo de sedimentos vem aterrando uma especie de recife de coral na praia da
Tartaruga, sendo parte destes sedimentos de origem fluvial transportados pelas correntes do
N e NE. Este estudo identificou que as particulas sdo originadas da bacia hidrogréafica do
Rio Macaé localizada a 44 km de distancia. Este fato € o resultado das alteracfes sofridas
na bacia hidrogréafica do Rio Macaé e seu estuario nas Ultimas décadas (Molisani et al.,
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2013). Desta maneira, os poluentes liberados no estuario do Rio Macaé poderiam atingir a

vertente norte da peninsula de Buzios e afetar a maricultura desenvolvidas nesta regido.

Soares et al. (2016), constataram que na area de cultivo da Praia Rasa teve teores de
coliformes termotolerantes ou coliformes fecais acima do que recomenda a resolugéo
CONAMA 357 em pelo menos quatro coletas no veréo de 2014 e de 2015. Estes coliformes
termotolerantes tem como origem a estacao de tratamento de aguas residudarias que esta em
operacdo proxima a fazenda marinha. O efluente final é despejado no canal da Marina

podendo alcancar a fazenda de cultivo.

3.1.4 Arraial do Cabo

O municipio esta localizado na regido dos Lagos, com uma populacdo aproximada
de 29.077 habitantes (IBGE, 2017), representa uma importante area turistica no estado do
Rio de Janeiro devido a transparéncia de suas aguas e a grande produtividade bioldgica que
ocorre nelas. Esta grande produtividade € causada pelo fenémeno de ressurgéncia que
ocorre na regido. Este fenbmeno € unico no Atlantico Oriental Sul e acontece devido as
caracteristicas morfologicas da costa associadas aos ventos predominantes (nordeste e
leste). O sistema de correntes associado com 0s ventos traz massas de aguas frias ricas em
nutrientes, que de aguas profundas sobem para a superficie, aumentando assim a producgéo
primaria do local, formando a base da cadeia alimentar do ecossistema. A &gua de
ressurgéncia é caracterizada por temperaturas inferiores a 18° C e aflora principalmente
durante a primavera e o verdo, quando os ventos nordeste e leste s&o mais intensos e

frequentes (Valentin et al., 1987).

A costa de Arraial do Cabo faz parte da reserva extrativista marinha (RESEXMAR-
Decreto S/N° de 3 de Janeiro de 1997), que tem a finalidade de preservar a paisagem e 0sS
recursos naturais permitindo a exploracdo sustentavel dos recursos pesqueiros pela
populagéo local. A partir do ano 2001, se iniciou o projeto de maricultura na Praia do Forno
(22°58'2.83"S e 42°0'26.25"0) (Fig. 10b) impulsionado pela Associagéo dos Pescadores de
Arraial do Cabo (APAC) a fim de ajudar a comunidade de pescadores a obter uma renda

extra e a0 mesmo tempo diminuir a pressao do extrativismo no local. Hoje em dia a fazenda

34



de malacocultura produz aproximadamente um total de 1.017 Kg de mexilhdes, 884 duzias

de ostras e 2.761 duzias de vieiras por ano (FIPERJ Relatorio Técnico, 2015).

Né&o existem fontes consideraveis de poluicdo antropica para as diferentes praias da
regido, embora poderia considerar-se preocupante o canal que desemboca na Praia do
Pontal. Este canal mantém uma agua salobra (salinidade em torno de 25), eutrofizada, de
coloracdo escura e com uma alta taxa de coliformes segundo as Resolucdes 274 e 357 do
CONAMA, que na maré baixa vai para o0 mar formando uma pluma nas imediacdes do
canal. Foi detectado um impacto ambiental produzido pelo esgoto nas comunidades de
peixes recifais e macrobentos associados ao costdo rochoso desta praia, onde registraram-se
alteracOes na abundancia de certas espécies tanto de peixes como de bentos (Correal, 2011).

Outro tipo de poluigdo que deveria ser considerada € a produzida pelas tintas anti-
incrustantes (antifouling) com o composto tributilestanho (TBT) que séo utilizadas nas
diferentes embarcacbes. Estes compostos produzem um fendémeno de desregulacéo
enddcrina em gastrépodes marinhos, os quais podem ser utilizados como bioindicadores de
qualidade ambiental. Toste et al. (2011) registraram um aumento significativo na
ocorréncia e intensidade desse fenbmeno em varios pontos de Arraial de Cabo, entre os
anos 2001 e 2008, destacando-se 0s pontos pertos do porto do Forno, aonde estes

gastropodes desapareceram.

3.1.5 Niteroéi

Municipio limitrofe com a Baia de Guanabara, com populacgdo estimada em 497.883
habitantes (IBGE, 2017) e uma area de 133.919 km?, integra a Regido Metropolitana do Rio
de Janeiro e apresenta um importante desenvolvimento industrial. O langcamento de esgoto
domeéstico sem tratamento, dos despejos de instalagdes industriais e da disposi¢cdo nédo
controlada de residuos solidos, tem gerado um impacto ambiental nas dguas da Baia da
Guanabara provocando uma diminuicdo da abundancia e da biodiversidade das espécies

nativas da regido (Mendes et al., 2007; Villac e Tenenbaum, 2010).

Na Praia Grande, localizada no centro da cidade (22°53'31.5"S e 43°07'54.1"0)

(Fig. 10a), foi implantada uma corda de cultivo experimental de mexilhGes P. perna com a
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finalidade de avaliar o dano genotoxico que sofrem os mexilhdes nesse ambiente. Esta
corda experimental foi monitorada pela Associacdo de Pescadores e Amigos de S&o Pedro
da Praia Grande (APASP). Embora, esta comunidade pesqueira dedique-se
majoritariamente a pesca artesanal, também trabalha com mexilhdes, mas pratica o

recolhimento de mexilhdes ja adultos de diferentes costdes rochosos da baia.

Avaliacdes para coliformes fecais na agua do mar indicam, em varias regides da
baia, uma situacdo imprdpria para cultivo ou extracdo de mexilhdes. A coleta do mexilhao
nas areas mais internas da baia foi descontinuada, mantendo-se, porém inalterada ao longo
dos ultimos 20 anos em Niteroi (Lage e Jablonski, 2008). Existe uma ampla bibliografia
publicada onde séo descritas os diferentes tipos de poluicdo da Baia de Guanabara e seus
efeitos nas comunidades bioldgicas. Varios destes estudos revelaram o alto nivel de metais
pesados da baia, avaliados nos sedimentos (Francioni et al., 2004; Pereira et al., 2007),
assim como diretamente em mexilhdes da espécie P. perna (Séenz et al., 2010). Esta
espécie também foi utilizada para biomonitorar a presenca de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA) na baia (Francioni et al., 2007a e b; Yoshimine et al., 2012). Segundo o
diagnostico preliminar de Jorge et al. (2002) das aguas dentro da baia na costa de Niteroi,
os valores de coliformes foram superiores aos permitidos pela resolugdo SERPA-SC n°
97/1988. O autor sugere o estabelecimento de fazendas marinhas de malacocultura em

locais com baixo indice de poluicdo, por exemplo, a costa oceanica de Niteroi.

3.1.6 Objetivos especificos

e Avaliar o grau de dano genotdxico dos mexilhdes P. perna de duas areas de cultivo
no estado de Rio de Janeiro (Armacdo dos Bulzios e Arraial do Cabo) e uma corda

de transplante (Niterdi) ao longo de um ano.

e Relacionar os valores obtidos de dano genotdxico com as atividades humanas

associadas e demografia da regiéo.
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e Determinar qual dos ensaios de genotoxicidade (EC e Teste do MN) utilizados
representa uma ferramenta mais adequada e sensivel para monitoramento da

poluicdo ambiental nas areas de cultivo de mexilhGes.

3.2 MATERIAS E METODOS
3.2.1 Areas de estudo

Foram realizadas quatro coletas simultaneas ao longo de um ano nas trés fazendas
de malacocultura mencionadas na introducdo deste capitulo: fazenda da Praia Rasa em
Armacdo dos Buzios, fazenda da Praia do Forno em Arraial do Cabo e na fazenda de Praia
Grande em Niterdi (Fig. 10).

. . 0 Ki 20K
Rio de Janeiro " "

Baia de Guanabara Arraial do Cabo Armacgao dos Buzios

Figura 10: Localizacdo das areas de cultivo de mexilhdes no estado de Rio de Janeiro: a) Praia Grande,
Niterdi, b) Praia do Forno, Arraial do Cabo e c¢) Praia Rasa, Armacdo dos Buzios. Modificado de Google
Maps.

Dez individuos de P. perna foram coletados em cada fazenda para cada estacdo do
ano: primavera (novembro 2015), verdo (marco 2016), outono (junho 2016) e inverno
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(agosto 2016). Os mesmos foram transportados imediatamente para o laboratério, onde
foram mantidos em aquérios com uma densidade de 1 individuo a cada 2 L de agua da

mesma fazenda; sem suplemento alimentar; a temperatura de 24°C e aeragdo constante.

Apb6s um dia nos aquérios, os mexilhdes foram retirados e determinados seu
comprimento, peso e sexo. A seguir, foi extraida a hemolinfa para logo realizar o EC e teste
do MN, utilizando o mesmo protocolo descrito nos pontos 2.2.3, 2.2.4 e 2.2.5. As analises

estatisticas foram as mesmas descritas no ponto 2.2.6.

3.3 RESULTADOS
Caracteristicas dos organismos coletados

O comprimento e 0 peso médios e a quantidade de fémeas e machos dos organismos
analisados para cada fazenda e data sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Comprimento e peso médio, e nimero de fémeas e machos dos organismos analisados para cada
fazenda nas 4 temporadas de coleta.

Fazenda de cultivo Comprimento (mm) Peso (g) N (fémeas:machos)
Buzios 78.9+8.6 447 £ 8.6 40 (24:16)
Arraial do Cabo 81.3+£9.0 446 +£13.1 40 (22:18)
Niter6i 80.0+7.7 543+17.1 40 (21:19)

Dano genotoxico avaliado como % DNA na cauda do cometa

Os valores de dano genotoxico medidos como % DNA na cauda do cometa, obtidos
pelo EC, mostraram que ndo houve diferencgas significativas entre as 4 temporadas de coleta
para cada fazenda de cultivo (Krukal-Wallis: p = 0.234 para Buzios; p = 0.067 para Arraial
do Cabo; p = 0.068 para Niter6i). Os maiores niveis de dano genotoxico foram registrados
nos mexilhdes cultivados na fazenda de Niterdi (Fig. 11). Estes apresentaram uma % DNA
na cauda dos cometas de 3,9 + 1,7 e 43 £ 1,1 na primeira e na segunda coleta,

respectivamente. Estes valores diferenciaram-se significativamente (p < 0,01; Tabela 9) dos

38



valores de % DNA dos mexilhdes cultivados em Buzios e em Arraial do Cabo para ambas
as coletas. O dano genotoxico dos mexilhdes cultivados em Buzios diferenciou-se (p <
0,05; Tabela 9) do dano genotoxico dos mexilhdes cultivados no Arraial do Cabo.

Tabela 9: Analises estatisticas (Teste U de Man Whitney) comparando a % DNA dos cometas entre os
organismos cultivados nas diferentes fazendas para cada temporada.

n Primavera 2015 Veréao 2016 Outono 2016 Inverno 2016
Comparagao

Zajust. p Zajust. p Zajust. p Zajust. p

Buz. vs Arr. -1.836  0.0663  -2.192 0.0284* 0.378 0.7055 -1.663 0.0963

Buz. vs Nit. -3.907  0.0001* -3.778 0.0002* -3.779 0.0002* 3.873  0.0001*

Arr. vs Nit. -3.429 0.0006* -3.778 0.0002* -3.779 0.0002* 3.873  0.0001*

*Significativo a 5%
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Figura 11: Média e erro da média das % DNA na cauda dos cometas em hemdcitos de mexilhdes P. perna
coletados nas &reas marinhas de cultivo de Buzios, Arraial do Cabo e Niterdi. Para os 4 periodos de coleta.
(n=10 para cada sitio). Diferencas significativas: (* p<0,05; ** p<0,0005) das fazendas comparadas com a
fazenda de Buzios
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Dano genotdxico avaliado em nimero de microntcleos/1000

O Teste do MN apresentou um panorama similar, ndo foram registradas diferencas
significativas entre as 4 temporadas de coleta para cada fazenda de cultivo (Krukal-Wallis:
p = 0.641 para Buzios; p = 0.936 para Arraial do Cabo; p = 0.991 para Niter6i). Os
organismos cultivados na fazenda de Niterdi apresentaram o maior nimero de MN, com
uma frequéncia maxima de 2,0 £ 1,0 MN/1000 células registrada na primeira coleta (Figura
12). Estes valores diferenciaram-se significativamente (p < 0,05; Tabela 10) dos mexilhdes
cultivados em Buzios para as primeiras 3 coletas e em Arraial do Cabo para todas as
coletas. Os mexilhdes de Buzios e de Arraial do Cabo ndo apresentaram diferencas
significativas entre eles (p > 0,05; Tabela 10) nos seus nimeros de MN formados para

nenhuma das coletas.

Tabela 10: Andlises estatisticas (Teste U de Man Whitney) comparando o nimero de MNs entre 0s
organismos cultivados nas diferentes fazendas para cada temporada.

Comparagdo  Primavera 2015 Verdo 2016 Outono 2016 Inverno 2016

Zajust. p Zajust. p Zajust. p Zajust. p

Buz. vs Arr. 0.213 0.831 -0.729  0.466 0.178 0.859 0.348 0.727

Buz. vs Nit. -2.797 0.049* -2335 0.019* -2.309 0.015* -1.901  0.057

Arr. vs Nit. -2.306 0.021*  -2.242  0.025* -2.797  0.009* -2.225  0.037*

*Significativo a 5%
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3.5 7 Bizios

[ Arraial do Cabo* -
3.0 I Niteroi -
- 2.5 7 *
=
=
2 2.0 -
=]
2
S 1.5
Z,
=
1.0 A
0.5 A
0.0 .
. ) o )
'\?\' '\?\' '\?\' ”&\.
,"‘b a‘be §0 80
& «é & &

Periodo da coleta

Figura 12: Média e erro da média dos MN em 1000 hemdcitos de mexilhdes P. perna coletados nas areas
marinhas de cultivo de Buzios, Arraial do Cabo e Niteroi. Para os 4 periodos de coleta. (=10 para cada sitio).

Diferenca significativa: (* p<0,05;) das fazendas comparadas com a fazenda de Buzios

41



Correlacao do dano genotéxico com o comprimento, peso e Sexo
Né&o foi observada correlagéo significativa (p < 0,05) entre a % DNA na cauda dos
cometas (Tabela 11), assim como no numero de MN, com 0 comprimento, peso ou Sexo

dos organismos cultivados na fazenda de Niteroi coletados em todas as temporadas.

Tabela 11: Correlagcdo de Spearman entre o dano genotdxico e o comprimento, peso médio e sexo dos
organismos cultivados na fazenda de Niterdi nas 4 temporadas de cultivo. (Sobre a diagonal) para a % DNA
na cauda dos cometas; (abaixo da diagonal)para 0 nimero de MN/1000. Em negrito as correlacBes
significativas.

Variavel Dano genotéxico ~ Tamanho Peso Sexo
Dano genotdxico faleaielaiaiaie 0.3722 0.4020 0.0163
Tamanho 0.2514 folaleiaiaiaiaiel 0.9394 -0.3186
Peso 0.2353 0.9394 folalaialaleiaiel -0.3349
Sexo -0.1367 -0.3186 -0.3349 Fkkkkkokok
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IV. AVALIACAO GENOTOXICA DE MEXILHOES PERNA PERNA
EM DIFERENTES COSTOES ROCHOSOS DA CIDADE DE MACAE.

4.1 INTRODUCAO
4.1.1 Estudos de biomonitoramento genotdxico com mexilhdes

Estudos de biomonitoramento com mexilhdes tem reportado uma alta variabilidade
no dano genético e na frequéncia de MN em comparacdo com bioensaios feitos em
laboratdrios (Rank e Jensen, 2003; Gorbi et al., 2008; Frenzilli et al., 2009). Existem varios
fatores que poderiam explicar esta variabilidade na genotoxicidade e citotoxicidade, como a
presenca de diversos poluentes no ambiente e com concentracGes variadas. Também, a
constituicdo genética de mexilhGes e suas populacdes podem ser responsavel em parte por

diferencas nas respostas frente aos diversos poluentes presentes (Bolognesi e Cirillo, 2014).

Além disto, existem fatores que podem prejudicar o poder de discriminacdo dos
ensaios genotoxicos e citotoxicos em estudos de biomonitoramento. Dentro dos fatores
bidticos encontram-se a idade, o género e o estado de reproducdo do organismo
bioindicador, os quais estdo diretamente ligados as taxas de respiracdo e de assimilagdo
alimentar. Também estdo diretamente relacionados com a capacidade que tem o
metabolismo de modular a bioconcentracdo e desintoxicacdo dos poluentes. Dentro dos
fatores abidticos, poderiam encontram-se a temperatura, salinidade, pH, concentracdo do
oxigénio dissolvido e disponibilidade do alimento (Bolognesi e Fenech, 2012). A
temperatura da dgua tem um efeito direto na taxa de divisdo celular e, consequentemente
com possiveis erros genéticos assim como diferenciacdo na frequéncia de MNs (BarSiené¢ et
al., 2012). Varios estudos demostraram que os valores basais na frequéncia de MN em
mexilhdes selvagens, sdo menores em latitudes temperadas e frias em comparagdo com as

latitudes quentes ou tropicais (Bolognesi e Fenech, 2012).

Definir um sitio de referéncia é importante na hora de levar a cabo um estido de
biomonitoramento. Este sitio de referéncia é caracterizado por ter um baixo nivel de
poluentes e permite uma comparacdo direita com o0s restantes sitios de interesse. A

urbanizacdo das areas costeiras torna dificil encontrar um sitio de referénciadevido a fatores
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demogréaficos que influenciam as quantidades de efluentesque chegam aos corpos de agua

costeiros (Mitchelmore e Chipman, 1998).

4.1.2 Macaé

O Municipio de Macaé esta localizado no Estado do Rio de Janeiro, pertence a
Regi&o Norte Fluminense, possui uma area total de 1.219,8 km? e apresenta diversos pontos
turisticos, como as praias e a regido serrana (Macaé, 2017). A partir da década de 70, com a
instalacdo da base da PETROBRAS, Macaé veio estabelecendo-se como o epicentro das
atividades relacionadas a cadeia produtiva do petréleo e gas offshore no pais, registrando-se
um crescimento industrial e econdmico acelerado na regido (Costa, 2010). Esta mudanca
abrupta na economia da cidade trouxe a criacdo de novos postos de trabalho, provocando
um crescimento demografico que quintuplicou a populacdo do municipio. Macaé passou de
47.220 habitantes em 1970 para 239.471 habitantes em 2016 (IBGE, 2017). Estas
mudangas no municipio geraram como consequéncia, uma pressdo cada vez maior sobre 0s
recursos hidricos, modificando as condi¢gdes ambientais e diminuindo assim a sua qualidade
(Ressiguier, 2011).

Por estes motivos foram escolhidos diferentes pontos no municipio de Macaé, com
diferentes caracteristicas e tipo de contaminacdo presente, de acordo com o reportado na
literatura (Molisani et al., 2013; Santiago et al., 2016), para avaliar o efeito genotdxico
destes contaminantes sobre os mexilhdes. Os sitios escolhidos foram: a) Estuario do Rio
Macaé (22°22'26.4"S e 41°46'21.9"0), b) Praia Campista (22°23'22.5"S e 41°46'05.3"0), ¢)
Praia das Pedrinhas (22°25'32.5"S e 41°49'43.4"0) e d) Arquipélago do Santana
(22°23'48.2"S e 41°41'35.1"0). Estas regides ja foram monitorados em trabalhos anteriores
(Molisani et al., 2013; Santiago et al., 2016), apresentando diferentes niveis e tipos de

poluentes.

4.1.3 Estuario do Rio Macaé

O Rio Macaé pertence a VIII Regido Hidrografica do Estado do Rio de Janeiro (Rio

de Janeiro, 2006). Ocupa um territério de 1.765 km? dos quais 82 % desse territorio
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localiza-se dentro dos limites do municipio de Macaé. O Rio Macaé atualmente € utilizado
como abastecedor de agua para diferentes atividades produtivas, sendo que essa agua, apos
ser utilizada, retorna para os solos ou para os corpos hidricos da regido na forma de
efluentes sem tratamento. Dentro das fungdes que o rio desempenha destacam-se: a dilui¢éo
de despejos domésticos, industriais e agricolas, irrigacdo nas atividades mineiras e a
geracdo de energia elétrica, entre outras fungdes. O esgoto doméstico sem tratamento, o
lixo doméstico e a pecudria sdo os principais responsaveis pela carga de elementos
quimicos, como metais pesados e nutrientes com potencial de degradacdo da qualidade da

agua (Esteves et al., 2015).

O ponto de coleta esta situado nas rochas da foz do Rio Macaé, perto do mercado de
peixes de Macaé. Nesse ponto a influéncia marinha é importante, permitindo o
estabelecimento do mexilhdo P. perna nos costBes rochosos. O estuario do Rio Macaé
representa a porcédo final da bacia hidrogréfica e localiza-se na area urbana de Macaé. Este
estudrio ja apresenta indicios de contaminacdo da agua e impactos na biodiversidade pela
carga de elementos quimicos (Costa, 2010; Molisani et al. 2012). As fontes antrdpicas sdo
as responsaveis pela maior parte das emissdes de nutrientes como nitrogénio (N) e fésforo
(P), assim como de metais de interesse ambiental, enquanto que as fontes naturais
(lixiviacdo de solos e deposi¢do atmosférica) sdo consideradas irrelevantes (Molisiani et al.,
2013). As coletas ao longo de um ano realizadas por Berenger (2013), revelaram a presenca
de trés tipos de HPAs derivados do petréleo, em baixas concentragdes no estuario. As
fontes de derivados de petréleo no estuario sdo diversas, incluem-se: a frota nautica do
municipio, o derrame dos barcos que utilizam o estuario e todas as atividades antrdpicas
que utilizam esses derivados e o descartam no ambiente. No trabalho de Santiago (2014), se
confirmou a presenca de HPAs e metais pesados bioacumulados em mexilhdes da espécie

P. perna e o autor classificou como alto o grau de contaminacao do estuario do Rio Macaé.

4.1.4 Praia Campista

O ponto de coleta esta situado no extremo leste da Praia Campista, num pier de
pedra realizado para proteger as instalacfes da PETROBRAS. O ponto localiza-se perto das
instalacOes petroleiras, que contém o Porto de Imbetiba. Este porto iniciou suas operac6es
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no ano de 1979, com a finalidade de atender as necessidades das plataformas de petroleo da
bacia de Campos. O Terminal de Imbetiba conta com aproximadamente 55 mil metros
quadrados de area e um calado operacional de 7,5 metros; possui trés pieres de 90 m de
comprimento e 15 m de largura, totalizando seis bercos. O porto atende a mais de 100
plataformas que atuam na perfuracdo, producdo de campos petroliferos e manutencdo de

pocos, 0 que explicita um grande fluxo de embarcacgdes na area (Grisostolo, 2012).

Estas atividades no Porto de Imbetiba teriam como consequéncia possiveis impactos
negativos, os quais poderiam significar riscos ecoldgicos aos ecossistemas associados a sua
area de influéncia. Santiago (2014) definiu a contaminag&o para a area que vai ser analisada

como “moderada” para metais pesados e HPAS.

4.1.5 Praia das Pedrinhas

O ponto de coleta esta situado no municipio de Rio das Ostras, perto do limite com
0 municipio de Macaé. Trata-se de um costdo rochoso natural nas cercanias da Lagoa de
Imboassica, numa area sem construcdes imobiliarias. A area ndo tem atividade turistica
pelo dificil acesso e a Unica possivel fonte de contaminagdo € o canal que vaza agua da
lagoa até o mar. Segundo Santiago et al. (2016) a contaminacgdo da Praia das Pedrinhas foi

classificada como “baixa a moderada”.

A Lagoa de Imboassica possui uma area total de 3.26 km2, com largura maxima de
1.3 km e comprimento maximo de 5.3 km. A partir da década dos 90 intensificou-se a
ocupacdo urbana em prédios ao redor da lagoa, modificando assim as caracteristicas do
ecossistema (Esteves, 1998). Com o aumento da populacdo na area, o lancamento esgoto
domeéstico sem tratamento oriundo dos condominios e residéncias consequentemente se
intensificou, bem como os despojos industriais associados a bacia hidrografica da lagoa.
Estes langcamentos sem tratamento provocaram um incremento na carga de nutrientes

levando a um processo de eutrofizacdo da lagoa (Henriques de Oliveira et al., 2007).
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4.1.6 llha do Francés

O ponto de coleta localiza-se no Arquipélago do Santana, mais especificamente na
costa norte da llha do Francés (350 m?). Além desta ilha, o arquipélago esta constituido
pela llha do Santana (1,29 km?), llhote do Sul (120 m? e alguns rochedos e lajes
adjacentes. Este conjunto de ilhas foi definido como Parque Municipal e Area de
Preservacdo Ambiental (APA), pela Lei Municipal 1216 de 1989 e regulamentado pelo
decreto 018/2011. O mesmo tem uma area de protecdo ambiental com um raio de 16 km a

partir do ponto central do arquipélago.

Este sitio foi escolhido como sito de referéncia do estudo. Carvalho et al. (2001),
avaliaram a concentracdo de metais pesados bioacumulados em mexilhdes P. perna,
demonstram a baixa acumulacdo dos metais nestes organismos na llha do Santana. Por
outro lado, Santiago (2014) verificou um aumento nas concentragdes da maioria dos metais
pesados, em comparacao com o trabalho de Carvalho et al. (2001), e registroutambém uma
baixa contaminacdo média por HPAs. Estes resultados geram uma preocupacdo a respeito

da qualidade ambiental, indicando a necessidade de mais estudos ambientais na area.

4.1.7 Objetivos especificos

e Avaliar o grau de genotoxicidade observado em mexilhdes P. perna provenientes de

diferentes costdes rochosos localizados na cidade de Macaé e regides proximas.

e Determinar em qual dos locais estudados os mexilhdes apresentam o0s maiores

niveis de genotoxicidade como um indicativo de area contaminada.

e Avaliar se os niveis de dano genotdxico obtidos de animais do ambiente podem

constituir uma boa ferramenta para detectar poluicdo.
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4.2 METODOLOGIA
4.2.1 Coleta e processamento dos organismos

Foram realizadas duas coletas simultaneas no ano 2016, uma no final do més de
setembro e a outra no final do més de novembro nos quatro pontos de coleta anteriormente
mencionados na introducdo deste capitulo: Estuario do Rio Macaé, Praia Campista, Praia
das Pedrinhas e Ilha do Francés (Fig. 13).

-7
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Figura 13: Pontos de coleta localizados na cidade de Macaé e regides proximas, 1:Estuério do Rio Macaé; 2:
Praia Campista; 3: Praia das Pedrinhas e 4: llha do Francés (Arquipélago do Santana). Modificado de Google
Maps.

Foram realizadas medicOes de temperatura, salinidade, pH e concentracdo de
oxigénio dissolvido diretamente no campo através de um multiparametro Ysi Pro-plus com
uma resolucdo de temperatura de 0.1 °C, 0.01 ppt para a salinidade e 0.01 mg/l para o

oxigénio dissolvido.

Dez individuos de P. perna, com um comprimento total entre 5.0 cm e 8.0 cm,
foram coletados em cada ponto e para cada més de coleta. Os mesmos foram transportados
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imediatamente para o laboratorio, onde foram mantidos em aquarios com uma densidade de
1 individuo a cada 2 L de 4gua do mesmo costdo do qual foram extraidos; sem suplemento
alimentar; a temperatura de 24°C e aeracdo constante. Apés um dia de permanéncia no
aquario, os mexilhdes foram retirados dos aquarios, determinado seu comprimento, peso e
sexo. A seguir, foi extraida a hemolinfa para logo realizar o EC e teste do MN, utilizando o

mesmo protocolo descrito nos pontos 2.2.3,2.2.4,2.2.5¢e 2.2.6.

4.3 RESULTADOS
Parametros ambientais

As medias dos diferentes parametros ambientais (temperatura, salinidade,
concentracdo do oxigénio dissolvido [OD] e pH) das duas coletas, para os 4 sitios de

estudo, apresentam-se na Tabela 12.

Tabela 12: Media e desvio padrdo dos parametros ambientais para as duas coletas (setembro e novembro do
2017).

Ponto de coleta Temperatura (°C) Salinidade OD (mg/L) pH
Rio Macaé 22.8+0.2 32.8+£0.7 7201 75+0.1
Praia Campista 225+0.3 335+£03 84+13 7.6 £0.0
Praia das Pedrinhas 22205 33.6+0.6 8.3+0.7 76+0.1
Ilha do Francés 234+04 344+0.1 79+05 75+£0.0

Caracteristicas dos organismos coletados

O comprimento e peso médio e a quantidade de fémeas e machos dos organismos

analisados para cada fazenda e data de coleta séo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13: Comprimento e peso médio e quantidade de fémeas e machos dos organismos analisados para
cada sitio e data.

Ponto de coleta Comprimento (mm) Peso (g) N (fémeas:machos)
Rio Macaé 65.6+4.1 21.2+40 20 (13:7)
Praia Campista 65.4+9.9 28.3+9.3 20 (10: 10)
Praia das Pedrinhas 61.9+4.4 224435 20 (9:11)
Ilha do Francés 709+93 352+£9.7 20 (10: 10)

Dano genotoxico avaliado como % DNA na cauda do cometa

N&o foram encontradas diferencas significativas nos valores de dano genotdxico
medido como % DNA na cauda de cometas entre as duas temporadas de coleta para cada
sitio amostral (p < 0,05; Tabela 14). O EC evidenciou os maiores niveis de dano genotoxico
para os mexilhdes localizados no estuario do Rio Macaé (Fig. 14). Estes apresentaram uma
% DNA media na cauda dos cometas de 5.23 + 1.86, diferenciando-se significativamente
do resto dos sitios de coleta (Tabela 15). Os valores médios de dano genotoxico dos sitios
Praia Campista e Praia das Pedrinhas néo se diferenciaram significativamente entre si, mas
apresentam diferengas significativas com respeito aos mexilhdes da Ilha do Francés (Tabela
15).

Tabela 14: Analises estatisticas (Teste U de Man Whitney) comparando a % DNA dos cometas das duas

temporadas para cada ponto de coleta.

Ponto de coleta Z ajustado p
Rio Macaé 0.076 0.939
Praia Campista 0.898 0.369
Praia das Pedrinhas 1.133 0.256
Ilha do Francés -1.209 0.226

* Significativo a 5%.
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Tabela 15: Andlises estatisticas (Teste U de Man Whitney) comparando a % DNA dos cometas entre os

diferentes pontos de coleta para cada temporada.

Setembro 2016 Z ajustado p
Rio Macaé vs Campista 2.797 0.0052*
Rio Macaé vs Pedrinhas 3.250 0.0011*
Rio Macaé vs Ilha do Francés 3.628 0.0002*
Campista vs Pedrinhas 1.134 0.2568
Campista vs llha do Francés 2.419 0.0156*
Pedrinhas vs Ilha do Francés 2.192 0.0283*

Novembro 2016 Z ajustado p
Rio Macaé vs Campista 3.779 0.0002*
Rio Macaé vs Pedrinhas 2.797 0.0052*
Rio Macaé vs Ilha do Francés 3.674 0.0002*
Campista vs Pedrinhas -1.663 0.0963
Campista vs llha do Francés 3.102 0.0019*
Pedrinhas vs Ilha do Francés 3.102 0.0019*

* Significativo a 5%.
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Figura 14: Média e erro da média das % DNA na cauda dos cometas em hemacitos de mexilhGes P. perna
coletados na cidade de Macaé e regifes proximas em dois periodos do ano (n=10 para cada coluna).
Diferencas significativas (* p<0,05; ** p < 0.005; *** p < 0,0005) respeito da Ilha do Francés.

Dano genotoxico avaliado em nimero de micronucleos/1000

N&o foram encontradas diferencas significativas nos valoresda frequéncia de MN
entre as duas temporadas de coleta para cada sitio amostral (p < 0,05; Tabela 16). O
estuario do Rio Macaé apresentou as frequéncias mais altas (Fig. 15), com uma frequéncia
média de 15 £ 0.8 MN/1000 células analisadas. Este valor diferenciou-se
significativamente com o sitio da llha do Francés para as duas temporadas e com a Praia
Campista na segunda temporada de coleta (p < 0,05) (Tabela 17). A frequéncia de MN
obtida nos mexilhdes da Praia Campista ndo se diferenciou com o resto dos sitios

analisados. No entanto, houve diferencas significativas para os mexilhdes da Praia das
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Pedrinhas com respeito ao sitio da Ilha do Francés na segunda temporada de coleta (Tabela
17).

Tabela 16: Andlises estatisticas (Teste U de Man Whitney) comparando a frequéncia de MNs das duas
temporadas para cada ponto de coleta.

Ponto de coleta Z ajustado p valor
Rio Macaé -0.163 0.879
Praia Campista -0.081 0.334
Praia das Pedrinhas -1.020 0.307
Ilha do Francés -0.650 0.545

* Significativo a 5%.

Tabela 17: Andlises estatisticas (Teste U de Man Whitney) comparando a frequéncia de MN entre os
diferentes pontos de coleta para cada temporada.

Setembro 2016 Z ajustado p
Rio Macaé vs Campista 1.572 0.116
Rio Macaé vs Pedrinhas 1.645 0.093
Rio Macaé vs Ilha do Francés 2.793 0.012*
Campista vs Pedrinhas 0.334 0.732
Campista vs llha do Francés 1.842 0.112
Pedrinhas vs Ilha do Francés 1.446 0.226
Novembro 2016 Z ajustado p
Rio Macaé vs Campista 2.929 0.003*
Rio Macaé vs Pedrinhas 1.494 0.135
Rio Macaé vs Ilha do Francés 3.407 0.001*
Campista vs Pedrinhas -1.384 0.166
Campista vs llha do Francés 0.477 0.633
Pedrinhas vs llha do Francés 1.841 0.049*

* Significativo a 5%
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Figura 15: Média e erro da média dos MN em 1000 hemdcitos de individuos de P. perna coletados na cidade
de Macaé e regibes proximas em dois periodos do ano (setembro e novembro do 2017; n=10 para cada
coluna). Diferencas significativas (* p < 0,05; ** p<0,005) respeito da Ilha do Francés.
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Correlacdo do dano genotéxico com o comprimento, peso e Sexo

Né&o foi observada correlagéo significativa (p < 0,05) entre a % DNA na cauda dos
cometas (Tabela 18), assim como o niumero de MN, com o comprimento, peso e sexo dos

organismos coletados do estuario do Rio Macaé em ambas as temporadas.

Tabela 18: Correlacdo de Spearman entre o dano genotoxico e o comprimento e peso médios, e sexo dos
organismos coletados do estuario do Rio Macaé nas duas temporadas de coleta. (Sobre a diagonal) para a %
DNA na cauda dos cometas; (abaixo da diagonal) para o nimero de MN/1000. Em negrito as correlacbes
significativas.

Variavel Dano genotdxico Tamanho Peso Sexo
Dano genotdxico falaiaiaiaiaiaie -0.1364 0.0331 -0.0182
Tamanho -0.0518 folalaleieieieled -0.5804 -0.0636
Peso -0.0308 -0.5804 folalaleiieieled 0.0818
Sexo -0.1764 -0.0636 .0818 Fkkkkkkk
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V. DISCUSSAO GERAL

5.1 Bioensaios e sua importancia em reconhecer efeitos genotoxicos

As respostas genotoxicas detectadas em organismos de ecossistemas impactados
podem ser produzidas pelo efeito simultaneo de mais de um poluente e em concentracdes
desconhecidas. Este resultado final ndo necessariamente corresponde a adicdo dos efeitos
de cada poluente, podendo existir propriedades emergentes na combinagdo dos
contaminantes presentes (Martins e Costa, 2015). Desta maneira, resulta dificil calcular
quais sdo os efeitos isolados que cada contaminante produz num ambiente natural
impactado. Os bioensaios permitem reconhecer as respostas genotoxicas dos individuos
submetidos a diferentes compostos quimicos, em concentragdes estipuladas e em periodos
de tempo determinados para cada tipo de ensaio (Zagatto e Bartoletti, 2006). Assim, em
condicdes de laboratorio é possivel calcular estas respostas como também conhecer
caracteristicas proprias da espécie utilizada no experimento. Dentro destas caracteristicas
poderiam se encontrar os tempos de resposta, sensibilidade e relagdes fisioldgicas dos
organismos frente a um contaminante determinado (Bolognesi e Cirillo, 2014).

Os bioensaios descritos no presente trabalho permitiram conhecer algumas
caracteristicas da espécie P. perna para o0 EC e o teste de MNSs, 0s quais apresentaram
diferencas nos tempos assim como na magnitude da resposta frente ao composto

genotoxico MMS.

Para o EC, os m&ximos valores de dano genotdxico, medido como % DNA na cauda
dos cometas, aconteceram entre o terceiro e 0 sexto dia para todas as concentragdes de
MMS utilizadas. Embora estes resultados ndo permitam generalizar o tempo de resposta
para outros tipos de poluentes, esta informacdo permite ter uma nocéo do rapido tempo de
resposta genotoxica que o mexilhdo P. perna tem. Estes tempos de resposta, assemelham-se
com os resultados de bioensaios realizados com outras espécies de mexilhdes. Ching et al.
(2001), expondo mexilhdes da espécie Perna viridis a diferentes concentracdes de HPAs,
também observaram que os maximos valores de dano genotoxico (formacdo de adutos de

DNA) ocorreram entre o terceiro e sexto dia de exposic¢ao ao poluente. Resultados similares
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foram obtidos para o mexilhdo Mytilus galloprovincialis tratados também com HPAs, onde
os valores méximos de dano genotdxico encontraram-se entre o segundo e terceiro dias de
exposicao (Venier e Canova, 1996). Esta réapida resposta genotoxica também foi descrita
para mexilhdes da espécie Mytilus edulis. Os mesmos foram expostos a diferentes
concentracdes de MMS registrando 0 maximo valor para o segundo dia de exposi¢do no EC
(Rank e Jensen, 2003).

Utilizando o teste do MN, os tempos de respostas observados neste estudo séo
maiores aos obtidos com o EC, observando-se valores significativos somente para 0s
organismos tratados com a maxima concentracdo de MMS no sexto e décimo segundo dias
de exposi¢do. Este maior tempo de resposta também coincide com bioensaios realizados
com outras espécies de mexilhdes (Bolognesi e Hayashi, 2011). Siu et al. (2004) num
bioensaio onde expuseram mexilhdes da espécie Perna viridis a diferentes concentracdes
de benzo[a]pireno determinaram um incremento da frequéncia de MN a partir do terceiro
dia exposicgdo, registrando uma méaxima frequéncia de MN no décimo segundo dia de
exposicdo. Por outro ladono estudo de BarSiené et al. (2010), mexilhdes Mytilus edulis

expostos a petrdleo apresentaram a maxima frequéncia de MN no oitavo dia de exposicao.

As diferencas nos tempos de resposta quando utilizados estes ensaios podem ser
explicadas pelonivel em que é realizada a avaliacdo. Assim como o EC pode detectar os
primeiros danos genotoxicos produzidos no DNA (como sitio alcali-labilis), o teste do MN
detecta lesGes mais persistentes no DNA (Bolognesi e Hayashi, 2011). Este tipo de lesdes
poderiam ser efeitos clastogénicos ou aneugénicos, os quais ndo podem ser reparados. A
relevancia bioldgica que o teste do MN tem, pode considerar-se maior em compara¢do com
0 EC. O processo de formacdo de um MN envolve etapas mais complexas que as simples
quebras das fitas do DNA o qual requer de mais tempo para sua visualizagdo (Klobucar et
al., 2008). Por outro lado, o ensaio de cometa é considerado mais sensivel, devido a sua
rpida resposta, a qual permite detectar possiveis casos pontuais de contaminacao
ambiental. Ainda assim, é necessario conhecer as respostas de cada espécie em particular,
quando utilizados estes ensaios de avaliagdo de genotoxicidade. Embora os resultados
obtidos dos bioensaios ndo possam ser generalizados para ambientes naturais, eles

permitem ter uma aproximacéo do que acontece num cenario natural.
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5.2 Efeito do tamanho e do género na sensibilidade a agentes genotdxicos

Os resultados desta dissertacdo ndo demonstraram uma correlacdo entre a
sensibilidade genotdxica e citotoxica do mexilhdo P. perna com o comprimento, peso e
sexo dos organismos analisados. Esta falta de relacdo foi evidenciada no presente trabalho,
tanto nos mexilhGes expostos a MMS em condicOes de laboratdrio, quanto nos mexilhdes

cultivados e de ambientes naturais estudados no presente trabalho.

A relacéo entre a sensibilidade genotoxica e o sexo dos individuos ndo é clara para
as diferentes espécies de mexilhdes. A auséncia desta relacdo foi descrita para mexilhdes
Mytilus edulis em estudos de biomonitoramento realizados por BarSiené et al. (2004; 2006).
Por outro lado, Gagné et al. (2008), acharam uma maior sensibilidade genotdxica em
individuos machos da mesma espécie. Esta maior sensibilidade genotéxica em comparacao
com as fémeas, também foi descrita por Almeida et al. (2011), num biomonitoramento com

mexilhdes da espécie Mytilus galloprovincialis.

A falta de relacdo da sensibilidade genotdxica com o tamanho dos individuos
também foi registrada para outras espécies de mexilhdes. No trabalho de Wilson et al.
(1998), os autores expuseram individuos da espécie Mytilus edulis, a diferentes
concentracdes de peroxido de hidrogénio (H20,) durante 14 dias. Nesse trabalho o EC ndo
registrou diferencas entre as faixas de tamanho dos mexilhées. Rank e Jensen (2003)
confirmaram esta auséncia de relacdo, através do EC, para a mesma espécie exposta a
diferentes concentracdes de H,O, e ao MMS. Por outro lado num estudo de
biomonitoramento, Acs et al. (2016) evidenciaram uma correlacdo positiva entre o dano
genético e o tamanho da concha em mexilhdo da espécie Dreissena bugensis, onde 0s
mexilhdes de maior tamanho parecem ser mais afetados pelos efeitos ambientais. A falta de
relacdo entre o tamanho e a sensibilidade genotoxica encontrada neste estudo para a espécie
P. perna, pode ser explicada por ter os mesmos mecanismos de reparo do material genético,
ja que os individuos encontram-se num mesmo nivel de desenvolvimento. Os mexilhdes
utilizados neste estudo, tinham tamanhos entre 40 e 110 mm de comprimento, sendo
portanto, todos classificados como adultos. Também, se espera que individuos adultos

tenham uma mesma habilidade para biotransformar e/ou detdxificar os agentes poluentes.
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Diferencas podem ser esperadas entre individuos adultos e juvenis (menores a 20 mm) da

espécie P. perna.

Na maioria dos invertebrados, incluindo os mexilhdes, as fases inicias de vida
apresentam uma maior sensibilidade aos diferentes poluentes em comparagdo com 0s
individuos adultos (Hutchinson et al., 1998; Jha et al., 2000; Wedderburn et al., 2000; Cope
et al., 2008). As provaveis causas desta diferenciacdo na sensibilidade podem estar
relacionadas com varios fatores, como: a menor relacdo superficie/volume dos tecidos
internos; a menor concentracdo de gorduras nos tecidos com capacidade de acumular
compostos lipofilicos; maior absor¢do de toxicos do ambiente; sistemas imunol6gicos
imaturos. Também, nas fases iniciais da vida os sistemas enziméticos podem ndo estar
sendo expressos completamente, impedindo assim uma eficiente detoxificacédo e eliminacédo
dos compostos toxicos (Mohammed, 2013). Estes fatores poderiam determinar uma
diferenciacdo na sensibilidade genotdxica entre juvenis e adultos, mas ndo entre as

diferentes faixas de tamanho para mexilhdes adultos da espécie P. perna.

5.3 Avaliacdo da qualidade das aguas nas fazendas de cultivo através de analise

genotodxica

O monitoramento biol6gico através de marcadores genotdxicos representa uma
valiosa ferramenta para avaliar a salde ambiental, particularmente naqueles ambientes
impactados onde a fonte de poluicdo ndo é facilmente reconhecida ou quantificavel. Os
marcadores genotoxicos permitem quantificar o efeito que produzem os diferentes
poluentes no organismo indicador, provendo um indice de exposi¢cdo e/ou de estresse. Esta
quantificacdo ndo representa um momento pontual no ambiente, uma vez que é o resultado

de um periodo determinado de exposi¢do (Monserrat et al., 2007).

Este tipo de biomonitoramento pode ser considerado como uma ferramenta
adicional para 6rgdos que desejem fiscalizar o efeito genotdxico de areas de maricultura,
podendo ser estendido para o cultivo de outros bivalves. Os resultados deste estudo
demostraram as vantagem que proporcionam 0s biomarcadores genotoxicos: ensaios

simples, rapidos, sensiveis e de baixo custo, que permitem detectar alteracbes na
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integridade gendmica em tecidos e células dos organismos de diferentes ambientes. As trés
fazendas de malacocultura analisadas neste estudo apresentaram diferentes graus de dano
genotdxico, complementando assim as informacdes de qualidade ambiental j& existentes

para cada area.

A Baia de Guanabara apresenta elevados indices de contaminacédo, detectando-se a
presenca de diversos tipos de poluentes como metais pesados e HPAs. A maioria dos
poluentes apresentam uma maior concentracdo na zona interna da baia, em relacdo com as
zonas proximas da costa oceanica (Lage e Jablonski, 2008; Resende et al., 2016; Soares-
Gomes et al., 2016). Os resultados obtidos neste trabalho refletem essa realidade. Tanto
com o EC quanto com o teste do MN, os mexilhdes cultivados na corda experimental de
Niterdi foram os que apresentaram os maiores niveis de dano genotoxico, em relacdo com
os mexilhdes cultivados nas outras duas fazendas. Este resultado se repetiu para as quatro
temporadas de coleta, evidenciando as péssimas condic¢des para o cultivo de mexilhdes. As
frequéncias de MNs para as 4 temporadas nesta area superaram as frequéncias obtidas no
estudo de Francioni et al. (2007a) na Baia de Guanabara. Os autores determinaram a
frequéncia de MNs para o mexilhdo P. perna em 4 pontos da baia obtendo os seguintes
valores médios: Ponte Rio-Niter6i (1.65 + 1.03 MN/1000 células); Marina da Gloria, no
Rio de Janeiro (1.38 + 0.66 MN/1000 células); Fortaleza de Santa Cruz da Barra em Niterdi
(0.80 £ 0.20 MN/1000 ceélulas); e llha Veados, na regido oceanica de Niteroi (0.50 + 0.35
MN/1000 células).

Embora ndo existam fazendas de malacocultura nas proximidades da area de estudo,
a extracdo de mexilhGes representa uma pratica habitual na Baia de Guanabara (Ritter,
2007; Lage e Jablonski, 2008; Silva, 2013), registrando-se coletas em costBes rochosos
proximos ao local onde a corda experimental foi colocada (Stevenson, 2014). As altas
concentracdes de metais pesados (Francioni et al., 2004; Ferreira et al., 2013; Amaral et al.,
2016), assim como de HPAs (Francioni et al., 2007a e b) registradas em mexilhdes P.
perna na baia geram uma preocupacéo a respeito da qualidade sanitaria dos mexilhdes que
estdo sendo comercializados, evidenciando a necessidade de uma melhor gestdo desta

atividade.
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Os valores de dano genético dos mexilhGes cultivados nas fazendas de Buzios e
Arraial do Cabo foram significativamente menores em comparacdo com os valores obtidos
nos mexilhdes das cordas de Niteroi. Embora estes baixos valores poderiam relacionar-se
com o baixo impacto antropico que as fazendas experimentam, existem diferentes fontes de
contaminacdo que poderiam afetar a qualidade ambiental das dguas onde esses mexilhdes
sdo cultivados. Os coliformes detectados por Soares et al. (2016) nas &guas da fazenda de
Buzios representam uma grande preocupacdo, fundamentalmente no verdo quando a
populacéo da regido aumenta por causa do turismo elevando, assim, lancamento de esgoto
doméstico. Tanto para o EC como para o teste do MN aplicado na fazenda de Bdzios, ndo
foi registrado um aumento do dano genotdxico no verdo em comparagcdo com as outras

temporadas de coleta, indicando aparentemente uma boa qualidade do ambiente.

Os mexilhdes cultivados na fazenda de Arraial do Cabo também nédo apresentaram
variacdo sazonal nos seus biomarcadores genotdxicos. O grande nimero das embarcacoes
que transitam em Arraial do Cabo, poderia ser considerado como potencial fonte de
contaminacdo (Toste et al., 2011). As tintas anti-incrustantes das embarcacbes sdo
responsaveis da sindrome de deregulacdo enddcrinas (Thain e Waldock, 1986; Bryan e
Gibbs, 1991), assim como também provocar danos genotéxicos em diferentes organismos
(Hagger et al., 2005; Micael et al., 2007; Martinez-Paz et al., 2013), incluindo mexilhdes
(Dixon e Prosser, 1986; Jha et al., 2000; Marcheselli et al., 2011).

5.4 Utilizacdo de ensaios genotdxicos em estudos de biomonitoramento de ambientes

naturais

O biomonitoramento através de biomarcadores genotoxicos com mexilhdes pode ser
realizado de duas formas diferentes. A primeira, utilizando populagdes naturais de
mexilhdes ja presentes na area de estudo, e a segunda, utilizando mexilhGes transplantados
de outra area, geralmente sem poluicdo (Bolognesi e Fenech, 2012). A utilizacdo de
mexilhdes transplantados é recomendada, visto que estes sdo facilmente transportados,
sendo colocados numa mesma profundidade que assegure submersdo constante na agua
para diminuir processos de adaptacdo (Mersch e Beauvais, 1997; Turja et al., 2015; Touahri

et al., 2016). Contudo, o biomonitoramento com populacGes naturais de mexilhdes ja
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instalados na area, também & amplamente aceito e utilizado (Pavlica et al., 2001; Klobucar
et al., 2003; Rank e Jensen, 2003; Barsien¢ et al., 2004, 2006 ¢ 2012).

Os resultados obtidos no biomonitoramento da costa de Macae e regides proximas,
demostraram diferencas entre os valores de dano genotoxico com os diferentes
biomarcadores para os mexilhdes localizados nas diferentes areas. Ndo foram encontradas
diferencas significativas entre as duas temporadas de coleta para cada area de estudo. Os
parametros ambientais também ndo apresentaram grandes diferencas entre temporadas,
embora os indices de precipitacGes exibiram grandes diferencas. Setembro apresentou uma
precipitacdo total do més de 50 mm e novembro apresentou uma precipitagéo total do més
de 247 mm (INMET, 2017).

Os méaximos valores de dano genotdxico foram encontrados para o estuario do Rio
Macaé através de ambos biomarcadores. Os valores obtidos pelo EC assim como pelo teste
do MN foram similares aos registrados nos mexilhdes cultivados na corda experimental de
Niterdi. Estes resultados evidenciam a baixa qualidade ambiental das aguas do estuario do
Rio Macaé, ja descrita no trabalho Santiago et al. (2016), quem detectaram concentracdes
de HPAs e metais pesados em P. perna, tdo elevadas como as maximas registradas na Baia
de Guanabara por Francioni et al. (2007b) e Yoshimine et al. (2012).

Os valores de dano genotoxico obtidos pelo EC para os mexilhdes da Praia
Campista e da Praia das Pedrinhas ndo se diferenciaram significativamente. No entanto,
ambos os pontos diferenciaram-se dos valores obtidos para o Arquipélago de Santana,
sendo diferencas muito maiores ainda com o0s danos observados nos mexilhdes
provenientes do estuario do Rio Macaé. As concentracdes de HPAs e metais pesados
registradas para o estuario do Rio Macaé (ZHPA: 2876-6101 pg kg ') sdo maiores as
registradas no Arquipélago do Santana (SHPA: 105-317 pg kg %) (Santiago et al., 2016), 0
gue pode explicar em parte os maiores danos genotdxicos observados nos mexilhdes do

estuario.

Os danos genotoxicos registrados para os mexilhGes através doteste do MN
mostraram apenas as diferencas entre o estuario do Rio Macaé e o Arquipélago de Santana
na primeira e segunda temporada, mas ndo entre os outros pontos de monitoramento. Na

segunda temporada, somente diferenciaram-se os mexilhdes da Praia Campista com o
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estuario do Rio Macaé e a Praia Pedrinhas com o Arquipélago de Santana. As diferencas
detectadas por ambos biomarcadores podem se dever aos diferentes tempos de avaliagdo
que cada teste tem, onde 0 EC detecta variacdes da qualidade ambiental num tempo menor
que o teste do MN. Os valores médios detectados pelo teste do MN nestas praias se
assemelham aos valores (0.8 = 0.92 MN/1000 células) obtidos por Goncalves (2003)
utilizando mexilhdes P. perna cultivados numa fazenda de malacocultura em Santa
Catarina sem fontes de poluicdo. Embora os biomarcadores registraram baixos niveis de
dano genotoxico nestas duas praias, as diferencascom os niveis genotoxicos detectados no
Arquipélago do Santana (principalmente através do EC) evidenciam a presenca de
compostos genotdxicos no ambiente. No caso da Praia Campista estes compostos poderiam
ser consequéncia das atividades do Porto de Imbetiba e o constante trafego de barcos
relacionados com a extracdo de petroleo na area. Os efeitos genotoxicos que estas
atividades produzem nos organismos aquaticos foram demonstrados em outros estudos
(Marvin et al., 1994; Francioni et al., 2007a; BarSiené et al., 2010). Para a Praia das
Pedrinhas os compostos genotdxicos poderiam vir de efluentes domésticos (Galindo et al.,
2012) da Lagoa de Imboassica, tanto pelo canal extravasor da lagoa, como em periodos de

abertura da barra encaminhando a agua da lagoa para o mar (Branco et al., 1998).

O Arquipélago do Santana apresentou baixos valores para ambos biomarcadores e
para as duas temporadas de coleta, em comparacdo com o resto das areas de estudo.
Embora nas proximidades das ilhas aconteca um intenso transporte maritimo relacionado
com as atividades petroleiras, estas atividades ndo representaram uma fonte consideravel de
compostos genotdxicos. Santiago et al. (2016) detectaram baixas concentracdes de HPAs
assim como de metais pesados em mexilhdes do Arquipélago, indicando necessidade de

precaucOes a futuras nesta area.
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VI. CONCLUSOES

O nivel de dano genotdxico detectado em mexilhdes da espécie P. perna através do
EC apresentou seu maximo valor (21.5 + 11.6 %) no terceiro dia de exposi¢cdo ao MMS,
entanto que no teste do MN os maiores valores foram a partir do sexto dia de exposicao
registrando-se 0 maximo valor no dia 12 de exposicdo (2,5 £ 0,5 MN/1000 células). Estes
resultados evidenciam os diferentes tempos de avaliacdo que cada teste tem. Por outro lado,
0s organismos utilizados neste estudo ndo apresentaram correlagdes entre o EC e teste do
MN com o comprimento, peso e sexo. Este resultado poderia indicar a pouca influéncia que
estas caracteristicas tém em estudos de genotoxicidade para organismos adultos desta

espécie em particular.

O biomonitoramento em fazendas de malacocultura demostrou altos valores médios
de dano genotdxico em mexilhdes cultivados em Niterdi, tanto para 0 EC (5.59 + 2.44 %)
assim como para o teste do MN (1.73 + 0.13 MN/1000 células) em comparacdo com as
fazendas de cultivo de Buzios (0.34 + 0.34 %; 0.30 £ 0.43 MN/1000 células) e Arraial do
Cabo (0.55 + 0.33 %; 0.36 £ 0.54 MN/1000 células). Estes resultados indicam a presenga
dos compostos genotdxicos nas aguas de Niteroi e seu efeito nocivo sobre o material

genético dos mexilhdes.

O biomonitoramento realizado na cidade de Macaé e regiGes proximas, evidenciou
as desfavoraveis condicbes do estuario do Rio Macaé. Os biomarcadores neste ponto
apresentaram valores similares aos detectados nos mexilhdes de Niter6i (5.23 £ 1.86 %;
1.50 £ 0.80 MN/1000 células). As praias Campista e Pedrinhas apresentaram valores baixos
e intermédios (1.17 £ 0.87 %; 0.55 + 0.61 MN/1000 células e 1.44 + 1.15 %; 0.80 + 0.72
MN/1000 células, respectivamente) gerando uma preocupacdo na qualidade futura destas
areas. Por outro lado, os valores dos biomarcadores obtidos na Ilha do francés foram baixos
(0.23 £ 0.19 %; 0.21 £ 0.33 MN/1000 celulas), indicando a baixa presenca de compostos

genotdxicos nas suas aguas.
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