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RESUMO

A falta de saneamento basico aliada ao despejo de esgoto e efluentes diretamente
nos corpos de agua, ocorrem frequentemente no Litoral Norte do Rio Grande do Sul
e acabam agindo como principais estressores continuos dos organismos que ali
vivem, causando diversos desequilibrios fisiol6gicos nos organismos. Deste modo a
utilizacdo de biomarcadores é extremamente importante para avaliar possiveis
impactos dos contaminantes presentes nestes ecossistemas costeiros. Os
marcadores de estresse oxidativo constituem importante ferramenta na avaliagao
dos niveis de contaminacdo em ambientes aquaticos, podendo ser utilizados,
inclusive, em programas de monitoramento ambiental. Este estudo foi realizado com
a espécie de mexilhdes Perna perna no Litoral Norte do Rio Grande do Sul em trés
pontos de coleta: as plataformas de pesca de Atlantida (p1), de Tramandai (p2) e de
Cidreira (p3). Foram realizadas duas coletas, (inverno/2014 e verao/2015) a fim de
comparar 0s parametros oxidativos entre os diferentes pontos de coleta, nos
periodos de Verao e Inverno, entre individuos macho e fémea de mexilhdes e entre
os diferentes tecidos estudados. Foram determinadas as atividades das enzimas
SOD e CAT, bem como a quantidade de dano oxidativo a lipideos (TBARS) e a
proteinas (residuos sulfidril e carbonil) nos tecidos de manto e branquias dos
mexilhdes. Foi observado neste estudo que os espécimes de mexilh6es machos
analisados provavelmente sofreram maiores danos oxidativos do que os mexilhdes
fémeas analisados, principalmente no periodo do Inverno. Os mexilhdes machos
apresentaram menores niveis de atividade da CAT, maiores niveis de
lipoperoxidacdo e também maiores niveis de grupamentos carbonil e sulfidril,
principalmente durante o Inverno. A atividade da SOD foi maior em mexilhdes
machos durante o Verdo e menor no periodo de Inverno, em comparacdo as
fémeas. A avaliacdo de parametros do estresse oxidativo em bivalves brasileiros &
promissora e a sua continuidade é extremamente importante para se obter dados
confiaveis e representativos dos padrbes de defesas antioxidantes em Perna perna,
e também para sermos capazes de reconhecer as mudancas que poderdo vir a

ocorrer nestes padrdes.

Palavras-chave: Perna perna. Estresse Oxidativo. Bioindicadores. Biomarcadores.



ABSTRACT

The lack of basic sanitation coupled with the dumping of sewage and wastewater
directly into water bodies, often occur on the north coast of Rio Grande do Sul and
end up acting as major ongoing stressors of organisms living there, causing several
physiological imbalances in organisms. Thus the use of biomarkers is extremely
important to evaluate potential impact of contaminants in these coastal ecosystems.
The oxidative stress markers are an important tool in the assessment of
contamination levels in aquatic environments and can be used even in environmental
monitoring programs. This study was conducted with the kind of Perna perna
mussels, on the north coast of Rio Grande do Sul, three collection points: the
Atlantida fishing platforms (P1), Tramandai (p2) and Cidreira (p3). Two samples were
taken, (winter/ 2014 and summer/ 2015) in order to compare the oxidative
parameters between the different collection points, for the summer and winter,
between male and female individuals of mussels and between different tissues
studied. We determined the activity of enzymes SOD and CAT, as well as the
amount of oxidative damage to lipids (TBARS) and proteins (carbonyl and sulfhydryl
residues) in the mantle and gill tissues of the mussels. It was observed in this study
that specimens of male mussels probably analyzed suffered greater oxidative
damage than the mussels females analyzed, especially in the winter period. The
mussels males had lower levels of CAT activity, higher levels of lipid peroxidation and
also higher levels of carbonyl and sulthydryl groups, especially during the winter. The
SOD activity was higher in males mussels during the summer, except for the winter
period, when the SOD activity was higher in females. Evaluation of oxidative stress
parameters in Brazilian bivalve is promising and its continuity is extremely important
to obtain reliable and representative data of antioxidant defenses patterns in P.

perna, and also to be able to recognize changes that may occur these standards.

Key Words: Perna perna. Oxidative stress. Biomonitoring. Biomarkers.
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1 INTRODUCAO

Os ecossistemas costeiros sdo considerados as areas sob maior estresse
ambiental a nivel mundial, e estdo submetidos a uma forte pressdo antrépica por
diversos fatores como: as mais diversificadas formas de uso do solo (GRUBER,;
BARBOSA; NICOLODI, 2003), o crescimento da urbanizacdo e exploracao turistica,
a falta de saneamento basico (STROHAECKER, 2007), a presen¢ca de numerosos
cursos de agua resultantes da drenagem pluvial, denominados sangradouros, na
zona costeira, e também a grande exploracdo e cultivo de organismos de grande
importancia comercial (NOGUEIRA; PEREIRA; SILVA FILHO, 2013).

Dentre os fatores citados, a falta de saneamento basico aliada ao despejo de
esgoto tanto doméstico quanto industrial (muitas vezes néo tratado) diretamente nos
corpos de agua ocorrem no Litoral Norte do Rio Grande do Sul e acabam agindo
como 0s principais estressores continuos dos organismos que ali vivem, causando
desequilibrios fisiologicos que podem chegar a afetar uma populacdo inteira,
dependendo da sua distribuicdo (NOGUEIRA; PEREIRA; SILVA FILHO, 2013). O
crescimento das atividades humanas junto as areas costeiras acarreta no despejo
de uma grande variedade de agentes quimicos e fisicos que acabam alterando a
dindmica desses ecossistemas (SOUZA, 2010). Por isso, além das analises
guimicas da agua, a utilizacdo de biomarcadores é extremamente importante para
avaliar possiveis impactos dos contaminantes presentes nestes ecossistemas
costeiros.

De acordo com Souza (2010), os biomarcadores de estresse oxidativo
constituem importante ferramenta para avaliar niveis de contaminacdo em
ambientes aquaticos. O estresse oxidativo ocorre por causa de um desequilibrio
entre a geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa
antioxidante de um organismo. A geracdo de radicais livres e/ou espécies reativas
de oxigénio (EROs) se da pela reducéo univalente do oxigénio, sendo a mitocéndria
uma das principais fontes geradoras de EROs, através da cadeia transportadora de
elétrons. Essa producdo continua de radicais livres, envolvidos nos processos
metabdlicos, acarretou no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante,
gue tem a funcao de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acado deletéria dos
radicais livres. Esse sistema de defesa é usualmente dividido em enzimaticos (e.qg.

catalase) e ndo-enzimaticos (e.g. glutationa) (BARBOSA, et al. 2010).



Foi demonstrado em muitos estudos (LUSHCHAK, 2010; SOUZA, 2010;
TREVISAN, 2008) que a geracdo de EROs pode ser causada por fatores como
mudancas de temperatura, oxigénio, concentracao de nutrientes presentes na agua,
competicdo, predacdo, estresses fisicos além da presenca de contaminantes nos
ecossistemas aquaticos. Sendo assim pode-se avaliar a qualidade dos ambientes
realizando andlises de estresse/dano oxidativo em organismos bioindicadores como
moluscos Perna perna. Este organismo é amplamente utilizado no biomonitoramento
de ambientes aquaticos devido a sua ampla distribuicdo, ser abundante e por
possuir atributos necessarios aos bioindicadores, como ter habito séssil e filtrador
acumulando os poluentes presentes no ambiente estudado (MANDUZIO et al. 2005;
NOGUEIRA; PEREIRA; SILVA FILHO, 2013).

1.1 JUSTIFICATIVA

O Rio Grande do Sul é um Estado com crescente atividade industrial e
populacional, especialmente na regido do litoral norte. Diversos estudos comprovam
a toxicidade em organismos aquaticos por acdo de subprodutos oriundos de
efluentes industriais, domésticos, petroquimicos (hidrocarbonetos de petrdleo) e da
utilizacdo de agrotoxicos tornando o uso de biomarcadores cada vez mais
importante. Estes organismos reagem as alteragcbes ambientais modificando suas
funcdes vitais e com isso fornecem informagcdes sobre a situacdo ambiental. As
respostas destes, a determinados niveis de poluicdo, nos da subsidio para uma
eficacia na fiscalizacdo dos despejos, além de ser de vital importancia para
diagnosticar, planejar e controlar a qualidade da bacia hidrografica e do seu
ecossistema. Este trabalho da continuidade aos estudos dos parametros do balanco
REDOX em populacdes de Perna perna do litoral norte do Rio Grande do Sul
realizados pelo grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Emerson André Casali e
gue compuseram o TCC do bacharel em Ciéncias Biol6gicas Guilherme Soares

Christo no periodo de setembro de 2013 a marco de 2014.

1.2 OBJETIVOS

Abaixo estéo descritos o objetivo geral e os objetivos especificos do estudo.
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1.2.10bjetivo geral

Realizar uma avaliacao de parametros do balanco REDOX em individuos de
diferentes populagdes do mexilhdo Perna perna no Litoral Norte do Rio Grande do

Sul, Brasil.

1.2.2 Objetivos especificos

a) Quantificar as atividades das enzimas antioxidantes Superdxido dismutase
(SOD) e Catalase (CAT) e dos danos oxidativos a lipidios (TBARS) e a
proteinas (residuos Carbonil e Sulfidril) em tecidos de mantos e branquias de
mexilhdes Perna perna coletados nas plataformas de pesca de Cidreira, de
Tramandai e de Atlantida, no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil;

b) Observar a influéncia da sazonalidade sobre os parametros citados acima;

c) Verificar se existem diferencas nas defesas antioxidantes e marcadores de
danos entre os diferentes tecidos (manto e branquia) e entre individuos

machos e fémeas das populacdes de mexilhdes estudadas;



11

2 REFERENCIAL TEORICO

Nas ultimas décadas, os ecossistemas aquaticos tém sido drasticamente
alterados em funcédo de diversos impactos ambientais advindos de atividades
antropicas, tais como langamento de efluentes ndo tratados em cursos d’agua;
construcéo de barragens e represas; desmatamento; eroséo da faixa de praia; uso e
ocupacao irregular do solo, dentre outras. Como consequéncia destas atividades
esta ocorrendo uma expressiva queda da qualidade da agua e diminuicdo da
biodiversidade aquética, em funcdo da desestruturacdo do ambiente fisico, quimico
e alteracdo da dindmica natural das comunidades biologicas (GOULART;
CALLISTO, 2003).

Usualmente, a avaliacdo da qualidade da agua vem sendo realizada atraves
da medicdo de parametros fisico-quimicos da agua como pH, condutividade,
turbidez, acidez, alcalinidade, cloreto e salinidade, juntamente com a avaliacdo de
caracteres microbiologicos (e.g coliformes fecais). Apesar de permitir a identificacdo
imediata nas propriedades alteradas e a identificacdo da variavel alterada, esta
avaliacdo da qualidade da agua é de carater pontual, apresentando descontinuidade
temporal e espacial das amostragens, fornecendo somente uma fotografia
momentanea do que pode ser uma situacdo altamente dinamica (WHITFIELD,
2001).

Além disso, somente a avaliacdo fisico-quimica da agua € ineficiente para
detectar alteracfes ecologicas nos ecossistemas, como alteracdes na biodiversidade
de habitats, e as consequéncias das alteracdes nos parametros analisados sobre as
comunidades bioldgicas. Portanto, analisando as comunidades biolégicas podemos
avaliar a qualidade do habitat aquatico porque essas comunidades refletem a
integridade ecologica total dos ecossistemas (GOULART; CALLISTO, 2003).

Os organismos das comunidades bioldgicas aquaticas apresentam diferentes
adaptacdes evolutivas e limites de tolerancia a determinadas condi¢cdes ambientais
(TERCEDOR, 1996), fazendo com que o biomonitoramento se torne uma importante
ferramenta na avaliacdo da qualidade dos ecossistemas aquaticos e das respostas

destas comunidades bioldgicas a modificacdes nas suas condi¢des.
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2.1 BIOMONITORAMENTO

Biomonitoramento pode ser definido como o uso sistemético das respostas de
organismos vivos para avaliar as modificagbes ocorridas no ambiente, geralmente
causadas por acdes antropicas (BUSS; BAPTISTA; NESSIMIAN, 2003). Métodos
como o levantamento de riqueza e abundéancia de espécies, medidas de
produtividade priméria e secundéaria, ensaios bioquimicos e analises de metais
pesados em tecidos celulares ja sdo utilizados por diversos autores (ALMEIDA;
BAINY, 2006; ALVES, et al. 2002; SHULKIN, PRESLEY; KAVUN, 2003) em estudos
de monitoramento de ecossistemas aquaticos. Desta forma, devem ser incluidas no
biomonitoramento ferramentas bioldégicas que tragam respostas sobre o estresse e
os efeitos que os poluentes advindos de atividades antrOpicas vem causando,
possibilitando inclusive o estabelecimento de relagcdes de causa-efeito. Estas

ferramentas podem ser chamadas de biomarcadores (FREIRE, et al. 2008 ).

2.2. BIOMARCADORES

Os Biomarcadores podem ser definidos por alteracdes bioquimicas, celulares,
moleculares ou mudancas fisiolégicas nas células, fluidos corpoéreos, tecidos ou
orgaos de um organismo que sao indicativos da exposicdo ou efeito de um
xenobidtico (LAM; GRAY, 2003). Biomarcadores vém sendo utilizados para avaliar a
exposicao e o efeito gerados por diversos contaminantes presentes no ecossistema
aquatico, através de diferentes metodologias, constituindo uma importante
ferramenta em estudos de impacto ambiental, visto que possibilitam a deteccgéo
precoce dos efeitos causados nos seres vivos expostos a ambientes poluidos.
Portanto, o uso de biomarcadores € fundamental para que possam ser tomadas
medidas mitigadoras e de protecdo a estes ambientes (FREIRE, et al. 2008). Os
organismos mais comumente utilizados no biomonitoramento, como biomarcadores
em ecossistemas aquaticos sdo 0s macroinvertebrados bentbnicos, peixes e
comunidade perifitica (GOULART; CALLISTO, 2003). Macroinvertebrados
bentbnicos tém sido frequentemente utilizados na avaliacdo de impactos ambientais
por causa de seu habito bentbnico, séssil e por se alimentar por filtracdo, podendo

assim acumular diversos poluentes presentes em seu habitat em seus tecidos e trato
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digestivo. Neste trabalho utilizamos o macroinvertebrado mexilhdo Perna perna
(Linnaeus, 1758) como biomarcador, para realizar o biomonitoramento de diferentes
pontos de estudo, ao longo do litoral norte do Rio Grande do Sul.

2.3. A ESPECIE DE ESTUDO: MEXILHAO Perna perna

Mexilhdo é o termo utilizado na lingua portuguesa para denominar as diversas
espécies de moluscos bivalves pertencentes a familia Mytilidae na qual existem
diversas espécies comestiveis e de importancia comercial, sendo 0os géneros mais
comuns o Perna, Mytilus e Mytela (VALENTE, 2004).A espécie utilizada nesse
estudo € a Perna perna, descrita por Linnaeus em 1758, pertencente a Classe
Bivalvia, Ordem Mytiloida e Familia Mytilidae. Estudos aprofundados desta espécie
de mexilhdo sao recentes, dada a importancia econémica da espécie como recurso
alimentar (SIDDALL, 1980).

No Brasil, acreditava-se que o mexilhdo P. perna era nativo, devido ha sua
introducao ter se dado ha muito tempo, porém, segundo estudos (FERNANDES, et
al, 2008), o mexilhdo Perna perna seria nativo da Africa, onde os registros fosseis
sdo abundantes e teria se propagado para outras regides através da bioincrustagcao
de navios, que transportavam escravos do continente africano, ocupando atualmente
uma grande area de distribuicdo geografica, ocorrendo no Mar Mediterraneo, na
costa da Africa, da Namibia até o Estreito de Gibraltar, no sul da india, no Sri Lanka,
na costa atlantica da América do Sul, na América do Norte e também em algumas

ilhas do caribe.

2.3.1 Anatomia e fisiologia do mexilhdo Perna perna

O mexilhdo P. perna possui uma fase larval livre-natante, que apoés se
desenvolver, irhd se aderir a substratos consolidados por meio de uma estrutura
proteica filamentosa, denominada de bisso, originando o individuo juvenil que possui
habito benténico. Os mexilhdes, em sua fase bentbnica, podem ser encontrados em
profundidades de até 10 metros e habitam costdes rochosos da regido de entre-
marés, porém podem vir a se aderir a outros substratos consolidados naturais ou
artificiais como pilastras de plataformas de pesca, bdias, cascos de embarcacdes.

Como habitam a regido entre-marés, possuem alta capacidade de adaptacdo as
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diversas condicbes ambientais, podendo permanecer grande parte do tempo
expostos ao ar sem grandes danos, a nao ser a auséncia de alimentagéo e baixa do
metabolismo durante a exposi¢cdo (MARQUES, 1997).

O individuos de P. perna tem um tamanho médio de 5 a 8cm de comprimento
por 3 a 4cm de largura e 2 a 3cm de espessura, sendo considerado o maior dos
mitilideos brasileiros, podendo atingir até 14cm de comprimento, segundo
Klappenbach (1964).0s mexilhdes sdo constituidos externamente por duas conchas
calcareas ou valvas, equivalves e inequilaterais, mitiliformes, com um angulo suave
no lado dorsal, borda posterior arredondada e lado ventral cdéncavo. As linhas
concéntricas de crescimento centram-se no apice da valva, ja que o umbo € apical,
guase nao existindo lunula, que € muito reduzida, e a espécie estudada ndo possui
musculo adutor anterior, decorrente do ligamento bissal mais firme. P. perna vive em
regides desprotegidas com incidéncia de ondas, e ndo apresentam sifbes
verdadeiros, mas formacdes da dobra interna do manto, que € somente muscular,
sendo a borda do manto lisa, sem fusdes, totalmente livre ao longo da abertura
pediosa (MARQUES, 1997).

O pé é um orgao cilindrico que tem insercdo anterior no corpo do animal,
densamente musculoso e achatado na regido ventral, podendo possuir de 1 a 3 cm
de comprimento, onde apresenta uma seérie de dobras rasas, paralelas entre si e de
disposicéo transversal. Nessa face localiza-se longitudinalmente o sulco do bisso,
gue termina numa pequena cavidade proxima ao apice do pé. O sulco tem inicio na
abertura da glandula bissogénica, que secreta o bisso, e esta situada na porcéo
proximal do pé, sendo ainda ladeado por um par de dobras (NARCHI; GALVAO-
BUENO, 1997).

O bisso é o orgao de fixacdo dos mexilhdes no substrato, e consiste em um
conjunto de fibras proteicas de alta resisténcia que sdo secretadas por glandulas
bissogénicas localizadas na base do pé, em estado liquido, solidificando-se ao
entrar em contato com a agua (JORGE et al., 2002; MARQUES, 1997). Quanto aos
ctenidios, P. perna ndo apresenta cilios de guarda nos sulcos marginais, enquanto
os cilios latero-frontais grandes estdo associados ao tamanho das particulas a
serem selecionadas para a alimentacdo, bem como os cilios laterais que também
s&o longos (NARCHI; GALVAO-BUENO, 1997).

O sistema muscular de P. perna é formado pelos seguintes grupos de

musculos: musculo adutor posterior, responsavel por fechar e abrir as valvas;
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musculo retrator do pé; muasculo retrator do bisso; musculo paleal, responsavel por
unir as bordas do manto as valvas e musculo anal, responsavel por auxiliar no
processo de eliminacdo das fezes. Esses musculos estdo aderidos a superficie
interna das valvas, deixando assim cicatrizes denominadas impressdes paliais
utilizadas como caréater taxondémico na diferenciacdo das espécies de mexilhdes
(MARQUES, 1997).

Mexilhdes P. perna possuem habito alimentar filtrador, ou seja, retiram seu
alimento da &agua, utilizada no processo de respiracao realizado pelas laminas
branquiais, que além de absorver oxigénio, também atuam na selecao de particulas
alimentares em suspensao, constituidas principalmente de algas microscopicas,
bactérias e detritos organicos (SCHMITT, 2002; MARQUES, 1997).

Com relacdo a reproducdo, nos mexilhdes P. perna a unissexualidade é
predominante, ocorrendo ocasionalmente o hermafroditismo, sendo que a sua
reproducao ocorre praticamente durante o ano todo, tendo picos na primavera e no
verdo (COE, 1943). As glandulas sexuais dos mexilhdes, denominadas de foliculos,
estdo presentes em todo o manto e durante a maturacdo, vao sendo preenchidas
pelos gametas (Ovulos e espermatozoéides) produzidos pelas gbnadas, conferindo ao
manto uma coloracao tipica creme nos machos e salmdo nas fémeas, que € o

principal carater de dimorfismo sexual da espécie (MARQUES, 1997).

2.3.2 Perna perna como biomarcador

Os organismos maiscomumente utilizados no biomonitoramento, como
biomarcadores em ecossistemas aquaticos sdo 0os macroinvertebrados bentdnicos,
peixes e comunidade perifitica (GOULART; CALLISTO, 2003).

O mexilhdo Perna perna foi escolhido como monitor biolégico neste trabalho,
por ser um animal abundante nos pontos de coleta, por ser de facil coleta e por
possuir vasta distribuicdo geografica. O Perna perna possui ainda habito sedentario
e filtrador, podendo acumular poluentes em seus tecidos, e seu ciclo de vida é
relativamente curto, podendo refletir mais rapidamente as modificacbes do ambiente
através de mudancas na estrutura das populacdes e comunidades(JORGE, et al,
2002).

Este estudo ira utilizar o mexilh&o P. perna como um biomarcador de estresse
oxidativo. Existem atualmente diversos estudos (ALMEIDA, et al. 2005; DAFRE, et
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al. 2004; FILHO, et al. 2001; TREVISAN, 2008) utilizando esta mesma espécie em

estudos de balangco REDOX, em diferentes locais do Brasil.

2.4 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROs)

O oxigénio € uma molécula fundamental para os organismos aerdbios, sendo
utilizado tanto na producéo de energia através da cadeia transportadora de elétrons
na mitocondria em organismos eucariotos, quanto na membrana celular de muitas
bactérias, e em inUmeras outras vias metabdlicas fundamentais (TREVISAN, 2008).
Ao mesmo tempo, seu consumo € capaz de gerar algumas substancias téxicas a
nivel intracelular e extracelular, criando entdo o chamado “paradoxo do oxigénio”,
devido ao balanco existente entre suas vantagens e desvantagens (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).

Em condi¢des fisiologicas, os organismos aerdobicos metabolizam 85% a 90%
do oxigénio (O2) consumido na mitocéndria, por meio da cadeia transportadora de
elétrons, enquanto os 10% a 15% do oxigénio (O,) restantes sao utilizados por
diversas enzimas oxidases e oxigenases e, ainda, por reacdes quimicas de oxidacao
direta. Na mitocondria, o O, sofre reducéo tetravalente, com aceitacdo de quatro
elétrons, resultando na formacdo de agua, sendo a citocromo oxidase a enzima
catalisadora dessa reacdo. Na parte terminal da cadeia transportadora de elétrons, a
mesma enzima oxida quatro moléculas de citocromo, removendo um elétron de cada
uma delas que sao adicionados ao O, para formar agua.

Portanto, é a acdo da enzima citocromo oxidase que controla a geracao de
radicais livres, impedindo sua geracdo excessiva na mitocondria (BARBOSA, et al.
2010). No entanto, cerca de 2% a 5% do oxigénio metabolizado nas mitocondrias
sdo desviados para outra via metabdlica, e reduzidos de forma univalente, dando
origem as espécies reativas de oxigénio (EROs) superoxido (O,e), hidroxila (OHe) e,
ainda, peréxido de hidrogénio (H202) (BRASILEIRO, 1997).

Esse processo se da mediante reacdes especificas, enzimaticas, reacdes de
auto-oxidacdo, ou ainda, pelo grupo heme de proteinas, catalisadas por enzimas e
com a participacéo dos ions ferro e de cobre. O H,0,, apesar de ndo ser um radical
livre, por ndo ter um elétron desemparelhado na sua Ultima camada eletrbnica,

possui alto potencial reativo por participar da reacdo de geracdo de OHe possui agao
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deletéria potencial, uma vez que esse se constitui no mais reativo dos radicais livres
tendo em vista que tem vida longa e € capaz de atravessar as membranas celulares,
diferentemente dos radicais livres, podendo assim alterar qualquer estrutura celular
gue se encontre proxima (BARBOSA, et al. 2010; HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2007).

Segundo Halliwell (1993), radical livre € qualquer espécie quimica capaz de
existir de forma independente, e que contenha em sua estrutura elétrons
desemparelhados. Algumas dessas EROs geradas sao radicais livres, outras sao
agentes oxidantes nao radicalares que reagem rapidamente apenas com algumas

substancias, como é o caso do perédxido de hidrogénio.

2.5. ESTRESSE OXIDATIVO

O estado de estresse oxidativo decorre da existéncia de um desequilibrio
entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de
radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocéo desses radicais.

Tal estado conduz a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de
suas funcdes biolégicas e/ou desequilibrio homeostéatico, cuja manifestacdo € o
dano oxidativo potencialmente danoso contra células e tecidos (HALLIWELL;
WHITEMAN, 2004).

O aumento da producédo de compostos oxidantes nos organismos aquaticos
pode ser causado por diferentes fatores que comumente se originam do meio,
agindo como estressores, como a variacao na temperatura da agua, mudancas nas
taxas de oxigénio dissolvido, salinidade e nivel do mar em funcéo das variacdes das
marés, bem como a disponibilidade de recursos como espaco e alimento. Porém
este aumento também pode ser ocasionado por fontes enddégenas, como diversas
enzimas oxidativas (e.g. a xantina oxidase, a triptofanodioxigenase e a citocromo
P450 redutase que geram O,*—)que atuam como fontes internas constantes de
compostos oxidantes (ALMEIDA, et al., 2007; VIGO-PELFREY, 1990).

O crescimento da atividade humana e o desenvolvimento dos centros urbanos
e industriais em regifes litoraneas aumentaram criticamente os niveis de poluentes
liberados nestes ambientes (COGO, et al, 2009; LIMA, et al., 2007;SILVA, et al.,

2009). A exposicdo a compostos xenobiodticos bioacumulaveis (e.g. metais pesados)
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pode causar diversas alteragdes fisioldgicas nos organismos (LIVINGSTONE, 1998),
podendo gerar inclusive 0 aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e
uma consequente reducéo das defesas antioxidantes, gerando assim uma condi¢cao
de estresse oxidativo (COGO, et al., 2009; DAFRE, et al.; 2004; LUSHCHAK, 2011,
VALAVANIDIS, et al., 2006).

A presenca e acumulo de metais de transi¢cao (e.g. cobre e ferro), nos tecidos
dos organismos pode aumentar a producao da espécie reativa de oxigénio de maior
potencial oxidativo, a HO-. A hidroxila (HO¢) é produzida quando os metais reagem
com o per6xido de hidrogénio, através da Reacdo de Fenton (Fe** + H,0, > Fe3* +
HO + HO-+) (CHAMPE; HARVEY, 1996; HALLIWELL, 1992).

A constante producdo de radicais livres durante os processos metabdlicos
ocasionou no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante, que tem por
objetivo limitar os niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a
ocorréncia de danos decorrentes. Estas defesas podem ser produzidas
endégenamente ou adquiridas pela dieta, e as estratégias de defesa incluem trés
formas principais de atuacdo: evitar a formacdo de EROs, neutralizar espécies
reativas e reparar danos ocasionados por elas. Assim, pode-se denominar como
antioxidante qualquer substancia que atrase, previna ou remova 0 dano oxidativo de
uma molécula-alvo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

2.5.1 Mecanismos de defesa antioxidante

Os principais sistemas de defesas antioxidantes podem ser divididos em dois
grupos: defesas enzimaticas e ndo-enzimaticas (SOUZA, 2010). Estes sistemas de
defesas tém potencial para diminuir as espécies reativas de oxigénio geradas,
agindo contra o estresse oxidativo, e sdo constituidas tanto por parametros
enzimaticos como ndo enzimaticos, sendo ambos os tipos comumente utilizados
como biomarcadores em estudos de biomonitoramento (VERLECAR; JENA;
CHAINY, 2008).

2.5.1.1 Biomarcadores enzimaticos

As enzimas Superédxido Dismutase (SOD) e Catalase (CAT) sao importantes

biomarcadores enzimaticos, cuja atividade vem sendo utilizada em estudos de
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impacto ambiental, porque pode indicar o nivel de estresse oxidativo nos

organismos.

2.5.1.1.1 Supero6xido Dismutase (SOD)

A superoxido dismutase (SOD) tem a funcdo de catalisar a dismutacdo do
radical O,+- em H,O, e esta presente em quase todos 0s organismos eucariontes. A
SOD constitui a primeira linha de defesa enzimética contra a producéo intracelular
de radicais livres e esté presente na matriz mitocondrial (Mn-SOD), no citosol (CuzZn-
SOD) e no meio extracelular. O composto produzido O*- sozinho, ndo é altamente
danoso, porém, pode extrair elétrons de diversos componentes celulares causando
reacdoes em cadeia de radicais livres, possuindo alto potencial de geracdo de
estresse oxidativo.

O produto resultante da reacdo catalisada pela SOD € o H,O; que, apesar de
nao ser um radical livre, (por ndo ter um elétron desemparelhado na sua ultima
camada eletrénica) possui alto potencial reativo, por participar da reacao de geracao
de OHe, que constitui o mais reativo dos radicais livres (BARBOSA, et al. 2010;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Por este motivo, o H,O, deve ser retirado do
meio 0 mais rapido possivel (BANNISTER; CALABRESE, 1987).

2.5.1.1.2 Catalase (CAT)

Amplamente difundida entre os seres aerdbios, a catalase (CAT) é uma
hemeproteina que catalisa a degradacdo do H,O,, numa reacdo em que, uma das
moléculas de peroxido de hidrogénio € oxidada a oxigénio molecular e a outra é
reduzida a agua. Esta localizada, principalmente, no peroxissoma, podendo ser
encontrada também nas mitocdndrias. A catalise do H,O, € de extrema importancia,
pois, na presenca de Fe*? leva & formacdo de radical hidroxil (HO¢), que & um
radical altamente reativo e danoso, através da reacdo de Fenton (AEBI, 1984,
CHAMPE; HARVEY, 1996; HALLIWELL, 1992).

2.5.1.2 Biomarcadores ndo-enziméaticos
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A Lipoperoxidagédo, e a quantificacdo de radicais Carbonil e Sulfidril sé&o
importantes biomarcadores ndo-enzimaticos, e a sua mensuragdo vem sendo
bastante utilizada em estudos de impacto ambiental, porque também podem indicar

o nivel de estresse oxidativo nos organismos.

2.5.1.2.1 Espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)

A utilizacdo das espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), que
reagem com extremidades aldeidicas dos lipoperéxidos, em meio acido e altas
temperaturas, formando compostos secundarios (e.g. malondialdeido) que podem
ser lidos em espectrofotometro (532nm), constituem excelentes biomarcadores néo
enzimaticos indicadores dos niveis de lipoperoxidacdo (LPX) (SOUZA, 2010;
ESTERBAUER, CHESSMAN, 1990) e ja4 sao amplamente utilizados como
indicadores de estresse oxidativo (VERLECAR; JENA; CHAINY, 2008). Em geral,
essas reacdes sao iniciadas atraves da interacdo dos lipideos com o radical
hidroxila. Mutacdes, adutos de DNA e mudancas nos padrdes da expressao génica
podem ocorrer por consequéncia dos processos de lipoperoxidacdo (STEINBERG,
1997).

2.5.1.2.2 Danos oxidativos protéicos

A mensuracdo de dano em proteinas também pode ser utilizada como
biomarcador ndo enzimatico do estresse oxidativo. Danos a proteina podem ocorrer
pelo ataque direto das espécies reativas de oxigénio a sua estrutura, que quando na
forma priméaria pode variar muito ocasionando em diferentes tipos de processos
oxidativos, ou através de moléculas originadas de processos de oxidacdo (e.g.
malondialdeido). LigacBes peptidicas também podem ser atacadas por espécies
reativas de oxigénio como por exemplo, na abstracdo de hidrogénio pelo radical
hidroxil, mas geralmente este radical exerce mais efeitos nocivos a proteinas,
enquanto que o peréxido de hidrogénio, anion superoéxido e 6xido nitrico exercem
efeitos nocivos a grupos facilmente oxidaveis, como os tiois (SH) (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).

Os grupamentos tidlicos (SH) também chamados de sulfidrila funcionam

como mecanismos de defesa antioxidante ndo enzimatico, e podem ser mensurados
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através do método de Ellman (1959), que consiste em utilizar o &cido
ditionitrobenzdico (DTNB) como marcador dos grupamentos tidlicos reduzidos, e
apos, ler esta marcacao em espectrofotbmetro a 412nm. Assim, a mensuracao dos
grupamentos tidlicos (SH) é frequentemente utilizada como biomarcador néo
enzimatico de estresse oxidativo em estudos de biomonitorameto. As proteinas
estdo ainda potencialmente sujeitas a sofrer a reagdo de Fenton porque, podem se
ligar a ions metélicos, e caso sejam posteriormente expostas a perdxido de
hidrogénio, consequentemente irdo formar o radical hidroxil como produto desta
reacdo. O ataque de OH pode gerar outros radicais capazes decombinar com o Oy,
gerando os radicais alcoxilas e peroxilas, os quais podem fazer a abstracdo de H e
formar perdoxidos nas cadeias laterais ou na cadeia central das proteinas. Os
radicais alcoxil podem ainda realizar fragmentacdes de proteinas, formando grupos
carbonilas, tornando os processos de geracdo de danos as biomoléculas ciclicos
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A carbonilacdo € um tipo de oxidacdo protéica, formadora de cetonas ou
aldeidos reativos. Estes compostos originados podem reagir com 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) para formar hidrazonas, que sdo quantificadas
espectrofotometricamente numa absorbancia entre 360-385nm (LEVINE, et al.,
1990). Portanto, a mensuracéo da carbonilacdo é outro biomarcador ndo enzimatico
do estresse oxidativo que também €& muito utilizado em estudos de monitoramento

ambiental.
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3 AREA DE ESTUDO

Este trabalho foi realizado na Zona Costeira do Litoral Norte do Rio Grande do
Sul, em trés pontos de amostragem: P1 localizado na Plataforma de Pesca de
Atlantida (no municipio de Xangrild); P2 na Plataforma de Pesca de Tramandai e P3

na Plataforma de Pesca de Cidreira (conforme ilustrado na Figura 1).

Figura 1 - Mapa destacando o litoral norte do Rio Grande do Sul e os
municipios de Atlantida, Tramandai e Cidreira, onde se localizam os pontos de

coleta.
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De acordo com a Comissao Interministerial para os Recursos do Mar (CIRM)
a Zona Costeira € o espaco geogréafico de interagdo do ar, do mar e da terra,
incluindo seus recursos ambientais, abrangendo as faixas marinha e terrestre
brasileiras (GRUBER, et al., 2003). O litoral Norte do Rio Grande do Sul usualmente
é dividido em litoral Norte, Médio e Sul.

O presente trabalho foi desenvolvido no litoral Norte do Rio Grande do Sul,
gue possui extensdo de aproximadamente 610 km e praias arenosas, continuas,
retilineas que sdo predominantemente dominadas por ondas (CALLIARI, et al.,
2005). Esta faixa do litoral engloba 21 municipios, sendo limitada pelos municipios
de Torres, a norte, e Palmares do Sul, a sul (DE MATOS; GRUBER, 2009).

O primeiro ponto de amostragem (P1) localiza-se na Plataforma de Pesca de
Atlantida (no municipio de Xangrild), que foi construida em 1970 e possui 300
metros de extenséo, por m de largura. O municipio de Xangrila possui 60,688 km? de
area, mais de 12.434 habitantes (IBGE, 2010) e entre 0os municipios amostrados € o
menos populoso.

O segundo ponto de amostragem (P2) localiza-se na Plataforma de Pesca de
Tramandai, que foi construida em 1973, possui 365 metros de extensédo e 8 metros
de largura. O municipio de Tramandai possui 144,408 km? de area, mais de 41.585
habitantes (IBGE, 2010) e entre os municipios amostrados € o de maior populacao.

O terceiro ponto de amostragem (P3) localiza-se na Plataforma de Pesca de
Cidreira, que foi construida em 1992, possui 500 metros de extensao e 8,5 metros
de largura. O municipio de Cidreira possui 245,885 km? de area, mais de 12.668
habitantes (IBGE, 2010).

Ambos 0s municipios amostrados possuem sua populacdo extremamente
aumentada nos meses de veraneio, sofrendo graves consequéncias ecolégicas com

este aumento.
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4 MATERIAL E METODOS

Para a obteng&o das amostras a serem analisadas, foram realizadas 2 coletas
(setembro de 2014 — coletal- inverno; margo de 2015 — coleta 2 - verdo ) em trés
pontos de coleta, ao longo do Litoral Norte do Rio Grande do Sul: P1 na plataforma
de pesca de Atlantida (no municipio de Xangrild), P2 na plataforma de pesca de
Tramandai e P3 na plataforma de pesca de Cidreira. Em cada um dos trés pontos,
foram coletados 30 mexilhdes, totalizando 180 mexilhdes coletados, que mediam
entre 6 e 8 centimetros de comprimento, para possibilitar a padronizacdo e
comparacao entre as amostras. Os mexilhndes foram retirados dos pilares das
plataformas com auxilio de uma faca para romper o bisso, filamento protéico
secretado pela glandula do pé, para fixacdo do mexilhdo em substratos. Apds a
coleta, os individuos foram transportados em caixas de plastico (volume 30 litros),
com agua do mar, utilizando-se aeradores a pilha para controlar os niveis de
oxigénio presente na agua, até o Centro Universitario Metodista (IPA), onde foram
processadas as amostras.

Em laboratério, os mexilhdes foram abertos com o auxilio de uma tesoura
para romper os musculos adutores e separar as valvas, apos foram coletados os
tecidos do manto e branquia de cada um dos individuos, para realizacdo das
analises nos dois tecidos coletados, separadamente, e foram mantidos dentro de
tubos plasticos identificados e colocados em gelo seco. Cada amostra foi composta
por tecidos de 3 organismos diferentes, coletados no mesmo ponto de amostragem,
a fim de aumentar o volume de tecido disponivel para as analises em cada amostra,
utilizando um N = 5 amostras para cada ponto de coleta. Apds a coleta dos tecidos
as amostras foram congeladas (-20°C) e transportadas até o Centro de Estudos em
Estresse Oxidativo (Laboratério 32), Departamento de Bioquimica, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

onde ficaram armazenadas (-80°C) para analises posteriores.
4.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS
As amostras de tecido foram descongeladas e homogeneizadas em 1mL de

solucdo tampéao fosfato de potassio (pH 7,4) composta por KPBS 50 mM, 0,9%
NacCl, na qual foi adicionado 1 mM EDTA e 0,01% PMSF diluido em DMSO que séo
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utilizados como inibidores de proteases e/ou quelantes de metais (VERLECAR,
JENA; CHAINY, 2008). A homogeneizacao foi realizada utilizando-se um aparelho
homogeneizador LABGEN 125 durante 3 minutos em cada amostra. As amostras
homogeneizadas foram centrifugadas duas vezes, por 15 minutos (10.000g, 4°C),
congeladas (-80°C) por uma hora, descongeladas e centrifugadas novamente por 15
minutos (10.000g, 4°C), e ap0Os este processo, 0 material sobrenadante foi retirado
para a dosagem de proteinas e, posteriormente, para as analises bioquimicas.

4.2 QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS

A quantificac@o das proteinas presentes nas amostras foi realizada através do
método de Lowry (1951) em microplaca (750 nm) fazendo uso do kit Bio-Rad DC
ProteinAssay (BIO-RAD LABORATORIES) para padronizar as quantidades de
proteina, e adotando-se a albumina sérica bovina (BSA) para realizar essa
padronizacdo. Apos a quantificacdo das proteinas, as amostras foram submetidas as

analises de parametros do balangco REDOX.

4.3 ANALISES BIOQUIMICAS

A atividade da enzima catalase (CAT) foi quantificada segundo Aebi (1984),
esta enzima é responsavel por converter o peroxido de hidrogénio a oxigénio e
agua, e a sua técnica de quantificacdo mede o decaimento do peréxido de
hidrogénio através da absorvancia em 240nm (UV) ao longo do tempo. A atividade
da enzima superéxido dismutase (SOD) foi quantificada segundo o método de
Boveris (1984). Este método consiste em medir espectrofotometricamente (480nm) a
inibicho da auto-oxidacdo da adrenalina em adrenocrono, pela superdxido
dismutase, presente na amostra bioldgica.

Os danos oxidativos a lipideos foram avaliados, de acordo com o método de
Esterbauer e Chessman (1990), através da determinacdo da quantidade de
lipoperdxidos com extremidades aldeidicas reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS),
formadas durante a peroxidacdo. As amostras foram incubadas com acido
tiobarbiturico, que reage com malondialdeido, um subproduto da lipoperoxidacao,
formando um composto final de coloracdo résea que € lido em espectrofotbmetro a
532nm.
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Os danos oxidativos em proteinas foram avaliados determinando os niveis de
grupamentos sulfidril (ti6is) e carbonil. Os grupamentos tidlicos reduzidos foram
analisados de acordo com a técnica de Ellman (1959). Esta técnica consiste em
utilizar o acido ditionitrobenzoico (DTNB) como marcador dos grupamentos tidlicos
reduzidos, e apés, ler esta marcacdo em espectrofotdbmetro a 412nm. O conteudo de
grupamentos sufidril ndo-protéicos podera ser estimado nas mesmas amostras apos
reacdo da fracdo sobrenadante com 20% TCA. Ja os grupamentos carbonil foram
determinandos de acordo com a técnica de Levine et al. (1990). A carbonilacdo é um
tipo de oxidacdo protéica que forma cetonas ou aldeidos reativos, que podem reagir
com 2,4 - dinitrofenilhidrazina (DNPH) para formar hidrazonas nas proteinas, que

séo quantificadas espectrofotometricamente a 360-385nm (LEVINE, et al., 1990).

4.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A analise estatistica dos dados bioquimicos entre os diferentes grupos foi
realizada através de ANOVA de uma via com post hoc de “Duncan’s multiple range
test”. Para comparagdes entre os resultados obtidos para machos e fémeas nos
mesmos pontos foi realizado teste T para andlise paramétrica de amostras
independentes utilizando o teste de Levene para calcular a significancia. Em todos
0s casos os resultados foram considerados significativos para um P<0,05, e seréo

expressos como meédia + erro padrdo médio (EPM).
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5 RESULTADOS

Na realizacdo do presente trabalho, foram realizadas 2 coletas. A primeira
coleta (Inverno) foi realizada no dia 18 de Setembro de 2014, e a segunda coleta
(Verdo) foi realizada no dia 16 de Margo de 2015, sendo coletados 90 espécimes de
mexilhdo P. perna em cada amostragem realizada. Os resultados obtidos estédo

descritos nos tépicos abaixo:

5.1 ANALISES DA COLETA DE INVERNO (2014)

Os resultados obtidos nas andlises dos mexilhGes coletados durante o
Inverno de 2014 estéo descritos abaixo:

A atividade da enzima Superoéxido dismutase (SOD) foi mensurada através do
método de Boveris (1984), somente nos tecidos de manto dos mexilhdes coletados
nos trés pontos amostrados durante o inverno de 2014, e os resultados obtidos
estdo ilustrados no Grafico 1.

O ponto de maior atividade da enzima SOD foi Atlantida, para ambos os
sexos de mexilhdes, sendo que a atividade nos machos e fémeas de Altantida e
Cidreira, ap0s andlises estatisticas, difere significativamente e entre os machos e
fémeas de Tramandai ndo difere. A analise da atividade da enzima SOD né&o foi
realizada para o tecido de branqueas, dos mexilhdes coletados durante o inverno de
2014.
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Gréfico 1 — Comparacao entre as atividades da SOD em tecidos de manto(A) de
mexilhdes machos e fémeas coletados em Atlantida, Tramandai e Cidreira no
Inverno de 2014.
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Fonte: Autor (2015).
A atividade da SOD foi mensurada conforme descrito no Material e Métodos. Os dados séo
apresentados como média +tEPM.
* Indica diferenca significativa (p =0,05) entre os machos e as fémeas coletados emAtlantida.
% Indica diferenca significativa (p <0,05) entre as fémeas de Atlantida e as fémeas coletadas em
Tramandai e Cidreira.
#*Indica diferenca significativa (p =0,006) entre as fémeas e machos coletados em Cidreira.

O ponto de maior atividade da enzima SOD foi Atlantida, para ambos os
sexos de mexilhdes, sendo que a atividade nos machos e fémeas de Altantida e
Cidreira, ap0s andlises estatisticas, difere significativamente e entre os machos e
fémeas de Tramandai ndo difere. A analise da atividade da enzima SOD néo foi
realizada para o tecido de branqueas, dos mexilhdes coletados durante o inverno de
2014.

A atividade da enzima Catalase (CAT) foi determinada através do método de
Aebi (1984), nos tecidos de manto (Gréafico 2) e branqueas (Grafico 3) dos mexilhdes

coletados nos trés pontos amostrados durante o Inverno de 2014.
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Gréfico 2 — Comparacgdo entre as atividades da CAT em tecidos de manto (A) de
mexilhdes machos e fémeas coletados em Atlantida, Tramandai e Cidreira no
Inverno de 2014.
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Fonte: Autor (2015).

A atividade da CAT foi mensurada conformedescrito no Material e Métodos. Os dados séo
apresentados como média tEPM.

%Indica diferenca significativa (p=0,017) entre as fémeas e os machos de coletados em Atlantida.

® Indica diferenca significativa (p=0,040) entre os machos e fémeas coletados em Tramandai.

“Indica diferenca significativa (p=0,05) entre os machos e fémeas coletados em Cidreira.

* Indica diferenca significativa (p <0,05) entre as fémeas coletadas em Atlantida e as fémeas
coletadas em Tramandai.

* Indica diferenca significativa (p <0,005) entre os machos coletados em Cidreira e os machos
coletados em Atlantida e Tramandai.

Foi observado um padrdo na atividade da enzima catalase em tecidos de
manto (Grafico 2) de mexilhdes P. perna durante o inverno de 2014, onde existiu
maior atividade da enzima CAT em mexilhdes fémeas do que em mexilhées machos,
atividade esta signficativa nos trés pontos amostrados, conforme analises

estatisticas realizadas.
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Gréfico 3 — Comparacdo entre as atividades da CAT em tecidos de branqueas (B) de
mexilhdes machos e fémeas coletados em Atlantida, Tramandai e Cidreira no
Inverno de 2014.
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Fonte: Autor (2015).

A atividade da CAT foi determinada conforme descrito no Material e Métodos. Os dados séo
apresentados como média +tEPM.

% Indica diferenca significativa (p=0,05) entre os machos e fémeas coletados em Atlantida.

® Indica diferenca significativa (p=0,05) entre os machos e fémeas coletados em Cidreira.

“Indica diferenca significativa (p <0,05) entre as fémeas coletadas em Cidreira e Tramandai.

O mesmo padréo de atividade da enzima CAT também foi observado nas
analises realizadas em tecidos de branqueas (Grafico 3) coletados durante o inverno
de 2014, com maiores valores de atividade da enzima CAT encontrados para

mexilhdes fémeas, quando comparados com 0s machos.

Os niveis de lipoperoxidacdo foram determinados nos tecidos de manto
(Gréfico 4) e branqueas (Gréfico 5) dos mexilhdes P. perna amostrados no inverno
de 2014, através do método de Esterbauer e Chessman (1990) utilizando-se a

técnica das espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).
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Gréfico 4 - Comparacao da Lipoperoxidacdo através da quantificacdo de TBARS em

tecidos de manto (A) de mexilhdes machos e fémeas coletados em Atlantida,

Tramandai e Cidreira no Inverno de 2014.
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Fonte: Autor (2015).

A Lipoperoxidacéo (TBARS) foi determinada conforme descrito no Material e Métodos. Os dados séo

apresentados como média tEPM.

%Indica diferenca significativa (p <0,05) entre as fémeas coletadas em Atlantida e Tramandai.
* Indica diferenca significativa (p =0,046) entre os machos e as fémeas coletados em Tramandai.
#* Indica diferenca significativa (p =0,05) entre os machos e as fémeas coletados em Cidreira.

Como foi ilustrado no gréafico 4, foi observado um padrdo nos niveis de

lipoperoxidacdo em tecidos de manto dos mexilhdes coletados no inverno de 2014,

com maiores valores de danos lipidicos encontrados em mexilhées machos do que

nas fémeas em todos os pontos amostrados.
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Gréfico 5 — Comparacao da Lipoperoxidacao através da quantificacdo de TBARS em
tecidos de branqueas (B) de mexilh6es machos e fémeas coletados em Atlantida,
Tramandai e Cidreira no Inverno de 2014.
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Fonte: Autor (2015).

A Lipoperoxidacdo (TBARS) foi determinada conforme descrito no Material e Métodos. Os dados séo
apresentados como média +tEPM.

%Indica diferenca significativa (p <0,05) entre as fémeas coletadas em Atlantida e Cidreira.

* Indica diferenca significativa (p =0,025) entre os machos e as fémeas coletados em Cidreira.

* Indica diferenca significativa (p <0,05) entre os machos coletados em Cidreira e 0os machos
coletados em Atlantida e Tramandai.

Também foi observado um padrdo nos niveis de lipoperoxidacdo em tecidos
de branqueas dos mexilhdes coletados no inverno de 2014, com maiores valores de
danos lipidicos encontrados em mexilhdes machos do que nas fémeas, com
excessao do ponto amostrado em Cidreira, no qual os niveis de lipoperoxidacao
encontrados foram maiores nas fémeas do que nos machos, apesar desta diferenca
nao ser significativa estatisticamente.

A carbonilacdo é um tipo de oxidacaoprotéica que forma cetonas ou aldeidos
reativos. Os radicais carbonil foram mensurados em tecidos de manto (Grafico 6) e
branqueas (Gréafico 7) de mexilhbes P. perna coletados no inverno de 2014,

conforme o método de Levine et al. (1990).
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Gréfico 6 — Comparacdo da quantidade de Carbonil em tecidos de manto (A) de
mexilhdes machos e fémeas coletados em Atlantida, Tramandai e Cidreira no

Inverno de 2014.
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Fonte: Autor (2015).
A quantidade de radicais Carbonil foi determinada conforme descrito no Material e Métodos. Os
dados sdo apresentados como média tEPM.

Como foi demonstrado no Grafico 6, ndo ocorreram diferencas estaticamente
significativas nas quantidades de carbonil determinadas em tecidos de manto de
mexilhdes machos e fémeas, bem como entre grupos de fémeas e machos entre si.
Porém, apesar de ndo haver diferencas significativas, foi observado um padréo na
guantidade de Carbonil, que seria maior em machos do que em fémeas, e s6 nao
ocorreu no ponto de coleta de Atlantida, que poderia vir a ser estatisticamente

significativo, aumentando-se o N amostral.
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Gréfico 7 — Comparacdo da quantidade de Carbonil em tecidos de branqueas (B) de
mexilhdes machos e fémeas coletados em Atlantida, Tramandai e Cidreira no

Inverno de 2014.
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Fonte: Autor (2015).

A quantidade de radicais Carbonil foi determinada conforme descrito no Material e Métodos. Os
dados sdo apresentados como média tEPM.

% Indica diferenca significativa (p=0,01) entre os machos e as fémeas coletadas em Atlantida.

® Indica diferenca significativa (p=0,05) entre os machos e as fémeas coletados em Cidreira.

* Indica diferenca significativa (p <0,05) entre os machos coletados em Cidreira e os machos
coletados em Atlantida e Tramandai.

Assim como nas analises de tecidos de manto, as andlises dos tecidos de
branqueas dos mexilhbes P. perna, coletados no inverno de 2014, também
demonstraram um padrdo na quantidade de carbonil, com valores maiores
encontrados nos mexilhdes machos em todos os pontos amostrados, considerados
estatisticamente significativos nos pontos de coleta de Atlantida e Cidreira.

Os grupamentos tidlicos (SH) também chamados de sulfidrila, funcionam
como mecanismos de defesa antioxidante ndo enzimaticos, e foram mensurados em
tecidos de manto (Grafico 8) e branqueas (Grafico 9) de mexilhbes P. perna

coletados no inverno de 2014, através do método de Ellman (1959).
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Gréfico 8 — Comparacédo da quantidade de grupamentos tidlicos (SH) em tecidos de
manto (A) de mexilhdes machos e fémeas coletados em Atlantida, Tramandai e

Cidreira no Inverno de 2014.
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Fonte: Autor (2015).

A quantidade de grupamentos tiélicos (SH) foi determinada conforme descrito no Material e Métodos.
Os dados sao apresentados como média tEPM.

% Indica diferenca significativa (p=0,05) entre os machos e as fémeas coletadas em Atlantida.

® Indica diferenca significativa (p=0,025) entre os machos e as fémeas coletados em Tramandai.

Foi observado um padrdo nas analises da quantidade de grupamentos
tidlicos, com maiores niveis de SH encontrados nos machos, significativos
estatisticamente nos pontos de Atlantida e Tramandai, em tecidos de manto de

mexilhBes P. perna coletados no inverno de 2014.
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Gréfico 9 — Comparacédo da quantidade de grupamentos tidlicos (SH) em tecidos de
branqueas (B) de mexilhdes machos e fémeas coletados em Atlantida, Tramandai e
Cidreira no Inverno de 2014.
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Fonte: Autor (2015).

A quantidade de grupamentos tiélicos (SH) foi determinada conforme descrito no Material e Métodos.
Os dados sao apresentados como média tEPM.
% Indica diferenca significativa (p=0,04) entre os machos e as fémeas coletadas em Tramandai.

Assim como nas analises de tecidos de manto, também foi observado um
padrdo nas analises da quantidade de grupamentos tiolicos em tecidos de
branqueas, com maiores niveis de SH encontrados nos machos, significativos
estatisticamente somente no ponto de coleta de Tramandai, mas que poderia vir a

ser significativo em todos os pontos, caso o N amostral fosse aumentado.

5.2 ANALISES DA COLETA DE VERAO (2015)

Os resultados obtidos nas andlises dos mexilhdes coletados durante o Veréo

2015 estéo descritos abaixo:
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A atividade da enzima Superéxido dismutase (SOD) foi mensurada nos
tecidos de manto (Gréafico 10) e branqueas (Grafico 11 ) dos mexilhdes coletados
durante o verao de 2015.

Gréfico 10 — Comparacédo entre as atividades da SOD em tecidos de manto (A) de
mexilhdes machos e fémeas coletados em Atlantida, Tramandai e Cidreira no Verao
de 2015.
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Fonte: Autor (2015).

A atividade da SOD foi mensurada conforme descrito no Material e Métodos. Os dados séo
apresentados como média +tEPM.

* Indica diferenca significativa (p=0,04) entre os machos e as fémeas coletados em Cidreira.

* Indica diferenca significativa (p<0,05) entre os machos coletados em Atlantida e os machos
coletados em Tramandai.

Assim como nas andlises de Inverno, as andalises de verdo também
mostraram que o ponto de coleta com maior atividade da enzima SOD em tecidos de
manto de mexilhdes P. perna foi Atlantida, para ambos os sexos de mexilhdes.
Ainda parece haver um padrdo de maior atividade de SOD nos mexilhdes machos,
gue poderia ser comprovado aumentando-se o N amostral.

As andlises da comparacdo entre as atividades da SOD em tecidos de
branqueas nao foram realizadas para o grupo de mexilhdes fémeas de Cidreira,

sendo realizada somente para 0S outros grupos.
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Gréfico 11 — Comparacéo entre as atividades da SOD em tecidos de branqueas (B)
de mexilhdes machos e fémeas coletados em Atlantida, Tramandai e mexilhdes
machos coletados em Cidreira no Verao de 2015.

B

45 -
& *
D 40 -
S f
2 30 - T 1
S 25 - [ |
3 |
o 20 -
©
@ 15 -
T 10 -
©
= ]
5

0 v o v o
Q?’ & ‘ Q?’ & @?’
i Nl s S &

< ¢ ® S &

Sl F N i &
é\/ é 4Qy. &Qy. ©

Fonte: Autor (2015).

A atividade da SOD foi mensurada conforme descrito no Material e Métodos. Os dados séo
apresentados como média tEPM.

* Indica diferencga significativa (p=0,0001) entre os machos e as fémeas coletados em Tramandai.

Foi observado que nos pontos de coleta de Atlantida de Tramandai parece
haver um padrédo de maior atividade de SOD em mexilh6es machos, que poderia ser
comprovado aumentando-se o N amostral, enquanto que para o ponto de Cidreira
nao ocorreu comparacoes pela falta do grupo de fémeas nas analises

A atividade da enzima Catalase (CAT) foi determinada nos tecidos de manto
(Gréfico 12) e branqueas (Grafico 13) dos mexilhBes coletados nos trés pontos

amostrados durante o Verao de 2015.
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Gréfico 12 — Comparacao entre as atividades da CAT em tecidos de manto (A) de
mexilhdes machos e fémeas coletados em Atlantida, Tramandai e Cidreira no Verao
de 2015.
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Fonte: Autor (2015).

A atividade da CAT foi mensurada conforme descrito no Material e Métodos. Os dados séo
apresentados como média +tEPM.

* Indica diferenca significativa (p=0,05) entre os machos e as fémeas coletados em Cidreira.

* Indica diferenca significativa (p<0,005) entre as fémeas coletadas em Cidreira e as fémeas
coletadas em Atlantida e Tramandai.

Foi observado um padrdo na atividade da enzima catalase em tecidos de
manto de mexilhdes P. perna durante o Verao de 2015, onde existiu maior atividade
da enzima CAT em mexilhBes machos, significativa estatisticamente no ponto de
Tramandai, com excessdo do ponto de Atlantida, onde os niveis de atividade de

CAT foram maiores nas fémeas.
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Gréfico 13 — Comparacdo entre as atividades da CAT em tecidos de branqueas (B)
de mexilhdes machos e fémeas coletados em Atlantida, Tramandai e mexilhdes

machos coletados em Cidreira no Verao de 2015.
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Fonte: Autor (2015).

A atividade da CAT foi mensurada conforme descrito no Material e Métodos. Os dados séo
apresentados como média tEPM.

*Indica diferenca significativa (p=0,048) entre os machos e as fémeas coletados em Atlantida.

Foi observado um padrdo na atividade da enzima catalase em tecidos de
branqueas de mexilhdes P. perna durante o Verdo de 2015, onde existiu maior
atividade da enzima CAT em mexilhdes fémeas, significativa estatisticamente no
ponto de Atlantida, mas que também ocorreu no ponto de Tramandai e poderia ser
considerado significativo aumentando-se o N amostral.

Os niveis de lipoperoxidacdo foram determinados nos tecidos de manto
(Gréfico 14 ) e branqueas (Grafico 15 ) dos mexilhdes P. perna amostrados no

Verao de 2015.
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Gréfico 14 — Comparacgdo da Lipoperoxidacdo através da quantificacdo de TBARS
em tecidos de manto (A) de mexilhdes machos e fémeas coletados em Atlantida,

Tramandai e Cidreira no Verao de 2015.
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Fonte: Autor (2015).

A Lipoperoxidacdo (TBARS) foi determinada conforme descrito no Material e Métodos. Os dados séo
apresentados como média +tEPM.

* Indica diferencga significativa (p=0,017) entre os machos e as fémeas coletados em Cidreira.

* Indica diferenca significativa (p<0,05) entre os machos coletados em Cidreira e os machos
coletados em Atlantida e Tramandai.

Foi observado um padrao nos niveis de lipoperoxidacdo em tecidos de manto
dos mexilhdes coletados no inverno de 2014, com maiores valores de danos
lipidicos encontrados em mexilhdes machos do que nas fémeas, que s6 nao ocorreu

no ponto de Tramandai.
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Gréfico 15 — Comparacgdo da Lipoperoxidacdo através da quantificacdo de TBARS
em tecidos de branqueas (B) de mexilhdes machos e fémeas coletados em
Atlantida, Tramandai e Cidreira no Verao de 2015.
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Fonte: Autor (2015).
A Lipoperoxidacédo (TBARS) foi determinada conforme descrito no Material e Métodos. Os dados séo
apresentados como média +tEPM.

Também foi observada uma diferenca entre os niveis de lipoperoxidacdo em
mexilhdes machos e fémeas, com maiores valores de lipoperoxidacdo em mexilhfes
fémeas que poderiam ser consideradas significativos estatisticamente se o N
amostral fosse maior, e houvesse o grupo de fémeas de Cidreira para realizar
comparacgoes.

Os radicais carbonil foram mensurados em tecidos de manto (Gréfico 16 ) e
branqueas (Grafico 17) de mexilhées P. perna coletados no Verdo de 2015,

conforme o0 método de Levine et al. (1990).
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Gréfico 16 — Comparacao da quantidade de Carbonil em tecidos de manto (A) de
mexilhdes machos e fémeas coletados em Atlantida, Tramandai e Cidreira no Verao
de 2015.
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Fonte: Autor (2015).

A quantidade de radicais Carbonil foi determinada conforme descrito no Material e Métodos. Os
dados sdo apresentados como média tEPM.

*Indica diferencga significativa (p =0,05) entre os machos e as fémeas coletados em Atlantida.

No grafico 16 podemos observar um padrdo na quantidade de carbonil
mensurada, com maiores valores de carbonil em tecidos de manto de mexilhdes
machos, que poderiam vir a se tornar significantes estatisticamente se o N amostral

fosse aumentado.
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Gréfico 17 — Comparacdo da quantidade de Carbonil em tecidos de branqueas (B)
de mexilhdes machos e fémeas coletados em Atlantida, Tramandai e machos
coletados em Cidreira no Verao de 2015.
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Fonte: Autor (2015).

A quantidade de radicais Carbonil foi determinada conforme descrito no Material e Métodos. Os
dados sdo apresentados como média tEPM.

* Indica diferenca significativa (p<0,05) entre os machos coletados em Atlantida e os machos
coletados em Tramandai e Cidreira.

% Indica diferenca significativa (p=0,05) entre os machos e as fémeas coletadas em Atlantida.

Apesar de haver diferencas nas quantidades de carbonil mensuradas,
nenhuma diferenca entre machos e fémeas foi considerada significativa
estatisticamente, somente sendo considerada entre os grupos de machos coletados
no Veréo de 2015.

Os grupamentos tidlicos (SH) foram mensurados em tecidos de manto
(Gréfico 18) e branqueas (Grafico 19) de mexilhdes P. perna coletados no Veréao de
2015, através do método de Ellman (1959). Os resultados encontrados estéo

ilustrados nos graficos abaixo:
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Gréfico 18 — Comparacao da quantidade de grupamentos tidlicos (SH) em tecidos de
manto (A) de mexilhdes machos e fémeas coletados em Atlantida, Tramandai e
Cidreira no Veréo de 2015.
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Fonte: Autor (2015).

A quantidade de grupamentos tiélicos (SH) foi determinada conforme descrito no Material e Métodos.
Os dados sao apresentados como média tEPM.

*Indica diferenca significativa (p=0,05) entre os machos e fémeas coletados em Atlantida.

*Indica diferenca significativa (p=0,04) entre os machos e as fémeas coletados em Tramandai.

As andlises da quantidade de grupamentos tidlicos apresentaram resultados
bastante variaveis, sendo que para o ponto de Atlantida, os machos apresentaram
maiores niveis de SH significativos estatisticamente, porém, este também foi o ponto
com maior indice de erro, enquanto nos pontos de Tramandai e Cidreira as fémeas
apresentaram maiores niveis de SH, sendo somente os niveis de SH mensurados

em Tramandai significativos estatisticamente.
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Gréfico 19 — Comparacao da quantidade de grupamentos tidlicos (SH) em tecidos de
branqueas (B) de mexilh6escoletados em Atlantida, Tramandai e Cidreira no Veréo
de 2015.
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Fonte: Autor (2015).

A quantidade de grupamentos tiélicos (SH) foi determinada conforme descrito no Material e Métodos.
Os dados sao apresentados como média tEPM.

*Indica diferencga significativa (p=0,0001) entre os machos e fémeas coletados em Tramandai.

As analises da quantidade de grupamentos tiolicos foram realizadas somente
nos mexilhdes machos e fémeas de Tramandai, fémeas de Atlantida e machos de
Cidreira. Apesar da falta de resultados para realizar comparacdes entre machos e
fémeas, os niveis de grupamentos tidlicos foram maiores nas fémeas e foram

considerados significativos estatisticamente.
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6 DISCUSSAO

A utilizacdo de mexilhBes da espécie P. perna no biomonitoramento j& vem
sendo amplamente empregada pelos pesquisadores. Atualmente existem diversos
trabalhos utilizando andlises (ALMEIDA et al., 2005; DAFRE et al., 2004; FILHO et
al., 2001; TREVISAN, 2008) do balango REDOX em mexilhdes P. perna em
diferentes locais do Brasil.

O presente estudo foi realizado ao longo do Litoral Norte do Rio Grande do
Sul, com mexilhdes Perna perna,em trés pontos de coleta: nas plataformas de pesca
de Atlantida(pl), Tramandai (p2) e Cidreira (p3). Foram realizadas duas coletas,
sendo a primeira em Setembro de 2014 (Inverno) e a segunda em Marco de 2015
(Verdo). Foram determinadas as atividades das enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), os niveis de lipoperoxidacao (TBARS), carbonil e sulfidril em
tecidos de manto e branqueas de mexilhdes machos e fémeas amostrados nas duas
estacoes.

A atividade da enzima Superéxido dismutase (SOD) foi determinada em
tecidos de manto e branqueas de machos e fémeas de mexilhdes P. perna no
periodo de Verado (2015) e somente nos tecidos de manto no periodo de Inverno
(2014). Os machos apresentaram maior atividade da enzima SOD do que as
fémeas, no ponto de coleta de Cidreira, para as duas coletas realizadas, nos tecidos
de manto amostrados. Os valores da atividade da SOD encontrados para o ponto de
coleta de Tramandai foram semelhantes entre machos e fémeas e considerados
iguais apos andlises estatisticas nos tecidos de manto amostrados, enquanto que
nas branquias, foram encontrados maiores niveis de atividade de SOD em
mexilhdes machos e estes niveis foram considerados significativos estatisticamente.
O ponto de coleta de Atlantida apresentou variacdes, sendo que na coleta de Verao
0s machos apresentaram maiores valores de atividade de SOD, enquanto na coleta
de Inverno as fémeas apresentaram maiores valores de atividade de SOD em
tecidos de manto, sendo este o maior valor de SOD encontrado neste trabalho (80,5
+ 5,31 unidades de SOD/mg de proteina). Portanto, podemos estimar que existiu
maior atividade de SOD em mexilhdes machos, com excecao da analise de manto,
no periodo de Inverno, em que a atividade foi maior em fémeas.

A atividade da enzima Catalase (CAT) foi determinada em tecidos de manto e

branqueas de mexilh6es machos e fémeas nos periodos de Inverno (2014) e Veréo
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(2015). No ponto de coleta de Atlantida, a atividade de CAT foi maior nas fémeas,
em tecidos de manto e branqueas, nas duas coletas realizadas. No ponto de coleta
de Tramandai, a atividade de CAT foi maior nas fémeas, nos tecidos de branqueas
analisados durante as coletas de Verdo e Inverno, e nos tecidos de manto
analisados na coleta de Inverno, sendo este valor da atividade de CAT em fémeas o
maior encontrado neste estudo (2,0945 + 0,213 unidades de CAT/mg de proteina),
enquanto que nos tecidos de manto da coleta de Verdo, os niveis de atividade de
CAT foram maiores em mexilhdes machos. Os valores da atividade de CAT para o
ponto de Cidreira, foram maiores em fémeas nos tecidos de branqueas e manto,
referentes a coleta de Inverno, enquanto para a coleta de Verdo, os niveis de
atividade de CAT foram maiores em mexilhdes machos. Sendo assim, pode-se
concluir que a enzima CAT apresenta maior atividade em mexilhbes fémeas,
principalmente durante o Inverno, do que em machos, mas que provavelmente
existam fatores que causam a maior atividade de CAT em mexilhdes machos
durante o periodo do Veréo, causando uma inversao do padréo analisado.

A lipoperoxidacdo foi determinada em tecidos de manto e branqueas de
mexilhdes machos e fémeas nos periodos de Inverno (2014) e Verédo (2015). No
ponto de coleta de Atlantida, os valores de lipoperoxidacdo foram maiores em
mexilhdes machos em ambos tecidos estudados. No ponto de coleta de Tramandai,
os valores de lipoperoxidacdo foram maiores em machos, nos tecidos de manto e
branqueas, sendo este o maior valor de lipoperoxidacdo encontrado neste estudo
(1,62+ 0,103nmol de TBARS/mg de proteina), amostrados no periodo de Inverno,
enquanto no periodo de Verao, os valores de lipoperoxidacéo para o ponto de coleta
de Tramandai, nos tecidos de manto e branqueas foram maiores em mexilhdes
fémeas. No ponto de coleta de Cidreira, os valores de lipoperoxidacdo foram
maiores em mexilhdes machos, para os tecidos de manto, nas coletas de Inverno e
Verdo, e maiores em fémeas para os tecidos de branqueas coletados durante o
Inverno. Portanto, podemos estimar que a lipoperoxidacdo ocorreu mais em
mexilhées machos, durante o inverno, sendo que no Verdo podem ocorrer fatores
gue facam com que a lipoperoxidacdo aumente nas fémeas.

Os radicais carbonil foram mensurados em tecidos de manto e branqueas de
mexilhdes machos e fémeas coletados nos periodos de Inverno (2014) e Veréo
(2015). No ponto de coleta de Atlantida os niveis de carbonil encontrados foram

maiores em mexilhdes machos, para os tecidos de branqueas coletados no Inverno
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e no Verao, e também para os tecidos de manto coletados no Verao, enquanto que
para os tecidos de manto coletados no Inverno, os valores de carbonil foram maiores
nas fémeas. No ponto de coleta de Tramandai, os valores de carbonil n&o
apresentaram nenhuma diferenca significativa, sendo um pouco maiores nas fémeas
do que nos machos, nos tecidos de manto, nas coletas de Inverno e Verao, e
praticamente iguais nos tecidos de branqueas. No ponto de coleta de Cidreira, foram
encontrados maiores valores de carbonil em mexilhdes machos, para ambos tecidos
amostrados, nos periodos de Inverno e Verdo, sendo o valor de carbonilagdo dos
tecidos de branqueas de mexilhdes machos, amostrados no Inverno o maior valor
encontrado neste estudo (9,04 + 0,136 nmoles de carbonil/mg de proteina). Entéo,
podemos concluir que existiram maiores valores de carbonil em mexilhdes machos
do que nas fémeas.

Os grupamentos tiolicos (SH) foram mensurados em tecidos de manto e
branqueas de mexilhdes machos e fémeas coletados nos periodos de Inverno
(2014) e Verao (2015). No ponto de coleta de Atlantida, foram encontrados maiores
valores de SH em mexilh6es machos, nos tecidos de manto, sendo este o maior
valor de SH encontrado neste estudo (124,026+ 39,64 umoles de SH/mg de
proteina) e branqueas, nas coletas de Inverno e Verdo. No ponto de coleta de
Tramandai, foram encontrados valores de SH maiores em machos, nos tecidos de
manto e branqueas da coleta de Inverno, enquanto que na coleta de verdo os
valores de SH foram maiores nas fémeas para ambos os tecidos. No ponto de coleta
de Cidreira, os valores de SH tiveram pouca variacdo, sendo considerados iguais
estatisticamente. Sendo assim, podemos concluir que ocorreram maiores valores de
SH em mexilhdes machos, porém, podem ocorrer fatores que aumentes 0s niveis de
SH em fémeas, durante o Verdo, em Tramandai.

Portanto, podemos concluir com este estudo que os espécimes de mexilhdes
machos analisados provavelmente sofreram maiores danos oxidativos do que 0s
mexilhdes fémeas analisados, principalmente no periodo do Inverno. Os mexilhdes
machos apresentaram menores niveis de atividade da enzima CAT, maiores niveis
de lipoperoxidacdo e também maiores niveis de carbonil e grupamentos tidlicos
(SH), principalmente durante o Inverno. Somente a atividade da enzima SOD foi
maior em mexilhdes machos, com excecdo do periodo de Inverno, em que a

atividade de SOD foi maior nas fémeas.
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Sendo assim, as fémeas parecem possuir maiores defesas contra os danos
causados pelo estresse oxidativo, principalmente durante o periodo de Inverno, fato
este que provavelmente possa estar relacionado com a época do apice das
atividades de reproducdo desta espécie ser também durante o Inverno, mas que
também comprova que provavelmente existam diferencas sazonais nas defesas
antioxidantes destes organismos (CHRISTO, 2014; FILHO et al. 2001). Estas
diferencas sazonais podem estar associadas ao grande aumento da populagéo nos
municipios estudados, durante o periodo de verdo, aumentando também o volume
de esgotos e efluentes lancados no ecossistema, fator este que pode alterar
drasticamente o metabolismo dos organismos aquaticos destes habitats.

Em estudos desenvolvidos com a espécie de ostra Crassostrea gigas que
analisaram a influéncia da sazonalidade nas defesas antioxidantes e no ciclo
reprodutivo da espécie, sugere-se que as ostras também possam ativar seu sistema
metabdlico e alterar sazonalmente as respostas antioxidantes, de modo semelhante
a Perna perna (ZOTTIS, 2005).

Os maiores niveis de lipoperoxidagcdo em mexilhées machos, assim como a
maior atividade de SOD em mexilhdes machos durante o periodo do Inverno
também foram encontrados por Christo (2014). Atualmente, ja existem estudosdo
balanco REDOX que demonstram que o aumento da lipoperoxidagédo tecidual em
organismos aquaticos pode estar associado a elevadas concentracfes de
xenobidticos, como observado por Jorge et al. (2002), no molusco Mytella
guyanensis, que apresentou elevados niveis de lipoperoxidacdo (TBARS) em
regides consideradas potencialmente contaminadas por metais-traco.

Diversos estudos com a utilizacdo de marcadores do estresse oxidativo ja
foram realizados com mexilhdes P. perna, objetivando estudar os mais diversos
parametros. Ameida e Bainy (2006) realizaram estudos, analisando atividades de
enzimas antioxidantes dos mexilhdes P. perna, em momentos de hipoxia,
comprovando que os nhiveis da enzima SOD aumentam quando os mexilhdes séo
expostos ao ar, sugerindo entdo que o0s animais poderiam alterar suas defesas
antioxidantes para lidar com o estresse oxidativo gerado naturalmente em seus
organismos.

Alves et al. (2002) realizaram estudos sobre os efeitos do Furadan (pesticida
agricola) em mexilhdes P. perna, e ostras Crassostrea rhizophorae, determinando os

niveis da glutationa-S-transferase (GST), catalase (CAT) e da colinesterase (ChE)
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antes e depois da exposi¢cdo ao pesticida, percebendo que os niveis de CAT
aumentaram 9% nas otras Crassostrea rhizophorae estudadas, apds serem
expostas ao pesticida Furadan.

Trevisan (2010) estudou as defesas antioxidantes de mexilhdes Mytilus edulis
e mexilhdes P. perna quando estes organismos foram expostos a Cobre e Zinco,
respectivamente, comprovando que, ap0s exposi¢cado aos metais, ocorreu uma forte
resposta adaptativa de amplificacdo das defesas antioxidantes celulares.

Dafree et al.,, (2004) estudaram as enzimas antioxidantes e o status
tiol/dissulfeto na glandula digestiva de mexilhdes P. perna, quando expostos ao
Chumbo e ao Paraquat (herbicida). Foi observado que o Chumbo teve um efeito
supressor sobre as alteragdes enzimaticas, induzidas pelo Paraquat, enquanto as
alteracdes nos parametros tiol/dissulfureto foram contidas.

Filho et al., (2001) realizaram estudos determinando as atividades de enzimas
do sistema antioxidante em tecidos de glandula digestiva de mexilhdes P. perna, em
diferentes estacdes do ano. Foi comprovado neste estudo que existem mudancas
sazonais na defesas antioxidantes, no tecido estudado.

Como demonstrado acima, os mexilhdes P. perna, utilizados neste estudo,
sdo bastante utilizados para testar os efeitos de xenobioticos sobre as respostas do
sistema de defesas antioxidantes, em seus diferentes tecidos. Os mexilhdes
fornecem respostas significativas, satisfatérias e rapidas aos estimulos realizados
em diversos trabalhos. Portanto, podemos inferir que os mexilhdes também
forneceriam respostas quando expostos a estresses ambientais, como xenobidticos,
revelando-se uma espécie com alto potencial na realizacado de biomonitoramento de

ambientes aquaticos.
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7 CONCLUSAO

Atualmente, torna-se cada vez mais importante analisar os efeitos do estresse
ambiental em organismos aquaticos, especialmente nas espécies cultivadas para
consumo humano. O estudo dos sistemas de defesa antioxidante dos organismos
pode fornecer informagdes importantes que podem ser utilizadas como ferramentas
para avaliar a qualidade dos ecossistemas aquaticos.

Os resultados apresentados neste trabalho indicam que existiram diferencas
sazonais nas defesas antioxidantes de mexilhdes P. perna, e também entre os
diferentes sexos e tecidos (manto e branqueas) dos mexilhdes estudados . A
avaliacdo destes parametros em bivalves brasileiros € promissor e a sua
continuidade € extremamente importante para se obter dados confiaveis e
representativos dos padroes de defesas antioxidantes em P. perna, e também para
sermos capazes de reconhecer as mudancas que ocorrerem nestes padroes.

A sugestao para coletas futurasseria de aumentar o N amostral com o objetivo
de tornar os resultados obtidos mais confiaveis, e tornar visiveis possiveis
diferencas, que, apds analises estatisticas, ndo sdo consideradas significativas em
analises com baixo N amostral. Aléem disso, propfe-se também a realizacdo das
analises em tecidos de gonadas dos mexilnbes P. perna, a fim de confirmar as
diferencas encontradas nas defesas antioxidantes entre machos e fémeas, e

também para propor uma justificativa para as diferencas encontradas.
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