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RESUMO

Introducdo: Uma das influéncias deletérias ao ecossistema marinho da
contaminacdo ambiental por metais pesados é a ocorréncia de estresse oxidativo
em bivalves. Objetivo: Relacionar o gradiente estuarino e o estresse oxidativo
observado em individuos de Anomalocardia flexuosa coletados na Baia
Babitonga/SC. Métodos: Dois locais de coleta foram amostrados: praia da Avenida
e praia do Forte em S&o Francisco do Sul/SC, nas quatro estacdes do ano. Foram
coletadas amostras de agua para determinar em laboratorio a salinidade com
refratbmetro portétil Digit 211 e pH com pHgametro de bancada Gehaka PG2000.
Doze amostras de tecido de A. flexuosa, apés serem removidas das conchas, foram
armazenadas em recipiente contendo gelo e solugcdo tampao salina. O
homogeneizado (10%) (p/v) foi preparado em tampéao fosfato de sodio 20 mM com
KCl 140 mM, pH 7,4 e, entdo, centrifugado com objetivo de remover os residuos.
Depois, foi feita uma aliquota e armazenou-se em freezer a -80°C para, por fim,
serem determinados as substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) e o
conteudo total de proteinas carboniladas. Resultados: Observou-se aumento da
carbonilagdo proteica relacionada ao aumento do pH na praia da Avenida na
primavera e no outono. Também foi observado aumento da peroxidacdo lipidica
(TBA-RS) com relagdo ao aumento da salinidade na praia do Forte em inverno e
outono. Conclusdes: Esses achados sugerem maior ocorréncia de estresse

oxidativo em ambientes com valores superiores de salinidade e pH.

Palavras-chave: bivalves; estresse oxidativo; Anomalocardia flexuosa; TBA-

RS; carbonilac&o proteica; gradiente estuarino; salinidade.



ABSTRACT

Introduction: One of the deleterious influences of environmental contamination
to marine’s ecosystem by heavy metals is the oxidative stress generated in bivalves.
Objective: The main goal of this study was to relate the estuarine gradient and the
oxidative stress observed in the clam Anomalocardia flexuosa found in Babitonga
Bay, southern Brazil. Methods: Two sampling areas were selected: Avenida Beach
and Forte Beach, both located in S&o Francisco do Sul, between October 2019 and
July 2020. Several water samples were collected to evaluate salinity levels using
portable refractometer Digit 211 and pH using bench pHgameter Gehaka PG2000.
Twelve A. flexuosa tissue samples, after being removed from its shells, were stored
in recipients containing ice and buffer saline solution. The homogenized compound
(10%) (p/v) was prepared with sodium phosphate buffer 20 mM with KCI 140 mM, pH
7,4 and, then, centrifuged in order to remove waste. After that, an aliquot was made
and stored in a freezer to -80°C to, finally, be analyzed thiobarbituric acid reactive
substances (TBA-RS) and total content of carbonylated proteins. Results: It was
observed increase of protein carbonylation related to pH increase at Avenida Beach
during Spring and Autumn. Also, it was noticed TBA-RS increase related to salinity
increase in Forte Beach during Winter and Summer. Conclusions: These findings
suggest a greater occurrence of oxidative stress in environments with higher levels of

salinity and pH.

Key words: bivalves; oxidative stress; Anomalocardia flexuosa; TBA-RS;

protein carbonylation; estuarine gradient; salinity.
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1 INTRODUCAO

Os estuarios sdo conceituados como ambientes transitorios entre continente e
oceano, onde ha contato entre dgua salgada do oceano e a agua doce do rio
(NORIEGA et al., 2005). Essas regides tendem a acumular grande quantidade de
nutrientes, algas e outras plantas, e isso estimula a produtividade bioldgica na area
(OLIVEIRA et al., 2014). Além disso, sabe-se que cerca de 60% das cidades
desenvolvem-se préximas a estuarios, o que acarreta em deposicdo de elevadas
concentragcbes de substancias de origem antropica nesses locais (SILVA et al.,
2011). Esse processo gera contaminacdo das aguas estuarinas e efeitos nocivos
para seus recursos, impactando a salde humana, consequentemente, devido a
utilizacdo destes recursos para subsisténcia ou mesmo comercialmente (MIRANDA
et al., 2002).

Um fato relevante acerca dos estuarios, principalmente dos estuarios tropicais
do hemisfério Sul, é a sua variacao drastica na salinidade. Isso ocorre pela diferenca
de descarga fluvial, ou seja, do fluxo de agua proveniente do rio na regido, que
provoca aumento ou diminuicdo da diluicdo da agua salgada, alterando, portanto, o
gradiente de salinidade, além da importancia evidente da pluviosidade (RIBEIRO et
al., 2011). Dessa forma, um ponto amostral mais proximo a foz do estuario tende a
apresentar salinidade superior a um ponto amostral mais distante da foz (PEREIRA
FILHO et al., 2003). Isso ocorre, principalmente, nos estuarios negativos, onde tanto
a agua marinha quanto a agua do rio se encontram na superficie, e a evaporagao
nesse tipo de estuario aumenta a salinidade e a densidade da agua (MCLUSKY;
ELLIOTT, 2004).

Também se sabe que os sedimentos, em estuarios, constituem fontes
secundarias de contaminantes no ambiente aquatico, devido a mudancas fisico-
guimicas na constituicio do ambiente, como o0 aumento ou reducdo do pH e
aumento da salinidade (SALOMONS; FORSTNER, 1984). Além disso, outro fato
importante de ser avaliado em estuarios € a composi¢do e o tamanho das particulas
gue formam os gréos de sedimento. A partir disso, sabe-se que teores elevados de
silte/argila e matéria organica aumentam a capacidade dos sedimentos em reter ions
metalicos, por exemplo (FRENCH, 1997).



Nesse ambito, ha estudos comprovando a existéncia de contaminacdo por
metais pesados na Baia Babitonga, a exemplo dos estudos de SOUZA (2016),
DEMORI (2008) e TURECK et al. (2006). Nessa area, ha intensa atividade
agropecuéria e de producdo de graos, com amplo uso de inseticidas e adubos
guimicos. Além disso, o setor industrial desempenha atividades metallrgicas
proximo a regido e, somado a consequente deposicao de sedimentos finos contendo
matéria organica, levou a um aumento da acumulacao e potencializacéo de efeitos
nocivos produzidos pelos poluentes depositados, entre eles os metais pesados
(VIEIRA et al., 2008).

Uma das principais influéncias deletérias ao ecossistema marinho dessa
contaminacdo ambiental por metais pesados é a ocorréncia de estresse oxidativo
em bivalves (COGO et al., 2009). Esses moluscos séo considerados por DABWAN &
TAUFIQ (2016) bons bioindicadores de poluicdo ambiental devido a sua capacidade
de acumular metais pesados e outros xenobidticos, além de sofrerem com variagdes
fisico-quimicas ambientais, e consequentemente gerarem estresse oxidativo. Ja o
estresse oxidativo nesses animais ocorre, principalmente, quando h& degradacéo da
membrana lisossomal das suas células, o que provoca reacbes adversas nho
organismo (REGOLI et al., 1998).

Esse estresse oxidativo pode ser causado, também, pela influéncia do
gradiente estuarino de salinidade, formado a partir da diluigdo da agua salgada
marinha devido ao aporte de agua doce nas regides de estudrios. Essa variacdo da
salinidade requer uma adaptacdo dos organismos habitantes desse ecossistema
(BIANCHINI et al., 2008). Além disso, sabe-se que a exposicdo as alteracdes de
fatores fisico-quimicos, como a salinidade, pode intensificar a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que sdo os precursores de estresse oxidativo tecidual
(REGOLI et al., 2002).

Desse modo, sabe-se que Anomalocardia flexuosa (Linnaeus, 1767),
popularmente conhecido como berbigdo, € uma espécie de molusco bivalve
comumente utilizada como alimento e de relevante importancia comercial em todo o
litoral catarinense, sendo que Santa Catarina € responsavel por 95% da producédo

nacional (AVEIRO et al., 2010). Esse organismo tende a acumular metais e outros
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xenobidticos em seus tecidos e, uma vez que seja consumido a longo prazo, pode
elevar as concentracbes de metais pesados em seres humanos, causando sérios
riscos a populacdo (NEWELL et al., 2005). Esse animal também tem sua densidade
populacional, tamanho e caracteristicas fisiolégicas influenciadas pelo gradiente
estuarino, sendo que, normalmente, € encontrado com mais facilidade em zonas
com alto teor de salinidade (RODRIGUES et al., 2010).

Portanto, devido ao fato de existirem poucos estudos que utilizam
Anomalocardia flexuosa como indicador de poluicdo ambiental em estuérios e ser
importante comercialmente para a regiao, este trabalho traz a contribuicdo de avaliar
a influéncia do gradiente estuarino na Baia Babitonga, norte de Santa Catarina, no

estresse oxidativo de Anomalocardia flexuosa.

Socialmente, é considerado um tema relevante, pois a partir do entendimento
da resposta dos organismos as variagdes ambientais provocadas pelo gradiente
estuarino, podem ser iniciadas acdes que possibilitem uma melhora na qualidade

das aguas residuais da regido.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a influéncia do gradiente estuarino sobre o estresse oxidativo e as
concentragcbes de metais pesados em Anomalocardia flexuosa na Baia Babitonga,

Santa Catarina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Mensurar as caracteristicas fisico-quimicas (temperatura, salinidade e pH) da
agua de percolacao;

o Aferir a biometria de espécimes de A. flexuosa,

o Determinar as concentracbes de Cadmio, Chumbo e Mercurio, o contetdo
total de proteinas carboniladas e os niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBA-RS) em A. flexuosa em dois pontos amostrais da baia;

o Determinar as concentracdes de Cadmio, Chumbo e Mercurio, os diametros
dos grdos e os percentuais de matéria organica e carbonato de calcio nos
sedimentos dos pontos de amostragem;

o Relacionar as caracteristicas granulométricas e as concentracdes de metais
no sedimento com o conteddo de proteinas carboniladas, niveis de TBA-RS e

a biometria de A. flexuosa no gradiente estuarino.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CARACTERISTICAS GERAIS DE Anomalocardia flexuosa

O molusco Anomalocardia flexuosa (A. flexuosa), popularmente conhecido
como berbigao, pertence a familia Veneridae, que conta com cerca de 500 espécies,
divididas em 50 géneros e 12 subfamilias (CANAPA et al., 1996). Essa espécie
possui como caracteristica morfoldégica uma concha trigonal sdlida, escudo longo e
amplo, escultura formada por costelas comarginais anémalo baixas e estrias radiais
fracas (DENADAI et al., 2006). Externamente, sua coloracdo é caracterizada por
tons de creme e seu musculo adutor posterior e anterior tém cicatrizes arredondadas
e oval-alongadas (DENADAI et al., 2006). A espécie € dioica e extremamente
comum ao longo do litoral brasileiro, possui reprodugcdo externa sexuada, com
desenvolvimento indireto, composto por um estagio larval que dura de 11 a 30 dias
(MOUEZA et al., 1999; TORRES et al., 2002). Segundo RIOS (1994) sua distribui¢do
ocorre desde as Indias Ocidentais (llhas Caribenhas) até o Uruguai. A. flexuosa
habita a superficie do sedimento (RODRIGUES, 2009), principalmente nas areas em
gue ndo ha acdo de ondas e correntes. Como se enterram na superficie de
substratos arenosos ou lodosos, costumam ingerir grande quantidade de material
em suspensao, como matéria organica e inorganica (POLI et al., 2004), através do
seu sifao inalante (NARCHI, 1972). A sua dominancia sobre as comunidades
bentdnicas nesses ambientes pode ser identificada pela formacdo de bancos com
grande densidade de individuos (BOEHS; MAGALHAES, 2004).

Com relacéo as variagdes fisico-quimicas no ambiente em que esta inserido,
esse animal costuma adaptar-se de forma eficiente a essas condicOes,
principalmente quando ha variagdes em parametros como temperatura e salinidade
(SAMPAIO, 2018). Apesar disso, seu ciclo reprodutivo tem seu ponto 6timo na faixa
de temperatura de 16 a 25°C, e salinidade acima de 18% (SAMPAIO, 2018). BOEHS
(2000) também relata que a espécie é adaptavel a variagbes ambientais, até quando
essas condi¢des sdo consideradas causadoras de estresse a outras espécies.
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A. flexuosa também possui outras caracteristicas que tornam a espécie um
bom indicador de contaminacdo ambiental, como tolerancia a alteragcbes ambientais
e diversos contaminantes, vida relativamente longa, ampla distribuicdo geografica e
alta resisténcia em estudos laboratoriais e para viver em gaiolas para estudos em
campo (ZHOU et al., 2008).

3.1.1 IMPORTANCIA SOCIAL E CIENTIFICA

Segundo SOUZA (2007), a pesca de A. flexuosa em Florian6polis (Santa
Catarina), entre 1989 e 1995, produzia anualmente entre 48 e 185 toneladas. Em
toda a regido de ocorréncia, esse recurso é considerado um item primordial para a
alimentacdo da populacdo de pescadores da regido, além do seu valor comercial
consideravel (SILVA-CAVALCANTI; COSTA, 2011). Devido ao habito filtrador, a
espécie é considerada um potencial bioindicador da presenca de metais pesados,
principalmente para mercurio total (NEWELL et al., 2005). No entanto, a literatura
gue aborda esse tema ainda é escassa (KEHRIG et al.,, 2006). Segundo SILVA-
CAVALCANTI, COSTA e KEHRIG (2016), A. flexuosa mostrou-se eficaz no papel de
bioindicador de metais-traco relevantes em estuérios tropicais brasileiros e responde
a variagbes ambientais, apesar de as concentracdes de mercurio total serem iguais

nas estacdes do ano.

No estudo de WALLNER-KERSANACH et al. (1994), por sua vez, 0S
individuos com tamanhos maiores tém maior capacidade de regular as
concentracfes de cobre e zinco bioacumulados em seus tecidos, enquanto que
cadmio e chumbo continuam sendo mais dificeis de depurar. Entretanto, pode haver

rearranjos desses metais, alterando a distribuicédo interna no decorrer do tempo.

Com relacédo a salinidade, BOEHS et al. (2008), relataram que A. flexuosa e
outras espécies de bivalves ndo se adaptam facilmente a condi¢bes de reducao
brusca da salinidade da &agua, ocasionando choques osméticos. Por isso, em
estacbes chuvosas, € comum verificar-se uma alta na taxa de mortalidade desses

animais.

14



No trabalho de JESUS (2011) foi verificado predominio de individuos maiores
de A. flexuosa em locais cujo sedimento era predominantemente formado por silte e
argila, cujo elevado teor de matéria organica propicia o desenvolvimento de bivalves

filtradores.

3.2 IMPORTANCIA DO ESTUDO DE BIOMARCADORES DE ESTRESSE
OXIDATIVO EM MOLUSCOS BIVALVES

Biomarcadores sdo marcadores bioldgicos comumente usados para
rastreamento de redes de contaminantes (areas grandes em que h& algum tipo de
contaminacgdo), que também servem para determinar as possiveis consequéncias de
uma exposicdo (RAND; PETROCELLI, 1985). Eles detectam os niveis iniciais e
intermediarios de processos patoldgicos e identificam os individuos mais suscetiveis
de uma populacéo, para que assim possa ser iniciado o tratamento de uma doenca,
guando neste caso, ou qualquer outra intervencdo cabivel (RAND; PETROCELLI,
1985).

O estresse oxidativo da-se a partir de um desequilibrio entre compostos
oxidantes e antioxidantes, quando h& excesso de radicais livres ou remocao
diminuida desses radicais (BARBOSA et al., 2010). Esse processo ocasiona a
oxidacdo de biomoléculas e a perda de funcdo biolégica, e a cronificacdo deste
processo em humanos interfere negativamente em doencas como aterosclerose,
diabetes, obesidade e cancer (BARBOSA et al., 2010).

A producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), da mesma maneira que
os radicais livres, € um processo natural da fisiologia e do metabolismo humano
(VELLOSA et al., 2021). Contudo, 0 seu excesso, como citado anteriormente, gera
alteracbes metabdlicas exacerbadas, culminando em niveis elevados de estresse
oxidativo. As EROs, nesse sentido, sdo produzidas de forma endogena, e
representam subprodutos derivados do oxigénio diatdmico (O2), quando este sofre
oxidacao ou reducéo incompleta (VELLOSA et al., 2021). A producéo de EROs sofre
interferéncia de fatores exégenos, como radiacdo ultravioleta, infec¢cdes e poluentes.

Por esse fator, as moléculas em excesso dessas substancias reagem com as
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moléculas de proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucleicos, ocasionando, por

fim, alteracBes funcionais ou até destruicdo das células (VELLOSA et al., 2021).

De acordo com TREVISAN (2008), as consequéncias do estresse oxidativo a
nivel celular em um individuo incluem a proliferacdo celular acentuada, adaptagéo
por meio de alteracdes enzimaticas, dano celular envolvendo um ou mais tipos de

biomoléculas e senescéncia ou morte celular.

Para a analise de estresse oxidativo geralmente sdo utilizados biomarcadores
enzimaticos baseados em acidos nucléicos ou proteinas. Dessa forma, sdo medidos
os danos causados pelos agentes toxicos ao monitorar a entrada de xenobioticos no
organismo, que podem causar diversos tipos de anomalias (WILHELM FILHO et al.,
2001). Para detectar essas anomalias podem ser utlizadas técnicas
espectrofotométricas, que monitoram o0s biomarcadores enzimaticos, tais como
catalase, glutationa S-transferase e superoxido dismutase, que sdo conhecidos por
indicar danos precoces em organismos (WILHELM FILHO et al., 2001). Ademais,
sabe-se que radicais livres de oxigénio (RLO) decorrentes de atividade aerdbica
influenciam na atividade fisioldgica de moluscos bivalves, que também estéo sujeitos
a alteracdes funcionais quando expostos a ambientes poluidos por agentes
xenobidticos e metais-traco (TORRES et al., 2002).

Um dos principais processos avaliados para determinacdo de estresse
oxidativo é a peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo. Esse processo acontece
guando ha excesso de radicais livres produzidos a partir de processos metabdlicos.
Esses causam alteragbes na permeabilidade das membranas celulares,
ocasionando reducdo da caracteristica seletiva dessas estruturas, e
consequentemente liberando as enzimas hidroliticas presentes em lisossomos
(NELSON; COX, 2014). O organismo produz enzimas, como a superoxido dismutase
e a catalase, que atuam no sequestro das EROs e prote¢cdo contra a
lipoperoxidagdo, que é um evento mais danoso ao sistema. Quando essas enzimas
nao conseguem reter as EROs, ocorre a peroxidacdo lipidica. Nesse processo
também ha formacao de produtos citotoxicos, fato que contribui para a morte celular
(NELSON; COX, 2014). Portanto, a lipoperoxidacdo estd associada ao

envelhecimento celular, como cancer e outros efeitos causados pela intoxicagao por
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diversos xenobiéticos (FERREIRA; MATSUBARA, 2007). Para se avaliar o nivel de
lipoperoxidacdo que ocorre em determinado tecido, utiliza-se a quantidade de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS), que constituem os produtos
finais resultantes do processo de peroxidacdo lipidica induzida pela presenca
radicais livres (VELLOSA et al., 2021).

Ja a carbonilacé@o proteica (outro biomarcador de estresse oxidativo) ocorre,
normalmente, em seguida a oxidacéao lipidica, em decorréncia da desfragmentacéo
dos aminoacidos que compdem as proteinas, alterando o funcionamento de algumas
enzimas e levando a um aumento da quantidade de proteinas carboniladas
(PACKER, 1997). De forma mais precisa, os aldeidos lipidicos sao altamente
eletrofilicos e suscetiveis ao ataque nucleofilico pelas cadeias laterais de residuos
proteicos de lisina, histidina e cisteina, resultando na carbonilagdo proteica. Esse
processo é tido como irreversivel, e € conhecidamente elevado em varios tecidos
animais como consequéncia de estresse oxidativo prolongado (PACKER, 1997).
Aléem disso, o fato de a carbonilagdo proteica estar relacionada a ma alimentacao,
deficiéncia de antioxidantes e envelhecimento, leva a hipétese de que a quantidade
de proteinas carboniladas presente no tecido € o elo entre o estresse oxidativo e as
disfuncbes metabdlicas (HAUCK et al., 2019).
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4 METODOLOGIA

O estudo é caracterizado por uma pesquisa descritiva de carater quantitativo.
A populacdo de estudo € composta por berbigdes da espécie A. flexuosa, coletados

em dois pontos da Baia Babitonga, norte de Santa Catarina.

4.1 AREA DE ESTUDO

A Baia da Babitonga (Fig. 1) situa-se na regido norte de Santa Catarina e é
margeada pelos municipios de Joinville, Sdo Francisco do Sul, Araquari, Barra do
Sul, Garuva e Itapoa. Esse complexo estuarino esta entre as latitudes 26° 07" W? e
26° 27 S (VIEIRA et al., 2008). A Baia é reconhecida como o maior complexo
estuarino do estado de Santa Catarina e por preservar a maior area no limite austral
de distribuicdo dos manguezais Brasileiros (VIEIRA et al., 2008). Um fato relevante
relacionado a baia foi o fechamento do Canal do Linguado (ocorrido nos anos 1930)
para proporcionar a ligacdo terrestre entre ilha e continente, que alterou a
hidrodindmica no interior da baia (VIEIRA et al., 2008). Esse evento gerou
mudancas nos processos de sedimentagao no sistema, afetando a fauna e a flora da
regido (VIEIRA et al., 2008). Estima-se que, atualmente, a profundidade média do
Canal do Linguado € de cerca de 2 a 3m, o que contrasta com os 25m de
profundidade meédia antes do seu fechamento (GERHARDINGER et al., 2006).
Adicionalmente, na regido intermediaria e da foz estuarina, o ambiente também foi
modificado, com surgimento de bancos de areia e diferengcas no grau de salinidade,
potencialmente impactantes a fauna e a flora regionais (GERHARDINGER et al.,
2006).
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Figura 1. Localizacdo dos pontos de coleta (Forte - FOR e Avenida - AVE) na Baia

da Babitonga, norte de Santa Catarina, Brasil.
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Por isso, levando-se em consideracéo as informacdes relatadas acima acerca
da Baia da Babitonga, optou-se pela sele¢cdo de dois pontos amostrais: Praia do
Forte (Fig. 2 e Fig. 3), representando a jusante (foz), e a Praia da Avenida (Fig. 4 e
Fig. 5), representando a montante. Como é possivel perceber a partir das figuras
representativas abaixo, a Praia do Forte possui sedimento predominantemente
arenoso e ndo apresenta acao antropica ostensiva. J4 quando analisadas as figuras
referentes a Praia da Avenida, percebe-se a presenca de hegemoénica de sedimento
lodoso, com camada andxica aumentada em relacdo a zona aerobia, e também

maior ocupac¢ao humana.



Figura 2. Praia do Forte.

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 3. Praia do Forte.

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 4. Praia da Avenida.

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 5. Praia da Avenida.

Fonte: Acervo pessoal.

4.2 AMOSTRAGENS E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

Os exemplares de A. flexuosa foram coletados na primavera (PRI) de 2019,
outono (OUT), verdo (VER) e inverno (INV) de 2020 nas praias do Forte (FOR) e
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Avenida (AVE). As coletas foram manuais, com a retirada de trés amostras que
variaram de 6 a 25 individuos em funcdo do tamanho, para alcancar
aproximadamente 50 gramas de tecido (individuos menores possuem menor
guantidade de tecido, sendo necessério, portanto, coletar um numero maior de
exemplares), sendo armazenadas em caixa térmica para posterior congelamento a -
20°C. Em seguida os individuos foram dissecados em ambiente estéril com bisturi
de aco inoxidavel para extrair os tecidos, que foram encaminhados para as analises
de metais (= 10 gramas de tecido) e, além das amostras destinadas as andlises de
metais, foram coletados de seis a oito individuos por ponto amostral destinados as

analises de estresse oxidativo.

Para as analises de estresse oxidativo, as amostras de tecido de A. flexuosa,
apés serem removidas das conchas, foram armazenadas em recipiente contendo
gelo e solugédo-tampéo salina. O homogeneizado (10%) (p/v) foi preparado em
tampao fosfato de sédio 20 mM com KCI 140 mM, pH 7,4 e, entdo, centrifugado com
objetivo de remover os residuos. A aliquota contendo o sobrenadante foi
armazenada em freezer a -80°C para, por fim, serem determinados as substancias
reativas ao 4&cido tiobarbitirico (TBA-RS) e o conteddo total de proteinas
carboniladas (DELWING-DE LIMA et al., 2017).

Para a analise quantitativa (mg/kg) das concentracdes de Cadmio (Cd),
Chumbo (Pb) e Mercurio (Hg) foi utilizada a técnica de espectrometria de emissao
atbmica com plasma acoplado indutivamente (ICP-AES - Inductively Coupled
Plasma Atomic Emission Spectrometry), conforme procedimento estabelecido no
manual Standard Methods edig¢ao 23 (2017).

Quatro amostras de sedimento foram coletadas em cada ponto por estacao
do ano, acondicionadas em potes plasticos com volume de 300 mL e congeladas.
Dessas amostras, trés foram encaminhadas para a analise sedimentologica e uma
para a analise das concentracdes de Cadmio, Chumbo e Mercurio por ICP-AES
(Standard Methods, 2017). As concentracdes de matéria organica e carbonato de

célcio foram determinadas seguindo o método de DEAN (1974) e a analise
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granulométrica foi realizada por pipetagem (GALEHOUSE, 1971) e peneiramento
(SUGUIO, 1973).

Em cada ponto ainda foram determinadas a temperatura do sedimento com
termémetro de Mercurio e coletadas amostras de &gua para determinar em
laboratério a salinidade com refratbmetro portatil Digit 211 e pH com pHgametro de

bancada da marca Gehaka, modelo PG2000.

Foram analisadas a biometria de, ao todo, 80 espécimes de Berbigdo (10
espécimes por ponto amostral, totalizando 20 espécimes por estacdo), sendo
determinados o comprimento, largura e altura (medidas em mm) utilizando-se de um
paquimetro universal metalico de 200 mm e precisdo de 0,02 mm, da marca MTX.
Para as andlises dos percentuais de carbonato de calcio (%CaCQOs), matéria
organica (%M.0O.) e areia, silte e argila, foram utilizadas 12 amostras de sedimento.
J& com relacdo as andlises de carbonilacdo proteica e peroxidacao lipidica, foram

utilizadas 12 amostras de tecido de A. flexuosa.
4.2.1 SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO (TBA-RS)

Os niveis de TBA-RS foram determinados de acordo com o método descrito
por OHKAWA, OHISHI e YAGI (1979). A metodologia mede a quantidade de
malondialdeido (MDA), produto final da lipoperoxidagéo, gerado, principalmente, por
radicais livres hidroxil. O tecido das amostras de A. flexuosa foi misturado com &cido
tricloroacético a 20% e 0,8% de acido tiobarbiturico e aquecido em banho de agua
fervente durante 60 minutos. O teor de TBA-RS foi determinado pela absorbancia a
535 nm. Uma curva de calibracdo foi obtida utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano
como o precursor de MDA, sendo que cada ponto da curva foi submetido ao mesmo
tratamento que o das amostras. Os resultados foram expressos em nmol de MDA

por mg de proteina.

4.2.2 CONTEUDO TOTAL DE PROTEINAS CARBONILADAS
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O teor de carbonilas foi obtido através do método proposto por REZNICK e
PACKER (1994), baseado na reacdo de carbonilacdo de proteinas com
dinitrofenilhidrazina formando dinitrofenilhidrazona, um composto amarelo, medido
espectrofotometricamente a 370 nm. Nessa metodologia, 200 pL do homogeneizado
foram adicionados a tubos de plastico contendo 400 pL de dinitrofenilhidrazina 10
mM (preparado em HCI 2 M). As amostras foram acondicionadas sem contato com a
luz durante 1 hora e agitadas em vértex a cada 15 minutos. Posteriormente, 500 pL
de acido tricloroacético a 20% foram adicionados a cada tubo. A mistura foi
submetida ao vortex e centrifugada a 14.000 x g durante 3 minutos e o sobrenadante
obtido foi descartado. O sedimento restante foi lavado com uma solucdo de 1 mL de
etanol / acetato de etila (1:1 v/v), agitado e centrifugado a 14000 x g durante 3 min.
O sobrenadante foi rejeitado e o sedimento ressuspenso em solucdo de 600uL de
guanidina 6M (preparado numa solucdo de fosfato de potassio 20 mM, pH 2,3),
antes de agitacdo em vortex e incubagdo a 60°C durante 15 minutos. As amostras,
entdo, foram centrifugadas pela ultima vez a 14.000 x g durante 3 minutos e o
sobrenadante usado para medir a absorbancia a 370 nm (UV) numa cubeta de
quartzo, utilizando o espectrofotdmetro. Os resultados séo relatados como contetdo

total de proteinas carboniladas (nmol / mg de proteina).

4.3 ANALISES DOS DADOS

As andlises de metais pesados (cadmio, chumbo e mercurio) néo
apresentaram resultados diferentes entre as amostras. Em todos os pontos e
estacOes analisados, os resultados foram inferiores ao limite de deteccdo do
equipamento, ndo sendo possivel, portanto, realizar as comparagdes por testes

estatisticos.

Os dados do contetudo de proteinas carboniladas e dos niveis de TBA-RS,
salinidade, temperatura, pH, biometria dos individuos e os percentuais de matéria
organica, carbonato de calcio e areia, silte e argila foram comparados com as

caracteristicas granulométricas dos sedimentos entre as praias e as estacfes do
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ano. Inicialmente foram aplicados testes de normalidade e homogeneidade as
variaveis e posteriormente realizados o teste t, Analise de Variancia (ANOVA) e
Andlise de Componentes Principais (ACP) (UPTON; COOK, 2014). Para as analises

estatisticas, foi utilizado o software Statistica versdo 14.0.0.15.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

EFEITOS DO GRADIENTE ESTUARINO SOBRE O
ESTRESSE OXIDATIVO DE Anomalocardia flexuosa (GMELIN,
1791) NA BAIA BABITONGA, SANTA CATARINA
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Resumo

Introducdo: Uma das influéncias deletérias ao ecossistema marinho da contaminacao
ambiental por metais pesados € a ocorréncia de estresse oxidativo em bivalves. Objetivo:
Relacionar o gradiente estuarino e o estresse oxidativo observado em individuos de
Anomalocardia flexuosa coletados na Baia Babitonga/SC. Métodos: Dois locais de coleta
foram amostrados: praia da Avenida e praia do Forte em Sdo Francisco do Sul/SC, nas quatro
estacbes do ano. Foram coletadas amostras de agua para determinar em laboratério a
salinidade com refratbmetro portatil Digit 211 e pH com pHgametro de bancada Gehaka
PG2000. Doze amostras de tecido de A. flexuosa, apds serem removidas das conchas, foram
armazenadas em recipiente contendo gelo e solucdo tampéo salina. O homogeneizado (10%)
(p/v) foi preparado em tampéo fosfato de sédio 20 mM com KCI 140 mM, pH 7,4 e, entdo,
centrifugado com objetivo de remover os residuos. Depois, foi feita uma aliquota e
armazenou-se em freezer a -80°C para, por fim, serem determinados as substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) e o contetdo total de proteinas carboniladas. Resultados:
Observou-se aumento da carbonilagdo proteica relacionada ao aumento do pH na praia da
Avenida na primavera e no outono. Também foi observado aumento da peroxidacao lipidica
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(TBA-RS) com relacdo ao aumento da salinidade na praia do Forte em inverno e outono.
Conclusdes: Esses achados sugerem maior ocorréncia de estresse oxidativo em ambientes
com valores superiores de salinidade e pH.

Palavras-chave: bivalves; estresse oxidativo; Anomalocardia flexuosa; TBA-RS;
carbonilacédo proteica; gradiente estuarino; salinidade.

Abstract

Introduction: One of the deleterious influences of environmental contamination to marine’s
ecosystem by heavy metals is the oxidative stress generated in bivalves. Objective: The main
goal of this study was to relate the estuarine gradient and the oxidative stress observed in the
clam Anomalocardia flexuosa found in Babitonga Bay, southern Brazil. Methods: Two
sampling areas were selected: Avenida Beach and Forte Beach, both located in Sdo Francisco
do Sul, between October 2019 and July 2020. Several water samples were collected to
evaluate salinity levels using portable refractometer Digit 211 and pH using bench pHgameter
Gehaka PG2000. Twelve A. flexuosa tissue samples, after being removed from its shells, were
stored in recipients containing ice and buffer saline solution. The homogenized compound
(10%) (p/v) was prepared with sodium phosphate buffer 20 mM with KCI 140 mM, pH 7,4
and, then, centrifuged in order to remove waste. After that, an aliquot was made and stored in
a freezer to -80°C to, finally, be analyzed thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS)
and total content of carbonylated proteins. Results: It was observed increase of protein
carbonylation related to pH increase at Avenida Beach during Spring and Autumn. Also, it
was noticed TBA-RS increase related to salinity increase in Forte Beach during Winter and
Summer. Conclusions: These findings suggest a greater occurrence of oxidative stress in
environments with higher levels of salinity and pH.

Key words: bivalves; oxidative stress; Anomalocardia flexuosa; TBA-RS; protein
carbonylation; estuarine gradient; salinity.

Introducéo

Os estuarios sdo conceituados como ambientes transitérios entre continente e oceano,
onde ocorre diluicdo gradual da agua salgada do mar quando esta entra em contato com a

agua doce do rio (MIRANDA et al.,, 2002). Essas regidoes tendem a acumular grande
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quantidade de nutrientes, algas e outras plantas, e isso estimula a produtividade bioldgica na
area (MIRANDA et al., 2002).

Um fato relevante acerca dos estuarios € a sua grande variabilidade na salinidade. Isso
ocorre pela diferenca de descarga fluvial, ou seja, do fluxo de &gua proveniente do rio na
regido, que provoca aumento ou diminuicdo da diluicdo da agua salgada, alterando, portanto,
o gradiente de salinidade (RIBEIRO et al., 2011). Dessa forma, um ponto amostral mais
proximo a foz do estuario tende a apresentar salinidade superior a um ponto amostral mais
distante da foz (PEREIRA FILHO et al., 2003).

Também se sabe que os sedimentos, em estuérios, constituem fontes secundarias de
contaminantes no ambiente aquatico, devido a mudangas fisico-quimicas na constituicdo do
ambiente, como por exemplo, 0 aumento ou reducdo do pH e aumento da salinidade, uma vez
que essas mudancas podem ser potencializadas pela acdo antrépica (SALOMONS;
FORSTNER, 1984).

Uma das principais influéncias deletérias ao ecossistema marinho dessa contaminacao
ambiental por metais pesados € a ocorréncia de estresse oxidativo em bivalves (COGO et al.,
2009). Esses moluscos sdo considerados por DABWAN & TAUFIQ (2016) bons
bioindicadores de polui¢cdo ambiental devido a sua capacidade de acumular metais pesados e
outros xenobiéticos, além de sofrerem com variagbes fisico-quimicas ambientais, e
consequentemente apresentam estresse oxidativo. Esse estresse oxidativo pode ser causado
pela influéncia do gradiente estuarino de salinidade, formado a partir da diluicdo da agua
salgada marinha devido ao aporte de agua doce nas regifes de estuarios (BIANCHINI et al.,
2008). Essa variacdo da salinidade requer uma adaptacdo dos organismos habitantes desse
ecossistema (BIANCHINI et al., 2008).

Desse modo, sabe-se que Anomalocardia flexuosa (Linnaeus, 1767), popularmente
conhecido como berbigdo, é uma espécie de molusco bivalve comumente utilizada como
alimento e de relevante importancia comercial em todo o litoral catarinense, sendo que Santa
Catarina é responsavel por 95% da producao nacional (AVEIRO et al., 2010). Esse animal
também tem sua densidade populacional, tamanho e caracteristicas fisioldgicas influenciados
pelo gradiente estuarino, sendo que, normalmente, é encontrado com mais facilidade em
zonas com alto teor de salinidade (RODRIGUES et al., 2010).

Portanto, o presente estudo busca determinar a influéncia do gradiente estuarino no
estresse oxidativo e as concentragdes de metais pesados em Anomalocardia flexuosa na Baia

da Babitonga, no litoral norte de Santa Catarina.
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Este estudo é caracterizado por uma pesquisa experimental de carater quantitativo. A
populacédo de estudo é composta por berbigdes da espéecie Anomalocardia flexuosa, coletados

em dois pontos da Baia Babitonga, norte de Santa Catarina.

Materiais e Métodos

A Baia da Babitonga (Fig. 1) situa-se na regido norte de Santa Catarina e € margeada
pelos municipios de Joinville, Sdo Francisco do Sul, Araquari, Barra do Sul, Garuva e Itapoa.
Esse complexo estuarino esta entre as latitudes 26° 07 W e 26° 27° S (VIEIRA et al., 2008).
A Baia é reconhecida como o maior complexo estuarino do estado de Santa Catarina e por
preservar a maior area no limite austral de distribuicdo dos manguezais Brasileiros (VIEIRA
et al., 2008).

A selecdo dos pontos de coleta abrange um ponto na proximidade com a
desembocadura (jusante) da baia, denominada Praia do Forte e outro ponto proximo ao seu

interior (montante), denominado Praia Avenida (Fig. 1).
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Figura 1. Localizacdo dos pontos de coleta (FORTE e AVENIDA) na Baia da Babitonga,

norte de Santa Catarina, Brasil.
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Amostragens e Analises de Dados

Foram aferidas, na Praia do Forte (FOR) e Praia da Avenida (AVE), as temperaturas
do sedimento com termémetro de Mercurio, além de terem sido coletadas amostras de agua
para determinar em laboratorio a salinidade com refratdmetro portatil Digit 211 e pH com
pHgametro de bancada Gehaka PG2000.

Para a andlise quantitativa (mg/kg) das concentraces de Cadmio (Cd), Chumbo (Pb) e
Mercurio (Hg) foi utilizada a técnica de espectrometria de emissdo atbmica com plasma
acoplado indutivamente (ICP-AES - Inductively Coupled Plasma Atomic Emission
Spectrometry), conforme procedimento estabelecido no manual Standard Methods 232 edicédo
(2017).
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Quatro amostras de sedimento foram coletadas em cada ponto por estacdo do ano,
acondicionadas em potes plasticos com volume de 300 mL e congeladas. Dessas amostras,
trés foram encaminhadas para a analise sedimentologica e uma para a analise das
concentracbes dos metais Cadmio, Chumbo e Mercurio por ICP-AES (STANDARD
METHODS, 2017). As concentragdes de matéria orgénica e carbonato de calcio foram
determinadas seguindo o método de Dean (1974) e a analise granulométrica foi realizada por
pipetagem (GALEHOUSE, 1971) e peneiramento (SUGUIO, 1973).

Os exemplares de A. flexuosa foram coletados na Primavera (PRI) de 2019, Verdo
(VER), Outono (OUT) e Inverno (INV) de 2020. As coletas foram manuais, com a retirada de
trés amostras por praia em cada estacdo compostas por um namero variavel (entre 6 a 25
individuos, a depender do tamanho) de individuos, para alcancar aproximadamente 50 gramas
de tecido, sendo armazenadas em caixa térmica para posterior congelamento a -20°C. Em
seguida os individuos foram dissecados em ambiente estéril com bisturi de aco inoxidavel
para extrair os tecidos, que foram encaminhados para as andlises de metais (= 10 gramas) e
paralelamente foram separados cerca de oito individuos por amostra para seguirem as analises
de estresse oxidativo.

Para as analises de estresse oxidativo, as amostras de tecido de A. flexuosa, ap6s serem
removidas das conchas, foram armazenadas em recipiente contendo gelo e solucdo tampéo
salina. O homogeneizado (10%) (p/v) foi preparado em tampéo fosfato de sédio 20 mM com
KCI 140 mM, pH 7,4 e, entdo, centrifugado com objetivo de remover os residuos. A aliquota
contendo o sobrenadante foi armazenada em freezer a -80°C para, por fim, serem
determinados as substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBA-RS) e o conteudo total de
proteinas carboniladas (DELWING-DE LIMA et al., 2017).

Também foram aferidas medidas biométricas de comprimento, largura e altura de 10
individuos por ponto de coleta, utilizando-se de um pagquimetro universal metalico de 200 mm
e precisao de 0,02 mm, da marca MTX.

Foram analisadas, ao todo, 80 espécimes de berbigdo para os parametros biométricos
(comprimento, largura e altura). Para as analises de carbonato de célcio (CaCOs3), matéria
organica (M.0O.) e parametros granulométricos foram utilizadas 12 amostras de sedimento. Ja
com relacdo as analises de proteinas carboniladas e peroxidacéo lipidica, foram utilizadas 12

amostras de tecido de A. flexuosa.
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As analises de metais pesados (cadmio, chumbo e mercdrio) tanto dos espécimes de
bivalves quanto das amostras de sedimento ndo apresentaram resultados diferentes entre as
amostras. Em todos os pontos e estacdes analisados, os resultados foram inferiores ao limite
de deteccdo do equipamento, ndo sendo possivel, portanto, realizar testes estatisticos que
visem a uma comparacdo adequada.

Apbs a andlise laboratorial, os dados do conteudo total de proteinas carboniladas
(REZNICK; PACKER, 1994) e de peroxidacdo lipidica (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979),
salinidade, temperatura, pH, biometria dos individuos e os percentuais de matéria organica e
carbonato de calcio foram comparados com as caracteristicas granulométricas dos sedimentos
entre as praias e as estacdes do ano. Inicialmente foram aplicados testes de normalidade e
homogeneidade das variancias as variaveis e posteriormente realizados o Teste t, Analise de
Variancia (ANOVA) e Analise de Componentes Principais (ACP) (UPTON; COOQK, 2014).
Para as analises estatisticas, foi utilizado o software Statistica versdo 13.5. Para Teste t e
ANOVA foi utilizada a mesma matriz, sendo que o Teste t objetivou a comparacgdo entre
pontos amostrais (Forte e Avenida), enquanto a ANOVA foi aplicada para comparacao entre
as estacdes do ano (INV — Inverno; PRI — Primavera; VER — Verdo; OUT — Outono).

Os pontos amostrais foram representados por Forte — Inverno (INV_FT), Forte —
Verdo (VER_FT), Forte — Primavera (PRI_FT), Forte — Outono (OUT_FT), Avenida —
Inverno (INV_AV), Avenida — Verdo (VER_AV), Avenida — Primavera (PRI_AV) e Avenida
— Qutono (OUT_AV).

Resultados

A temperatura na praia do Forte variou de 19 a 26°C e na praia da Avenida foi de 18 a
26°C (Figura 2). Em ambas as praias os valores de salinidade tenderam a diminuir na
primavera em comparacdo as demais estagbes (Figura 3). Além disso, a praia do Forte
apresentou valores de pH que variaram de 7,96 a 8,57, enquanto na praia da Avenida foi de
7,91 a 8,63 (Figura 4).

Figura 2. Variacgdes dos valores de temperatura (°C) nas praias da Avenida e do Forte durante
as estacOes do ano. Forte — Inverno (INV_FT), Forte — Verdo (VER_FT), Forte — Primavera
(PRI_FT), Forte — Outono (OUT_FT), Avenida — Inverno (INV_AV), Avenida — Verdo
(VER_AV), Avenida — Primavera (PRI_AV) e Avenida — Outono (OUT_AV).
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Figura 3. Variacdes dos valores de salinidade (PSU) nas praias da Avenida e do Forte durante
as estacOes do ano. Forte — Inverno (INV_FT), Forte — Verdo (VER_FT), Forte — Primavera
(PRI_FT), Forte — Outono (OUT_FT), Avenida — Inverno (INV_AV), Avenida — Verdo
(VER_AV), Avenida — Primavera (PRI_AV) e Avenida — Outono (OUT_AV).
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Figura 4. Variagdes dos valores de pH nas praias da Avenida e do Forte durante as estagdes
do ano. Forte — Inverno (INV_FT), Forte — Verdo (VER_FT), Forte — Primavera (PRI_FT),
Forte — Outono (OUT_FT), Avenida — Inverno (INV_AV), Avenida — Verdo (VER_AV),
Avenida — Primavera (PRI_AV) e Avenida — Outono (OUT_AYV).
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O sedimento da praia da Avenida apresentou percentuais significativamente maiores
de matéria organica (1,83%), carbonato de calcio (6,97%), silte (20,15%) e argila (2,90%),
enquanto na praia do Forte foi maior o percentual de areia (89,69%) (Tabela 1). Os
percentuais de matéria orgénica, carbonato de célcio, areia, silte e argila ndo foram
significativamente diferentes entre as estacdes (Tabela 1).

Os comprimentos médios dos espécimes foram significativamente maiores no inverno
(28,05 mm), com os menores valores na primavera (21,6 mm). O conteldo total de proteinas
carboniladas e os niveis de TBA-RS foram significativamente maiores no outono (12,52) e
inverno (5,88), respectivamente (Tabela 2). O comprimento total dos individuos de A.
flexuosa na praia do Forte (28,22 mm) foi significativamente maior que a praia da Avenida
(21,95 mm). O conteudo total de proteinas carboniladas e os niveis de TBA-RS nos tecidos

dos individuos ndo foram significativamente diferentes entre as praias (Tabela 2).
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Tabela 1. Comparacdes referentes as variaveis percentual de matéria organica (% M.O.), percentual de carbonato de célcio (% CaCO3) e
percentuais de areia, silte e argila entre os pontos amostrais da praia do Forte e praia Avenida. Resultados do teste de t, Analise de Variancia
(ANOVA) e de Kruskal-Wallis. ns = Né&o significativo. gl = Grau de liberdade. dp = desvio-padréo

Avenida Forte Primavera Ver&o Outono Inverno
Variavel p-valor Comparac0es F (p-valor) H (p-valor) Comparac0es
Média (dp) Média (dp) Média (dp) Média (dp) Média (dp) Média (dp)
% M.O. (gl =11) 1,83 (0,91) 0,63 (0,85) 0,002* Avenida > Forte 1,72 (1,40) 0,96 (1,09) 1,02 (0,92) 1,21 (0,85) 0,59 (0,62) - ns
% CaCOs (gl = 11) 6,97 (3,12) 3,37 (2,68) 0,006* Avenida > Forte 12,58 (3,15) 9,92 (2,50 13,50 (1,38) 14,00 (5,38) - 1,19 (0,75) ns
% Areia 76,95 (8,79) 89,69 (2,59) 0,000* Forte > Avenida 86,32 (4,77) 82,58 (9,63) 80,39 (10,27) 83,98 (11,82) 1,57 (0,22) - ns
% Silte 20,15 (8,27) 8,45 (2,01) 0,000* Avenida > Forte 11,46 (4,26) 14,98 (9,74) 17,07 (9,14) 13,68 (10,35) 1,51 (0,24) - ns
% Argila 2,90 (0,90) 1,86 (0,71) 0,005* Avenida > Forte 2,22 (0,56) 2,43 (0,51) 2,53 (1,16) 2,33 (1,48) 2,53 (0,08) - ns
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Tabela 2. Comparacdes referentes as varidveis comprimento, Proteinas Carboniladas e TBA-RS entre os pontos amostrais da praia do Forte e
praia da Avenida. Resultados do teste de t e Andlise de Variancia (ANOVA). *p-valor < 0,05 = significativo. gl = Grau de liberdade. dp =

desvio-padrao.

Avenida Forte Primavera Verao Outono Inverno
Variavel p-valor Comparagdes F (p-valor) Comparagdes
Média (dp)  Média (dp) Média (dp) Média (dp) Média (dp)  Média (dp)
Comp(g:“_e“?tg)(mm) 21,95(340) 2822(391) 0000  Forte>Avenida 21,60 (455)  26,15(356) 24,55(471)  2805(420)  815(0,00)« INVVEROUTPRI
Proteinas
Carboniladas (gl = 9,77 (7,77) 8,98 (5,25) 0,770* ns 11,47 (3,42) 10,93 (4,49) 12,52 (9,34) 2,60 (0,61) 4,19 (0,02)*  OUTPRIVERINV
11) T
TBA-RS (gl=11)  4,12(1,59) 5,025 (1,06) 0,110* ns 3,22 (1,03) 4,50 (0,96) 4,68 (1,38) 588 (0,93) 6,01 (0,004)x INVOUTVERPRI
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Com relagdo a ACP, foi utilizada de uma matriz das meédias das variaveis. Foram
realizadas 5 analises de componentes principais, representadas pelas figuras de 3a 7. A Fig. 3
apresenta comparacgdes entre as variaveis ambientais; a Fig. 4 relaciona variaveis ambientais
com o conteudo total de proteinas carboniladas; a Fig. 5 compara variaveis ambientais e TBA-
RS; a Fig. 6 faz uma relacdo entre varidveis ambientais e o comprimento da concha dos
individuos; e, por fim, a Fig. 7 apresenta relacGes entre variaveis biométricas com TBA-RS e
o0 conteldo total de proteinas carboniladas.

Na componente 1, com 34,97% de variancia, independente da estagdo do ano, na praia
da Avenida aumentaram 0s percentuais de carbonato de célcio, matéria orgénica + silte e
argila, e tenderam a diminuir a salinidade e o percentual de areia do sedimento. Por outro
lado, a salinidade e o percentual de areia tenderam a aumentar na praia do Forte em todas as
estacOes, reduzindo os percentuais de carbonato de célcio, matéria organica + silte e argila.
Na componente 2, com 17,05% de variancia, o pH tendeu a aumentar na praia da Avenida em
outono e primavera, enquanto que na praia do Forte ocorreu na primavera, outono e inverno
(Figura 5).
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Figura 5. Analise de Componentes Principais (ACP) referente as variaveis ambientais:
Salinidade, pH, percentual de matéria orgénica (% M.O.), percentual de carbonato de calcio
(% CaCO:s) e percentuais de silte, areia e argila. CP1 = Componente Principal 1. CP2 =
Componente Principal 2.
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Primavera (PRI_AV) e Avenida — Outono (OUT_AV).

Na componente 2, com 19,68% de variancia, houve relacdo entre aumento do

conteddo total de proteinas carboniladas em A. flexuosa e do pH na praia da Avenida em

outono e primavera, e na praia do Forte no verdo, com reducédo dos valores dessas variaveis na

praia da Avenida no inverno. O contrario foi observado para salinidade juntamente ao

percentual de areia que, na componente 1 (33,12% de variancia), tenderam ao aumento na

praia do Forte no outono, primavera e inverno (Figura 6).
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Figura 6. Anéalise de Componentes Principais (ACP) referente as variaveis conteudo total de
Proteinas Carboniladas (ProtCARB), Salinidade, pH, percentual de matéria orgéanica (%
M.O.), percentual de carbonato de calcio (% CaCOs) e percentuais de silte, areia e argila. CP1
= Componente Principal 1. CP2 = Componente Principal 2.
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Primavera (PRI_AV) e Avenida — Outono (OUT_AV).

Na componente 1 (33,36% de variancia) aumentaram o percentual de matéria

organica, carbonato de calcio, silte e argila, relacionados com a praia Avenida em inverno,

outono e verdo. Na componente 2 (19,92% de variancia) houve aumento da peroxidacdo

lipidica (niveis de TBA-RS) em A. flexuosa e salinidade, relacionados ao outono e inverno na

praia do Forte, diminuindo o pH na primavera na praia da Avenida (Figura 7).
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Figura 7. Anéalise de Componentes Principais (ACP) referente as variaveis Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBA-RS), Salinidade, pH, percentual de matéria organica
(% M.O.), percentual de carbonato de célcio (% CaCO3) e percentuais de silte, areia e argila.
CP1 = Componente Principal 1. CP2 = Componente Principal 2.
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(PRI_AV) e Avenida — Outono (OUT_AV).

Na componente 1 (36,37% de variancia), houve aumento do comprimento da concha
de A. flexuosa, salinidade e percentual de areia, relacionados com todas as estacdes da praia
do Forte, sendo que o contrario ocorreu com 0s percentuais de carbonato de céalcio, matéria
organica, silte e argila na praia da Avenida, onde reduziram o comprimento da concha,
salinidade e percentual de areia. A componente 2 (15,89% de variancia) explica o aumento do
pH na praia da Avenida no outono e praia do Forte no verdo, diminuindo na praia do forte na
primavera (Figura 8).
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Figura 8. Anélise dos Componentes Principais (ACP) referente ao percentual de matéria
organica (% M.0.), percentual de carbonato de calcio (% CaCO3), Comprimento, Salinidade,
pH e percentuais de silte, areia e argila. CP1 = Componente Principal 1. CP2 = Componente

Principal 2.
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Na componente 2 (16,08% de variancia) o conteudo total de proteinas carboniladas em

A. flexuosa apresentou tendéncia de aumento na praia da Avenida no outono e na praia do

Forte na primavera, observando-se reducdo dos comprimentos dos individuos e dos niveis de

TBA-RS (peroxidacdo lipidica). Os comprimentos dos individuos e os niveis de TBA-RS

(peroxidacdo lipidica) em A. flexuosa tenderam a aumentar na praia do Forte em outono,
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inverno e verdo, tendendo a diminuir na praia da Avenida em outono, primavera e verdo e na

primavera na praia do Forte (Figura 9).

Figura 9. Analise de Componentes Principais (ACP) referente as variaveis Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBA-RS), Proteinas Carboniladas (ProtCARB) e
Comprimento. CP1 = Componente Principal 1. CP2 = Componente Principal 2.
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Discusséo

Neste estudo, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as

estacdes do ano referentes ao percentual de silte, argila e areia, matéria organica e carbonato

de calcio no sedimento. Porém, quando comparados os locais de coleta, verificou-se valores
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maiores de percentuais de silte, argila, carbonato de calcio e matéria organica na praia da
Avenida em relacdo a praia do Forte. Esta Gltima, por sua vez, apresentou maiores valores de
percentual de areia em contraste com a praia da Avenida. Com relacdo a maior quantidade de
sedimentos finos (silte e argila) na praia da Avenida, VIEIRA et al. (2008) afirmam que
pontos mais proximos ao porto de Sdo Francisco do Sul, como € o caso da praia da Avenida,
tendem a acumular mais sedimentos finos. 1sso ocorre, de acordo com o0s autores,
provavelmente devido ao aporte de sedimentos em suspensdo pelos canais de marés que
desdguam ao redor do porto, pois acabam decantando durante a estofa da maré (periodo sem
oscilacdes) e, dessa forma, sofrem menos influéncia das correntes, além de estarem mais
proximos ao interior do estuario, fato que também influencia esse acimulo. No mesmo
estudo, os autores relataram maior predominio de sedimentos arenosos na conexdo que a Baia
possui com o Oceano Atlantico, ou seja, na desembocadura da Baia, uma vez que nessa regido
as ondas provenientes do oceano geram maior energia ambiental ao adentrar o estuério. 1sso
corrobora com os dados obtidos no presente estudo, pois a praia do Forte localiza-se
justamente na Unica conexao com O oceano, e apresentou maior percentual de sedimento
arenoso. Ja avaliando-se o percentual de CaCOg, os autores relatam que as areas com menor
concentracdo da substdncia compreendem regides na desembocadura da Baia, e a
porcentagem de carbonato tende a aumentar de forma inversamente proporcional ao tamanho
dos graos. Essas afirmacdes também concordam com os dados obtidos no presente trabalho,
uma vez que se verificou maiores valores de carbonato na praia da Avenida que, além disso,
também possui maior quantidade de sedimentos finos. Por fim, quando se avaliou a
concentracdo de matéria organica no sedimento da Baia Babitonga, VIEIRA et al. (2008)
relataram que as areas com menor porcentagem de matéria organica situam-se préximas as
desembocaduras da Baia, e tém correlacdo positiva, ou seja, aumentam proporcionalmente a

quantidade de sedimentos finos, como € o caso da praia Avenida, por exemplo.

Com relag&o a salinidade do meio, sob condi¢Bes extremas de alta e baixa salinidade
no ecossistema, € comum ocorrer diferencas na capacidade de osmorregulacéo das espécies de
bivalves (GONZALEZ-ORTEGON et al., 2006). Consequentemente, essas alteracdes podem
exigir adaptacbes fisioldgicas, notadamente envolvendo geragdo de estresse oxidativo
(GONZALEZ-ORTEGON et al., 2006). Além disso, LIMA et al. (2009) afirmam que A.

flexuosa possui uma toleréncia limitada a niveis de salinidade mais baixos, o que leva a um
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fendbmeno de alta na mortalidade desses animais durante estacbes chuvosas.
Semelhantemente, BELEM, MOURA & HENRY-SILVA (2013) relataram diminuicdo da
densidade populacional em praias do Rio Grande do Norte apds a ocorréncia de chuvas
intensas ocasionadas pelo fenémeno La Nifia em 2010. Assim, sabe-se que a época chuvosa
na Baia Babitonga estende-se do verdo até meados do outono, aproximadamente (GRACE et
al., 2008), e, por isso, nota-se uma diminuicdo da salinidade na praia do forte em outono e
inverno (pontos OUT_FT e INV_FT), acompanhada de diminuicdo dos valores de
lipoperoxidag&o, o que contrasta com os estudos de BELEM, MOURA & HENRY-SILVA
(2013) e LIMA et al. (2009). Do mesmo modo, no estudo de SARDI et al. (2016), foi
verificada influéncia das mudancas nos niveis de salinidade na ocorréncia de estresse
oxidativo em moluscos na Baia de Paranagud, no Parand. Contudo, no presente estudo, apesar
de a diminuicédo da salinidade ter apresentado ter sido observada na praia da Avenida durante
as estacfes do ano, e o fato de os individuos, nesse local, apresentarem tamanho reduzido,
isso ndo influenciou diretamente o nivel de TBA-RS encontrado nessa regido. No estudo de
NOERNBERG, RODRIGO & LUERSEN (2020), a salinidade da &gua ndo apresentou
diferengas significativas entre inverno e verdo na Baia Babitonga, mesmo quando houve um
periodo de chuvas intensas no inicio do inverno. 1sso ocorre, segundo 0s autores, pois, nessa
regido, a forca das marés controla o gradiente de salinidade, sendo que os valores de
salinidade costumam variar conforme o nivel de 4gua e as correntes maritimas. No entanto,
como, no presente estudo, a dgua de percolacgéo foi coletada unicamente durante a baixa-mar,
ndo foi possivel verificar a influéncia da maré no gradiente de salinidade obtido, além de ter

sido coletada apenas uma amostra por estacdo em cada praia.

Outro fator considerado como possivel influéncia ao estresse oxidativo de bivalves é a
variacdo do pH estuarino. Segundo MARCHI et al. (2020), a exposicdo a fatores de alteracédo
climatica, entre eles a mudanca do pH, pode ocasionar efeitos deletérios aos bivalves, como a
degradacdo ou descalcificacdo das conchas, aumento da producdo de amonia, ou, ainda,
diminuigdo da frequéncia respiratoria e, consequentemente, aumento da mortalidade. Em vista
de que, de acordo com FREITAS et al. (2017), o pH médio dos oceanos baixou cerca de 0,1
unidade desde a Revolugdo Industrial e, em 2100, devera baixar até 0,4 unidades, é evidente a
importancia de atentar-se a como os bivalves, em especial, vém se adaptando a essas

mudancas. No mesmo estudo de FREITAS et al. (2017), verificou-se que a capacidade

46



metabdlica e o estado oxidativo dos bivalves do género Muytillus foram afetados
negativamente pelo baixo pH e alteracdo na salinidade do meio. Ainda de acordo com 0s
autores, isso pode resultar em problemas reprodutivos, dificuldade de crescimento e até baixa
resisténcia a doencas. Ja no presente estudo, foi verificada correlacéo entre o pH e o contetdo
total de proteinas carboniladas, cujos maiores valores foram encontrados na praia da Avenida

em outono e primavera, sendo que nessa praia as conchas apresentaram menores tamanhos.

No estudo de BELEM, MOURA & HENRY-SILVA (2013), foi observada correlagéo
positiva entre as concentracfes de matéria organica em sedimentos coletados no estuario do
Rio Apodi/Mossor6, no Rio Grande do Norte, e a maior presenca de espécimes de A.
flexuosa. No presente estudo, verificou-se, também, maior abundancia de individuos na praia
da Avenida, onde evidenciou-se maiores teores de matéria organica no sedimento. No
presente trabalho, o percentual de matéria organica ndo influenciou a ocorréncia de

lipoperoxidag&o nos moluscos.

No trabalho de CAMPOS et al. (2019), realizado na Baia de Guanabara (Rio de
Janeiro) e utilizando experimentos de laboratério, foi observado aumento da toxicidade em
espécimes de A. flexuosa relacionado, entre outros fatores, a uma maior quantidade de matéria
organica no sedimento. No presente estudo, quanto menor o percentual de matéria organica
observado nos pontos, maior o comprimento dos espécimes. Também se percebeu correlacdo
entre comprimento e niveis de TBA-RS, portanto, pode-se concluir que o percentual de
matéria organica contribuiu indiretamente para a ocorréncia de estresse oxidativo nos bivalves
analisados. Contudo, ndo é possivel afirmar se esse estresse gerou maior toxicidade, fato que

também contrasta com o estudo anteriormente citado.
Considerac0es finais

Neste estudo, objetivou-se relacionar o gradiente estuarino com a ocorréncia de
estresse oxidativo em espécimes de A. flexuosa coletados em dois pontos amostrais na Baia
Babitonga. E possivel concluir, a partir dos resultados apresentados e comparagio com
trabalhos anteriores, que o gradiente estuarino influencia no estresse oxidativo dos espécimes

de A. flexuosa analisados neste estudo. Tal influéncia tornou-se evidente, principalmente, no
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outono e inverno na praia do Forte (relacionado a salinidade) e no outono e primavera na

praia da Avenida (relacionado ao pH).

O aumento da pluviosidade no verdo e outono, como acontece anualmente na Baia
Babitonga segundo a literatura, pode ter contribuido para a diminuicdo da salinidade na praia
do Forte (verificada até o inverno) e ter sido responsavel pelo aumento do estresse oxidativo.

Ainda assim, estudos posteriores utilizando amostras maiores Sa0 necessarios para se
avaliar outras implicagfes em potencial do gradiente estuarino sobre o estresse oxidativo de

A. flexuosa.
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