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RESUMO

A poluicdo de ambientes aquaticos marinhos e continentais estd aumentando a cada
dia devido aos avancos tecnoldgicos e industriais, além do aumento da populagéo
humana. Um grande numero de compostos quimicos é lancado na forma de
efluentes no ambiente aquético sem o devido tratamento. Mexilhdes sdo muito
utilizados para avaliar efeitos toxicos de poluentes no ambiente aquatico. A
contaminag@o quimica do ambiente marinho pode gerar risco a saude humana e
causar danos as espécies presentes no local. O Teste de Micronucleos é capaz de
avaliar a genotoxicidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar as variagbes de
frequéncia de micronucleos em hemdécitos de mexilh6es Perna perna coletados nas
plataformas de Tramandai e Cidreira em marco de 2014 e marco de 2015. Os
mexilhées foram medidos, sexados e 0os hemdcitos obtidos como descrito por Silva
et al. (2001) A frequéncia micronucleos foi determinada através da analise de 1000
hemocitos para cada mexilhdo, observando a quantidade de microndcleos,
brotamentos e células binucleadas sobre as células normais. Os resultados séo
expressos como média + erro padrdo médio (EPM). Os dados biométricos indicam
variacdes de peso entre os individuos coletados nas duas coletas. Também houve
variacdo de medicas de comprimento e largura das conchas entre os individuos
coletados. As medidas feitas indicam uma diferenca estatistica significativa na
quantidade de altera¢des nucleares nos hemadcitos de mexilhdes P. perna coletados
em nos dois pontos, observando-se um aumento expressivo na quantidade de
alteracdes nucleares em mexilhdes em Tramandai, se comparado a Cidreira. Essa
diferenca encontrada entre a quantidade de alteracBes nucleares entre Tramandai e
Cidreira evidencia a presenca de substancias ou condicdes ambientais com
potencial genotoéxico capazes de causar dano ao material genético dos individuos
coletados, podendo indicar uma relacdo entre o niumero de alteragdes nucleares
encontradas e o nivel de urbanizacdo dos locais amostrados que sofrem com o
crescimento populacional descontrolado em alguns meses do ano, além de ndo ter o
tratamento de esgoto necessario. Recomenda-se um biomonitoramento continuo na
regido, pois dados envolvendo estes organismos ainda sdo escassos ha area. O
teste de microndcleos usando mexilhdes P. perna, mostrou-se um teste rapido e
pratico para o monitoramento da poluicdo de ambientes aquaticos.

Palavras-Chave: Biomonitoramento, Teste de Micronucleos, Mutagenecidade.



ABSTRACT

The pollution of marine and freshwater ecosystems is increasing every day due to
technological and industrial advances, and increased human population. A large
number of chemical compounds are released as waste into the water without proper
treatment. Mussels are widely used to assess toxic effects of pollutants in the aquatic
environment. Chemical contamination of the marine environment can cause
problems for human health and harm species on site. The Micronucleus Test is able
to assess the genotoxicity. The objective of this study was to evaluate the
micronucleus frequency variations in hemocyte of Perna perna mussels collected in
Tramandai and Cidreira platforms in March 2014 and March 2015. The mussels were
measured, sexed and hemocytes were obtained as described by Silva et al.(2001)
The micronucleus frequency was determined by 1000 hemocyte analysis for each
mussel, noting the frequency of micronucleus, budding and binucleated cells over
normal cells. Results are expressed as mean + standard error (SEM). The statistical
comparison between groups was performed using the SPSS software, by one-way
ANOVA followed by post hoc Duncan with significance P <0.05. Biometric data
indicate variations in weight between the individuals collected in two samplings.
There was also variation in average length and width of the shells collected from
individuals. The analyzes indicate a statistically significant difference in the frequency
of nuclear changes in hemocytes of mussels P. perna collected in the colon,
observing a significant increase in the frequency of nuclear changes in Tramandai,
compared to Cidreira. This difference found between the frequency of nuclear
changes between Tramandai and Cidreira shows the presence of environmental
substances or conditions with genotoxic potential capable of causing damage to the
genetic material of the collected individuals, which may indicate a relationship
between the number of found nuclear changes and the level of urbanization at the
sampled locations which suffer from uncontrolled population growth in some months
of the year, besides not having the necessary sewage treatment. It is recommended
a continuous biomonitoring in the region for data involving these organizations are
still scarce in the area. The micronucleus test using mussels P. perna proved to be a
quick and practical test for monitoring the pollution of aquatic environments.

Keywords: Biomonitoring,micronuclei test, mutagenicity.
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1 INTRODUCAO

A poluicdo de ambientes aquaticos, tanto marinhos quanto continentais, vem
aumentando devido a expansdo das atividades humanas. Os oceanos, inUmeras
vezes, acabam por se tonar o receptaculo final de diversos poluentes (MORAES,
2011). O Litoral Norte do Rio Grande do Sul é considerado de grande importancia,
comportando 0 mais extenso corddo litoraneo do mundo além da regido apresentar
um vasto complexo de lagoas, e requer um continuo monitoramento, pois com o
aumento abusivo da populacdo durante os meses de verdo, o dano causado ao
ambiente sera, consequentemente, maior. O lancamento de residuos toxicos em
efluentes € uma das principais fontes de polui¢do da agua.

O esgoto proveniente de centros urbanos contém uma grande variedade de
substancias, muitas vezes descartadas sem tratamento algum, que acabam
contaminando o ambiente marinho. Junto a isso, efluentes agricolas e industriais sao
responsaveis pela introducéo de diversos compostos quimicos no oceano.

O impacto de poluentes no ambiente aquético pode ser medido baseado na
da diminuicdo da diversidade de espécies presentes na éarea, na reducdo e
expansdo de populacdes do bioma comprometendo a sua homeostase. Quando
submetidos a alteragcbes ambientais os organismos alteram suas func¢les vitais,
podendo assim gerar dados sobre a situacdo do ambiente onde foram coletados.
Vérios estudos jA& demonstraram que substancias quimicas tomadas do ambiente
por organismos vivos podem se ligar ao DNA, sendo téxicos ao material genético do
individuo (DEPLEDGE, 1998).

Essas alteracbes podem ser usadas como parametros biomarcadores
indicando o grau de exposicdo e os efeitos negativos desses agentes em nivel
celular, molecular e populacional. Monitorar respostas biologicas desses organismos
pode indicar o nivel de poluicdo e auxiliar numa maior eficacia na fiscalizacdo dos
despejos agricolas, domésticos e industriais, uma vez que a biodisponibilidade de
contaminantes é medida diretamente deste modo.

O local de interesse para esta pesquisa esta localizado entre os municipios de
Tramandai e Cidreira, uma area que sofre com um aumento exponencial de sua

populacdo nos meses de verao.
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Os bivalves da familia Mytilidae sdo animais filtradores de habito séssil,
amplamente pesquisados e com sua morfologia e fisiologia bem entendidas,
considerados bons bioindicadores de poluicdo aquatica, e por isso tém sido muito
utilizados como organismos-teste em diversos trabalhos de biomonitoramento
(MERSCHet al., 1996).

Moluscos bivalves sdo amplamente utilizados na avaliacdo da contaminacéo
de ambientes marinhos, principalmente para medir parametros ligados a
contaminantes, pois sdo organismos sesseis, filtradores e de facil coleta, além de
estarem presentes em um mesmo local durante o ano todo e responderem
rapidamente a variagdes de concentragdo de contaminantes no meio.

Compostos mutagénicos se encontram distribuidos na agua, além de no solo
e no ar. Eles séo transferidos e acumulados através da cadeia trofica, podendo
causar danos genéticos em populacdes expostas a eles (CETESB, 2013). A
contagem de micronucleos € uma forma de analisar os danos clastogénicos, ou seja,
agueles que danificam os cromossomos.

Teste de Micronucleos tem sido amplamente utilizado em biomonitoramentos
da qualidade da agua por sua capacidade de avaliar a genotoxicidade e ter a
vantagem de se simples e rapido para detectar danos cromossdémicos, além de ter
um baixo custo (MINISSI, 1996).

Os micronucleos sdo pequenos nucleos adicionais e separados do nudcleo
principal representando o material genético que foi perdido pelo ndcleo principal, e
podem ser induzidos por agentes capazes de quebrar o DNA ou interferir na
formac&o do fuso (CAMPOS JUNIOR, 2011). Podem ser fragmentos cromossdmicos
ou até cromossomos inteiros que foram perdidos durante a divisdo celular e que
entram no citoplasma da célula assumindo a forma de um microndcleo na proxima
interfase (DIXON; WILSON, 2000).

E um dos paradmetros mais utilizados na bioindicacdo de substancias
mutagénicas. Segundo Rieger (1968) a formacdo de micronlcleos é causada por
alteracdes estruturais cromossémicas espontaneas ou decorrentes de algum fator

ambiental.

1.1 OBJETIVOS

Abaixo sdo apresentados os objetivos geral e especificos para o presente estudo.
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1.1.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo geral quantificar as alteragbes
mutagénicas e genotoxicas através da contagem de hemdcitos com alteracdes
nucleares em mexilhndes Perna perna (Linnaeus, 1758) (MOLLUSCA: BIVALVIA)
coletados nas Plataformas de Pesca de Tramandai e Cidreira, em duas coletas,

realizadas no verdo de 2014 e 2015.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Determinar a quantidade de hemadcitos com alteracdes nucleares existentes
em 1000 células analisadas para cada mexilhdo P. perna amostrado nas
Plataformas de Pesca;

b) Determinar se ha diferenca estatistica na quantidade de hemocitos com
alteracdes nucleares nas duas coletas (verdo de 2014 e verdo de 2015);

c) Determinar se ha diferenca estatistica na quantidade de hemdcitos com
alteracdes nucleares entre as Plataformas de Pesca ao longo das duas

coletas.

1.2 JUSTIFICATIVA

Atualmente, um grande numero de compostos quimicos é lancado na forma
de efluente no ambiente aquatico. A area de estudo esta inserida em um
ecossistema unico, que faz parte maior cordao litordaneo do mundo e que é parada
para descanso e alimentacdo de varios mamiferos marinhos e aves migratérias,
além de ter uma grande variedade de invertebrados presentes no local. O Litoral
Norte esta em fase de crescente urbanizacdo e atividade populacional, além de
expansdo devido a grande demanda de pessoas que recebe nos meses de verao,
porém estas cidades nao tém infraestrutura adequada para suportar tal fluxo de
pessoas. Com o aumento da populacdo nesses meses, aumenta também a
descarga de efluentes gerada, bem como outros efeitos antropicos. A contaminagao

guimica do ambiente marinho, além de gerar risco a saude humana, pode causar
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danos sérios as espécies presentes no local. As areas amostradas estéo localizadas
em areas centrais em suas respectivas cidades e sdo muito utilizadas por banhistas
durante os meses de verdo, bem como por surfistas e pescadores durante o ano
todo, assim se faz necessario realizar testes que garantam a qualidade da agua no
local. Um monitoramento passivo continuo fazendo uso de organismos biomonitores
nesta area é imprescindivel para observar e identificar os efeitos da agcéo antropica e
talvez, com os resultados obtidos, associa-los com as atividades econdmicas
existentes na regido. Os mexilhdes, por serem organismos filtradores, sésseis e
presentes nos locais amostrados durante todo o ano, sao bons bioindicadores, pois
acumulam em seus tecidos provaveis contaminantes.

Este estudo se justifica, pois, trabalhos utilizando organismos biomonitores
sdo de extrema relevancia para um biomonitoramento passivo da area, pois séo
capazes de fornecer informacdes sobre a qualidade do ambiente, bem como
monitorar alteracées ambientais a longo prazo. Como trabalhos envolvendo esses
organismos ainda sao escassos ou ausentes nesta regido, € de grande importancia
realizar pesquisas nessa area e gerar dados para monitorar as possiveis mudancas

no ambiente através dos organismos bioindicadores como o Mexilhdo Perna perna.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O material descrito nos préximos tépicos apresenta o referencial teorico

necessario para entendimento e execucgao deste trabalho.

2.1 GENOTOXICIDADE

Segundo Kunst (2014) genotoxicidade a a capacidade que certas substancias
tém de causar mudancas no material genético de organismos expostos a elas.
Agentes genotodxicos interagem com o DNA do organismo exposto a ele alterando a
estrutura ou funcdo. Se essas alteracOes se fixarem de forma a poderem ser
transmitidas, sdo chamadas de mutacdes (DAVID, 2007).

Estudos genotdxicos com fins ambientais estudam efeitos de poluentes no
DNA de populacdes naturais de organismos (DEPLEDGE, 1998). A ecotoxicologia
genética estuda efeitos por agentes quimicos no DNA da biota.

A ecotoxicologia genética estuda efeitos induzidos por agentes quimicos no DNA da

biota.

2.2 BIOMONITORAMENTO

Organismos aquaticos, dentre eles os biomonitores, sédo frequentemente
expostos a agentes ambientais que podem induzir a modifica¢cdes quimicas no DNA
das células. Essas leses no DNA dos organismos podem ser induzidas por agentes
guimicos que sdo provenientes do meio ambiente (COSTA; MENK, 2000).

Rosemberg e Resh! (1993) apud Carvalho (2003) definem um
biomonitoramento como sendo o uso de respostas biologicas para avaliacdo de
alteracdes ambientais dentro de um programa de controle de qualidade.

As técnicas de biomonitoramento podem ser de dois tipos: biomonitoramento
passivo e biomonitoramento ativo. O biomonitoramento passivo se da com o uso de
organismos existentes na area a ser pesquisada, ja o biomonitoramento ativo € feito

expondo organismos na area a ser avaliada por tempo e condi¢cbes previamente

IROSENBERG, D. M.; V. H. RESH. Introduction to freshwater biomonitoring and benthic
macroinvertebrates. In: ROSENBERG, D.M.; Resh, V.H. (Ed.) Freshwater biomonitoring and
benthic macroinvertebrates. New York: Chapman and Hall, 1993.
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definidos. Essas técnicas em sido amplamente utilizadas nas Ultimas décadas
(KLUMPP; DOMINGOS; PIGNATA, 2000)

Para o éxito de programas de biomonitoramento, um organismo bioindicador
e fundamental (TORRES; NETO, 2007). Moluscos estdo entre os melhores
organismos bioindicadores de qualidade de agua. Eles podem correlacionar um
determinado fator, natural ou antropico, com um potencial impactante.

Segundo Resgalla et al (2008) um organismo biomonitor deve apresentar
algumas caracteristicas especificas como: ser de facil coleta, sedentario, tolerante a
variagdes de salinidade, além de ocorrer ao longo de todo ano. Os mexilhdes séo

amplamente utilizados como organismos biomonitores (BURGEOT et al, 1996).

2.3 O MEXILHAO (Perna perna)

O mexilhdo Perna perna, teve sua classificacdo taxonOGmica descrita por
Linnaeus (1758)(Figura 1). S&o moluscos bivalves da Familia Mytilidae,
pertencentes ao Género Perna.

Figura 1 - Classificacdo Taxondmica, segundo Linnaeus (1758).

Filo Mollusca
Classe Bivalvia
Subclasse Pteriomorphia
Superordem Mytilida
Ordem Mytiloida
Familia Mytilidae
Género Perna

Espécie Perna perna (Linnaeus, 1758)

Fonte: Autor (2015).

A espécie P. perna & cosmopolita tendo sua distribuicdo na costa oeste do
Atlantico desde a Venezuela até o Uruguai, sendo abundante no Brasil entre os
estados de Santa Catarina e Rio de Janeiro (KLAPPENBACH, 1964).A figura 2

mostra 0s estados em gue a espécie se encontra bem estabelecida.
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Figura 1- Distribuicdo da espécie Perna perna na costa do Brasil

o
e
{

Fonte: o autor (2015).

Pela espécie ser tdo abundante na costa do Brasil, ela € muito utilizada para
indicar grau de poluigdo marinha (FERREIRA, 2013).

Perna perna € a maior espécie de mitilideos brasileiros. O tamanho médio
para a espécie € de 5 a 8cm de comprimento por 3 a 4 cm de largura, porém eles
podem atingir um tamanho de até 14cm (KLAPPENBACH, 1964).

Por serem animais sésseis, filtradores e resistentes a alterac6es ambientais, além de
terem importancia econémica em varias regides do mundo os mexilhdes sédo os
invertebrados mais estudados (RESGALLA et al., 2008).

Esses organismos vivem presos a substratos duros, na zona entre marés, em
areas desprotegidas e com incidéncia de ondas, onde se alimentam de materiais em
suspensao. Os mexilhdes da espécie Perna perna se fixam a esses substratos
através de uma secrecdo produzida pela glandula bissogénica. Essa secrecao,
endurece quando em contato com a agua formando inumeros filamentos adesivos, o
bisso (NARCHI; GALVAO-BUENO, 1997).

Os mexilhdes P. perna(Figura 3) sdo animais que se alimentam através da
filtracAo da agua, sendo que podem filtrar em média 80 litros de &agua por dia
(FERREIRA; MAGALHAES, 1995).
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Figura 2- Mexilhdo Perna perna, vista com as valvas abertas

Fonte: Henriques (2004)

Segundo Cunninghan (1979) os bivalves tém uma série de caracteristicas que
0s tornam bons biomonitores: vivem em ambientes estuarinos e areas marinhas
costeiras, as quais sao mais suscetiveis a poluicao; sdo sésseis; vivem um tempo de
vida relativamente longo; sdo amplamente distribuidos geograficamente e sdo de

facil coleta além de frequentemente viverem numa alta densidade.

2.4 TESTE DE MICRONUCLEOQOS

O teste de micronucleos nos da informacfes sobre os danos no DNA do
animal causados por agentes quimicos e fisicos. E uma técnica que analisa as
guebras cromossdmicas, mostrando a presenca de fragmentos ou cromossomos
inteiros perdidos durante a mitose, que irdo assumir a forma de microndcleos na
proxima interfase (DIXON; WILSON, 2000).

Os micronucleos séo ndcleos adicionais, e podem ser mais de um, separados
do ndcleo principal da célula. (RIEGER, 1968). Sdo formados por cromossomos
inteiros ou fragmentos cromossdémicos acéntricos que por algum motivo ndo foram
incorporados ao interior das células filhas durante a divisdo celular. S&o corpusculos
gue contém DNA, mas sem conexdo estrutural com o nucleo principal (AGOSTINI,
1993).



18

A hemolinfa tem caracteristicas que fazem dela o tecido mais adequado para
realizar o Teste de Micronucleos do que os outros tecidos dos moluscos: é
facilmente obtida e ndo requer muito tempo gasto para preparo das laminas, o nivel
de micronucleos espontaneos € baixo e os micronucleos sdo mais evidentes e de
facil visualizacdo nas células nao granulares da hemolinfa (MERSCH et al, 1996)

Dentre as coloracfes estudadas por Majone et al (1988) a Giemsa se mostrou
apropriada para este tipo de estudos, sendo confidvel, além de mais prética se
comparada a outras técnicas de coloracao.

A técnica onde se preserva o citoplasma das células, assim mantendo o0s
hemdcitos intactos, se comparado ao método em que ndo se tem a preocupacao de
preservar o citoplasma, € um mais precisa para a identificacdo dos micronucleos
(HOGSTEDT, 1984).

O Teste de Micronucleos é vantajoso para a avaliagdo genotoxicologica por
ter um baixo custo além de se ter resultados em pouco tempo (HEDDLE, 1983).
Logo tem se mostrado uma boa técnica in vivo para avaliacdo da mutagenicidade e

qualidade da agua.

Figura 3- Esquema mostrando os tipos de alteracdes celulares analisadas pelo

Teste de Micronucleos neste trabalho

ORORORC

Célula normal Célula com Brotamento Célula
micronucleo celular binucleada

. Fonte: O autor (2015).
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3 AREA DE ESTUDO

Este trabalho foi realizado no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, utilizando de
dois pontos para coleta: o ponto 1 situa-se na Plataforma de Pesca de Tramandai e
0 Ponto 2situa-se na Plataforma de Pesca de Cidreira (Figura 1).

O litoral gaucho se divide em 3 partes, nomeadamente o litoral norte, médio e
sul. A regido de estudo se localiza no litoral norte do Rio Grande do Sul.

O litoral norte abrange 21 municipios, tendo uma extensdo de 618km. Tem
como limite norte o municipio de Torres e limite Sul o municipio de Palmares do Sul,
onde faz fronteira com o Litoral Médio (DE MATOS; GRUBER, 2009).

Segundo dados do IBGE (2010), Tramandai tem uma populacéo estimada de
46.369 habitantes e Cidreira tem uma populacdo estimada de 14.301 habitantes.
Nos meses de verdo o tamanho populacional destas duas localidades aumenta
exponencialmente, consequentemente aumentando o impacto antropico como

descargas de poluentes e residuos no ambiente aquatico.

3.1 PONTOS DE COLETA

Os pontos de coleta aqui analisados foram escolhidos devido a serem 0s
locais conhecidos onde ha fixacdo do mexilhdo P. perna no litoral Norte do RS. Os
dois pontos sao Plataformas de Pesca. Os bivalves, apesar de estarem conectados
pelo bisso, estavam presos a pilares de concreto, a aproximadamente 1,5-2m
metros de distancia do sedimento.

Em todos os pontos de coleta, nos pilares, os bivalves se encontravam na
regido entremarés, sendo expostos ao ar em periodos de maré baixa. Quando
submersos (em maré alta), em todos os pontos de coleta, os bivalves ficavam,
praticamente, a mesma distancia da superficie da agua.

Na cidade de Tramandai (Ponto 1) ha a presenca do estuario do Rio
Tramandai, que faz divisa com o municipio de Imbé, e também duas monobdias da
Transpetro. No ano de 2012 ocorreu um derrame de aproximados 33.600 mil litros
de 6leo em uma dessas monobdias, situada a aproximadamente 6km da costa

(IBAMA, 2012) porém em operacdes de carga e descarga sempre ha o risco de
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liberacdo de pequenas quantidades de 6leo. Na cidade de Cidreira (Ponto 2) h4 o
predominio de residéncias de veraneio e menor urbanizacao.

Os mexilhdes adultos da espécie Perna perna foram coletados nos pilares

das plataformas de Pesca dos municipios de Tramandai e Cidreira, durante 2

verdes, sendo a primeira coleta realizada em marco de 2014 e a segunda coleta em
margo de 2015.

Mapa 1- Imagem de satélite indicando os pontos de coleta propostos: P1 -

Plataforma de Pesca de Tramandai; P2- Plataforma de Pesca de Cidreira

LEGENDA

1 Tramandai
2 Cidreira

Fonte: adaptado de Christo (2013)
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4 MATERIAIS E METODOS

Foram realizadas duas coletas. Individuos de Perna perna foram coletados
em marco de 2014 (verdo), e marco de 2015.0s animais foram coletados em dois
pontos diferentes do Litoral Norte do rio Grande do Sul com diferentes graus de agéo
antrépica: pontos 1 e 2. (Figura 1).

4.1 COLETA DE INDIVIDUOS

Para avaliagcdo do potencial mutagénico foram utilizados Mexilhdes Perna
Perna (MOLLUSCA:BIVALVIA). Foram coletados espécimes adultos de mexilhdo em
cada ponto de coleta. Os mexilhdes foram coletados manualmente, de modo
aleatoério nos dois pontos de coleta. Amostras de dgua também foram coletadas em
garrafas de 500ml, previamente descontaminadas. Foi mensurada a temperatura da
agua em cada ponto com um termdmetro. As amostras coletadas foram
acondicionadas em caixas plasticas contendo dgua marinha aerada em temperatura
ambiente, onde o0s mexilh6es foram transportados para o Laboratério de
Mutagénese e Toxicologia do Centro Universitario Metodista [PA, onde
permaneceram até o momento do sacrificio. Foram seguidos os protocolos de
acordo com o COBEA, baseado no Guia Nacional para Cuidado e uso de Animais
de Laboratorios. Em laboratorio, os individuos selecionados para o experimento
foram identificados quanto ao sexo e tamanho, medindo mais de 5cm para
padronizacdo das amostras, o que também é considerado por Narchi e Galvao-

Bueno (1997) como o comprimento médio para a espécie.

4.2 BIOMETRIA

A biometria dos mexilhdes foi realizada com o auxilio de balanca de precisao
e paquimetro. No laboratério, antes de realizar a biometria, foram retirados dos
exemplares excessos de bisso e sujidade. Apés, os exemplares foram identificados
por letras e numeros para possivel identificacdo posterior. Foram pesados em
balanca de precisédo e medidos o comprimento e a largura com o paquimetro para

depois entéo efetuar o abate dos individuos para sexagem.
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Figura 4- Mexilhdes Perna perna coletados em marc¢o de 2015.

\

Fonte: imagem cedida por Demitreo Machado (2015).

4.3 SEXAGEM

A sexagem foi realizada através da visualizacdo da coloracdo dos individuos
amostrados, j& que individuos fémeas tem uma coloracdo alaranjada enquanto os

individuos machos tém uma coloragdo mais esbranquicada.

Figura 5- Imagem mostrando a diferenca na coloracdo de machos

(esbranquicados) e fémeas (alaranjadas).

Fonte: EPAGRI (2014).
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4.4 ANALISE DE MICRONUCLEOS

Para o preparo das amostras foram abertas entdo as conchas dos mexilhdes
e retirada a hemolinfa como descrito abaixo. Para estes procedimentos todos o0s
protocolos estdo de acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

4.4.1 Preparo das Laminas

Para a obtencdo dos hemdcitos, nas duas primeiras coletas, foi utilizada a
técnica descrita por Silva et al. (2001). As conchas foram mantidas abertas com
auxilio de uma pinc¢a e utilizando uma seringa hipodérmica de 5ml injetou-se 1ml de
Carnoy (a4cido metilico e acido acético glacial (1:1v/v)) no musculo adutor posterior e,
em seguida foi removido 1ml de hemolinfa. Para cada animal foi utilizada 1 seringa e
uma agulha descartaveis. O material foi fixado na seringa por 7 minutos e, entao
foram feitos esfregacos em 4 laminas para andlise microscopica. Apos as laminas
foram flambadas e secas em temperatura ambiente. Apds secas, as laminas foram
entdo fixadas em uma solucdo de metanol por 10 minutos. Depois de secas as
laminas forma coradas com Giemsa (1ml Giemsa para 1000ml de agua destilada)
por 4 minutos. Apds coradas as laminas forma lavadas com agua destilada e

deixadas secar em temperatura ambiente.

4.4.2 Contagem de Micronucleos

Para determinacéo da frequéncia de hemdécitos micronucleados (HMN) foram
analisados 500 hemdécitos, em 2 laminas, para cada mexilhdo, contabilizando um
total de 1000 hemacitos analisados por individuo coletado, anotando-se a frequéncia
de hemdcitos normais, hemdcitos micronucleados, brotamentos e células

binucleadas.
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A analise das laminas foi realizada em microscopia Optica, com aumento de

1000x e auxilio de 6leo de imersdo, onde o reconhecimento dos micronulcleos

obedece a critérios segundo Machado (2013):

1. devem ter um contorno regular, redondo ou oval e estar dentro do citoplasma

da célula;

o bk~ 0N

modo que haja identificacdo clara do limite nuclear de ambos.

devem estar no mesmo plano de foco do principal;

apresentar coloracdo semelhante ao nucleo principal;

seu diametro deve ser menor que 1/3 do diametro do nucleo principal,

deve estar separado ou marginalmente justaposto ao nucleo principal, de

Figura 6- Esquema com alguns critérios para a identificacdo dos Micronucleos

A

C

FONTE: O Autor (2015)

Nota: (A) MN com menos que 1/3 do tamanho do nucleo e dentro do citoplasma da célula; (b)
MN com coloracdo semelhantes & do ndcleo e no mesmo plano de foco; (C) MN separado

marginalmente do nucleo.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS DOS RESULTADOS

A andlise estatistica dos dados obtidos entre as coletas foi realizada através

de teste ANOVA de uma via seguida pelo teste de DUNCAN. utilizando o Software

SPSS. A comparacgao entre machos e fémeas dentro do mesmo ponto de coleta ou

de estacdo do ano foi realizada através de teste-T para amostras independentes

utilizando-se o teste de Levene para calcular a significancia. O nivel de significancia

exigido foi de um p<0,05. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo

médio (EPM).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados observados, apds biometria, sexagem e analise dos hemacitos

dos mexilhdes Perna perna, estédo dispostos a sequir.

5.1 BIOMETRIA E SEXAGEM

Os resultados obtidos nas biometrias e sexagens das coletas realizadas estéo
dispostos na Tabela 1.
Tabela 1- Biometria e sexagem realizadas em mexilhdes P. perna coletados nas

Plataformas de Pesca de Tramandai e Cidreira em margo de 2014 e marcgo de 2015.

Sexo Peso Comprimento Largura

Tramandai Fémea 32,66+2,84ac 6,96+0,33¢ 3,43+0,17
Coleta 1l

Tramandai Macho 25,2+0,86 * 6,24+0,05 3,66+0,61
Coletal
Cidreira Fémea 39,5+7,02P 7,25+0,479 2,95+0,14
Coleta 1
Cidreira Macho 20,5+7,5 5,95+0,55 2,90+0,40
Coleta 1

Tramandai Fémea 56,28+7,744 7,54+0,17 3,41+0,15"
Coleta 2

Tramandai Macho 33,33+2,96 6,83+0,13 3,2340,20
Coleta 2
Cidreira Fémea 32+3,76 7,12+0,19f 2,90+0,14
Coleta 2
Cidreira Macho 39+5,36 # 7,0+0,28 2,96+0,16
Coleta 2

Fonte: o autor (2015)

Nota: *Diferenca estatistica entre os machos coletados em Tramandai nas coletas 1 e 2, onde
p<0,050.

# Diferenga estatistica entre os machos coletados em Cidreira na coleta 2 e machos de cidreira e
Tramandai na coleta 1, onde p<0,050.

a Diferenga estatistica onde fémeas de Tramandai diferem de machos de Tramandai, coleta 1.
(p=0,050)

b Diferenca estatistica entre fémeas de cidreira diferem dos machos de Cidreira, coleta 1. (p=0,019)

¢ Diferenca estatistica onde as fémeas coletadas em Tramandai diferem na primeira e segunda
coletas. (p=0,050)

d Diferenca estatistica onde fémeas de Tramandai diferem das de Cidreira, na coleta 2. (p=0,050)

e Diferenca estatistica, onde na coleta 1, fémeas diferem de machos em Tramandai. (p=0,07)

f Diferenca estatistica, onde na coleta 2, fémeas diferem de machos em Cidreira. (p=0,050)

9 Diferenca estatistica, onde as fémeas de Cidreira coleta 1 diferem das fémeas de Cidreira coleta 2.
(p=0,049)

h Diferenca estatistica, onde as fémeas de Tramandali, coleta 2, diferem das fémeas de Cidreira das
coletas 1 e 2, onde p<0,050.

i Diferenca estatistica, onde os machos de Cidreira, coleta 2, diferem dos machos de Tramandai e
Cidreira na coleta 1, onde p<0,050.
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Quanto a pesagem dos individuos de mexilhbes P. perna coletados, os
resultados das andlises estatisticas foram 0s seguintes: nos individuos analisados
na primeira coleta, as fémeas de Tramandai diferiram dos machos de Tramandai,
sendo as fémeas significativamente mais pesadas que os machos, sendo p=0,05.
Na coleta 2 as fémeas de Cidreira analisadas também tiveram um peso
significativamente maior em relacdo aos machos de Cidreira, onde p=0,019. Ao
compararmos as fémeas coletadas na plataforma de Pesca de Tramandai durante
as duas coletas vemos que houve diferenca estatistica nos valores da pesagem
sendo as fémeas analisadas na segunda coleta as com maior peso, sendo p=0,050.

Na segunda coleta os individuos fémeas de Tramandai (p=0,050) eram mais
pesadas do que as fémeas de Cidreira. Os individuos machos, coletados em
Tramandai na primeira coleta eram relativamente mais leves que 0s machos
analisados na segunda coleta, para p<0,050. Os machos coletados na segunda
coleta em Cidreira também diferiram significativamente de valores de peso dos
machos coletados em Tramandai e Cidreira na primeira coleta. Os machos da coleta
dois foram os com maior peso corporal, para p<0,050.

Quanto a medicado do comprimento das conchas dos mexilhdes as fémeas de

Tramandai analisadas na primeira coleta diferiram do comprimento das conchas dos
machos de Tramandai da mesma coleta (p=0,007). As fémeas tinham um maior
comprimento das conchas em relacdo aos machos. As fémeas de Cidreira obtidas
na segunda coleta diferiram do comprimento das conchas dos machos de Cidreira
da mesma coleta. Novamente as fémeas tem as conchas mais compridas que as
cos machos coletados (p=0,05).
Outro dado que ao fazer os testes apresentou diferenca estatistica nos valores do
comprimento das conchas foi ao verificar que as fémeas de Cidreira, coleta 1,
diferiram das fémeas da coleta 2 (p=0,049). Sendo as conchas das amostras da
coleta 1 maiores proporcionalmente as da coleta 2.

Ao comparar o critério largura das conchas houveram duas diferencas
estatisticas significantes. As fémeas coletadas em Tramandai na segunda coleta
tém as conchas relativamente mais largas que as coletadas em Cidreira nas coletas
1 e 2 (p=0,05). Os machos coletados em Cidreira na segunda coleta também tém as
conchas mais largas que os coletados em Cidreira na coleta 1, porém menores do

gue os coletados em Tramandai na primeira coleta (p=0,05).
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5.2 ALTERACOES CELULARES ENCONTRADAS ATRAVES DO
TESTE DE MICRONUCLEOS

Os resultados observados, apds analise dos hemécitos dos mexilhdes P.
perna coletados em marco de 2014 e margo de 2015 estdo apresentados na Tabela
2. Os resultados aqui encontrados no teste de micronucleos mostraram diferencas

significativas entre os pontos amostrados, tanto na coleta 1 quanto na coleta 2.

Tabela 2-Tipos de alteragbes nucleares encontradas em hemocitos de
mexilhdes P.perna coletados nas Plataformas de Pesca de Tramandai e

Cidreira em dois veroes.

MN alteragées (BN e BR) normais alteradas total

Tramandai 2014 3+0,4082 1,75+0,8539 995,25+0,8539  4,75+0,8539 1000
Tramandai 2015 6,25+0,25 1,25+0,4787 992,5+0,6455 7,5%0,6455 1000
Cidreira 2014 0,75+0,4787 0,75+0,4787 998,5+0,9574 1,5+0,7 1000
Cidreira 2015 2,25+0,4787 0,75+0,4787 997+0,8165 310,8165 1000

Fonte: O autor, 2013.
Nota: Média +tEPM, de acordo com o Teste Duncan, onde p>0,05.
MN: micronucleos; BR: brotamentos; Bl: células binucleadas.
Alteracbes cromossdmicas como micronucleos, brotamentos e células
binucleadas s&o indicadores de genotoxicidade ambiental (FISKESJO, 1985). Em

todas as coletas foram encontradas alteracdes nucleares nos pontos de coleta 1 e 2.
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Tabela 3- Tipos de alteragbes nucleares encontradas em hemdcitos de
mexilhdes P. perna coletados nas Plataformas de Pesca de Tramandai e
Cidreira em Marco de 2014.

MARGCO DE 2014 MN alteragées (BN e BR) normais alteradas total
Tramandai 3 4 993 7 1000

2 2 996 4 1000

0 997 3 1000

4 1 995 5 1000

Cidreira 0 0 1000 0 1000

0 0 1000 0 1000

1 1 998 2 1000

2 2 996 4 1000

Fonte: o autor (2015)
Nota: NUumero de ocorréncias em 1000 células observadas. MN (micronucleos); BR (brotamentos);
BN (células binucleadas);

Tabela 4- Tipos de alteracdes nucleares encontradas em hemocitos de
mexilhdes P. perna coletados nas Plataformas de Pesca de Tramandai e
Cidreira em Margo de 2015.

MARCO DE 2015 MN alteracoes (bn e br) normais alteradas total
Tramandai 6 2 992 8 1000

7 2 991 9 1000

6 0 994 6 1000

6 1 993 7 1000

Cidreira 1 0 999 1 1000

3 0 997 3 1000

2 1 997 3 1000

3 2 995 5 1000

Fonte: o autor (2015)
Nota: NUumero de ocorréncias em 1000 células observadas. MN (microndcleos); BR (brotamentos);
BN (células binucleadas);

Alteracbes na morfologia nuclear foram caracterizadas pela presenca de
micronucleos, brotamentos e células binucleadas nas amostras analisadas (Figura

7).
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Figura 7- Alteracdes nucleares encontradas em hemocitos de mexilhdes
P.perna: A- Cél. Normal; B- Brotamento; C- Célula binucleada; D- Micronucleo.
A 1000x.

2o

Hemdcito Normal Brotamento \

Célula Binucleada Micronticleo

Fonte: o autor (2015)

Os resultados verificados neste estudo sugerem um maior potencial
mutagénico na Plataforma de Pesca de Tramandai, nas duas coletas de verao
realizadas uma vez que a inducdo de microndcleos é utilizada como marcador de
danos genéticos resultantes da exposicédo do organismo a um agente mutagénico. O
teste de micronicleos in vivo apresenta enorme relevancia ecotoxicologica
(VILLELA, 2006).

Lima e Mello (2011) analisaram os efeitos mutagénicos do herbicida oxifluren
sobre a hemolinfa do molusco Biomphalaria glabrata pela analise de micronucleos e
constataram que os individuos expostos a baixas quantidades de oxifluren tiveram
severos danos a seus hemdcitos e concluiram que o teste de micronucleos € um
o0timo bioindicador de agentes genotdxicos no ambiente aquatico. Moluscos
marinhos como o Mytilus galloprovincialis tem sido utilizados para verificar a
contaminacdo dos ambientes aquaticos marinhos. Aradjo Filho (2013) demostrou
que o teste de micronucleos foi capaz de detectar alteragcbes no material genético de

moluscos expostos a diferentes agentes quimicos.
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Gréfico 1- Alteracdes nucleares encontradas em hemaocitos de mexilhdes
P.perna coletados nas Plataformas de Pesca de Tramandai e Cidreira, em
margo de 2014 e em margo de 2015.
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Fonte: O autor, 2015.

Nota: * Diferenga estatistica entre as coletas de Tramandai 2014 e Tramandai 2015; #
Diferenga estatistica entre as coletas de Cidreira 2014 e Cidreira 2015; a- Diferenga
estatistica entre Tramandai 2014 e Cidreira 2014; b- Diferenca estatistica entre as coletas
de Tramandai 2015 e Cidreira 2015, de acordo com Teste Duncan onde p>0,05.

Como podemos verificar no gréfico 1, em comparacéo entre células alteradas
encontradas nas coletas de Tramandai 2014 e Tramandai 2015 ndo houve diferenca
estatistica significativa. Se compararmos as coletas de Cidreira 2014 e Cidreira 2015
houve diferenca (p=0,05) na quantidade de alteragbes encontradas, com um
aumento no numero de alteracdes nucleares na coleta realizada em 2015.

O numero de alteracBes nucleares encontradas em Tramandai e Cidreira na
coleta de marco de 2014 também diferiu (p=0,05), observando-se um aumento
expressivo na quantidade de alteragbes encontradas na coleta realizada na
Plataforma de Pesca de Tramandai. Ja em marco de 2015, o niumero de alteracdes
encontradas em Tramandai e Cidreira novamente diferiu (p=0,05), tendo sido
encontrado um numero relativamente mais alto de alteracbes na Plataforma de
Pesca de Tramandai. Villela (2006) ao trabalhar com teste de micronucleos em

mexilhées Limnoperna fortunei no Lago Guaiba verificou que é possivel observar
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uma maior quantidade de células micronucleadas em animais expostos
cronicamente a contaminantes ambientais.

Esse maior numero de alteraces nucleares nas coletas feitas em Tramandai
pode se dar ao fato desta ser a cidade em que a populacdo mais aumenta nos
meses de verdo, aumentando consequentemente a geracdo de residuos e a
descarga de efluentes, bem como ao ponto de coleta estar situado a dois mil metros
da desembocadura do Rio Tramandai, sendo que a Bacia do Rio Tramandai
abrange uma populacdo de 198.235 habitantes, de 15 municipios (FEPAM 2013),
que juntos totalizam uma enorme gquantidade de poluentes e residuos descartados
no mar através do estuério do Rio Tramandai, além deste ponto de coleta ter duas
monobdias da Transpetro, que armazenam 0leo e derivados, a pouca distancia, logo
nao se pode descartar que tracos de hidrocarbonetos possam ser descartados entre
as operacOes de carga e descarga de navios (CHRISTO, 2013). O aumento do
namero de alteracfes nucleares em Tramandai e Cidreira, de 2014 para 2015 pode
ser devido ao fato de mexilhdes terem um tempo de vida relativamente longo e
bioacumularem contaminantes em seus tecidos.

N&o foram encontrados estudos que avaliassem alteracbes nucleares em
mexilhbes da espécie Perna perna, no mesmo contexto que o deste trabalho,
estudos observacionais, sem intervencbes e exposicbes a contaminantes
selecionados. Foram encontrados somente estudos analisando a genotoxicidade em
outras espécies de moluscos e peixes.

Dentre as técnicas utilizadas para detectar efeitos genotdxicos em animais, o
teste de microndcleos tem a vantagem de ser de facil adaptacéo a diversas espécies
(CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005). Burgeot et al (1996) estudou 0 aumento da
frequéncia de microndcleos em mexilhdes coletados durante quatro meses na
Franca. Um aumento significativo na frequéncia de hemaocitos micronucleados em
mexilhdes da espécie Mytilus galloprovincialis coletados durante o verdo, em duas
areas diferentes do Mediterraneo foi descrito por Brunetti et al (1992). Tanto Burgeot
(1996), quanto Brunneti (1992) nao relacionaram em seus trabalhos a frequéncia de
alteracdes nucleares a agentes xenobioticos.

Em sua pesquisa com peixes em ambientes poluidos da Califérnia, Hose et al
(1987) obtiveram um significativo aumento na frequéncia de eritrGcitos
micronucleados dos peixes coletados em ambiente contaminado em relagdo aos

peixes coletados num local sem poluentes. Silva et al (2001) utilizaram o teste do
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micronucleo para avaliar mexilhdes Perna perna expostos ao acido ocadaico (AO),
uma toxina marinha que é acumulada por organismos filtradores e que € capaz de
induzir modificacdes no DNA. Eles observaram aumento significativo da frequéncia
de micronucleos em hemacitos entre animais que receberam doses variadas de AO
gquando comparadas ao grupo controle negativo. Quando utilizados organismos
Vivos expostos a um ambiente que seja relevante para a pesquisa, a frequéncia de
micronucleos obtida na analise pode ser tida como uma correlagcéo entre a atividade
genotoxica e a eficiéncia dos mecanismos de defesa fisiologicos (MERSCH et al,
1996).

Este estudo observou uma maior probabilidade de alteragdes nucleares nos
mexilhdes coletados na Plataforma de Tramandai, se comparado ao outro ponto de
coleta. A diferenca significativa encontrada entre a frequéncia de alteracbes
nucleares entre Tramandai e Cidreira evidencia a presenca de substancias ou
condi¢cdes ambientais com potencial genotdxico capazes de causar dano ao material
genético dos individuos coletados. E um indicio de que se deve investigar mais
sobre estes resultados, até mesmo de uma possivel fonte causadora destas

alteracdes nucleares.

5.2.1 Micronucleos

A contagem de micronucleos pode ser usada para analisar os danos ao
material genético de individuos expostos a fatores ambientais genotéxicos. A
Plataforma de Tramandai, se comparada quanto as duas coletas, teve diferencas
estatisticas quanto a quantidade de células micronucleadas encontradas em cada
coleta (p=0,05). Na coleta 2, de marco de 2015 foi contabilizado um maior niamero
de micronucleos em Tramandai em relacdo a primeira coleta. O Ponto 2, Cidreira
também teve um aumento significativo na quantidade de micronucleos da coleta de
2014 para 2015 (p=0,05).

Quando comparada a quantidade de micronucleos encontrados entre os dois
pontos na coleta de margco de 2014 houve uma diferenca estatistica significativa
entre os dados, tendo sido encontrados em Tramandai uma quantidade
relativamente maior de células micronucleadas (p=0,05).

Na segunda coleta, de marco de 2015, o resultado foi semelhante a

comparacao entre os dois pontos, Tramandai e Cidreira, na coleta de margo de
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2014, tendo sido registrado em Tramandai um numero significativamente maior de
células micronucleadas (p=0,05).

O resultado da contagem de micronucleos foi de acordo com o que se
esperava, pois existe um potencial de pressdo maior no municipio de Tramandai,
com um numero de habitantes bem superior ao de cidreira e uma maior taxa de
urbanizacdo. E possivel que o aumento exponencial da populagdo nos meses de
verdo, principalmente na praia de Tramandai tenham contribuido para estes
resultados. Os microndcleos podem ter como causa agentes fisicos, quimicos ou
biolégicos que tenham capacidade de induzir a perda de material genético. Estes
agentes podem ser ditos como mutagénicos ou genotoxicos (VILLELA, 2006).
Mersch e Beauvais (1997) em seu estudo com o Mexilhdo Zebra
(Dreissenapolymorpha), demostraram um aumento na frequéncia de hemdcitos
micronucleados em organismos que foram transferidos para areas monitoradas de
rios que recebiam efluentes industriais. O aumento na frequéncia de microndcleos é
um biomarcador de efeitos genotdxicos, podendo refletir ambiente esta exposto a
agentes mutagénicos e clastogénicos (ALBERTINI et al., 2000). Kuniyoshi (2011) diz
que diversos estudos em peixes mostram que os individuos coletados em locais
mais préoximos da fonte poluidora apresentam uma maior frequéncia de

micronucleos nos eritrécitos.

5.2.2 Células Binucleadas e Brotamentos

Tramandai ndo diferiu significativamente na quantidade de células
binucleadas e brotamentos encontrados nas amostras analisadas nas duas coletas
realizadas, em marco de 2014 e marco de 2015. A Plataforma de Pesca de Cidreira,
nas duas coletas realizadas também nao diferiu significativamente na quantidade de
células binucleadas e brotamentos analisados em cada coleta.

Em marco de 2014, houve diferenca estatistica ao compararmos os dois
pontos coletados. Tramandai apresentou um maior nimero de células binucleadas e
brotamentos se comparado a Cidreira (p=0,05). Em mar¢co de 2015 n&o houve
diferenca significativa na quantidade de células binucleadas e brotamentos
encontrados nos hemaocitos dos mexilhdes coletados em Tramandai e Cidreira.

A diferenca significativa encontrada entre os grupos de P. perna amostrados

em Tramandai e Cidreira, evidencia a presenca de substancias ou condi¢des
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ambientais com potencial genotoxico, capaz de causar dano ao material genético

dos mexilhdes.



35

6 CONCLUSAO

A identificacdo de substancias potencialmente genotdxicas nao foi objetivo
deste trabalho. A meu ver foi observado aumento na genotoxicidade para o0s
hemocitos de Perna perna em Tramandai em relagcdo a Cidreira. Houve, em
hemacitos, um aumento também na proporcao de alteracdes nucleares encontradas
da coleta de 2014 para 2015. Recomenda-se 0 uso de analises genotoxicas em
hemacitos de mexilhdes Perna perna para o monitoramento da regido estudada;

Estudos como este ainda sdo escassos na regido e a continuidade do
biomonitoramento passivo € de significativa importancia para poder demonstrar a
representatividade dos dados obtidos nas duas coletas contempladas neste
trabalho. No caso de acontecer vazamentos de 6leo, o biomonitoramento das
respostas dos organismos estudados é de suma importancia pois fornecem dados
importantes para a avaliacdo do dano ambiental causado.

O teste de micronucleos usando mexilhdes P. perna, mostrou-se um teste
rapido e pratico para o monitoramento da poluicio de ambientes aquéticos .A
proposta para coletas futuras € aumentar o nimero de pontos de amostragem,
abrangendo uma area que contemple até Torres, e incluindo nestas coletas as
monobodias da Transpetro proximas a Plataforma de Pesca de Tramandai, podendo
assim haver um resultado interessante quanto a diferentes quantidades de
alteracdes nucleares encontradas nesses locais.

A coleta de dados ambientais como temperatura, pH, salinidade e analise dos
principais metais nos tecidos dos mexilhbes sdo uma alternativa possivel para

agregar mais dados ao estudo.
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