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Resumo: Ecossistemas costeiros vém sofrendo grande impacto devido a atividades antropogénicas
crescentes nas tltimas décadas, como efluentes domésticos, industriais e escoamentos pluviais de pistas,
mineracdo, construcdo de barragens e represas, entre outros. Todas estas alteracdes trazem
conseqiiéncias indesejadas ao ambiente e as comunidades do seu entorno. Entre estes poluentes, os
metais pesados devem ser destacados, jd que a sua concentra¢cdo em excesso traz diversos problemas
fisiologicos e desencadeiam processos oxidativos a nivel celular, proporcionando a formagdo de espécies
reativas de oxigénio. A regulacdo dos processos oxidativos celulares sdo mediados por compostos
orgdnicos com capacidades redutoras, dentre eles o peptideo glutationa, que serve como doador de
protons as enzimas antioxidantes, sendo oxidado e permanecendo desta forma até a acdo da enzima
glutationa redutase, que reduz este substrato. Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade da
enzima glutationa redutase e a concentracdo dos metais pesados cobre (Cu), cddmio (Cd), ferro (Fe) e
mangdnes (Mn) em moluscos bivalves da espécie Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791)
provenientes de diferentes dreas de manguezal do Recéncavo Baiano. Foram coletados espécimes de A.
brasiliana na Baia de Todos os Santos-Bahia, os quais foram analisados quanto a biometria, teor de
proteinas, concentracdo dos metais e a atividade da enzima glutationa redutase. Os resultados
demonstram que a atividade da enzimdtica foi diretamente relacionada aos teores do metal Cu. Os
espécimes analisados encontram-se com teores de Cd (duas estagcoes) e de Cu (duas estagcoes) acima dos
valores considerados pela OMS (Brasil e Mercosul). A. brasiliana pode ser indicada como rica fonte de
metais nutrientes como Fe e Mn, sendo recomendado seu consumo quando proveniente de dreas ndo
contaminadas por metais trago.

Palavras-chave: Metais pesados; Glutationa redutase; Moluscos bivalves

INTRODUCAO

Nas dultimas décadas, os ecossistemas aqudticos tém sido alterados de maneira
significativa devido a ocorréncia de multiplos impactos ambientais advindos de atividades
antrépicas, como mineracao, constru¢cdao de barragens e represas, retilinizagdo e desvio do curso
natural de rios, lancamento de efluentes domésticos e industriais nao tratados, desmatamento e
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uso inadequado do solo em regides riparias e planicies de inundacdo, superexploracdo de
recursos pesqueiros, introducdo de espécies exdticas, entre outros. Como conseqiiéncia destas
atividades, observa-se uma expressiva queda da qualidade da dgua e perda de biodiversidade
aqudtica, em fun¢do da desestruturacdo do ambiente fisico, quimico e alteracdo da dinamica
natural das comunidades bioldgicas (GOULART, 2003).

Impacto ambiental pode ser definido como qualquer alteragdo das propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas do meio ambiente resultante de atividades humanas, que direta ou
indiretamente afetem a satde, a seguranca e o bem-estar da populacdo, as atividades sociais e
econOmicas, a biota, as condicOes estéticas e sanitdrias do meio ambiente e a qualidade dos
recursos ambientais (Resolu¢io CONAMA n.°01 de 23/01/86).

O uso de bioindicadores tem sido corrente na avaliagdo de impactos ambientais
provocados pela ma administracdo do ambiente, pois animais, plantas, microrganismos e suas
complexas interacdes com o meio ambiente respondem de maneira diferenciada as modificagdes
da paisagem, produzindo informag¢des, que ndo s6 indicam a presenca de poluentes, mas como
estes interagem com a natureza, proporcionando uma melhor indicacdo de seus impactos na
qualidade dos ecossistemas (SOUZA, 2001).

Os organismos aqudticos, principalmente invertebrados, sdo os que melhor respondem as
mudancas das condi¢des ambientais. Ambientes fortemente impactados mostram poucas
espécies que, se estiverem bem adaptadas, podem exibir 6timo desenvolvimento e o
monitoramento de estacdes a montante e a jusante da fonte poluidora, pode identificar as
conseqiiéncias ambientais para a qualidade de 4gua e saide do ecossistema aqudtico
(MATSUMARA-TUNDISI, 1999).

Devido a essa capacidade de bioconcentrar metais traco € compostos organicos, certos
organismos aqudaticos vém sendo utilizados nos dltimos anos no monitoramento da poluicao em
ambientes costeiros. Concentracdes de contaminantes em tecidos de moluscos depende
certamente do nivel de desenvolvimento do organismo, da salinidade e da temperatura do meio e
do estigio de reproducdo ja alcancado. Constituem portanto bons indicadores de
biodisponibilidade (DE GREGORI et Al, 1994; O'CONNOR, 1990).

Existem vdrias razdes para utilizacdo de moluscos como bioindicadores, como o fato
desses macroinvertebrados bentdnicos possuirem habito sedentdrio, vivendo e se alimentando
dentro, sobre, e préximo aos sedimentos, onde as toxinas tendem a se acumular, apresentarem
ciclos de vida relativamente curtos refletindo portanto mais rapidamente as modificacdes do
ambiente através de mudancas na estrutura das populacdes e comunidades. Por fim, as
comunidades de macroinvertebrados bentdnicos apresentam elevada diversidade bioldgica, o que
significa uma maior variabilidade de respostas frente a diferentes tipos de impactos ambientais,
sendo ainda que estes sdo importantes componentes dos ecossistemas aquaticos, formando um
elo entre os produtores primdrios e servindo como alimento para muitos peixes, apresentando
papel fundamental no processamento da matéria organica e ciclagem de nutrientes (ROSENBERG
& RESH, 1993; WARD ET AL., 1995; REECE & RICHARDSON, 1999; CALLISTO ET AL., 2001).

Organismos aerdobios necessitam de mecanismos que auxiliem na prevengao de danos
causados por espécies reativas de oxigénio (EROs). Para isso surgiram mecanismos de defesa
independentes, presentes nas células, compostos por proteinas, enzimas antioxidantes, moléculas
capazes de seqiiestrar fons de metais e enzimas responsaveis por reparar os danos causados por
esses elementos (CAVALLETO et al, 2002).

A glutationa, um tripeptideo existente nos organismos na forma reduzida (GSH) e na
oxidada (GSSG) (ROVER-JUNIOR e7 al, 2000), é encontrada nas mitocondrias e no citosol
(CAVALLETO et al, 2002) fundamental para a atividade de algumas enzimas antioxidantes. A
glutationa estd envolvida em diversas reacdes celulares, como biossintese de macromoléculas,
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protecdo das células contra o efeito toxico de uma variedade de componentes enddgenos e
exdgenos, mecanismos enzimaticos, transporte (CANESI et al, 1996), incluindo espécies reativas
de oxigénio e metais pesados (CANESI ef al, 1998).

A GSH perfaz a maior parte dos grupos tidlicos livres da maioria das células vivas
(COSTA, 2006), ndo agindo, diretamente, na remog¢ao das espécies radicalares, todavia esta ja €
responsavel pela regeneracdo da glutationa 2 sua forma reduzida na presenca do NADPH + H*
(JUNIOR et al, 2000). As evidéncias de que a GSH estd envolvida na detoxificacio de diferentes
poluentes, incluindo os metais pesados, demonstram um mecanismo de defesa do organismo,
prevenindo modificagdes nos transportes ativo e passivo ao nivel das membranas celulares, o que
resulta na conjugagao deste biocomposto com os elementos téxicos. Assim sendo, a alteracao na
atividade dessas enzimas e a presenca de teores fisioldgicos anormais de compostos como a
glutationa (GSH) podem ser utilizados como indicadores correlacionados para situagdes de
estresse oxidativo, como descrito por COSTA, 2006.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a concentracdo dos metais pesados Cu, Cd, Fe e
Mn e a atividade da enzima glutationa redutase em moluscos bivalves da espécie Anomalocardia
brasiliana provenientes de diferentes areas de manguezal da Baia de Todos os Santos -
Recdncavo Baiano.

MATERIAIS E METODOS
Area em Estudo

O estudo foi desenvolvido utilizando espécimes de molusco de manguezais da regiao do
Reconcavo Baiano, pois esta drea vem nos ultimos 50 anos sendo atingida por inumeras
atividades antropogénicas.

Foram selecionadas oito estacdes de amostragem como dreas consideradas impactadas
diretamente por atividades antrépicas “tabela 01”. A estacdo Jeribatuba (E1) situa-se no Distrito
de Jeribatuba — Ilha de Vera-Cruz, as estacdes Caipe (E3), Suape (E4) e Fabrica de Asfalto (ES)
localizadas em Madre de Deus, as estagdes Ilha de Pati (E6), estacao Ilha das Fontes (E7) e Ilha
de Cajaiba (E8) pertencentes ao municipio de Sdo Francisco do Conde, a estacdo Cabuct (E9),
pertencente ao distrito de Satbara. Na escolha das estagdes levou-se em consideracdo a
localizagcdo de areas proximas a empresas petroliferas, de refinamento e incineracdo de residuos
industriais e circulacdo de 4gua, ji que este ultimo fator é de grande importincia para a
permanéncia de contaminantes no ambiente (FAGUNDES, 2005)
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Tabela 1 — Nome das estagdes de coleta e suas coordenadas

Estacoes Nome das Estacoes Coordenada
El Jeribatuba VSV 1335:&37128
E3 Caipe %Vlgsig 41,4910
e sz
ES Fébrica de Asfalto RSN
E6 Tha do Pati DA RCRI
E7 Ilha das Fontes %13’2{;)%()91165
E8 Tiha de Cajafba T
E9 Cabucu gvggissslé()

Coleta do material biolégico

As amostras de A. brasiliana foram coletadas nos meses de agosto e setembro de 2004
em maré baixa e com auxilio de uma pa de plastico. Estas, depois de coletadas, foram lavadas
com 4gua corrente, embaladas, identificadas e mantidas no gelo, sendo em seguida
encaminhadas ao LEMA — Laboratério de Estudos em Meio Ambiente da Universidade Catdlica
do Salvador. No laboratorio, as amostras tiveram sua biometria analisada, medindo sua concha a
partir da base ao dpice. Em seguida as amostras foram armazenadas em freezer a -20°C até o
momento das andlises de metais ou foram retiradas da concha e preservadas em recipiente
plastico a -85°C até o momento das andlises moleculares.

Quantificacdo dos Metais

Os moluscos selecionados para andlise de metais foram retirados da concha e sua parte
mole posta para secar em estufa a 60°C até atingirem peso constante. Em seguida, foram
macerados até obter a granulometria de 80 mesh e digeridos com 4cido nitrico a 65%(HNO3) em
forno de microondas (Provecto Analitica DGT100 plus). As amostras digeridas foram
avolumadas para 25 mL e analisadas por espectrometria de absor¢do atdmica de chama.

Homogeneizacao dos tecidos

Os exemplares, depois de descongelados, foram macerados em cinco volumes de tampao
Fosfato de Potdssio 50mM pH 7,0 e EDTA 1mM. Este homogeneizado foi centrifugado a 4.000
rpm na temperatura de 4°C durante 30 minutos e do sobrenadante foram retiradas aliquotas que
foram mantidas a -85°C até o momento das andlises.
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Determinacao das proteinas totais

As proteinas totais foram quantificadas de acordo com metodologia descrita por Bradford
(1976) modificada, usando o KIT da BioRad e como padrao a albumina bovina sérica.

Determinacao da atividade da glutationa redutase (GR)

A atividade da Glutationa Redutase foi analisada de forma indireta a partir do consumo
de NADPH + H" em presenca de glutationa reduzida (GSSG) a 340nm por espectrofotometria
fazendo uso do kit Glutathione Reductase Assay Kit produzido pela Calbiochem.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise dos dados biométricos dos 50 exemplares coletados (tabela 02) demonstra que a
estacdo onde se encontram exemplares de maior tamanho e de maior tamanho médio foi a Ilha
das Fontes - E7. A estagdo onde ocorreu a menor média de tamanho dos espécimes foi a E1. Ao
avaliar a variacdo de tamanho, encontrou-se o maior coeficiente de variacdo nos exemplares da
estacdo ES.

Tabela 2 — Dados biométricos de A. brasiliana. Valores de média, médximo e minimo estao
descritos em centimetros e C/V (Coeficiente de Variagdo) em porcentagem.

El E3 E4 ES E6 E7 E8 E9
Media 2,07 2,25 2,23 2,17 2,44 2,52 2,41 2,47
Maximo 2,50 2,70 2,80 2,90 2,80 3,60 2,90 2,90
Minimo 1,70 1,70 1,80 1,70 1,80 2,10 2,00 2,10
Desvio 0,20 0,20 0,24 0,52 0,21 0,26 0,16 0,22
C/V 9,51 9,04 10,72 23,81 8,60 10,51 6,82 8,79

Os resultados da andlise dos metais estdo descritos na tabela 3, com valores de média,
minimo, maximo e desvio padrdo. Os teores mais elevados dos metais Cu e Mn foram
encontrados nos espécimes coletados na estagdo E3 (59,143 e 39,392 pg.g”); jd os maiores
valores de Fe foram determinados em moluscos de E6 (578,067 ug.g”') , enquanto que nas
amostras de El obteve-se os maiores valores de Ni (4,997 pg.g') e Cd nos exemplares da
estacdo E8 (2,218 ug.g™).
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Tabela 3 — Resultados da andlise de metais pesados em tecido mole de Anomalocardia
brasiliana. Os valores estdo expressos em g.g .

Estacdio Metais Pesados (ug/g)
Cu Mn Fe Cd
El 22,821 24,273 361,240 0,497
E3 59,143 39,392 178,784 0,590
E4 13,899 28,902 172,652 0,819
ES5 16,009 35,457 196,670 0,447
E6 38,594 28,840 578,067 0,744
E7 12,671 31,683 328,064 1,378
E8 21,768 33,112 359,396 2,218
E9 29,084 37,698 377,128 0,732
Maximo 59,143 39,392 578,067 2,218
Minimo 12,671 24,273 172,652 0,447
Média 26,749 32,420 319,000 0,928
Desvio Padrao 15,648 5,047 136,296 0,595

Os resultados obtidos neste trabalho foram comparados com valores encontrados em
moluscos bivalves da Baia de Suez —Egito (HAMED & EMARA, 2006), que sofre influéncia das
atividades de refinarias de petrdleo, industria de fertilizantes, estacdo de energia; e moluscos
bivalves encontrados no Mar Bohai - China (WAGN et. al, 2005), que é cercado por grandes
cidades. Todos os valores minimos dos metais determinados neste trabalho foram inferiores aos
dos espécimes do Mar Bohai, j4 os valores maximos foram superiores aos encontrados neste
trabalho para os metais Cd (32,18 pg.g™"), Cu (146,85 ng.g™), Fe (760,80, pg.g™) e Mn (58,51
ng.g’), sendo os valores de Ni (1,67 pg.g”) superiores no presente estudo. Nos espécimes da
Baia de Suez foram descritos valores maximos dos metais Cd (0,69 a 2,37 ug.g”"), Mn (63,23 a
110,33 ug.g'l) e Ni (5,88 a 14,57 ug.g'l) mais elevados que os determinados neste trabalho,
sendo o valor maximo do metal Ni encontrado em espécimes da Baia de Todos os Santos inferior
ao minimo determinado nos da Baia de Suez. Os valores encontrados para os metais Fe (0,88 a
2,74 ug.gh), e Cu(3,69 a 10,07 pg.g") foram inferiores aos determinados neste trabalho.
Segundo CANESI (1999) estes resultados podem ser interpretados em relacdo as diferentes rotas
de acumulacdo de metal, especiacio com o ambiente celular e seqiiestro em compartimentos
subcelulares, resultando em um padrao diferente de interagdes de cations de metais com
compostos intracelulares.

As concentragdes dos metais pesados determinados nos espécimes de A. brasiliana,
representadas na tabela 3, indicam diferencas de absorcdo e actimulo entre as amostras das
estacdes em estudo. De acordo com a legislacdo brasileira e o MERCOSUL, niveis de Cd
(Figura 1) superiores a 1,0 ug.g"' podem indicar contaminagio local, pois os espécimes coletados
em E7 e E8 apresentavam valores superiores a0 maximo permitido pela legislacdo (1,378ug.g” e
2,218ug.g", respectivamente).
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Figura 1 — Resultados da andlise do metal pesado Cd em tecido mole de Anomalocardia
brasiliana da Baia de Todos os Santos — Reconcavo Baiano, 2007.

Para o metal Cu (Figura 2), a legislacdo recomenda que os valores em alimentos
provenientes do mar nio excedam a 30pg.g”'. Baseando-se nesses valores pode-se indicar que as
amostras provenientes das estacdes E3 e E6 apresentaram valores superiores ao maximo
permitido (59,143ug.g"' e 38,594pg.g'1, respectivamente).
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Figura 2 — Andlise comparativa dos metais Cu e Mn em Anomalocardia brasiliana da Baia de
Todos os Santos — Reconcavo Baiano, 2007.

Os metais Manganés (Figura 2) e Ferro (Figura 3) sdo importantes nutrientes e estao
envolvidos em diversos processos fisioldgicos humanos, sendo o ferro importante na formagao
da hemoglobina e nas trocas gasosas, além de, junto com o manganés, ser importante co-fator de
diversas enzimas. Os resultados encontrados demonstram que este organismo é uma rica fonte
nutricional dos metais Fe e Mn.
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Figura 3 - Resultados da andlise do metal pesado Fe em tecido mole de Anomalocardia
brasiliana da Baia de Todos os Santos — Reconcavo Baiano, 2007.

E8 E9

A concentracdo de proteinas totais extraidas dos tecidos moles de A. brasiliana e a
atividade da enzima glutationa redutase estao descritas na tabela 4. Nos espécimes da estacao El
foi determinada a maior concentragao média de proteina (36,75 mg. g'l), J4 a menor concentragdo
média foi determinada nos exemplares da estacdo E5 (18,50 mg.g™).

Tabela 4 — Concentracdo de proteinas totais e atividade da enzima glutationa redutase em
tecidos de A. brasiliana. Os resultados estdo expressos em mg. g'1 e mU/g de tecido umido
respectivamente.

Estacao Proteina Enzima
El 36,75 84,63
E3 24,50 101,63
E4 29,00 84,63
ES 18,50 78,25
E6 33,25 79,63
E7 20,75 49,88
ES8 19,50 60,00
E9 25,50 98,75

Maximo 36,75 101,63

Minimo 18,50 49,88

Média 25,97 79,67

Desvio 6,61 17,61

A maior atividade da glutationa redutase foi determinada em amostras da estacdo E3
(101,63 mU.g'l) e a menor foi em amostras da estagio E7 (49,88 mU.g"). Como pode ser
verificado na figura 4, os dados deste trabalho corroboram com CANESI (1999), que descreveu
que o aumento do acimulo de Cu no molusco bivalve Mytilus galloprovincialis influiu
diretamente no aumento da oxidagdo da glutationa e na atividade da enzima glutationa redutase e
da glutationa peroxidase.



UCSAL

UNIVERSIDADE
CATOLICA DO

S3tets e [esenvoluiments Sustentavel

SALVADOR
120
100 _—o-E3 ® E9
go ¥ E 4 E6
—e—GR

60 E3 E8
/.\ —8—Cu
40

Figura 4 — Concentracao do metal Cu e atividade da enzima glutationa redutase nos espécimes
de A. brasiliana da Baia de Todos Santos — Reconcavo Baiano.

CONCLUSAO

Os resultados demonstram que a atividade da enzima glutationa redutase estd diretamente
relacionada a concentragdo do metal cobre em A. brasiliana e pode ser usada como mais uma
ferramenta para avaliacdo do nivel de contaminag¢do deste metal. Estudos utilizando outras
enzimas antioxidantes s@o necessdrios para avaliar a influéncia dos metais na formacdo de
espécies reativas de oxigé€nio e a resposta deste organismo a este estresse oxidativo, tornando
possivel a avaliacdo de impactos ambientais a partir dessas.

Quanto a avaliagdo dos resultados referentes a andlise dos metais pesados, verificou-se
que dentre a estacOes estudadas ocorreu uma variacdo na concentracdo dos metais em estudo,
variando assim o nivel de contaminag¢do de cada regido. Assim sendo, pode-se indicar que as
estacOes E7 e E8 apresentam-se contaminadas pelo metal Cd, enquanto que as estacdes E3 e E6
encontram-se contaminadas pelo metal Cu, ndo sendo recomendado o consumo desta espécie de
molusco oriundo desta regido. Excetuando estas estacdes, que demonstram excessos de metais
téxicos, € recomendada a ingestdo de A. brasiliana proveniente dos pontos de coleta que nao
apresentaram valores acima dos recomendados, porém faz-se necessdria a avaliacdo de outros
metais tracos como chumbo, para avaliar a contaminacao destes ambientes e o risco de consumo
deste molusco.
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