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Resumo A anilise de biomarcadores em niveis troficos inferiores
¢ de grande utilidade, pois alerta para conseqiiéncias nos niveis
tréficos mais elevados antes que o impacto seja notado por estudos
convencionais ou pela populagio. A investigacio da condicio da Baia
do Espirito Santo foi realizada com o bivalve Perna perna (Linnaeus,
1758) pela metodologia de desestabilizacio da membrana
lisossomica por meio do Tempo de Retencio do Vermelho Neutro
(TRVN). Foram analisados mexilhdes de trés diferentes costoes
da Baia do Espirito Santo (Ilha do Boi, Ilha do Frade e na Terceira
Ponte), e de um ponto referéncia em Setiba, Guarapari-ES. Este
estudo indicou que a contaminagio nesses pontos (exceto em Setiba)
causou dano oxidativo que resultam na desestabilizacio lisossomica.
O menor tempo médio de retengao foi observado na populagio de
mexilhoes da Terceira Ponte (35,25 minutos), seguido da Ilha do Boi
(54 minutos) e Ilha do Frade (70,5 minutos) em relacio ao ponto
de referéncia (115,5 minutos). Houve significincia estatistica entre
os tempos médios de retencao nos pontos considerados poluidos
em relacio ao ponto referéncia. Tempos de retencio inferiores a 60
minutos indicam danos severos nos compartimentos lisossomicos
dos hemdcitos, sugerindo uma contaminacio por poluentes na
Terceira Ponte e na Ilha do Boi.

Palavras-chave: Biomarcadores, Vermelho Neutro, Integridade
lisossomica, Perna perna, Baia do Espirito Santo.

Abstract The biomarkers analysis in low tropic levels it’s so
important because this is an alert in high tropic levels previously
the impact be noted for conventional studies or by the population.
The investigation of Espirito Santo Bay condition was realized with
the bivalve Perna perna ( Linnaeus, 1758) by Neutral Red Retention
Time (NRRT). Was analyzed mussels of three different points of
Espirito Santo Bay (Boi Island, Frade Island and Third Bridge), and

one reference point in Setiba, Guarapari —ES. This study reveal that
the contamination in this points (save Setiba) originate oxidative
damage that resulted in lisossomal damage. The lower mean time
of retention was observable in mussels population of Third Bridge
(35,25 minutes), followed by Boi Island (54 minutes) and Frade
Island (70,5 minutes) in relation of the reference point (115,5
minutes). Had statically significant between in the mean times
of retention points considerate polluted in relation of reference
point. Retention times inferior a 60 minutes reveal severe damage
in the lisossomal compartment, propose contamination of Third
Bridge and Boi Island.

Keywords: Biomarkers, Neutral Red, lisossomal integrity, Perna
perna, Espirito Santo Bay.

Introducao

O sistema estuarino da Ilha de Vitoria tem sofrido ao longo
de virias décadas uma degradacio ambiental, por ocupagio
populacional de seu entorno, aterros, implantacio de industrias,
atividades portudrias e, principalmente, devido ao lancamento de
esgoto doméstico e industrial, a maioria deles (aproximadamente
70%) in natura (Jesus et al. 2004). Trata-se de uma cidade de
grande destaque econOmico no cendrio estadual e nacional,
possuindo um importante sistema portudrio que ¢ responsavel pelo
escoamento da producio regional, abriga industrias sidertrgicas e
mineradoras de grande porte (Gaze 2005). Sendo uma ilha proxima
ao continente (aproximadamente 200m) esta apresenta edificacoes
e residéncias que segundo Krohling (2004) provavelmente langam
esgotos e despejo de dguas pluviais no costio de forma direta,
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ou indiretamente pela rede coletora sem tratamento adequado.
Deste modo é necessirio um monitoramento do estresse que tal
atividade antrdpica causa neste ecossistema.

Dentre a grande variedade de organismos aquaticos, os
invertebrados tém sido preferencialmente utilizados na avaliacio
ambiental, pois constituem 95% de todas as espécies de animais
(Barnes 2006). Sua populacio é, geralmente, numerosa, de
modo que as amostras podem ser coletadas para anilise sem a
ocorréncia de alteracdes considerdveis na dinimica populacional
(Depledge e Fossi 1994; Fossi et al. 2000).

Diversos estudos comprovam a eficiéncia dos moluscos
bivalves, dentre as inimeras espécies de invertebrados, como
organismos-sentinelas em monitoramentos marinhos (Francioni
et al. 2005), sendo amplamente utilizados para monitorar os
impactos e a presenca de contaminantes (Santos 2004). O
modo de alimentacio por filtragio de particulas em suspensio
da coluna d’igua expde esses animais em periodo integral
a substancias toxicas associadas a particulas em suspensao
(Vasconcellos 2004). Estes animais conseguem acumular, em seus
tecidos, concentracoes de metais em torno de 10° a 10° acima das
concentracoes encontradas no ambiente (Souza 2002).

No Brasil, o mexilhio Perna perna tem sido uma das
espécies mais utilizadas como biomonitor, devido a sua ampla
distribuicio na costa e apresentagao dos atributos necessirios aos
bioindicadores, como acumular o poluente, possuir habito séssil
e ser abundante no ambiente estudado (Furley 1993).

O diagnostico ambiental pode ser realizado por meio da
anlise do estresse, nos organismos teste, detectado pela alteragio
em nivel bioquimico e celular (Nascimento 2002). A vantagem
da avaliacio ambiental ¢ dada pela quantificacio de poluentes
biologicamente disponiveis, diferentes episddios de exposi¢io no
tempo e no espaco, interagoes toxicoldgicas nos organismos, € o
efeito sinérgico de vrias substancias (Huggett et al. 1992). Além
disso, oferecem informacgdes sobre a agio toxica dos compostos
parentais e dos metabdlitos toxicos (Mccarthy e Shugart 1990).

A andlise de biomarcadores em niveis troficos inferiores é
de grande utilidade, pois alerta para conseqiiéncias nos niveis
mais altos da organizacio bioldgica, por meio da magnificacio
trofica, antes que o impacto seja notado nos estudos
convencionais ou pela populagio (Cheung et al. 1998).

A avaliacio da integridade lisossomica, descrita por Lowe et al.
(1995), € o teste aplicado nos estudos de biomonitoramento, que dispoe
do uso do corante vermelho neutro que é um composto lipofilico que
se difunde passivamente através das membranas celulares. Quando
uma molécula de vermelho neutro penetra no interior do lisossomo,
esta recebe um proéton, devido ao baixo pH da organela (Lowe et al.
1992). A diregao do gradiente de difusio do vermelho neutro é do
citoplasma adjacente para a membrana lisossomica, de forma que o
vermelho neutro torna-se cada vez mais concentrado e visivel, com
coloragio avermelhada, no interior da organela ao decorrer do tempo.
A eficiéncia da retencao do corante depende do pH do lisossomo e
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consequentemente da bomba de protons H*-ATPase encontrada na
membrana lisossomica (Svendsen e Weeks 1995).

Em células sauddveis, a bomba de prétons pode manter o
influxo (cada molécula de vermelho neutro retém prétons do interior
lisossomal) e o gradiente de protons é mantido. Entretanto, na presenca
de um xenobidtico a eficiéncia da bomba de prétons pode ser reduzida,
resultando na diminuicio do gradiente de prétons e no aumento do
pH no interior dos lisossomos, que resulta na desprotonizacio do
corante, que nao € mais retido pelos lisossomos. Assim, o vermelho
neutro concentrado no lisossomo difunde-se para o citoplasma,
espalhando-se rapidamente e resultando em uma célula de coloracio
rubro. Portanto, hia uma correlacio direta entre alteracoes deletérias
ao sistema de bomba de prétons e o tempo de retengio do vermelho
neutro, ocorrendo reducio no tempo de retengao concomitantemente
a0 prejuizo a bomba de prétons (Francioni 2005).

O presente trabalho teve como objetivo diagnosticar as
condigoes ambientais em trés areas da Baia do Espirito Santo por
meio do biomarcador de andlise da integridade lisossomica.

Métodos

Area de estudo

As coletas foram realizadas em trés pontos na Baia do ES, Ilha
do Frade (20°17’547S, 40°16°32”0), ponto 1; Ilha do Boi (20°18'32"S,
40°16’33”0), ponto 2, Terceira Ponte (20°19°02”S, 40°17°10”0), ponto 3 e
em um ponto de referéncia localizado em Setiba, Guarapari-ES. (20°38'13”S,
40°25'3170). Nesses pontos sio coletados rotineiramente mexilhoes para o
consumo humano (Figura 1). Para efeito de comparagio o ponto referéncia
(Setiba) foi escolhido por estar distante de agoes antropicas. As amostras do
mexilhio Perna perna foram coletadas nos dias 28/08/2007 e 21/10/2007.

Metodologia de campo
Os mexilhoes foram coletados na zona infralitoranea, onde
ficam permanentemente submersos. O cacho de mexilhoes foi

Satélite | Hibrido
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Figura 1 Pontos de coleta na Bafa do Espirito Santo: Ponto 1 —1Ilha do Frade,
Ponto 2 — Ilha do Boi; Ponto 3 — Terceira ponte. (Fonte: Google Earth)
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mantido com dgua do local da coleta em uma caixa de isopor
durante o transporte até o laboratério.

Metodologia de laboratdrio

A extracdo da hemolinfa foi realizada segundo metodologia
descrita por Lowe et. al. em 1995.

As células foram examinadas em relagio as anormalidades estruturais
apresentadas e o tempo de retengo do vermelho neutro, a cada intervalo
de tempo. O tempo de retencio do corante pelos compartimentos
lisossomicos foi registrado para estimar a proporcio de células que
apresentaram o corante no citoplasma, e/ou exibiram anormalidades na
forma, tamanho e cor dos compartimentos lisossomicos.

O teste foi finalizado quando 50% ou mais das células exibiram
rompimento dos lisossomos ou mostraram anormalidades (TE50
— tempo necessirio para que se observe efeito adverso em 50% das
células-teste) (Nascimento 2002). Os dados foram analisados quanto
a sua distribuicdo, usando a andlise de varidncia (ANOVA) e o Teste
de Tukey para analisar a diferenca estatistica entre os dados.

Tabela 1 Tempo de retencao (minutos) do corante vermelho neutro de
mexilhao Perna perna coletados em diferentes pontos da Baia do Espirito
Santo. Ponto 1 — Ilha do Frade; Ponto 2 — Ilha do Boi; 3 — Terceira Ponte.

Tempo (minutos) de Retengdo do Vermelho Neutro

Agosto/2008 Outubro/2008
LAMINA TEMPO DE RETENCAO TEMPO DE RETENCAO
15 (30 | 45 | 60 | 90 [120 180 15 [ 30 | 45 | 60 | 90 | 120|180
1 + |l + |+ |+ H-[ - -+ ]+ +[+]+]+]|H
2 + [+ [+ +[H + |+ | + | H- -
Referéncia 3 + I+ + 1 H- |4 + |+ + |+ |+ |+ [
4 + |+ + [+ [H + |+ |+ |+ |+ |+ -
5 + |+ [ + |+ |+ [+ ]+ +[H
6 + [+ [H-] - + | + [ H-| - -
7 + [+ [+ [H] - + | + [ 4
8 + 1+ |+ ]+ |H- + | + | H-
9 + [+ [+ +[H + | + [ 4 -
10 + |+ |+ [+ -] - -]+ ]+
TEMPO MEDIO 108 123
1 + ]+ H- - - - -1+ + ]+ ]+
2 + [ -+ H- + |+ [H-] -
3 + |- 4] - + |+ | H- |-
Ponto 1 4 + | 4| - + |+ [ H- |4
5 + | + | #- + |+ [ H- |4
6 + [+ [H-] - + |+ [ -
7 + |+ [+ + | + | H-
8 + | + [ H- |- + | + [ -
9 + [+ [H] - + | + | H-
10 + |+ - - - - -]
TEMPO MEDIO 69 72
1 + [ 4|4 - - - - + | +- -
2 + [ -4 - + | H- | 4-
3 + [+ [+ [ + | + | #-
Ponto 2 4 + |+ - + | -
5 + [ -] H- + | 4-
6 + 4| H- + | -
7 + |+ | H- + | +/-
8 + | + [ H- +- | +-
9 + |+ | ¥ + | +/-
10 + |+ [ 4] - - - - |- - - -
TEMPO MEDIO 615 46,5
1 - - - - - - - + | H- -
2 + | H- | H-
3 + | -
Ponto 3 4 + | 4-
5 + | H-
6 o + |+
7 +- | - + | +/-
8 +- | 4- + | #-
9 +-| +- + | 4-
10 - - - - - - - + | 4-] - -
TEMPO MEDIO 24 46,5
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Resultados e discussao

Aandlise de integridade lisossomica por meio do teste de retencao
do corante vermelho neutro realizado nos trés pontos de coleta (Ponto 1,
2 e3) e no ponto referéncia, revelou uma variacio no tempo de retencio
entre todos os pontos e também entre os periodos do estudo.

O tempo de retengao do corante vermelho neutro para o ponto
referéncia (108 min em Agosto e 123 min em Outubro) foi significativamente
superior 20s demais pontos avaliados nas duas campanhas.

Os resultados indicaram grande variacio no tempo de retencio
do ensaio de vermelho neutro tanto entre 0s pontos, como entre 0s
meses de coleta, em agosto e outubro de 2007.

Para a coleta de agosto (2007) o tempo de retencio variou
entre 15-120 minutos. Os organismos do ponto referéncia (Setiba)
apresentaram os maiores tempos de retencio (60-120 minutos),
indicando maior estabilidade lisossomica. Nas demais areas, os valores
foram de 15-90 minutos, sendo que dentre eles os organismos do
Ponto 3 (Terceira Ponte) foram os que apresentaram 0 menor tempo
(15 minutos), sugerindo ser o ponto de contaminacio por compostos
organicos que segundo Francioni et al. (2007), a integridade lisossomica
¢ comprometida principalmente por esta classe de poluentes.

No més de Outubro (2007) o tempo de retengido do
vermelho neutro variou de 45 a 180 minutos. O Ponto Referéncia
(Setiba) apresentou os maiores tempos de retencio (108-123
minutos). O Ponto 1 (Ilha do Frade) registrou média de 72
minutos. Ja para os Pontos 2 (Ilha do Boi) e 3 (Terceira Ponte) o
tempo médio de retencio foi de 46,5 minutos.

O Ponto Referéncia (Setiba) apresentou a maior estabilidade
lisossomica nas duas coletas (agosto e outubro/2007), com
tempo médio de reten¢ao de 108 minutos na primeira campanha
e 123 minutos na segunda campanha.

Para o Ponto 1 (Ilha do Frade) o tempo de retencio do corante,
nao variou significativamente entre as duas campanhas. J4 para o
Ponto 2 (Ilha do Boi), foi observada uma redu¢ao no tempo de
retencdo do vermelho neutro para a campanha de outubro (2007)
em relacio a campanha de agosto/2007. O Ponto 3 (Terceira Ponte)
apresentou um aumento no tempo médio de retencio do corante
para a segunda campanha (Tabela 1 e Figura 2).

Tempo de Reten¢idao do Vermelho
Neutro
o 140
uS
120 +—F
5 100 1 T O Setiba
® g0 B lIha do Frade
S 60 = F O liha do Boi
8_ 40 1 O Terceira Ponte
E 20
(]
~ 0
ago/07 out/07
Locais de coleta

Figura 2 Tempo médio de retencio do vermelho neutro em cada ponto de
coleta nas campanhas de agosto e outubro com desvio padrio.
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Segundo Jesus (2004) a regido da Baia de Vitoria sofre influéncia
do esgoto lancado in natura na regiio, o que pode estar ocasionando a
instabilidade lisossomica, quando exposta ao corante vermelho neutro.

No ponto de referencia o tempo de retencio do corante
vermelho neutro foi significativamente superior aos demais
pontos avaliados nas duas campanhas.

Esses resultados indicam uma possivel contaminacio dos
pontos de coleta (1, 2 e 3), por poluentes, que, quando no interior
das células, podem gerar radicais livres que comprometem o
funcionamento da proteina H*-ATPase lisossomica (Svendsen e
Weeks 1995), resultando em baixa concentragio de proton H* no
interior do lisossomo, e um extravasamento do corante vermelho
neutro na regido do citoplasma em curto periodo de tempo.

Na primeira campanha (agosto/2007), o ponto 3 (Terceira
Ponte), apresentou tempo de reten¢do do corante vermelho
neutro significativamente inferior aos demais pontos. Para a
segunda campanha (outubro/2007) a diferenca no tempo de
retencio do corante vermelho neutro nos trés pontos de coleta
(Ponto 1, 2 e 3) nao foi estatisticamente significativo.

Dados de balneabilidade da Baia do ES consideram todos
os de coleta como “proprio”. Porém, os resultados sugerem uma
contaminacdo desses ambientes por compostos que causam
danos celulares aos bioindicadores.

Estudos realizados na Baia de Guanabara, Rio de Janeiro
(Brasil) com o biomarcador Vermelho Neutro em Perna perna,
ap6s o derramamento de petrdleo, mostraram um tempo médio
de retencdo 30 minutos em todas as campanhas realizadas
em 1999, sendo os menores valores encontrados em regioes
impactadas por efluentes industriais e domésticos. (Francioni
2005). Neste mesmo estudo, o tempo médio de retencio foi
de 32 minutos em 20006, sendo que os menores tempos foram
registrados para o mesmo ponto do monitoramento anterior,
proximo a Ponte Rio-Niter6i (Francioni 2007).

Em Sio Sebastido, Sio Paulo (Brasil), o tempo médio
de retencdo do Vermelho Neutro foi de 24,1 minutos, sendo
que os valores mais baixos foram encontrados préximos ao
Terminal de Oleo (Pereira et al. 2006).

Na andlise da Baia do Espirito Santo o tempo médio de retenco
foi de 53,25 minutos nos pontos 1, 2 e 3 e 115,5 minutos no ponto
referéncia. Segundo Francioni et al. (2007), o tempo de retencio inferior
a 60 minutos indica danos severos nos hemdcitos (Figura 2).

Essa informacio reforca que os pontos 1, 2 e 3 podem estar
impactados por agentes causadores de estresse oxidativo que
gera a instabilidade lisossomica, pois esses pontos apresentam
tempo de retencio do corante inferior a 60 minutos, e o ponto
referéncia superior a 60 minutos. A diferenca do tempo médio
de retencio dos pontos 1, 2 e 3 em relacio ao ponto referéncia
foi estatisticamente significativa.

Comparando-se os resultados deste estudo com os de
outras regioes, verifica-se que a Baia do Espirito Santo apresentou
valores condizentes, demonstrando que o ensaio do vermelho
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neutro € um biomarcador efetivo na identificacio de perturbagoes
em nivel celular nos compartimentos lisossomicos de hemocitos
provenientes de mexilhdo Perna perna.

Os resultados obtidos nesse trabalho podem contribuir com
orgios ambientais do Estado do ES, pois oferecem subsidios a
implantacio de agoes diferenciadas para recuperacao e prevencio do
ambiente, pois segundo Cheung et al. (1998), a avaliacio da resposta
celular dos bivalves servem de adverténcia do impacto ambiental.

Estudos de biomarcadores com mexilhdo sio de grande
importincia para o Estado do Espirito Santo, pois podem orientar
aos pescadores do municipio de Vitdria e regido, o local menos
impactado para a realizacio da coleta de sururu, que sio utilizados
na culindria capixaba. Essa pratica podera valorizar o turismo e
cultura do Espirito Santo.

Ap6s a avaliacao da resposta celular do mexilhdo Perna perna
coletados na Baia do Espirito Santo, é possivel concluir que:

O bioindicador utilizado foi encontrado em abundancia na Baia do
ES, o que torna o método vidvel para monitoramentos continuos
e possibilita a tomada de medidas preventivas antes da ocorréncia
de maiores distarbios;

O biomarcador celular foi eficiente na avaliacio do estresse
oxidativo;

O ponto de coleta na regido de Setiba (Municipio de Guarapari —
ES) foi eficiente como ponto de referéncia, pois nao apresentou
desestabilizacio lisossdmica em tempo inferior a 60 minutos;

Os pontos 1, 2 e 3 apresentaram alteracio nos compartimentos
lisossomicos de hemdcitos do mexilhdo Perna perna, sugerindo
uma contaminagio desses ambientes por poluentes causadores
de danos oxidativos.
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