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RESUMO

O material particulado atmosférico (MPA) pode contaminar ecossistemas aquaticos
devido a precipitacdo continua (material particulado atmosférico sedimentavel,
MPASs). O bivalve marinho Perna perna € um potencial alvo do MPAs em é&reas
contaminadas por ser um organismos seéssil e filtrador. Este estudo investigou a
bioacumulacdo de metais e metaldides nos tecidos moles, parametros fisioldgicos,
metabolismo energético,e a resisténcia da concha de P.perna expostos a
diferentes concentracbes do MPAs em diferentes tempos. Hipotetizamos que a
bioacumulacdo de metal e metaldides provenientes do MPAs nos tecidos moles do
mexilhdo sera dependente da concentracdo e do tempo, enquanto as respostas
biolégicas estardo relacionadas com a presenca desses elementos nos tecidos
moles. Assim, foram realizadas exposicGes semi-estaticas (2, 4, 7, 15 e 30 dias)
em diferentes concentragées (0,01; 0,1; 1 g L!) do MPAs. A Bioacumulagéo de
metais e metaldides na agua e nos tecidos moles; glicose, lactato, ions (Na*, K*,
Cl, Ca?* e Mg?*) no plasma, osmolalidade na hemolinfa; atividades das enzimas:
Na*, K* ATPase (NKA); H*ATPAse (VHA), anidrase carbdnica (AC) e Ca?*ATPase
nas branquias, e o ensaio de resisténcia da concha em relacdo a exposi¢cdo ao
MPAs foram avaliados. A bioacumulacdo foi dependente do metal/metaléide nas
diferentes concentracdes de MPAs, mas ndo aumentou progressivamente em
relacdo ao tempo de exposicdo. Zn e Ba em 0,01g L?; Ni, Cu, Zn, Rb, Sr, e Cd em
0,1 gL' e Ni, Fe e Zn em 1 g L, apresentaram aumentos significativos em
relacdo ao controle. O tempo de exposicdo e as concentracdbes do MPAs nao
causaram alteracbes na glicose, lactato, Na*, CI, e Mg? plasmaticos e
osmolalidade na hemolinfa, tampouco na resisténcia da concha. No entanto, as
atividades das enzimas branquiais (NKA, VHA, CA e Ca?*ATPase) e as
concentracdes de Ca?" e K* na hemolinfa variaram com o tempo e o tratamento. O
Cd apresentou correlagcbes com a osmolalidade; o Sr com K*; e o Rb com Na*,
NKA e CA. Nossos resultados sugerem gue os elementos provenientes do MPASs,
podem alterar os sitios ativos e passivos das branquias, causando alteracdes

ibnicase a bioacumulacdo Perna perna.
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ABSTRACT

Atmospheric particulate matter (MPA) can contaminate aquatic ecosystems due to
continuous precipitation (settleable atmospheric particulate matter, SePM). The
marine bivalve Perna perna is a potential SePM target in contaminated areas. This
study investigated if increased SePM concentration and time exposure can lead to
metals bioaccumulation in P. perna, affecting its osmoregulatory parameters and
shell resistance. Thus, semi-static exposures (2, 4, 7, 15 and 30 days), at different
SePM concentrations (0.01; 0.1; 1 g L), were conducted. We analysed metal
bioaccumulation in soft tissue. Glucose, lactate, ions (Na*, K*, CI, Ca?* and Mg?*)
and osmolality were evaluated in haemolymph. Enzymatic activities: Na*, K* ATPase
(NKA), v-type H* ATPase, carbonic anhydrase (CA) and Ca?* ATPase were assessed
in gills. Additionally, a shell resistance assay was conducted to verify the shell
biomineralization regarding SePM exposure. The bioaccumulation was element-
dependent at different SePM concentrations but did not increase progressively
regarding the exposure time. The 0.1 g L treatment presented higher concentrations
of the six most significant metals (Ni, Cu, Zn, Rb, Sr, and Cd) in the soft tissue, while
0.01 and 1 g L treatments presented higher concentrations of some elements (Ni,
Zn, and Ba; Fe and Zn, for 0.01 and 1 g L-1, respectively). The exposure time and
SePM concentrations did not cause alterations, neither in haemolymph glucose,
lactate, Na*, CI, Mg?* concentrations nor in the osmolality and shell resistance.
However, the activities of gill enzymes (NKA, v-type H* ATPase, CA, and Ca?*
ATPase) and haemolymph Ca?* and K* concentrations varied with time and
treatment. Cd presented correlations with osmolality; Sr, with K*;and Rb, with Na*,
NKA and CA. This suggests that these metals, arising from SePM, could alter the gill
active and passive sites for element absorption, causing osmo and ion disturbances

to Perna perna.

Keywords: Gill. Hemolymph. Metalloids. Metals. Particulate atmospheric matter.
Shells.
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1. INTRODUCAO

O material particulado atmosférico (MPA), resultante de atividades
industriais, constitui uma das vias de contaminacédo dos ecossistemas com metais e
metaldides (Turtscher et al., 2017). No Brasil, a poluicdo por MPA é agravada pelas
operacdes metallrgicas (Santos et al, 2017; Galvéo et al., 2022) que liberam fumaca
continua pelas chaminés promovendo uma notavel e importante producdo de MPA
com composicdo complexa em termos de tipos, quantidades, e aspectos fisicos de

Seus componentes.

Metais e metaldides, que sdo contaminantes persistentes constituem 80%
do MPA liberado pelas industrias metallrgicas (Soares et al.,, 2022). Esses
contaminantes podem ser transferidos para ecossistemas aquéticos por meio de
precipitacdo continua (por exemplo, material particulado atmosférico sedimentavel,
MPAs) (Souza et al, 2021). Os metais e metaldéides podem estar presentes no
ambiente em solugdo, como ions livres hidratados, complexados com ligantes
organicos e inorganicos, ou na forma soélida, suspensa como particulas ou associada
a sedimentos. Varias dessas formas podem interagir com a biota, bioacumular nos
organismos, biomagnificar ao longo da cadeia alimentar, causando efeitos deletérios
na biota e induzindo desequilibrio ecolégico nos ecossistemas aquaticos (Yamamoto
et al. 2016). Metais e metaloides podem competir por sitios de absorcdo de
elementos essenciais (por exemplo, As x fosfato; Cu x Na; Zn x Co; Cd x Pb; Sr x
Ca; Ni x Mg) (Wood, 2011), o que pode reduzir a captacdo e a homeostase de
nutrientes essenciais. Além disso, essa competicdo pode inibir a extrusdo ativa de
ions como Na* e CI" em organismos marinhos, prejudicando o equilibrio iénico.
Algumas enzimas séo descritas como cruciais para esse equilibrio, além de outros
processos fisioldgicos essenciais para bivalves, como a calcificacdo da concha. A
Na*, K* ATPase (NKA) é uma enzima basolateral que bombeia ativamente Na* para
fora da célula, atuando também como uma bomba de CI- na mesma direcéo
(Tresguerres et al., 2023). Além disso, a NKA tem sido considerada uma enzima de
multiplas funcgdes, além da funcdo dos movimentos transepiteliais de ions (Boo et al.,
2017). A H*-ATPase (VHA) é critica para a excre¢cdo de HCOs~ em organismos
marinhos e é vital para a regulacéo acido-base (Tresguerres, 2016). A metaloenzima

anidrase carboénica (CA) desempenha um papel crucial na hidratacdo do CO2 para
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formar H* e HCOgs'. Esta enzima € essencial para varios processos fisiol6gicos, como
regulacdo &cido-base, respiracdo, regulacédo ibnica e calcificacdo da concha em
espécies aquaticas (Harayashiki et al., 2022; Vitale et al., 1999). Em moluscos
marinhos, a CA, juntamente com a Ca?* ATPase encontrada nas branquias, estdo
principalmente associadas a formacdo de carbonato (CaCOs) em suas conchas
(Wang et al., 2017).

Organismos sésseis e filtradores, como o P.perna, sdo uma ferramenta
poderosa para avaliar o risco ecologico de metais e nanoparticulas metalicas
presentes em MPA (Duarte et al. 2023). Estudos ecotoxicologicos ja foram
empregadas na costa sudeste do Brasil, confirmando que ambientes estuarinos e
costeiros proximos a areas industriais metallirgicas sofrem com a presenca dos
contaminados provenientes do MPAs (Souza et al., 2018). Ainda, a presenca de
particulas metdlicas ja foram identificadas em diferentes elos da cadeia trofica de
estuarios contaminados pelo MPAs (Souza et al.,, 2013, 2018, 2021, 2022),
evidenciando sua transferéncia através da teia alimentar (Souza et al., 2018).

Nesse sentido, levantamos a hipétese de que aumentos na concentracao
de MPA e no tempo de exposicdo levam a maior bioacumulacdo de metais e
metaloides, perturbando parametros fisioldgicos e reduzindo a resisténcia da concha
no mexilhdo marinho Perna perna. Esta hipétese foi verificada através de (1) quali-
quantificacdo da bioacumulacdo de metais e metaloides nos tecidos moles de P.
perna ao longo de 30 dias de exposicdo ao MPA; (2) avaliar atividades de enzimas
Na*, K* ATPase (NKA), H* ATPase (VHA), anidrase carbonica (CA) e Ca** ATPase
nas branquias; (3) avaliar as concentracGes de ions (Na*, K*, Cl, Ca?* e Mg?),
glicose e lactato plasmaticos e osmolalidade na hemolinfa; (4) analisar a resisténcia
das conchas e (5) correlacionar a bioacumulacdo com os parametros biolégicos

analisados.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material particulado atmosférico sedimentavel ambiental (MPAS)

O MPA foi amostrado na llha do Boi (20°17'03,8"S, 40°14'24,9"W), cidade
de Vitoria, Espirito Santo, Brasil, em outubro de 2020 (Duarte et al., 2023). Esta area
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apresenta elevados niveis de emissfes de MPA da industria metallrgica vizinha
(Complexo de Tubardo) (Galvao et al., 2022). O procedimento de amostragem
seguiu a metodologia descrita por Souza et al. (2021) e foi realizado pela JUNTOS
SOS Ambiental. As amostras foram coletadas diariamente a cerca de 20m do solo
durante 30 dias consecutivos em uma area de 5000 m2. Foram coletados no periodo
20 kg de MPA que foram subamostrados em recipientes plasticos (1 kg) e

armazenados até serem utilizados nos experimentos.
2.2. Exposicao ao MPAs

Os Perna perna (n= 360,comprimento médio 61,76 + 3,07 mm, largura
31,12 £ 2,90 mm e peso 20,45 + 4,27 g) foram obtidos de maricultura localizada na
praia da Cocanha (Caraguatatuba, litoral paulista) longe de qualquer fonte de
contaminacao e transportados ao laboratério em caixas térmicas. Para a realizacao
dos experimentos, foram obtidos 1000 L de agua marinha filtrada do aquério
marinho do municipio de Guaruja, Estado de Séo Paulo, que coleta agua do mar (20

m de distancia da costa).

Em laboratério, os individuos de P.perna foram aclimatados durante 10
dias utilizando &gua marinha filtrada com aeracdo e temperatura constantes (20 +
2°C). Exposicdes semi-estéticas durante 2, 4, 7, 15 e 30 dias ao MPAs em diferentes
concentragdes (0: controle; 0,01; 0,1; 1,0 g L) foram realizadas utilizando 20
aquarios separados de 50 L cada um contendo 20 individuos, onde, a cada tempo
de exposicdo, 5 individuos foram retirados de cada tratamento experimental (O:
controle; 0,01; 0,1; 1,0 g L%).

As concentracfes de MPAs utilizadas corresponderam as concentracfes
ambientalmente relevantes segundo o 6rgdo regulador Instituto do Meio Ambiente e
Recursos Hidricos (IEMA) do estado do Espirito Santo (IEMA, 2022). Durante a
exposicao, os parametros fisico-quimicos foram controlados e monitorados a cada
dois dias (temperatura: 20 = 2 °C; aeracdo constante; salinidade: 35%; amonia total:
2 mg L no maximo). A dgua do aquario foi trocada a cada 15 dias, incluindo a
adicdo de um novo MPA para manter a concentracao inicial. Os mexilhdes foram
alimentados a cada dois dias (2 mL de fitoplancton, marca Seachem®©, 1-20 ym) sob
fotoperiodo de 12 horas de luz/12 horas de escuro. Amostras de agua para analises

dos metais e metaldides presentes na agua dos aquarios foram coletadas no final do
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experimento. A hemolinfa e as branquias foram amostradas e armazenadas em
ultrafreezer (-80 °C) e as conchas (valva direita) em freezer (-20°C) até o momento

das analises.
2.3. Analise de metais e metaldides

As amostras de agua do experimento dos diferentes tratamentos foram
acidificadas com acido nitrico (2%), filtradas em filtros de nitrocelulose (0,45 pym),
dessalinizadas, transferidas para tubos de polietileno e mantidas a 4°C até a analise.
Os tecidos moles dos individuos (n = 3) foram secos a 37-42°C; em seguida, acido
nitrico destilado (4 mL) e acido cloridrico (1 mL) foram adicionados a 0,5 g de tecido
(massa seca) e digeridos em recipientes fechados com tampa de polietileno em
forno de micro-ondas (digestor Mars Xpress 6, Berghof speedwave XPERT,
Alemanha) de acordo com o Método USEPA 200.8 (1994). Os metais e metalbides
presentes na dgua experimental e nos tecidos moles digeridos foram quantificados
(28 elementos) com Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado
(ICP-MS). O procedimento para analise de metais e metalbdides esta detalhado em
Duarte et al. (2023).

2.4 Andlise fisiolégica
2.4.1. Glicose, Lactato, ions (Na*, K*, Cl-, Ca?* e Mg?*) e osmolalidade

As amostras de hemolinfa foram utilizadas para analise da osmolalidade e
posteriormente foram centrifugadas para separacdo do plasma (5000 rpm, 10 min,
temperatura ambiente) e posteriores analises da glicose; lactato; Na*, CI, K*, Ca®* e
Mg?*. Glicose, lactato, CI,Ca?* e Mg?foram determinados através de Kkits
colorimétricos comerciais (Labtest®, Brasil) em amostras de plasma diluidas (10x).
O Na* e o K* foram determinados em amostras de plasma diluidas (1:100) utilizando
fotbmetro de chama (Quimis Q498M, Brasil). A osmolalidade plasmética foi
determinada nas amostras sem diluicdo utilizando um microosmémetro de pressao
de vapor (Wescor 5600, VAPRO®).

2.4.2 Atividades das enzimas (Na*, K* ATPase, H" ATPase, anidrase

carbdnica e Ca?* ATPase) nas branquias



16

Todos os reagentes foram obtidos da Sigma-Aldrich. Na*, K* ATPase
(NKA) e a H*, ATPase foram medidas de acordo com Kiltz & Somero (1995).
Resumidamente, o ensaio é baseado na inibicdo da atividade de NKA pela ouabaina
(2 mmol L1), e da atividade H* ATPase tipo v pela N-etilmaleimida (NEM, 2 mmol L
1) em uma mistura reacional (recém-preparado) contendo 30 mmol L de imidazol,
45 mmol L-1 de NaCl, 15 mmol L de KCI, 3 mmol L de MgCI2, 0,4 mmol L de
KCN, 1 mmol L' de Na2ATP, 0,2 mmol L- 1 NADH, 0,1 mmol L? de frutose 1,6-
bifosfato, 2 mmol L de fosfoenolpiruvato (PEP), 3 Ul mlt de piruvato quinase (PK),
2 Ul mlI?t de lactato desidrogenase (LDH). Uma mistura de reacdo sem qualquer
inibidor foi utilizada para medir a atividade total da ATPase. Os filamentos branquiais
congelados foram pesados e homogeneizados com um homogeneizador elétrico
(Dremel® MultiPro 395JU, Racine, EUA) em 10 volumes de tampao gelado contendo
150 mmol L de sacarose, 50 mmol L' de imidazol, 10 mmol L! de EDTA. , 2,5
mmol L de acido desoxicoélico, pH 7,5, e depois centrifugado por 5 minutos (2.000
g) a 4°C. O ensaio foi realizado a 25°C combinando 200 puL da mistura reacional
(com ouabaina, com NEM ou sem inibidores) e 5 pL do homogeneizado. A alteracao
na absorvancia a 340 nm foi lida durante 10 min. As atividades de NKA e H* ATPase
tipo v foram calculadas como a diferenga entre a atividade total e a atividade com
inibidores de ouabaina e NEM. A atividade é expressa como pmol ATP h-t

mgproteinal.

A AC foi determinada de acordo com Vitale et al. (1999). Os filamentos
branquiais congelados foram pesados e homogeneizados com um homogeneizador
elétrico (Dremel® MultiPro 395JU) em 10 volumes de tampéo fosfato 10 mM gelado
(pH 7,4). O homogeneizado foi centrifugado (10.000 g) por 5 min a 40C, e o
sobrenadante foi utilizado para ensaio de AC e teor de proteina. A atividade do CA
foi quantificada pela taxa de queda do pH apds a adicdo de agua gelada saturada
com CO2. Neste procedimento, 50 uL de homogeneizado de tecido foram entao
adicionados a um béquer pequeno contendo 7,5 mL do tampéao de ensaio (225 mmol
L* de manitol, 75 mmol L de sacarose, 10 mmol L de Tris base e 10 mmol L de -
! fosfato de s6dio monobasico em pH 7,4). A taxa de queda do pH foi medida apés a
adicdo ao béquer de 1 mL de agua destilada saturada com CO2 gelada (4 °C). O pH
foi acompanhado por 20 s, com leituras a cada 4 s. A inclinacdo da regresséo linear

do pH em relacdo ao tempo corresponde a taxa da reacdo catalisada (taxa
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catalisada, CR). A taxa néo catalisada (NCR) foi avaliada como a taxa de queda do
pH ao longo do tempo na auséncia de homogeneizado de tecido, com a adicéo de
50 pL do tampéo de diluicdo da amostra. A atividade especifica da CA foi calculada
como: CA = [(CR/NCR) - 1] mg proteina total.

O método descrito por Jorge et al. (2013), baseado em Vajreswari et al.
(1983), foi utilizada para determinar a atividade da Ca?* ATPase. A atividade foi
medida espectrofotometricamente pela liberagédo de fosfato inorganico (Pi) durante o
periodo de incubacgéo (30 min a 30°C) do meio reacional (5 mm CaClz, 5 mm MgClz,
189 mm NaCl, 20 mM Tris-base, 2 mm ouabaina e 3 mm ATP) e amostras. Para
interromper a rea¢do, 0 meio com as amostras foi resfriado em gelo por 10 minutos.
Uma solucgédo colorida (10% de acido ascoérbico e 0,42% de molibdato de ambdnio em
0,5 mM H2SOs4; Ames, 1966) foi adicionada e incubada por 20 min, seguida pela
medicdo da absorbancia a 620 nm. A solucéo padrao de fésforo 0,65 mM (P3869,
Sigma) foi utilizada para a curva padrédo de Pi. A atividade enzimatica foi expressa
como nM Pi mg proteina? mint. Para todas as atividades enzimaticas, a
concentragdo proteica total dos homogenatos foi determinada de acordo com

Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina como padréo e lida em 595 nm.
2.5. Analise da compressao das conchas

As conchas dos bivalves (valva direita) de cada tratamento e tempo de
exposicao foram submetidas a um teste de compressdo para quantificar a
resisténcia as forcas mecanicas. O teste foi realizado utilizando uma linha Universal
EMIC Test Machine DL. A funcdo de compressao foi selecionada com avanco
definido de 1 mm min? e faixa de medicdo entre 22 e 1501 N. As conchas foram
avaliadas individualmente e a resisténcia maxima foi obtida pela andlise dos
resultados gerados no software TESC SCRIPT , que consiste no registro da forca e

na primeira ruptura significativa dos projéteis (O'Neill et al., 2018).
2.6. Analise estatistica

Todos os dados foram relatados como meédias + erro padrdo. A
significancia estatistica foi aceita quando P<0,05. Todos os dados foram testados
quanto a normalidade de distribuicdo e similaridade de variancia, quando os dados

ndo atendiam a essas premissas foi aplicado um teste ndo paramétrico. Diferencas
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significativas entre os tratamentos foram determinadas aplicando ANOVA two-way
apos a confirmacdo de normalidade e homoscedasticidade dos residuos. Os
métodos a posteriori Holm-Sidak (paramétrico) ou Dunn (ndo paramétrico) foram
aplicados para avaliar diferencas entre os tratamentos, dependendo da normalidade
da distribuicdo dos dados e da similaridade de variancia. Todas as analises
estatisticas e gréaficos utilizaram os softwares Sigma Stat (versdo 3.5) e Sigma Plot
(verséo 11.0) (Jandel Scientific, San Jose, EUA).

Os coeficientes de correlacdo de Spearman foram realizados entre as
respostas biolégicas e o0s metais e metaldides (cujas concentracbes foram
significativamente diferentes do controle) bioacumulados em toda a matriz biologica
(dados somados apés transformacgéo para cada elemento para padronizar a escala).
Para as analises utilizando os mesmos dados transformados (“intervalo”) foi utilizado
0 método ilustrativo de Husson & Pages (2005), bem como o teste estatistico de
correlacdo de Spearman. A distancia euclidiana foi usada como métrica de
dissimilaridade. Os calculos foram realizados utilizando os pacotes “FactoMineR” (Lé
et al., 2008), “Factoextra” “Stats” (R Core Team, 2021) e “Heatmaply” (Galili et al.,
2018). O pacote “Factoextra” pode extrair e visualizar melhor os resultados de
analises multivariadas de dados como o biplot, que insere as distancias de
similaridade (Distancias de Similaridade) das variaveis dependentes (bioacumulagéo
de metais e respostas biologicas) e independentes (tratamentos e tempos de

exposicao) na mesma figura.

3. RESULTADOS

3.1 Parametros fisicos e quimicos da agua e anélises de metais e

metaléides nos tecidos moles.

Os parametros fisicos e quimicos da agua durante a exposi¢cdo ao MPAs
nao diferiram significativamente entre os tratamentos e tempos de exposicao
(ANOVA: F = 0,01-1,70; gl=3 e 6; p=0,23-0,76) e sédo apresentados em (Duarte et
al., 2023). A analise do MPA (p6 antes de ser adicionado aos aquarios
experimentais) demostrou que ele é composto principalmente de Fe, Al, Ti, Mn, e Zi;
entretanto, alguns elementos de terras raras (REEs) foram quantificados em MPA,

como o Ce, Y e La (Tabela 1). Na analise da agua (MPAs), os elementos As, Bi, Cd,
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Hg, Mo, Nb, Au, Ag, Se e W estavam abaixo do limite de detecgcédo e o Nb estava
abaixo do limite de quantificacdo. Para tecidos moles de Perna perna, Fe e Ba
apresentaram maiores concentracbes para mexilhdes expostos a maior
concentracdo de MPAs (1 g L'1) em relacédo ao controle (Tabela 2). Além disso, uma
concentracdo significativamente elevada de Ba foi encontrada apenas em P.perna
expostos a concentracdo de 0,1 g L' em relacdo ao controle (Tabela 2). A
concentracdo de Ni diferiu significativamente do controle nas concentracfes de 0,01
e 0,1 g L; as concentracdes de Cu, Rb, Sr e Cd foram significativamente maiores
na concentragdo de 0,1 g L'1. A concentracdo de Zn foi significativamente diferente
dos controles em todas as concentracoes do MPAs estudadas (Tabela 2).
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Tabela 1. Concentracdes de metais e metal6ides (média + erro padrdao) no MPA (modificado de Duarte et al., 2023) e dissolvidos em cada agua experimental

(MPAs) nas diferentes concentragdes (0,0: controle; 0,01; 0,1 e 1,0 g L't MPAs) ao longo de 30 dias (2, 4, 7, 15, 30). Onde LOD e LOQ nao foram

apresentados.
Elementos Fe Al Mn Ba Sr Ni Ce Pb La Zr Rb As Se Ni Cu Zn Cd
Lob 039 129 005 009 007 006 000 004 00l 002 038 00l 000 006 025 000 004
Concentrago de metais do MPA (i3 g) | 0 09 275 015 010 013 013 000 009 002 004 044 00l 004 013 008 065 007
Value 10614 6997 56520 8810 6850 1820 1800 1250 900 380 220 <LOD <LOD 1820 2540 2116 <LOD
Lob 032 03l 007 00l 005 003 000l 004 0000 005 007 034 013 003 00l 1,05 0,005
LOQ 085 087 027 004 042 007 0003 010 0002 013 031 049 030 007 003 28 001
) 05 208 0D 055 4004 £003 =000 +001 001 4000 +001 +001 001 so0s LOD LOD  LOD
4 iom wobs OO JGN <003 001 s000 00 s000 2001 £000 s002 003 601 O LOD LoD
Contole 7 170 1101 4007 1025 2004 <021 +001 OO 1000 =601 +001 +001 =002 sopn LOD LOD  LOD
15 515 <167 0D J00g <008 £005 +000 O 4000 +000 +600 +004 =003 +0gs LOP LOD LOD
30 izzcl)i?; 1851%32 LoD 12252?3 166?52 156%81 1067,80 126‘,1(?1 J_roé%go 106‘,1(?1 toéz,go !6?33 106%1 isty):j-gl Lob Lob LoD
) 2108 1200 YO0 oo a00s L0 Joor 0D J0ay i00r +000 <0 0gp LOP LOD LOD  LOD
o neagio de et s sim 170 0 508 Sooo YO0 Lo YO0 LUoo 1003 =000 0o bgo LOP LOD LOD  LOD
001 4 igg,'gg %_rlg,'ig LOD 14%)?)% 136‘}84 12(%3 J_rlé?go 116?31 J_rot'fgo 116‘,1(‘)12 106%1 J_rlé?go 10(%0 izbf,;gs LoD LOD  LOD
15 f%é% iogég LoD 14%)51% 156?82 136‘}32 J_rlé(,)gl LoD J_roé%go 116%(?0 106?,’50 J_rl%%ls 106(,)(?0 i3(’)A,f§2 Lob LoD LOD
30 2006 1008 00 000 +001 +001 £000 O 4600 +001 s000 =608 =000 sb6g P LOD LOD
) 2090 1% +0%8 +016 +00s 00 L000 s000 £000 +001 £001 062 0g3 LOP LOD LOD LOD
4 o104 5110 403 s018 +00s 00 oo LOD LT0o Loo1 +000 s007 =00 LOP LOD LOD  LOD
oL féﬁ {_Lofﬁ 1156%71 f%%% izé?go 116%1 ¢067,go 1367,82 J_roc'fgo 106?32 1062,80 ¢66?35 106%84 J_rléf,ggl Lob LoD LOD
15 2051 +06r 0D 011 £000 +000 £000 +001 2600 001 5000 £005 +008 +0gp OD LOD LOD
3491 8002 LOD 3689 327 LOD 152 179 023 156 033 150 010 LOD LOD LOD LOD

30
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£009 +052 £012 +007 £000 001 #000 #002 +001 +001 0,02
4636 9054 345 3285 392 0,87 0323 039 025 840 018

2 +068 072 +004 #027 002 OP 1000 OP +000 000 +001 %009 %004 LOP LOD LOD LOD
9730 11224 448 3259 408 092 204 027 047 026 856 016

4 £195 +044 +002 019 +001 °P +000 £001 000 +000 +001 003 004 -OP LOD LOD LOD
3237 1045 440 3246 340 122 142 172 044 116 032 144 01l 12 o o0 Lop

7 +061 065 +011 027 +002 +001 +001 +001 +000 +003 +000 +001 003 +0,01
3420 82,09 3675 272 174 093 019 070 024 965 014 174

15 +051 2025 OO0 1033 +002 2001 +000 O 4000 +000 +001 +006 %001 001 -O° LOD LOD
2644 101,30 4383 38 136 199 0154 112 045 187 010 136

30 +070 +069 O 4018 +003 +006 +001 “O° £000 +001 +001 001 +001 +006 -O° LOD LOD
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Tabela 2. Metais e metaldides (n = 5, média + erro padrdo) nos tecidos moles do mexilhdo Perna perna apos a exposicao a diferentes concentragdes (0,0:
controle; 0,01; 0,1 e 1,0 g L' MPAs) ao longo de 30 dias (2, 4, 7, 15, 30).

Fe Ni Cu Zn Rb Sr Cd Ba
Hg g™

2 5,10 +£ 5,10 3,19 + 2,50 8,74 £5,76 54,58 + 38,60 2,74 +1,37 5,36 + 5,36 0,41+ 0,35 0,26 + 0,15
4 1,40 + 1,40 4,80 + 4,67 4,97 £ 2,95 81,22 + 76,09 2,15+1,19 29,38 £13,79 0,02 £ 0,02 0,09 £ 0,08
Control 7 36,89 + 20,85 7,13+ 4,07 3,46 +2,24 166,12 + 93,65 3,76 + 0,49 30,55 + 4,45 0,48 + 0,24 0,32+ 0,09
15 45,53 + 26,00 4,10 + 3,40 7,61 + 3,90 119,63 + 119,63 2,96 +1,49 46,02 + 0,58 1,20 £0,27 0,59 + 0,05
30 45,17 + 22,86 2,25+2,04 7,40 + 3,70 0,00 £ 0,00 3,40+1,74 24,25 +12,19 0,96 £ 0,20 0,34+0,17
2 46,74 £ 5,59 8,50 + 3,52 14,69 + 2,96 634,22 + 70,38 4,91+0,48 40,20 + 3,01 0,86 + 0,14 0,69 + 0,06
4 36,88 + 7,48 11,72 £ 5,67 11,56 + 1,29 591,05 + 124,60 4,51 +1,04 32,84 +591 0,93+0,33 0,65 +0,13
0,01 7 76,00 + 55,08 37,86 + 35,54 9,52 +3,11 697,43 + 433,69 4,03+1,15 33,13+11,25 1,26 £ 0,64 0,44 +0,16
15 94,73 + 26,15 18,98 + 3,40 13,81 +2,91 512,91 + 20,61 6,45+ 1,13 55,90 + 10,55 1,28 £0,43 0,44 + 0,03
30 160,83 £ 44,51 52,53 +£11,41 18,30 £ 3,70 926,57 + 121,11 7,55+2,61 56,60 + 14,62 2,44 £ 0,20 0,92 £0,17
2 123,66 + 42,02 25,85+ 5,40 16,95 + 0,92 623,57 + 82,72 6,10 £ 0,22 34,31+ 4,49 1,40+ 0,30 0,54 £ 0,04
4 168,15 + 120,27 12,72 + 7,52 12,41 + 5,94 499,91 + 206,90 5,30 £ 2,60 49,58 + 30,78 1,50 £ 0,93 0,55+ 0,27
0,1 7 102,38 + 17,06 15,58 + 6,05 10,58 + 2,89 546,78 + 175,86 6,30 £ 2,45 49,85 + 16,01 1,10+0,18 0,60 + 0,17
15 187,44 £ 60,73 22,37 +8,31 14,88 + 0,29 850,43 + 144,37 6,96 £ 1,34 85,40 £ 13,38 2,13 +0,47 1,06 £ 0,18
30 242,53 + 109,09 38,34 + 25,63 15,49 £ 5,74 981,48 + 352,38 7,05 £ 2,66 57,79 £ 20,02 239+1,21 1,10+ 0,51
2 83,84 + 54,22 4,15+ 3,77 742+15 463,00 + 56,19 4,03 +0,55 22,39 +1,67 0,51 + 0,40 0,66 + 0,08
4 464,74 + 456,89 6,02 +4,77 12,67 + 11,46 383,11 + 327,74 3,63+3,34 27,85 + 26,15 0,90+0,81 0,84 £ 0,65
1 7 216,83 + 108,54 8,93 £ 2,95 12,09 + 2,36 482,71 + 128,75 4,63 + 0,60 40,18 + 2,02 0,82 +£0,12 1,15+ 0,50
15 117,40 £ 43,79 20,57 + 8,43 9,38+ 0,67 550,20 + 98,92 4,20 £ 0,36 34,90 + 6,12 1,06 £ 0,15 0,77 £ 0,08
30 410,95 + 298,47 10,81 + 3,29 16,68 + 7,37 672,45 + 206,75 3,69 +1,82 47,73 + 13,62 1,41 +0,43 1,03 +0,31
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3.2 Glicose, Lactato, ions (Na*, K*, Cl-, Ca?* e Mg2*) e osmolalidade

N&o foram encontradas diferencas nas concentracdes de Na*, Mg?*, CI- e
osmolalidade (Figuras 1A, D, E e F). As concentracbes de K* plasmatico
aumentaram nos individuos expostos a 0,1 g L** de MPAs em relacdo ao: Controle;
0,01 e 1,0 g L apds 2 dias e diminuiram em 0,1 g L referente ao Controle apds
sete dias de exposicédo (Figuras 1B), além disso, as concentracdes de K* no plasma
dos individuos expostos a 0,1 g L' ap6s dois dias de exposicdo aumentaram em
relacédo a todos os tempos de exposicéo (4, 7, 15 e 30 dias) (Figura 1B). Da mesma
forma, as concentragcdes de Ca?* plasmatico aumentaram nos individuos expostos a
0,1 em relacédo ao Controle; 0,01 e 1,0 g L'*MPAs ap6s 2 dias de exposicdo (Figura
1C). Além disso, para 0,1 g L foram observadas reducdes nas concentracdes de
Ca?* em apo6s 4, 7 e 30 dias em relacdo a dois dias de exposicdo (Figura 1C). Ndo
foram encontradas diferencas nas concentracdes de glicose e lactato plasméaticos
dos individuos expostos as diferentes concentracdbes de MPAs nos diferentes

tempos (Figura 2A e B).
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Figura 1. Concentracao de ions (média * erro padréo) no plasma e osmolalidade na hemolinfa de
Perna perna do grupo controle (0,0 g L't MPASs) e grupos expostos (0,01; 0,1 e 1,0 g L'* MPASs) ao
longo de 30 dias (2, 4, 7, 15, 30). Concentrag6es de Na*(A), K+ (B), Ca?* (C), Mg?*(D), CI(E) e
osmolalidade (F).
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Figura 2. Glicose (A) e lactato (B) (média + erro padréo) no plasma de Perna perna do grupo
controle (0,0 g L MPASs) e grupos expostos (0,01, 0,1 e 1,0 g L' MPASs) ao longo de 30 dias (2, 4,
7,15, 30).
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3.3 Atividades de enzimas (Na*, K* ATPase, H" ATPase tipo v,

anidrase carbonica e Ca?* ATPase) nas branquias

A atividade da NKA diminui nos individuos expostos a 0,1 em relacdo a
1 g L't MPAs apés 4 dias de exposicdo (Figura 3A) e a atividade da NKA diminui
nos individuos expostos a 1 g Lt MPAs apés 15 dias em relagdo a 4 dias de
exposicao (Figura 3A), A atividade da VHA diminui nos mexilhdes expostos a 1 g
Lt MPAs ap6s 30 dias em relacdo as exposicdes de 2 e 4 dias (Figura 3B). A
atividade da Ca?* ATPase aumentou em 0,1 g L'* MPAs em relacdo ao Controle;
0,01, 1g L't MPAs apés dois dias de exposicdo (Figura 4A), Assim, apds dois dias
de exposicéo a atividade da Ca?* ATPase foi maior em 0,1 g L' MPAs em relagéo
a 4, 15 e 30 dias de exposicao (Figura 4A). A atividade da AC aumentou em 0,01 g
Lt MPAs em relacdo a 0,1 g L MPAs e ao controle apés 15 dias de exposicdo
(Figura 4B), Ainda, a atividade da AC no Controle foi maior apds dois dias em
relacdo aos demais tempos de exposicdo, e menor apos sete dias em relacdo a

dois dias de exposicdo para 0,01 g L'* MPAs (Figura 4B).
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Figura 3. Na+, K+ ATPase (A) e H+ ATPase tipo v (B) (média + erro padrao) das branquias de
Perna perna do grupo controle (0,0 g Lt MPAs) e grupos expostos (0,01; 0,1 e 1,0 g L't MPASs) ao

longo de 30 dias (2, 4, 7, 15, 30).

27



28

n o
N N~NAM

i il

0,01

Controle

0,25 H

T
o
1’

0.20 A
0.15 A

o

_ulw +_uieoidbw [Id] INw) asedl

S

—

T
Lo
i
o
V-,

[4

o

o

=}
130 A._Hu

uisjoidbw eoly1oadse speplAlje) BoluQgled aselpiuy



29

Figura 4. Ca?* ATPase (A) e anidrase carbdnica (B) (média * erro padréo) das branquias de Perna
perna do grupo controle (0,0 g L't MPAS) e grupos expostos (0,01; 0,1 e 1,0 g L- MPASs) ao longo
de 30 dias(2, 4, 7, 15, 30).

3.4 Anélise de compresséo

As andlises de compressdo mecanica mostraram que foi necessario
aplicar em média 300 N de for¢ca de compressdo para produzir a primeira ruptura
nas conchas, sem diferencas entre os tratamentos e tempo de exposicado (Tabela
3).

Tabela 3. Forca de compressao (média + erro padrdo) necessaria para produzir a primeira ruptura

nas conchas de Perna perna do grupo controle (0,0 g L' MPAs) e grupos expostos (0,01; 0,1 e 1,0
g L't MPAs) ao longo 30 dias (2, 4, 7, 15, 30).

2 4 7 15 30
Compresséo forca em Newton
Controle 286 * 46 3389 380 + 47 325 +56 300 + 87
0,01 375+ 82 364 + 40 422 £ 30 314 +13 288 + 50
0,1 290 £ 77 400 + 66 358 + 41 245 £ 51 332+24
1 310+ 76 341+ 16 288 + 16 437 £ 41 304 + 58

3.5 Andlise de correlacédo

Foram encontradas correla¢des significativas (p<0,05) entre os metais e
metaldides e os parametros fisiolégicos. Em correlacdes positivas foram
encontradas entre osmolalidade plasmatica e Cd (coeficiente de Sperman: 0,15), e
correlagdes negativas foram encontradas entre Na* e Rb plasmaticos (coeficiente
de Sperman: -0,33), e entre K* e Sr plasmaticos (coeficiente de Sperman: -0,28)
(Figura 5).
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Figura 5. Coeficientes de correlacdo de postos de Spearman (N = 85) entre respostas
biolégicas (Glicose “Gluc”; Lactato “Lact”; Anidrase carbdnica “CA”; Hemolinfa Osmolalidade “Osm-
He”, Potassio “K-He”, Sédio “Na -He”, Magnésio “Mg-He”, Cloreto “Cl-He; enzimas branquiais Ca?*
ATPase “Ca-ATPase-Gills”; tipo v H+ ATPase “H-ATPase- Gills”, Na*, K* ATPase “NKA- Gills "e
projéteis Forcas de compressao); e as concentracdes de metais e metaléides em tecido mole de
Perna perna que apresentaram diferencas significativas em relagédo ao controle (Fe, Ni, Cu, Zn, Rb,
Sr, Cd, Ba). Correlagdes nao significativas indicadas por “X” (P>0,05),
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4. DISCUSSAO

Apenas oito (8) dos vinte e oito (28) elementos detectados em amostras
de tecidos (Fe, Ni, Cu, Zn, Rb, Sr, Cd e Ba) (Duarte et al,, 2023) apresentaram
concentragbes significativas no tecido mole. Ainda n&o foram observados
aumentos dependentes da concentracdo e do tempo na bioacumulagédo de metais,
0 que significa que as concentracdes de metais nos tecidos moles de P.perna nao
variaram nas diferentes concentracfes e tempos de exposicdo (embora a
bioacumulacédo tenha sido avaliada considerando todos os tecidos, sem verificar
diferencas entre os diferentes tecidos). Nesse ponto, vale mencionar que, na agua
do mar, a salinidade é a variavel que mais influencia a especiacdo de metais,
resultando em diferentes biodisponibilidades para organismos aquaticos. A menor
biodisponibilidade de metais na dgua do mar deve-se principalmente aos altos
niveis de cloreto (CI) e ao efeito protetor da competicdo por altas concentracdes
de sdédio (Na*), magnésio (Mg?*) e calcio (Ca?*), incluindo a presenca de outros
anions (por exemplo, OH-, HCOs", SO4%) (Wood, 2011).

Quando incorporados por organismos aquaticos, oS mecanismos de
toxicidade dos metais estdo diretamente relacionados a essencialidade biologica
do metal e ao tempo de exposicdo (aguda e crénica). No presente estudo, quatro
(4) dos oito (8) metais significativos sdo caracterizados como essenciais (Fe, Ni,
Cu e Zn), enquanto os outros quatro sdo nao essenciais (Rb, Sr, Cd e Ba). Uma
vez que o metal entra na célula, ele se liga a uma variedade de ligantes existentes
gue mantém um gradiente de difusdo direcionado para dentro. Isso impede seu
efluxo, mantendo assim o gradiente eletroquimico para iniciar manifestacdes
toxicas, como a inativacdo da atividade enzimética e componentes bioquimicos
(Van der Oost et al,, 2003). Metais essenciais possuem uma curva de resposta a
concentracdo em forma de sino (ou curva dose-efeito), com deficiéncia ocorrendo
em baixas concentracfes e toxicidade em altas concentracbes, com um platd
intermediario. Para os metais ndo essenciais, ha um platd de tolerancia quando
sua fisiologia € normal. Dentro desse intervalo, varios mecanismos, incluindo
excrecao e desintoxicagao, influenciam a efetivamente da entrada de metais. No

entanto, exceder esse intervalo pode levar a toxicidade (Cobbina et al,, 2015).
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Embora os niveis de glicose e lactato possam ser indicadores eficazes
de estresse (Falfushynska et al,, 2019; Gago-Tinoco et al,, 2014; Giacomin et al,,
2014; Rajalekshmi & Mohandas, 1993; Sivaramakrishna & Radhakrishnaiah), ndo
encontramos diferencas significativas para P.perna expostos a diferentes
concentracbes de MPAs nos diferentes tempos de exposicdo. No entanto, a
diminuicdo das reservas de glicose, associada ao elevado gasto de energia, ja foi
relatada em améijoas Ruditapes philippinarum (De Marchi et al,, 2017), em peixes
Catostomus commersonii (Bessemer et al,, 2015), em mexilhdes Unio tumidus
(Falfushynska et al,, 2018) expostos a nanoparticulas e na améijoa marinha
Mesodesma mactroides exposta ao cobre (Giacomin et al,, 2014). Nossos
resultados demonstram que P.perna nao foi bioenergeticamente afetado pelo
MPAs nas concentracfes e tempos de exposicdo estudados. No entanto, foi
encontrada uma correlacdo negativa entre glicose e lactato, o que indica que a
demanda energética dos mexilnbes poderia ser compensada pela oxidacdo
anaerobica de combustiveis energéticos, como o lactato, durante a exposicédo ao
MPAs.

Pagenkopf (1983) formulou o Modelo de Interacdo da Superficie
Branquial (GSIM), que prop6s que a toxicidade resulta da ligacdo de cations
metalicos livres a um numero fixo de sitios de “interacdo” anidnica na superficie
das branquias. O GSIM também revelou que outros cations livres (por exemplo,
Ca?*, Mg?* e H*) poderiam oferecer protecdo competindo com os cations metalicos
livres por esses sitios de interacdo. Além disso, a captacdo de particulas metélicas
dissolvidas pelas branquias pode ocorrer via transportadores especificos de metais
(para metais essenciais), via “mimetismo i6nico” e via simples difusdo através do
epitélio (Wood, 2011). Nesse sentido, alguns metais podem competir com
elementos essenciais, como Na*, Mg?* e Ca?', reduzindo sua captacdo por
simples competicdo. Sabe-se que o Cu simula o Na+; Zn, Cd e Sr simula o Ca?*;
Ni simula o Mg?*. No entanto, as concentracdes de Na* e Mg?* na hemolinfa dos
mexilhbes ndo foram afetadas pelo MPAs em nenhum tempo de exposicéo
estudado. Os metais como o Cu podem inibir a NKA basolateral. A atividade da
NKA diminuiu em mexilhdes expostos a 0,1 g L' em comparagdo com 1 g L?

MPAs ap6s 4 dias de exposicédo. Além disso, a exposicdo a 1 g L't MPAs apés 15
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dias diminuiu a atividade da NKA em comparagdo com a exposicdo a mesma

concentracdo de MPAs apos 4 dias.

Em organismos marinhos, a NKA excreta ativamente Na* e CI', e sua
inibicdo em P.perna néo foi suficiente para promover distarbios nas concentracdes
plasméticas de ambos Na* e CI. No entanto, diminui¢cdes no K* foram observadas
em P.perna expostos a 0,1 g L' MPAs durante 30 dias. A NKA transporta Na*
intracelular para fora e K* extracelular para dentro através da membrana
plasmética. Provavelmente, a inibicdo da NKA em mexilh6es expostos ao MPAs foi

responsavel pela queda de K* observada em mexilhdes nessas condi¢cdes.

Além da diminuicdo do K*, a osmolaridade da hemolinfa permaneceu
inalterada. Sabe-se que osmdlitos inorganicos e organicos sado responsaveis pela
manutencdo da pressdo osmotica no fluido extracelular. Assim, a exposi¢cdo ao
MPAs nao interferiu nessa manutencdo em P.perna expostos, desconsiderando as
concentracfes de MPAs e o tempo de exposicdo. Por outro lado, o K* apresentou
correlagbes negativas com Sr, enquanto a NKA se correlacionou com Rb,
mostrando que esses metais podem desempenhar um papel importante na

inibicdo dos processos osmorregulatorios em P.perna expostos ao MPAs.

A VHA pode garantir a homeostase do pH intracelular, protegendo as
células contra o0 estresse oxidativo enddgeno induzido por metais pesados
divalentes, inibindo a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Techo et
al,, 2020). O mexilhdo de profundidade Gigantidas platifrons e o camarao
Litopenaeus vannamei expostos a Cd (Zhou et al,, 2023) e Cu (Guo et al,, 2021),
mostraram niveis mais elevados de VHA. A inibicdo da VHA em P.perna expostos
algL?! MPAs ap6s 2, 4 e 30 dias poderia levar a prejuizos na inibicdo da
producdo de ROS. De fato, os mexilhdes expostos ao MPAs por 30 dias exibiram

instabilidade da membrana lisossomal e danos ao DNA (Duarte et al,, 2023).

A AC é uma metaloenzima dependente de zinco que desempenha
papéis-chave em uma ampla variedade de processos fisiolégicos envolvendo CO:2
e HCOgs, e esta relacionada a varios processos metabdlicos, incluindo respiracdo e
transporte de CO2 e HCOs através de diferentes tecidos, além do controle da

homeostase de COz, pH, excrecdo de eletrolitos e calcificagdo (Lionetto et al,,



2012). Nossos resultados mostram que a AC foi inibida em P.perna expostos por 7
dias a 0,01 g Lt MPAs, enquanto aumentou apoés 15 dias para0,01gL*e 1glL?
MPAs.

Uma inibicédo significativa in vitro da AC citosoélica por Ag*, Cd?*, Cu?* e
Zn?** foi observada em invertebrados aquaticos (Skaggs & Henry, 2002) e nas
branquias dos caranguejos Callinectes sapidus e Carcinus maenas. Considerando
o papel importante da AC no processo de calcificacdo, o efeito inibitorio de metais
(por exemplo, Cd) na atividade da AC pode diminuir significativamente o
crescimento da concha (Soto et al,, 2000) e a resisténcia (Gouveia et al,, 2022).
De maneira similar, a atividade da Ca?* ATPase pode participar dos processos de
calcificacdo (Harayashiki et al,, 2022). Estudos anteriores mostraram que a
atividade da Ca?* ATPase é afetada quando moluscos sdo expostos agudamente
a metais, como Cd, Cu, Hg, Ni e Zn (Jorge et al,, 2013b; Santini et al,, 2011). No
presente trabalho, a atividade da Ca?* ATPase foi inibida em mexilhdes expostos a
0,1 g Lt MPAs ap6s 4, 7 e 30 dias. Essa inibicdo provavelmente causou uma
menor concentracdo de Ca?* na hemolinfa de P.perna nos mesmos tratamentos.
Apesar da conhecida participacdo da AC e da Ca?" ATPase na calcificacédo e
resisténcia das conchas, ndo observamos mudancas na resisténcia das conchas.
Por outro lado, Roberto et al, (2010) relataram uma inibicdo significativa da AC no
manto e um aumento da atividade da AC na glandula digestiva de M,
galloprovincialis expostos in vivo ao Cd, Isso demonstrou que a sensibilidade da

AC e da Ca?* ATPase a metais parece ser especifica ao tecido.
5. CONCLUSAO

A exposicao as diferentes concentragbes de MPAs foi capaz de causar
bioacumulacdo de metais e metaldides nos tecidos moles e disturbios
ionoregulatérios em P.perna ao longo de 30 dias de exposicdo, Esses distlrbios
nao foram associados ao progressivo aumento das concentra¢cdes do MPAs e do
tempo. Entretanto, foram correlacionados a bioacumulacdo de Cd, Rb e Sr. A
inibicdo das ATPases levou a reducdes nas concentracdes de K* e Ca?*, que nédo
foram suficientes para causar desequilibrio osmético e interferiram na resisténcia

da concha.

34
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