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Resumo: O Plano Estratégico da Marinha (PEM 2040) descreve
diferentes ameagas no mar que poderdo comprometer a sobrevi-
véncia e a prosperidade do Brasil. Este estudo associa duas das
ameagas mais relevantes para o preparo e o emprego do Poder
Naval: as Questdes Ambientais, como vazamentos de 6leo na costa
brasileira ocorrido no litoral nordestino em 2019, e o Terrorismo,
cujo evento, considerado um crime ambiental, foi exemplificado
no trabalho pela exposigdo cronica aos agentes quimicos do 6leo,
incluindo os carcinogénicos. O modelo utilizado em laboratério
para simular o derramamento de 6leo foi a ostra exdtica do género
Saccostrea, encontrada em abundéancia no Nordeste e Sudeste bra-
sileiros. Esses bivalves, por serem animais filtradores, podem ser
usados como bioindicadores do impacto ambiental. Além disso,
através de técnicas de cromatografia e histologia, observamos que
sua resiliéncia direcionard este estudo a uma segunda etapa, de
desenvolvimento de um bioproduto natural marinho com possi-
vel potencial antidoto para a toxicidade resultante da exposicio de
agentes quimicos 4 saide humana, inovagio biotecnolégica iné-
dita no pais.

Palavras-chave: Ameagas. Terrorismo. Oleo. Toxicidade. Ostra.

Inovagio biotecnoldgica.

Abstract: The Navy’s Strategic Plan (Plano Estratégico da Marinka
— PEM 2040) describes several threats at sea that could compro-
mise Brazil’s survival and prosperity. This study associated two of
the most relevant threats to the preparation and employment of
Naval Power: Environmental Issues, such as the oil spills on the
Brazilian coast that occurred on the northeastern coast in 2019,
and Terrorism, which through this event, considered an environ-
mental crime, was exemplified at work by chronic exposure to che-
mical agents in oil, including carcinogens. The model used in the
laboratory to simulate the oil spill was the exotic oyster of the
genus Saccostrea, found in abundance in the Brazilian Northeast
and Southeast. These bivalves, as filter feeders, can be used as bioin-
dicators of environmental impact. In addition, through chromato-
graphy and histology techniques, it was observed that its resilience
would direct this study to a second stage, the development of a
natural marine bioproduct with a possible antidote potential for
the toxicity resulting from exposure to chemical agents to human
health, biotechnological innovation unprecedented in the country.
Threats. Toxicity.  Oyster.

Biotechnological Innovation.

Keywords: Terrorism.  Oil.

1. INTRODUCAO

De acordo com o Plano Estratégico da Marinha (PEM-
2040) (MARINHA DO BRASIL, 2020), dentre as princi-
pais ameagas aos interesses nacionais do mar, com potencial
comprometimento do desenvolvimento da Nagdo, estio as
“Questdes Ambientais, Desastres Naturais e Pandemias”.
Em 2019 ocorreu um derramamento de éleo de origem des-
conhecida que atingiu grande extensio da costa brasileira,
sobretudo na regido Nordeste. Esse incidente é considerado
um dos mais graves desastres ambientais marinhos da histéria
do pais, devido 4 grande extensdo da linha de costa atingida,
com mais de 3.000 km do litoral impactados (LOBAOetal.,
2022). Além disso, um dos fatores condicionantes citados no
PEM-2040, com grande capacidade de influenciar o Poder
Maritimo, € a necessidade de um desenvolvimento sustenti-
vel, no qual tornam-se inaceitdveis atividades de explotagio
de recursos naturais sem medidas adequadas de preservagio,
de modo a evitar a degradagio dos recursos vivos e do meio
ambiente maritimo. Dessa forma, o gerenciamento do uso

sustentdvel do meio ambiente marinho se faz extremamente

| 4]

necessdrio. Acidentes dessa natureza ressaltam a importan-
cia do estabelecimento de um programa de monitoramento
da poluigdo com um gerenciamento do espago costeiro para
avaliar os efeitos dos derivados do petréleo nos organismos
marinhos, além do estudo de sua resiliéncia para inovagdes
biotecnoldgicas na drea da saude.

Uma das formas de realizar o monitoramento desse
ambiente ¢ a partir de estudos com organismos marinhos
que vivem entre os poluentes, tendo contato com produtos
quimicos por difusdo, adsor¢do ou ingestio, muitas vezes
acumulando concentragdes superiores 4 da dgua ou dos sedi-
mentos (SHAO; WANG, 2020). Gastrépodes e bivalves sio
classes de moluscos comumente usados como indicadores da
qualidade do ecossistema marinho (bioindicadores) (PHAM
etal.,2020). Desses, os bivalves sdo mais utilizados para o bio-
monitoramento devido a0 seu estilo de vida séssil e alimen-
tagio filtradora. As ostras, abundantes na costa do Nordeste
e do Sudeste brasileiro, constituem o modelo de estudo do
presente trabalho, sendo os bivalves economicamente impor-
tantes e ja descritos como capazes de absorver e metaboli-
zar contaminantes quimicos (LUCHMANN et al., 2014).
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Dependendo da estrutura quimica do contaminante ao qual
a ostra é exposta, da concentragio e do periodo de exposi-
¢do, alteracdes biolégicas podem ocorrer a niveis molecula-
res e teciduais nos érgios envolvidos no processamento dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), principal
componente do 6leo das embarca¢des maritimas (AARAB
et al., 2008).

Como resultado do extenso e duradouro derramamento de
6leo na costa brasileira, concentrado sobretudo no Nordeste,
é possivel que tenham sido liberadas quantidades significa-
tivas de HPAs no meio ambiente. Os HPAs sdo compostos
por dois ou mais anéis benzénicos e constituem uma classe
de compostos organicos altamente poluentes distribuidos no
ambiente aquitico. Além dos danos ao meio ambiente, os
seres humanos sio expostos a essas substincias cancerigenas
através da ingestdo do pescado contaminado ou da exposi-
¢do nas vias aéreas, nervosas e, principalmente, cutineas, de
forma tépica (LATIMER; ZHENG, 2003).

A United States Environmental Protection Agency designou
16 HPAs como poluentes prioritirios para fins de moni-
toramento ambiental (USEPA, 2014). Desses, o benzo[a]
pireno ¢ reconhecido como um agente carcinogénico a huma-
nos (grupo 1), e outros seis HPAs sio classificados como
provéveis ou possiveis agentes carcinogénicos a humanos
(IARC WORKING GROUP ON THE EVALUATION
OF CARCINOGENIC RISKS TO HUMANS, 2010).
Por isso, a concentragio e as fontes desses compostos sio
bastante monitoradas. Segundo Ramesh et al. (2012),
exposi¢des cronicas — até mesmo em baixas concentra-
¢Bes — a esses produtos quimicos causam danos de longa
duracdo, como cincer, infertilidade e neurotoxicidade em
seres humanos e 4 vida selvagem. Em fungio de sua per-
sisténcia e efeitos nocivos a satide, os HPAs estdo entre os
POPs (poluentes orginicos persistentes) mais estudados
em meio ambiente.

Considerando os incidentes de derramamento de 6leo
recorrentes, e tendo em vista que organismos marinhos podem
sofrer alteragdes teciduais como consequéncia da exposicio
a compostos quimicos como os HPAs, o presente estudo
teve como objetivo simular um derramamento de éleo em
laboratério, utilizando ostras como modelo. Foram avaliados
possiveis indicadores histolégicos para biomonitoramento,
além de bioprodutos marinhos produzidos pelos exempla-

res resistentes a exposicio ao 6leo, vislumbrando possiveis

antidotos naturais marinhos contra a toxicidade promovida

pelos HPAs a sadde humana.

2. OBJETIVO

Simular o derramamento de 6leo em laboratério, ava-
liando as possiveis alteragées morfoldgicas em diferentes
6rgios de ostras Saccostrea sp. expostas aos HPAs e outros
compostos eventualmente dissolvidos na fragio acomodada em
agua (Water Accommodated Fraction — WAF), usando o dleo

envolvido no incidente ocorrido na costa brasileira em 2019.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. COLETA E ACLIMATACAO

A coleta foi realizada na Praia do Forno, no municipio
de Arraial do Cabo-R]. Espécimes da ostra Saccostrea sp.
(N = 20) foram encontradas em abundéncia e coletadas na
zona entre marés. As ostras foram colocadas em um reci-
piente térmico e levadas imediatamente ao Laboratério de
Recursos Marinhos (LAREMAR) do Instituto de Estudos
do Mar Almirante Paulo Moreira IEAPM). No laboratério,
foi feita a triagem das ostras para remover organismos epi-
biontes associados. Posteriormente, as ostras foram aclima-
tadas, durante 6 dias, em um aqudrio com 40 litros de dgua
salgada (salinidade 35) (2L/individuo), temperatura 21°C,
fotoperiodo 12h/12h e aeragdo constante. A dgua salgada foi
preparada com dgua doce deionizada e sal marinho sintético.
As ostras foram alimentadas com 0,5 mL de suspensio de
fitoplancton PhytogoldS (Brightwell) no 5° dia.

3.2. SIMULACAO DO DERRAMAMENTO
DE OLEO EM LABORATORIO

Espécimes de Saccostrea sp. foram expostas a fragio WAF
de HPAs por um periodo de sete dias (Figura 1). Para o tra-
tamento, foram utilizados cinco béqueres contendo 3 L de
WAF cada. Em cada béquer foi colocado um espécime da
ostra Saccostrea sp.Ja o controle constituiu-se de cinco béqueres
contendo 3 L de dgua salgada (salinidade 35) e um individuo
de Saccostrea sp. (Figura 1A). O periodo do experimento foi
de 7 dias, com fotoperiodo de 12h/12h. A alimentagio das

ostras foi suspensa durante esse periodo.
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Sis

Figura 1. (A) Organizacao do experimento de simulagdo do derramamento de dleo. A direita, o grupo controle, e a
esquerda, o grupo exposto ao dleo. (B) Sedimento com dleo coletado do derramamento em 2019. (C) Estruturas
macroscoépicas do modelo experimental, ostra Saccostrea sp.: seta azul - gébnadas, contendo em seu interior o
hepatopancreas, onde localizam-se o estdmago, intestino e diverticulos digestivos; seta vermelha - branquias; seta

amarela - musculo; seta branca - manto.

3.3. PREPARO DA FRACAO
ACOMODADA DE AGUA

A Fragio Acomodada de Agua foi preparada de acordo
com as diretrizes estabelecidas pelo Chemical Response to Oil
Spills: Ecological Research Forum (AURAND; COELHO,
2005); ja as concentragdes utilizadas foram de acordo com
Miiller et al. (2021). Foi utilizado sedimento com éleo cole-
tado por ocasido do derramamento ocorrido na costa brasi-
leira em 2019 (Figura 1B), obtido junto ao Laboratério de
Geoquimica Ambiental Forense do IEAPM, que participou

das a¢bes de investigagio e resposta sobre aquele incidente.
Para a preparacio da fragio WAF, 53,7 g do sedimento com
6leo foram misturados a 1,75 L de dgua salgada artificial
(salinidade 35) em um recipiente de vidro de 3 L vedado e
protegido da luz. A mistura de dgua e dleo foi agitada utili-
zando um agitador magnético por 24 horas, no escuro, a uma
temperatura de 25°C e velocidade de 1.080 rpm. Apés esse
periodo, a fragdo preparada foi diluida em 15,75 L de dgua
salgada artificial. A homogeneizagio da solugio foi feita por

agitacdo, com uma bomba subaquitica, por 1 hora.

l 6l
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3.4. ANALISES DE HPAS

Aliquotas de 1 L de dgua foram coletadas de cada unidade
amostral (5 unidades controle e 5 unidades tratamento), uti-
lizando uma proveta volumétrica, no inicio do experimento
e apos 7 dias de exposicio, totalizando 20 amostras de dgua.
Apbs a coleta, as amostras foram armazenadas sob refrigera-
¢do até o momento da extragio dos HPAs. A extragio seguiu
protocolo baseado no método EPA 3510C (EPA, 1986a).
Para a validagdo do método foi adicionado padrio sub-ro-
gado p-terfenil-d14 (100 ng.L?), cuja recuperagio deve se
situar entre 40 e 125% (SCOFIELD et al., 2017).

Para a identificagio e quantificagio dos HPAs foi utilizada
cromatografia em fase gasosa com detecgdo por espectrome-
tria de massas (CG/EM) seguindo o método EPA 8270D
(EPA, 1986b). Os HPAs identificados foram expressos em
ng.L" e os dados obtidos, expressos em médias com seus res-

pectivos desvios padres.

3.5. ANALISE HISTOLOGICA

Ap6s os 7 dias de experimento, as ostras foram retiradas dos
aquérios e fotografadas. As valvas foram abertas e as estruturas
macroscépicas identificadas (Figura 1C). Cortes transversais
foram realizados (HOWARD et al., 2004) e fixados em for-
mol a 10% durante 48 h. Apés a fixagdo, os tecidos das ostras
foram desidratados em séries crescentes de 4lcoois, diafani-
zados em xilol, impregnados e incluidos em parafina (60°C).
Foram feitos cortes com 5 um de espessura, montados em
laminas de vidro. Os tecidos foram corados com hematoxi-
lina e eosina conforme adaptagido da metodologia de Johnson
(1980). Além disso, a coloragdo histoquimica com azul de

Alcian foi realizada para detectar a presenca de células muco-

sas no manto (YAMABAYASHI, 1987).

4. RESULTADOS

4.1. AGUA DOS AQUARIOS COM
WAF APRESENTARAM MAIOR
CONCENTRAGAO DE HPA

Os resultados das quantificagdes de HPAs no inicio do
experimento estdo expressos na Tabela 1. Os valores de recu-
peragdo para o padrio sub-rogado p-terfenil-d14 estiveram
dentro do esperado, validando a técnica de dosagem desses

compostos. A concentragio total dos 16 HPAs apresentou-se

Tabela 1. Quantificagdo dos HPAs na agua dos aquarios
das ostras no inicio do experimento.

Tratamento
(média + dp)

Controle
(média + dp)

HPAs (ng.L")

p-Terfenil_d14 82,08 + 7,04 85,24 £12,57
16 HPAs 28,93 £ 4,53 56,02 + 5,9*
Benzo(a)pireno 1,13+ 0,82 3,4+0,43*
Naftaleno 2,82+ 0,42 5,64 + 0,56*
Acenaftileno . Nd 0,42+ 0,58
Acenafteno . Nd 8,03+ 0,69
Fluoreno . Nd 4,75 £1,66
Fenantreno . 6,26 £ 1,01 532 +2,21*
Antraceno 3,85+0,78 6,06 + 0,85*
Fluoranteno 4,35+ 0,69 4,26 £ 0,31
Pireno 8,49 +1,47 12,05 £ 0,64*
aB:t”ézZ)no Nd 014 £ 0,31
Criseno Nd 3,25+0,45
Sl)jgf:n(zno Nd 04+09
N N
:;feen”c?(1’2’3'Cd) Nd 017 £0,37
:ri]i’;ncz;(j’h) 2,05 + 0,24 1,86 £ 0,55

dp: desvio padrao; *P < 0,05 através do teste t-student;
Nd: Ndo determinado, abaixo do limite de deteccéao.

significativamente duas vezes maior na dgua das ostras com
WAF comparada com a concentragio de HPAs totais na dgua
das ostras do grupo controle através do teste paramétrico 7-sfu-
dent, no inicio da simulagio experimental. Além disso,a concen-
tragdo do benzo[a]pireno, reconhecido como um agente carci-
nogénico a humanos, mostrou-se significativamente triplicada
na dgua das ostras com WAF em relagio 4 concentragido na
dgua das ostras do controle (Tabela 1). Dentre os 16 HPAs, 13
apresentaram concentra¢des de compostos maiores na dgua das
ostras com WAF do que na dgua das ostras controle, variando
de 0,5 a 8 ng.L™! a mais. Também foram feitas dosagens das
concentragdes de HPAs ao final do experimento, depois de
7 dias de exposi¢io, mas os dados nio foram mostrados na

Tabela 1, pois a concentragio da maioria dos compostos nio
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pode ser determinada por estar abaixo do limite de detecgio
da técnica. No tempo final, foi observado que a concentragio
dosada do carcinogénico benzo[a]pireno na dgua das ostras
com WATF foi reduzida mais de seis vezes em relagio a dgua
do controle, enquanto as concentragdes da maioria dos outros
HPAs mostraram-se semelhantes, considerando sua quanti-

dade inicial e final em cada condi¢do experimental.

4.2. OSTRAS EXPOSTAS
AOS HPAS APRESENTARAM
ALTERACOES MORFOLOGICAS

Ao final de 7 dias de simulagio experimental do derrama-
mento de 6leo em laboratério, todas as ostras sobreviveram
as condiges experimentais. As andlises de microscopia em
campo claro das brinquias, intestino e estdmago nao demons-
traram alteragGes relevantes na morfologia nas ostras do grupo
controle ou naquelas expostas aos HPAs (Figuras 2A-2H).
As branquias apresentaram dreas de hiperplasia, sem perda
de tecido ou cilios, ndo havendo diferengas morfofuncionais
entre os grupos, indicando um perfil de resiliéncia aos com-
postos quimicos em questdo. Em contrapartida, os diverticulos
digestivos apresentaram niveis aumentados de atrofia tubular
principalmente nas ostras expostas ao WAF (Figuras 2E-2F).
A coloragdo com o azul, que tem grande especificidade em
corar mucinas dcidas, evidenciou uma maior quantidade desse
bioproduto nas células mucosas do manto das ostras expostas
a0 WAF em relagio as ostras do controle (Figuras 2G e 2H).
A préxima etapa desse estudo serd a verificagdo potencial neu-
tralizante desse bioproduto 4 ameaga quimica de exposic¢do a

HPAs para os sistemas respiratdrio, nervoso e cutineo humano.

5. CONCLUSOES

As ostras desempenham um papel vital na compreensio
da distribuigio e do efeito dos poluentes resultantes das ati-
vidades antropogénicas. Mais do que confirmar a presenca/
auséncia de HPAs petrogénicos na biota marinha, torna-se
primordial entender os processos fisiolégicos, para prever
como os organismos respondem aos estressores ambientais
para restaurar seu equilibrio metabélico.

A ostra, quando exposta aos HPAs, desenvolveu alte-
ragdes histolégicas importantes que atuam como um fator

de protegio. Foram identificadas alteragdes principalmente

Controle Tratamento

w
8.
=)
E ,
g
m

Estémago e
Intestino

- N

Diverticulos
Digestivos

Figura 2. Cortes histoldgicos de branquias, estébmago,
intestino e diverticulos digestivos de ostras Saccostrea
sp. do grupo controle e grupo exposto aos HPAs
(tratamento) por 7 dias. (A e B) Integridade das
branquias mostrando filamentos branquiais com

cilios laterais e frontais e algum grau de hiperplasia

em ambos os grupos, respectivamente; (C e D)
Intestino (seta) sem presenca de ruptura epitelial e
vacuolizagcdo e estdbmago sem alteracdes do epitélio;
(E) Diverticulos digestivos com baixo grau de atrofia;
(F) Diverticulos digestivos com grau moderado a alto
de atrofia. (G) Presenc¢a do bioproduto mucina em
menor intensidade nas células mucosas (CM) do manto
das ostras controle, destacadas em azul claro; (H)
Presenca de mucina em maior quantidade nas CM do
manto de ostras expostas aos HPAs. Colora¢ao: (A-F)
Hematoxilina e eosina; (G, H) Azul de Alcian. Barras de
escala: (A, B, G, H) 50 um; C, (D) 200 um; (E-F) 100 um.

no manto, primeiro érgio a ter contato com os poluentes.
Apesar das alteragdes observadas na estrutura tecidual, nio
houve morte de nenhum animal durante o experimento, o
que nos faz crer na resiliéncia da ostra a exposi¢io ao éleo e

confirma seu papel fundamental como bioindicador.
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Os resultados encontrados neste estudo corroboram com
os fatores condicionantes citados no PEM-2040, cujo bio-
monitoramento da polui¢io por 6leo, complementado com
diferentes técnicas e o gerenciamento da utilizagdo sustentivel

dos recursos naturais do espago costeiro, nos permitird nio

somente gerar diagndsticos ambientais, mas também desco-
brir bioprodutos naturais inéditos, como antidotos naturais
marinhos ndo somente para toxicidade de HPAs, mas servindo
de modelo para demais ameagas quimicas, incrementando o

Poder Naval a partir da biotecnologia marinha.
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