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RESUMO

As respostas dos organismos como ferramenta de monitoramento ambiental vem
sendo utilizado por meio de organismos sensiveis a alteragées que ocorrem no meio.
Dentre os organismos utilizados como biomonitores, destacam-se as ostras, que
acumulam grandes quantidades de contaminantes nos seus tecidos. Nesse sentido,
essa pesquisa teve como objetivo determinar os parametros fisico-quimicos da agua
do mar em trés pontos na Baia de Sao José, Maranhao - Brasil, realizar a biometria
das ostras do género Crassostrea, avaliar o impacto antropico por meio da
quantificacdo dos nitritos (NO2) e identificar as espécies de ostras por meio de
analise molecular. Para isso, foram coletadas ostras do género Crassostrea no
periodo seco em outubro de 2022 e chuvoso em margo de 2023 em trés pontos na
Baia de Sao José, ponto S1 (cultivo- Raposa), S2 (extrativismo - Pago do Lumiar) e
S3 (area urbana- Sao José de Ribamar). Durante 0 momento de cada coleta (maré
baixa), foram registrados os parametros fisico-quimicos da agua em todos os pontos
de amostragem e comparados com a Resolugdo do CONAMA N° 357/2005, foi
coletado também 2 ml da agua do mar nos trés pontos de amostragem para a
quantificacdo de NO2. O nitrito presente no sobrenadante das ostras foi analisado
indiretamente através da reacdo de Griess, que quantifica os nitritos. Para a andlise
molecular, foi utilizado técnica de extracdo de DNA pelo protocolo salino e a Reagdo em
Cadeia da Polimrase. As analises dos parametros fisico-quimicos da agua do mar
demonstraram que o pH e a temperatura mantiveram-se dentro dos limites
estabelecidos, exceto no periodo chuvoso na area de extrativismo. A concentragao
do oxigénio dissolvido manteve-se baixa nos pontos S2 e S3. Na analise biométrica,
€ possivel observar que as ostras do extrativismo sdo menores em todas as
dimensdes, principalmente no periodo chuvoso. O resultado da quantificacdo de
nitrito no sobrenadante das ostras revelaram concentragbes significativamente
maiores na area de extrativismo (periodo seco 0,41 + 0,7 mg/L e periodo chuvoso
0,28 £ 0,11 mg/L), mostrando que essa area € a mais impactada. Em relagédo a
identificacdo molecular, foi possivel observar padrao de bandas que correspondem a
Crassostrea gasar e Crassostrea rhizophorae. Sendo assim, os resultados
encontrados indicam que a quantificacdo de nitritos € uma ferramenta inovadora,
simples, eficaz e de baixo custo que pode ser utilizada no monitoramento ambiental
somados aos parametros fisico-qimicos da agua e analise biométrica.

Palavras-chave: Biometria. Nitritos. Ostras. Parametros fisico- quimicos.



ABSTRACT

The responses of organisms as an environmental monitoring tool have been used by
organisms sensitive to changes that occur in the environment. Among the organisms
used as biomonitors, oysters stand out, which accumulate large amounts of
contaminants in their tissues. In this sense, this research aimed to determine the
physical-chemical parameters of seawater at three points in Sado José Bay,
Maranhao - Brazil, perform biometry of oysters of the genus Crassostrea, evaluate
the anthropic impact through the quantification of nitrites (NO2) and identify oyster
species through molecular analysis. For this, oysters of the genus Crassostrea were
collected in the dry season in October 2022 and the rainy season in March 2023 at
three points in Sdo José Bay, point S1 (cultivation - Raposa), S2 (extractivism - Pago
do Lumiar) and S3 ( urban area- S&o José de Ribamar). During the time of each
collection (low tide), the physical-chemical parameters of the water were recorded at
all sampling points and compared with CONAMA Resolution No. 357/2005, 2 ml of
seawater was also collected at the three sampling points for NO> quantification. The
nitrite present in the oysters' supernatant was analyzed indirectly through the Griess
reaction, which quantifies nitrites. For molecular analysis, DNA extraction techniques
using the saline protocol and the Polymerase Chain Reaction were used. Analyzes of
the physical-chemical parameters of seawater demonstrated that pH and
temperature remained within established limits, except during the rainy season in the
extractive area. The concentration of dissolved oxygen remained low at points S2
and S3. In the biometric analysis, it is possible to observe that oysters from
extractivism are smaller in all dimensions, especially in the rainy season. The result
of nitrite quantification in the oyster supernatant revealed significantly higher
concentrations in the extraction area (dry period 0.41 + 0.7 mg/L and rainy period
0.28 £ 0.11 mg/L), showing that this area is the most impacted. Regarding molecular
identification, it was possible to observe a pattern of bands that correspond to
Crassostrea gasar and Crassostrea rhizophorae. Therefore, the results found
indicate that the quantification of nitrites is an innovative, simple, effective and low-
cost tool that can be used in environmental monitoring in addition to the physical-
chemical parameters of water and biometric analysis.

Keywords: Biometry. Nitrites. Oysters. Physical-chemical parameters.
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1 INTRODUGAO

Os corpos hidricos, devido ao crescimento populacional acelerado, vém
sofrendo contaminagao das suas aguas, comprometendo seu uso e as comunidades
aquaticas que neles vivem (MANSON, 1996; MARTINEZ et al., 2002; SOUZA, 2021).
A qualidade da agua dos ecossistemas aquaticos é degradada por poluentes
langados nestes ambientes. Estes podem originar-se de fontes pontuais, tais como
esgotos domésticos, efluentes industriais ou fontes dispersas, tais como aguas de
escoamento superficial e aguas de infiltracdo (MACHADO et al., 2013). No estado
do Maranh&o, o principal fator de poluigdo dos rios é o despejo de esgoto domeéstico
e a disposigao inadequada de residuos sélidos(IMESC, 2009).

O monitoramento dos recursos hidricos, por meio do uso dos parametros
fisicos-quimicos da agua constitui uma importante ferramenta para monitorar a
qualidade da agua (SILVA, 2015). No entanto, métodos que possibilitem uma analise
mais completados efeitos de contaminantes no ambiente fizeram com que novas
ferramentas fossem adicionadas ao monitoramento ambiental para melhorar os
estudos relacionados ao mesmo (SANTOS, 2019).

Surgem, assim, os biomarcadores, que s&o definidos como qualquer resposta
a um contaminante ambiental ao nivel individual, medidos no organismo ou matriz
bioldgica, indicando um desvio do status normal, que n&do pode ser detectado no
organismo intacto. O uso de biomarcadores como ferramenta para avaliagdo da
contaminagdo dos ambientes aquaticos é considerado um sensivel indicador para
detectar e quantificar danos provocados por agentes langados no ambiente aquatico
(SANTOS,2018).

Além dos biomarcadores, ha outras ferramentas para avaliar o efeitos
antropicos nos ambientes aquaticos, como, a quantificacdo de espécies idnicas,
como o nitrito (NO2), substancia inorganica presente nos organismos aquaticos e na
agua, tem se revelado um novo método bioquimico, que pode ser adicionado ao
biomonitoramento ambiental. O nitrito € proveniente da chuva acida e também é
utilizado como conservante na industria alimenticia (OLIVO; RIBEIRO, 2018). Este
possui alta relevancia em fluidos biolégicos, estudos forenses e na segurancga
alimentar, uma vez que seu consumo excessivo, proveniente de carnes
industrializadas, pode ser prejudicial a saude humana, causando, principalmente,

cancer gastrico (BRYAN et al., 2010). Isso ocorre pelo fato de que aminas
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secundarias das proteinas podem reagir com o nitrito (NO2), formando nitrosaminas,
no caso de aquecimento e/ou pH acido, causando toxicidade no organismo (COLT;
ARMSTRONG, 1981).

Existe uma escassez de estudos relacionados a avaliacdo e analise de
nitritos em animais aquaticos. Um dos poucos trabalhos encontrados na literatura
sobre o estudo dos efeitos dos nitritos em paixes, foi o de Smith e Williams (1974),
onde eles constataram a presenca e a letalidade desse contaminante inorganico nos
animais. A escassez € ainda maior quando se trata de molusco bivalve, onde até o
presente momento a unica pesquisa encontrada foi referente aos efeitos do nitrito
em Crassostrea virginica, realizado por Epifanio e Sarna (1975).

O uso da biota aquatica como ferramenta de monitoramento ambiental vem
sendo utilizado através de organismos sensiveis a alteragdes que ocorrem no meio.
Dentre os organismos utilizados como bioindicadores, destacam-se as ostras, que
sdo capturadas normalmente em estuarios e zonas costeiras, apresentam ampla
distribuicdo geografica, possuem tempo de vida relativamente longo, normalmente
aparecem em grande densidade e sao faceis de coletar, além de constituirem um
grupo de grande importancia econdmica (JESUS; CARVALHO, 2008; SILVA, 2015).

Os moluscos bivalves acumulam grandes quantidades de contaminantes nos
seus tecidos. Entretanto, é através do seu habito alimentar filtrador que esses
invertebrados se tornam suscetiveis a incorporacdo de contaminantes (RIBEIRO,
2016). Dessa forma, os contaminantes tendem a se acumular no tecido dos bivalves,
em concentragbes maiores que as verificadas na fonte de exposi¢do. Sendo assim,
os moluscos bivalves filtradores sdo animais com alto potencial a serem utilizados
como modelo biolégico para se estimar a exposicdo da biota aquatica a
contaminantes, especialmente onde ocorre a pesca tradicional (NOLETO, 2018).

Muitas familias do Maranhao sobrevivem da pesca artesanal, porém, essas
familias hoje enfrentam situagdes dificeis. As politicas publicas empregadas no
setor de saneamento basico para a area deixam muito a desejar. Observa-se uma
caréncia significativa nas condi¢des sanitarias de abastecimento de agua, coleta de

lixo, tratamento e disposi¢ao de esgotos (LACERDA, 2021).
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Visto isso, o uso de diferentes métodos de avaliagado da qualidade ambiental
pode fornecer informagdées mais amplas sobre efeitos dos contaminantes sobre a
biota aquatica, auxiliando os gestores locais na tomada de decisbes que visem a
conservagao do ambiente e organismos que vivem no local (SILVA, 2015). Diante do
acima exposto, a quantificagao de nitritos, em conjunto com analise dos parametros
fisico-quimicos da agua, biometria e identificagdo molecular foram escolhidos como
ferramentas no biomonitoramento de impactos antépicos na Baia de Sao José,

Maranhao.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral
Avaliar o impacto ambiental, por meio da quantificagdo dos nitritos em ostras
do género Crassostrea em trés pontos na Baia de Sdo José, Maranhao.
2.2 Especificos

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas da agua nos periodos seco e

chuvoso;

e Coletar os dados biométricos das ostras e correlacionar com o periodo

sazonal;

e Quantificar o contaminante inorganico NO, no sobrenadante das ostras e

na agua nos periodos seco e chuvoso;

¢ |dentificar as espécies de ostras por meio de analise molecular.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA
3.1 Poluicao do ambiente aquatico

O crescimento da populacdo nas ultimas décadas, vinculado ao avanco
tecnolégico e industrial, tem levado a economia global a um aumento do nivel de
compostos xenobidticos no ecossistema aquatico (OLIVEIRA, 2020). Isso tudo vem
contribuindo para aredugédo da qualidade dos diversos ambientes (agua, sedimento,
ar e solo), comprometendo, assim, a saude dos seres vivos que habitam nesse
ecossistema (LEON, 2020).

As comunidades urbanas e as industrias, continuamente liberam compostos
quimicos exdgenos ou xenobidticos no ambiente aquatico. A partir do século XX, além
das cargas organicas convencionais, muitos outros poluentes organicos, tais como
pesticidas organoclorados, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (polycyclic
aromatic hydrocarbons-PAHSs), bifenilas policloradas (polychlorinated biphenyls -
PCBs), dioxinas e furanos vém sendo produzidos e, em parte, liberados no ambiente
(SANTOS; FERREIRA, 2019; SILVA, OLIVEIRA, 2020).

No inicio da década de 1960, a sociedade comegou a se preocupar com 0S
efeitos adversos desses compostos quimicos e o risco potencial que eles representam
para os ecossistemas aquaticos. Em varios paises, a producdo, comercializagao e
utiizacdo de muitos compostos, em especial aqueles considerados Poluentes
Organicos Persistentes (POPs) foram proibidas (BELTRAO, 2018; FERREIRA,
2019). Entretanto, em muitos paises em desenvolvimento os poluentes organicos
persistentes POPs ainda sao utilizados na agricultura, no controle de vetores de
doencas, bem como para fins industriais(BELTRAO, 2018; STAP, 2004).

No Brasil, a mais recente resolu¢do do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), que dispde sobre a classificagdo dos corpos de agua e diretrizes
ambientais para o seu enquadramento (BRASIL, 2005), proibe o langamento dos
POPs nos efluentes e determina que, quando apropriado, a qualidade dos
ambientes aquaticos podera ser avaliada por indicadores biologicos, utilizando-se
organismos e/ou comunidades aquaticas.

O Estado do Maranhao é detentor de um dos maiores potenciais hidricos do
pais, possuindo dez bacias hidrograficas e dois sistemas hidrograficos costeiros. Esta

grande malha hidrica do Estado vem sofrendo com o despejo de esgoto doméstico,
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industrial e pela disposi¢gdo inadequada de residuos solidos (IMESC, 2009;
MARANHAO, 2011).

3.2 Contaminante Inorganico nitrito (NO2)

Os nitritos estédo entre os aditivos alimentares mais antigos. Eles comegaram
a ser utilizados ha 3.000 a.C, na conservacgao de carnes e peixes. Esses componentes
atuam como conservantes, antioxidantes e agentes de cor e sabor, promovendo
estabilidade fisico-quimica e microbiolégica aos produtos carneos curados e
maturados (IAMMARINO et al., 2013; KOBAYASHI, 2018). Historicamente, o NO2
teve contribuicdo no desenvolvimento de algumas civilizagdes, que se expandiram
comercialmente e ampliaram a relagdo interna de conhecimento e cultura, gragas a
acao desse conservante (SINDELAR et al., 2011).

No inicio da década de 1970, o uso do nitrito tem sido motivo de controvérsia,
pois, apesar da sua relevancia tecnoldgica e seguranga alimentar, essa substancia
pode ser prejudicial a saude humana (SINDELAR et al.,, 2011). Uma vez que seu
consumo causa cancer gastrico. Isso se baseia no fato de que as aminas
secundarias das proteinas podem reagir com o nitrito (NOz), formando nitrosaminas
(no caso de aquecimento e/ou pH acido), compostos potencialmente cancerigenos,
capazes de transformar a hemoglobina do sangue em ferri-hemoglobina, processo
que leva ao impedimento do transporte do oxigénio dos alvéolos para os tecidos,
estabelecendo-se um quadro dehipoxia e cianose (OLIVIO et al., 2018; GOSHI et al.,
2019). O nitrito confere ao sangue uma inconfundivel cor marrom, indicando a
oxidagdo do pigmento respiratorio (BARBIERI et al, 2014; OLIVO, RIBEIRO, 2018;
FRATUCCI et al., 2020). Visto isso, no século XX houve registro de casos de
metahemoglobinemia infantil, associados a nitritos e nitratos inorgéanicos presentes
na agua (KOBAYASHI, 2018; SINDELAR et al., 2012).

A metahemoglobinemia também é conhecida como sindrome do bebé azul. E
€ causada pela presengca de nitrito no sangue, o qual é capaz de oxidar a
hemoglobina, que acaba perdendo a capacidade de realizar o transporte do oxigénio
aos tecidos, causando andxia (SINDELAR et al., 2011; IAMMARINO et al., 2013).
Essa sindrome pode ocorrer apenas em bebés de até 06 meses de vida, que nao
possuem ainda o sistema enzimatico protetor completamente desenvolvido. Cerca de

10% a 20% de metahemoglobinemia em excesso no sangue é o suficiente para causar
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a cianose, e assim provocar a coloragado azul-arroxeada na pele (ARCHER, 2002;
RIBEIRO; OLIVO, 2016).

Estudos realizados com o nitrito apontam que a segunda fonte principal
desse conservante inorganico (NO2) vem do nitrato (NOs) presente em vegetais.
Tubérculos, como alface, beterraba, aipo, espinafre, além de folhas verdes e
algumas frutas, contém altas concentragbes de NOs (GOSHI et al., 2019;
TUSIEWICZ et al., 2023). Uma pequena quantidade desses vegetais ja é o suficiente
para se obter mais nitrato do que endogenamente produzido pelas formas
enzimaticas (BEDALE et al., 2016; MAJOU; CHRISTIEANS, 2018)

A primeira fonte de ingestdo do nitrito vem da saliva, onde bactérias
comensais que vivem nas criptas da lingua reduz quimicamente o nitrato alimentar
em nitrito. A terceira fonte é a ingestdo de outros alimentos e da agua (MAJOU;
CHRISTIEANS, 2018). Uma vez que o nitrito esta presente na chuva acida, que reduz
o pH dos corposhidricos e somados ao despejo inadequado de esgoto e o descarte
impréprio do lixo podem ter como consequéncias a contaminacdo ambiental e a
morte de peixes, invertebrados, anfibios e outros seres vivos (COLT e
ARMSTRONG, 1981).

O Nitrito liberado pela queima de combustiveis fésseis, principalmente
emissdes veiculares e industriais, reage rapidamente com o oxigénio atmosférico
formando o acido nitrico, induzindo a formagdo da chuva acida (TUSIEWICZ et al.,
2023). Além disso, o nitrito faz parte dos contaminantes provenientes dos produtos
farmacéuticos, tanto de aplicagbes humanas como de usos veterinarios, em volumes
que sao comparaveis aototal de cargas dos pesticidas (BRAIN et al., 2008)

A chuva acida € uma das consequéncias da poluicdo atmosférica e ocorre
normalmente em paises em desenvolvimento. Atualmente, ela esta incluida nas 169
metas dos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS). Entre as consequéncias
da chuva acida esta a elevada concentracédo de acidos, como o diéxido de enxofre,
quepode causar a diminuigdo do pH dos lagos e rios, causando o desequilibrio das
cadeias troficas, diminuigdo da biodiversidade e ainda pode causar prejuizos a saude
humana (ONU, 2015).

Dessa forma, os animais com habito alimentar filtrador, como as ostras,
possuem alto potencial de ter grandes concentragdes de alguns compostos

xenobidticos em seu organismo, uma vez que Sao organismos sésseis e
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bioacumuladores (SANTANA, 2019); os nitritos sdo um dos compostos que podem
estar presentes nos tecidos desses animais. Alteracbes morfolégicas de suas
conchas, da espessura da mesma, na relagdo peso da concha, peso de carne,
refletem a qualidade do ambiente onde vivem (SANTANA et al., 2020).

3.3 Ostras como biomonitores de poluicao aquatica

Bioindicadores sao espécies sentinelas que sao utilizadas como primeiros
sinalizadores dos efeitos da contaminagcdo de seu habitat (AKAISHI, 2003). Os
contaminantes podem se manifestar em varios niveis de organizagao biolégica,
incluindo disfungdes fisiologicas, alteragdes estruturais em 6rgéos e tecidos, além de
modificagdes comportamentais, que podem prejudicar o crescimento e a reprodugao
(ADAMS et al.,1990; LENZ, 2016). Alguns critérios sao utilizados para a escolha de
organismos bioindicadores, tais como: abundancia da espécie, a capacidade de
sobreviver em ambientes saudaveis e resistir a ambientes contaminados, assim
também como a facilidade de adaptar-se as condi¢des laboratoriais (AKAISHI, 2003).

As ostras sdo organismos sensiveis a alteragbes que ocorrem no meio em
que vivem, pois sao filtradores e estdo diretamente expostos aos xenobidticos
presentes no ambiente (LEMOS et al., 2007; LENZ, 2016). Dessa forma, sao
considerados excelentes organismos sentinelas no biomonitoramento de
ecossistemas aquaticos. Apesar da dificuldade em se estabelecer ligagbes diretas
entre efeitos ecoldgicos e asaude humana, o uso de ostras como sentinelas de
problemas ambientais € uma ferramenta adequada para complementar a avaliagéao
da qualidade ambiental (LENZ,2016; NOLETO, 2018).

Segundo Kaouli (2016), as ostras possuem varias caracteristicas biolégicas
quais tornam bons bioindicadores de contaminagdo em programas de
monitoramento ambiental, uma vez que s&do organismos filtradores, sésseis,
cosmopolitas, abundantes e resistentes a variagbes que ocorrem no ambiente e
concentram grandes quantidades de contaminantes, como metais pesados,
hidrocarbonetos, pesticidas, entre outros (KAOULI, 2016). Além disso, as ostras sao
animais que possuem facilidade de adaptacdes a diferentes condi¢gdes ambientais,
apontando, logo, grande habilidade em sobreviver em ambientes com grande taxa de
poluentes e agentes toxicos(BENASSI, 2004).

Os programas de monitoramento ambiental, especialmente de recursos

hidricos, tém se preocupado com a quantificacdo de contaminantes presentes na
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agua e nos organismos de grande importancia econémica, como as ostras (LEMOS
et al., 2007; LENZ, 2016). Embora esse seja um ponto importante, as analises
quimicas nao fornecem informagbdes dos efeitos toéxicos provocados por tais
substancias (LENZ, 2016; NOLETO, 2018). Adicionalmente, nas areas impactadas
pela acdo humana, os moluscos bilvaves, além de acumularem contaminantes
quimicos, podem acumular outros microorganismos nocivos a saude humana, uma
vez que eles sdao um recurso pesqueiro altamente consumido pela populagao
(NOLETO, 2018).

3.3.1 Ostras do género Crassostrea

As ostras do género Crassostrea fazem parte da Classe Bivalvia do filo
Mollusca. Elas possuem como caracteristica a presengca de uma concha composta
por duas valvas que abrangem todo o corpo (RUPPERT; BARNES, 1996). A maioria
de espécies de ostras deste género sdo encontradas em regides costeiras rasas
(COUTINHO, 2012).

Uma ostra tipica possui as seguintes caracteristicas anatdomicas: Concha,
que é formada por carbonato de calcio e possui trés camadas: o peridstraco, ostraco
e hipostraco. O periéstraco € a camada mais externa e geralmente tem cor marrom.
O ostraco € a camada mais intermediaria e o hipostraco é a camada mais interna,
que é formado por cristais laminares de CaCO3 e € nesta camada que ocorre a
formagdo da pérola (ABSHER, 2015). Musculo Adutor: responsavel pelas jungoes
das duas valvas da concha (COUTINHO, 2012). Branquias: encarregadas pela
respiragdo do organismo e filtracdo dos alimentos. Manto: tecido que recobre a parte
mole do corpo do animal, exceto o musculo adutor. Ele ajuda na formagao da
concha e tem fungdes sensoriais (COUTINHO, 2012; LENZ, 2016). Palpos labiais:
incumbido de receber parte do alimento. Estdbmago: o alimento depois de passar
nesse orgao é enviado para os diverticulos digestivos e intestino. O material ndo
aproveitado pelo organismo, conhecido como pseudo-fezes é eliminado pelo animal
pelas valvas (MOREIRA, 2008). Glandula digestiva: Nelas estdo localizadas as
enzimas responsaveis em eliminar alimentos contaminados. Ja que os organismos
bivalves possuem habito alimentar filtrador, eles acabam concentrando alto indice de
contaminantes em seu trato digestério (FROELICH; NOBLE, 2014).

As ostras sdo invertebrados filtradores e se alimentam principalmente de
matéria organica e fitoplancton (FROELICH; NOBLE, 2014). Este habito alimentar faz
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com que as ostras capturem particulas de possiveis contaminantes presentes na
agua, sejam eles inorganicos ou organicos, uma vez que a taxa de filtracdo pode
chegar a 10 litros/hora/grama de tecido seco (FROELICH; NOBLE, 2014; LENZ,
2016).

O sistema circulatorio da Crassostrea € aberto. O coragéo é formado por um
ventriculo e duas auriculas, artérias, veias e hemolinfa (COUTINHO, 2012). O
sistema nervoso é constituido por um ganglio cefélico, visceral e corddes nervosos
(MIOSSEC et al., 2009). Além disso, as ostras possuem o sistema digestivo aberto e
possuem uma concha com varias camadas: Periostracum, prismatica e a sub-
nacarada. A camada mais externa, a periostracum, € mais fina comparada as outras
e possui em sua constituicdo proteinas que se desgastam rapidamente. A camada
prismatica € intermediaria e formada por cristais de calcita e a sub-nacarada se trata
da parte maisdura e brilhante da concha, esta fica em contato com o corpo mole do
animal (RASZL,2016).

As ostras do género Crassostrea sdo oviparas e hermafroditas protandria,
semdimorfismo sexual (CHRISTO, 2006). O sistema reprodutivo delas é formado
pelas gbnadas, que produzem e armazenam as ceélulas sexuais. Os gametas sao
liberados para o meio externo pelos gonodutos e, em seguida, acontece o
desenvolvimento larval, que é caracterizado por trés estagios: Larva D, Umbo e
Pedivéliger. A maioria das ostras juvenis alcanga a maturidade sexual antes dos
30mm, logo apos 120 dias da fixacdo, aproximadamente (CHRISTO, 2006;
MIOSSEC et al., 2009; RASZL, 2016).

Quanto as branquias, elas s&o responsaveis pela filtracdo do alimento e
respiracao. Este érgao é constituido por filamentos, e as particulas capturadas sao
conduzidas aos palpos labiais e posteriormente a boca (MORATELLI JUNIOR, 2003).
Desta forma, estudos realizados com ostras do género Crassostrea apontam que elas
sao bioindicadores eficazes em programas de monitoramento ambiental (NOLETO et
al., 2021).

A identificagdo taxondmica das ostras é alvo de varias divergéncias entre os
autores, uma vez que sdo organismos dificeis de diferenciar. Em vista disso, a técnica
de identificagcdo molecular tem se tornado a mais indicada para identificar ostras do
género Crassostrea, pois se trata de um método sensivel e preciso. Além de se tratar
de uma metodologia eficiente no monitoramento da distribuicdo das espécies de

ostras, bem como uma ferramenta acessivel a aquicultura (LOPES et al., 2018).
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3.4 ldentificagdo molecular em ostras

No Brasil existem duas espécies de ostras nativas, a Crassostrea gasar e a
Crassostrea rhizophorae, e uma espécie exotica, que veio do Japao ou do Pacifico,
a Crassostrea gigas (IGNACIO et al., 2000). Esta ultima é mais encontrada nos
cultivos do sul do pais, pois se desenvolvem melhor em clima frio. No norte e
nordeste do Brasil, as ostras nativas s&o normalmente cultivadas ou extraidas
pelas comunidades pesqueiras (ALMEIDA,2014; ESCAPA et al., 2004; IGNACIO et
al., 2000).

O monitoramento de diferentes espécies de ostras em habitats naturais ndo
€ um trabalho simples, pois a diferenciacdo nao pode ser feita apenas
morfologicamente (LOPES et al., 2018). Caracteristicas como cor da concha,
estrutura e forma s&o altamente influenciadas pelo ambiente em que vivem,
causando, assim, grandes dificuldades na identificacdo de espécies (LAPEGUE et
al., 2002). Dessa forma, a inser¢gao da biologia molecular na sistematica de ostras
trouxe novas ferramentas capazes de identificar as espécies de ostras em estudos e
pesquisas de monitoramento ambiental, bem como sua distribuigdo geografica (PIE
et al., 2006; LAPEGUE et al., 2002).

A classificagdo taxondbmica das ostras nativas do Brasil € motivo de
divergénciaentre alguns autores na literatura. Segundo Lapégue et al., (2002) ha
trés espécies de Crassostrea: a Crassostrea gasar, Crassostrea rhizophorae e
Crassostrea gigas. Ja para Singarajah (1980) e Rios (1994), apenas a Crassostrea
gasar era considerada como nativa, a Crassostrea rhizophorae e Crassostrea gigas
eram consideradas sindnimas. Entretanto, Ignacio et al., (2000) foi um dos
primeiros a usar técnicas de identificacdo molecular em ostras e apresentou
evidéncias que indicavam diferenciagdo nas espécies ditas sinbnimas: a
Crassostrea rhizophorae e Crassostreagigas.

Apesar do desenvolvimento das técnicas de identificagdo molecular de
ostras do género Crassostrea nos ultimos anos, poucos trabalhos foram realizados

visando a prevaléncia de diferentes espécies na Baia de Sao José.

3.5 Parametros fisico-quimicos para a qualidade da agua

A qualidade de agua esta relacionada ao tipo de uso e envolve a avaliagado
das suas condi¢gdes fisicas, quimicas e biologicas, relacionando-se a sua
potencialidade (GONCALVES, 2005). O CONAMA, Conselho Nacional do Meio
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Ambiente, é o orgaooficial responsavel pelo estabelecimento de normas e padrdes
relativos ao controle de qualidade do meio ambiente com vistas ao uso racional dos
recursos ambientais, principalmente hidricos. Suas resolugdes sao importantes
instrumentos normativos para a gestdo ambiental em busca do crescimento
sustentavel (BRASIL, 2005).

O acompanhamento das variaveis fisico-quimicas visa compreender as
variagdes naturais destas no ambiente e os efeitos provocados por diversas fontes de
poluentes sobre as mesmas (GOMES, 2019). Diversos parametros fisico-quimicos
sdo utilizados para analisar a qualidade da agua, destacando-se o oxigénio dissolvido,
pH, temperatura, turbidez, fosforo, condutividade e salinidade (FARIAS, 2006).
Conhecer estes parametros € importante para avaliar e identificar alteracdes
causadas na agua, sejam elas de origem natural ou antropogénica (BRASIL, 2005).
Nesse sentido, foi realizado um breve levantamento dos principais parametros fisico-
quimicos e suas caracteristicas, assim como seu significado ambiental na avaliagéo
da qualidade da agua.

O Oxigénio Dissolvido € um indicador ecolégico caracteristicos de duas
fontes: atmosfera e fotossintese (FARIAS, 2006; NASCIMENTO et al., 2020). Esse
parametro expressa a quantidade de oxigénio dissolvido no meio, sendo sua
concentracado influenciada por variacbes sazonais fotossintéticas, como também
pela vaz&o do rio. A presencga de solidos em suspensdo e de substancias organicas
biodegradaveis, taiscomo esgoto domeéstico e industrial afeta sua concentragdo no
meio (BUENO, 2005; NASCIMENTO et al., 2020).

A temperatura interfere na maioria dos processos fisicos, quimicos e
biolégicos do sistema aquatico (MIRANDA et al., 2009). Essa variavel esta
diretamente relacionada ao metabolismo dos seres vivos e com 0s processos de
decomposicado da matéria organica (ESTEVES, 1998; FARIAS, 2006; NASCIMENTO
et al., 2020).

O potencial hidrogeniénico (pH) tem efeitos sobre a fisiologia dos
organismos, pois esta relacionado a precipitagcdo e a solubilidade de nutrientes
(CAMARGO et al.,2019). E uma variavel usada para expressar a intensidade da
condigdo acida ou basica de uma solugao, agindo diretamente na permeabilidade
das membranas dos seres vivos (SANTOS, 2018).

A turbidez expressa o grau de penetracdo da luz na agua, sendo resultante

do processo natural de erosdo, do escoamento superficial e dos detritos organicos
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diluidos e suspensos na agua (GASPAROTTO, 2011). Esta variavel influencia
diretamente sobre o processo de fotossintese e, consequentemente, sobre as

concentragdes de oxigénio dissolvido no ambiente (NASCIMENTO et al., 2020).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Caracterizagao da area de estudo

O Maranhao possui 0 segundo maior litoral do Brasil, perdendo apenas para
a Bahia. O estado possui 640 Km de costa, com varias comunidades pesqueiras
estabelecidas. Dentre elas, destacam-se as que ficam localizadas na Baia de Séao
José, no litoral norte da ilha de Sao Luis, abrangendo os municipios de Sao José de
Ribamar, Pago do Lumiar e Raposa (ANDRADE, 2016).

Para atingir os objetivos propostos, foram escolhidos trés pontos de coleta
na Baia de Sao José, Maranhdo: S1) Cultivo de ostras, localizado no municipio de
Raposa; S2) Area de extrativismo, localizada na comunidade Pau Deitado no
municipio de Paco do Lumiar; S3) Area urbana, localizada no cais do municipio de
Sao José de Ribamar, como mostra a figura 1.

Figura 1 - Mapa com a localizagédo geografica da Baia de Sao José, Maranhao, indicando os trés

locais de coleta de ostras: S1) Ponto de cultivo (municipio de Raposa); S2) Ponto de extrativismo
(municipio de Pago do Lumiar); S3) Ponto de area urbana (S&o José de Ribamar).
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Na Area de cultivo, as ostras sdo para comercializagdo em toda a grande
ilha, ja nas areas de Extrativismo e Urbana, as ostras s&o utilizadas para consumo
préprio, como mostra a figura 2. A Baia de Sdo José possui uma grande importancia
para a pesca maranhense, pois nessa regiao existem varios portos de desembarque
e venda de pescado, e grande parte da comunidade sobrevive da venda de ostras
do género Crassostrea. Dessa forma, programas de biomonitoramento nessa baia
maranhense seriam de grande importancia, visto que ela vem sofrendo com os
impactos ambientais e ainda ndo possui um sistema de biomonitoramento de suas
aguas (ALMEIDA, 2006).

Figura 2 - Locais de coleta, em A) Area 1, Cultivo- Raposa (MA), em B), Area 2, Extrativismo- Paco
do Lumiar (MA) e em C), Area 3, Sdo José de Ribamar (MA).

FONTE: Autor (2023).
4.2 Atividades de campo

Foram realizadas duas coletas, sendo uma no periodo de estiagem (outubro
de 2022) e uma no periodo chuvoso (margco de 2023). Em cada ponto foram
coletadas 20 ostras por catagdo manual livre durante a maré de baixa-mar. Logo
apos a coleta, os individuos foram crioanestesiados em gelo (0°C), de maneira que
se minimizasse o0 estresse nos animais e se preservassem as caracteristicas
metabdlicas dos mesmos. Durante a coleta, foram priorizados os animais maiores
(figura 3). No momento de cada coleta (maré baixa), foram registradosos parametros
fisico-quimicos da agua com o multiparametro modelo HANNA em todos os pontos
de amostragem, como salinidade, pH, oxigénio dissolvido, condutividade e
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temperatura da agua. Foi coletado também 2ml de agua do mar nos trés pontos de

amostragens para a quantificagdo de NOz.

Figura 3 - Ostra do género Crassostrea sp coletada na Baia de S&o José, Maranhao.

FONTE: Autor (2023).

4.3 Atividades de laboratoério

Em laboratério, no mesmo dia da coleta, os animais foram mensurados com
um paquimetro (0,01 mm), sendo as dimensdes analisadas: a maior largura das valvas
em vista frontal, comprimento e altura das valvas (figura 4). Os animais foram
também pesados em balanga semi-analitica (0,01g). Inicialmente se mediu o peso
total dos organismos. Logo depois foi retirado uma parte do tecido (figura 5) e
imediatamente acondicionado em tubos tipo eppendorf e colocados em alcool
absoluto para armazenamento em freezer no Laboratério de Biodiversidade
Molecular- LaBiMol até o momento das analises moleculares. Todas as amostras
foram tombadas na CoFauMA — Colecao de tecidos e DNA da fauna maranhense da

Universidade Estadual do Maranh3o.
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Figura 4 — Esquema de medicdo biométrica das ostras do género Crassostrea sp.
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FONTE: Santana (2019).

Figura 5 - Retirada de tecido de ostras coletadas na Baia de S&o José.

FONTE: Autor (2023).
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Ao todo foram coletadas 120 amostras de ostras de todos os pontos
selecionados na Baia de Sao José, Maranhao (tabela 1).

Tabela 1 — Numero de amostras de ostras obtidas por ponto de coleta na Baia de Sdo José no
periodo de Outubro de 2022 e Margo de 2023.

Localidade N° de Georeferéncia
Individuo S w
S1 40 02° 25' 22" 44° 05’ 21"
S2 40 02° 31' 818" 044° 05' 080"
S3 40 2° 33'58. 911" 44° 3' 23. 519"
Total 120

S1: Cultivo de ostras, Raposa-MA; S2: Extrativismo, Pago do Lumiar-MA; S3:Area Urbana, Séo
José de Ribamar-MA.

4.4 Quantificacao de Nitritos (Curva 1.3.23 mg/L)

Em laboratério, o sobrenadante das ostras foi retirado, alicotado e
acondicionado em tubos do tipo eppendorf, com auxilio de pipeta automatica (figura
6). O nitrito presente no sobrenadante foi analisado indiretamente através da reacéo
de Griess que quantifica os nitritos, com base na metodologia descrita por GREEN et
al. (1982). Esta reagdo forma um cromoéforo durante a reagdo dos nitritos com a
sulfanilamida e com o N (- 1-naftil) etilenodiamina, formando um composto de

coloragao rosa, que foi quantificado em espectrofotbmetro.

Figura 6 - Retirada do sobrenadante das ostras coletadas na Baia de S&o José, MA.

FONTE: Autor (2023).
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As amostras do sobrenadante das ostras (500ul) foram descongeladas e
centrifugadas a 3.000rpm por 20 minutos em centrifuga refrigerada (Excelsa 4. Mod.
280R - FANEM). Posteriormente, 250yl do sobrenadante foram transferidos
para cubetas de plastico e adicionaram-se 250ul do reagente de Griess. As
amostras foram colocadas em local escuro a temperatura ambiente, durante 10
minutos para o desenvolvimento da cor e a absorbancia foi determinada por
espectrofotometria (AJMICRONAL-AJX-1000) em comprimento de onda de 540nm.
Todas as amostras foram testadas em duplicado ou triplicado.

A concentragao dos nitritos foi determinada por comparagédo com uma curva
de calibracdo, utilizando uma solugao padrao de nitrito de sédio em uma gama de
concentragbes de 0,2 a 2 mg.L. A Figura 7 demonstra o grafico da curva de

calibragéo obtida por regresséo linear.

Figura 7 - Curva de calibragéo obtida por regressao linear. Equagéo da reta (y=0,9292x-0,0438. R2
0,9981).
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FONTE: Autor (2023).
4.5 Extracao de DNA

O DNA total foi isolado a partir de tecido muscular, utilizando-se o protocolo
salino padronizado por Medrano (1990). Este protocolo consiste nas seguintes

etapas:
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¢ Adicionou-se 20 mg de tecido muscular em um microtubo de 1,5 mL;
e O tecido foi lavado duas vezes com 60 mL de agua destilada;

e Adicionou-se 550 mL de tampéao de lise e 11mL de proteinase K;

e As amostras foram incubadas overnight a 37 °C;

e Adicionou-se 350 mL de NaCl 5M;

e As amostras foram centrifugadas por 30 min a 13.000 rpm;

¢ Dividiu-se o sobrenadante em duas aliquotas de 375mL;

¢ Adicionou-se 900 mL de etanol absoluto gelado em cada amostra;

e As amostras foram incubadas a -20 °C durante duas horas;

e Centrifugou-se por 30 minutos a 13.000 rpm; O DNA total foi isolado a partir
de tecido muscular, utilizando-se o protocolo;

e Foi descartado o sobrenadante de todas as amostras;

e O pellet foi lavado com 1mL de etanol 70%;

e As amostras foram novamente centrifugadas, agora a 6000 rpm por 5
e minutos;

e O material foi levado a estufa a 37 °C para secagem total;

¢ No final foi adicionado 50 mL de TE 1x em cada tubo;

e O material foi incubado por 3 horas a 37 °C e posteriormente armazenado no
freezer.

4.6 PCR multiplex

Para identificacdo das espécies foi realizado um PCR multiplex como descrito
por Melo et al., (2013). Com esta técnica é possivel identificar e diferenciar trés
espécies de ostras do género Crassostrea (C. Gasar, C. Rhizophorae e C. Gigas),
utilizando duas regides do DNA (CO1 e ITS1) para a diferenciacdo dos exemplares
analisados. O padrdo de bandas geradas que caracteriza cada espécie esta

demonstrado na figura 8.
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Figura 8 - Gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio mostrando as amplificagdes gerada
pelo PCR Multiplex (pogo A, Crassostrea gigas; pogo B, Crassostrea sp. Canela; pogo C e D, C.
gasar; pogo E e F, C. rhizophorae).

FONTE: Melo (2013).

O programa usado consistiu nos ciclos de temperatura de 94°C por trés minutos,
40 ciclos de 94°C por um minuto, 72°C por dois minutos e uma extensao adicional
de sete minutos a 72°C.

Os resultados da PCR foram visualizados em uma corrida de eletroforese
horizontal a 100Mv em 30 minutos utilizando o gel de agarose 1,5% corado com gel

red.

4.7 Analise Estatistica

Para a analise paramétrica, foram testados os pressupostos de normalidade
(teste de Shapiro Wilks) e homocedasticidade (teste de Levene). Em seguida, para
andlise estatistica foi utilizado o teste Statistic® para verificar as diferencas

significativas entre locais de coleta e os periodos climaticos, sendo considerados

significativos quando o valor de p < 0.05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analises fisico-quimica da agua

Os resultados dos dados abidticos estdo dispostos na tabela 2. Dos
parametros, a temperatura em todas as coletas das trés areas esta dentro dos valores
estabelecidos pela Resolugdo CONAMA N° 357/2005 (BRASIL, 2005), exceto na area
S2 no periodo chuvoso, que esta abaixo do recomendado.

Tabela 2 - Dados abidticos registrados em trés pontos da Baia de Sdo José-MA, no periodo de
estiagem e chuvoso.

Estiagem Chuvoso Valores
Parimetros (Outubro/2022) (Margo/2023) recomendados
S1 S2 S3 S1 S2 S3 CONAMA N°357
Temperatura (°C) 29,3 29,7 27,6 29,9 271 284 28 - 32°C
pH 781 7,33 8,04 7,34 6,93 7,22 6,5-8,0
O2dissolvido 53 48 51 42 41 46 >5 mgiL
(mg/L)
Salinidade (g.kg') 36,7 16,7 18,2 28,2 16,1 16,2 >30%

S1: Cultivo de ostras, Raposa-MA; S2: Extrativismo, Pago do Lumiar-MA; S3:Area Urbana, S&o
José de Ribamar-MA.

Segundo Nogueira, Costa e Pereira (2015), a temperatura da agua pode ser
influenciada pela temperatura do ar, implicando diretamente nas variagées da agua
com menor intensidade, uma vez que durante esse periodo de estiagem as
temperaturas tendem a ser mais quentes. A temperatura superficial € influenciada por
fatores, tais como latitude, altitude, estacdo do ano, periodo do dia, vazao e
profundidade. A temperatura pode ainda influenciar as atividades fisioldégicas de
animais que vivem no local, como a respiragao, reproducédo e digestdo (REBOUCAS
et al., 2014).

O padrao de altas temperaturas pode ser explicado pelo fato de que o
Maranhao estéa localizado préximo a linha do Equador, fazendo com que a regiao se
apresente quente durante todo o ano, ndo apresentando variagoes térmicas evidentes,
mesmo com a ocorréncia das chuvas (GOMES, 2019). A menor temperatura no
periodo chuvoso é fruto da maior quantidade de agua da chuva que diminui levemente

as temperaturas nos corpos d’agua.
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A temperatura do ponto S2 no periodo chuvoso esta abaixo dos valores
estabelecidos pela Resolugdo do CONAMA N° 357/2005 (BRASIL, 2005) (tabela 2).
Estudos mostram que a temperatura adequada para o ambiente aquatico é
importante, pois a mesma pode influenciar no desenvolvimento dos organismos que
vivem no local quando a sua morfologia, fisiologia e ecologia, podendo trazer prejuizos
futuros aos seres humanos (NASCIMENTO et al., 2020). A temperatura, o oxigénio
dissolvido e o efeito da contaminagdao sao fatores intimamente relacionados no
ambiente aquatico, ja que com o aumento de temperatura ha aumento da taxa
metabdlica dos organismos, acarretando maiores gastos energéticos, consumo de
oxigénio e, consequentemente, maior sensibilidade aos efeitos dos poluentes
(GOMES, 2019).

Em relagdo ao parametro pH, as médias variaram entre 6,93 a 8,04, estando
em conformidade com a Resolu¢do do CONAMA N° 357/2005 (BRASIL, 2005), como
indica a Tabela 2. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Silva et al.,
(2020), em que o pH das amostras de agua de cultivo de ostras no estuario amazénico
do estado do Par4, variou entre 6,7 e 7,2.

O pH é um fator de extrema importancia para o ambiente aquatico, pois
influencia as reagdes e fenbmenos quimicos que acontecem na agua (OSTRENSKY;
BOEGER, 1998). Quando o pH & mais alcalino, ocorre uma maior perda de nitrogénio
para o meio (SIPAUBA-TAVARES, 1994), pois ha uma maior transformacdo do ion
amoénio (NH4) em amoénia livre e gasosa (NHs), o que pode influenciar no
desenvolvimento da biota aquatica. A variagdo nesse parametro pode causar grandes
alteragdes nos ecossistemas marinhos, principalmente a espécies sensiveis como os
poliquetas. Uma vez que as taxas estejam elevadas, pode afetar a disponibilidade
dealimentos e nutrientes dos taxons (SILVA; OLIVEIRA, 2020).

Observamos que nos pontos amostrados as concentragdes de oxigénio
dissolvido se encontram abaixo dos niveis permitidos pela legislagdo vigente.
Apenas o ponto S1 (area de cultivo) e a area Urbana (S3) no periodo seco que
estdo dentro dos valores aceitaveis. Os baixos valores de oxigénio dissolvido nas
areas estudadas indicam presenca de matéria organica no ambiente, possivelmente
proveniente de esgotos domésticos nao tratados, além de descarte inadequado de
residuos solidos no local.

O oxigénio dissolvido € um dos parametros mais importantes para expressar

a qualidade da agua de um determinado ambiente aquatico (BRASIL, 2006), sendo
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considerado um elemento vital a vida dos peixes, moluscos, plancton, bactérias e
plantas aquaticas (OSTRENSKY; BOEGER, 1998; SIPAUBA-TAVARES, 1994). A
solubilidade do oxigénio na agua depende de distintos fatores ambientais, como a
temperatura, pressao atmosférica e salinidade (NASCIMENTO et al., 2020).

Nesta pesquisa, o parametro de salinidade variou entre 16,1 g.Kg'e 36, 7
9.Kg'', sendo maior no periodo de estiagem, que pode estar relacionada ao processo
de evaporagao que faz com que aumentem as concentragdes de sal nos corpos de
agua salgados e com baixa renovagao. Estudo realizado por Gomes (2019) refere
que esta configuragdo apresenta um cenario tipico de ambiente marinho regido pela
distribuicao pluvial, em que os menores valores sdo observados no periodo chuvoso,
com precipitacao alta. Salinidades inferiores proximas aos niveis de tolerancia fazem
cessar a alimentagao, e a alta concentracao de algas pode fazer decrescer ou inibir o
estimulo a filtrag&o.

De acordo com o Sistema de Veneza para a salinidade, os ambientes sao
classificados da seguinte forma: Ambientes aquaticos em agua doce (salinidade
abaixo de 0,5); Oligoalino (de 0,5 a valores menores que 5,0); Mesoalino (de 5,0 a
menores que 18,0); Polialino (de 18,0 a menores que 30,0) e Eualino (salinidade de
30 a 40,0) (VENICE-SYSTEM, 1959).

Dessa forma, no periodo deste estudo a salinidade manteve caracteristicas
mesoalinas, polialinas e eulialinas, o que é apresentado pela maioria das aguas
estuarinas das regides tropicais. Tal parametro pode estar sendo influenciado pela
pluviosidade e aporte fluvial, que gradativamente diluem as aguas salinas dentro do
sistema estuarino (NASCIMENTO et al., 2020).

5.2 Biometria das ostras

Os dados biométricos das ostras coletadas no periodo de outubro de 2022 e
mar¢o de 2023 estdo indicados nas figuras 9, 10, 11 e 12. Esses resultados mostram
que o peso total, altura, comprimento e largura dos organismos coletados no
ponto S1 apresentaram valores significativamente maiores no periodo de estiagem e
chuvoso comparados ao ponto de extrativismo (S2) e area urbana (S3).

As ostras da area S2 apresentaram os menores valores em todas as
dimensdes analisadas, quando comparados com os pontos S1 e S3, exceto em
comprimento no periodo seco.

O peso total das ostras no ponto S1 variou entre 39,209 + 12,53 e 36,4 g
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13,4,n0S2de 19,259 +£6,7a 16,75 g + 5,24 e no ponto S3 de 25,22 + 7,5 a 20,26 +
3,7. Verificou-se que as ostras no periodo seco sao mais pesadas e

consequetemente acumulam mais sobrenadante. Estatisticamente n&o houve

diferenga significativa no peso das ostras dos 3 pontos entre os dois periodos

sazonais (seco e chuvoso). Mas, ao comparar o peso no mesmo periodo, as ostras

coletadas no ponto S1 foram mais pesadas do que as ostras dos pontos S2 e S3,

tanto no periodo seco (p=0,00012) quanto no chuvoso (p=0,00012). Ao comparar as

ostras dos pontos S2 e S3, verificou-se que ndo houve diferenga significativa em

ambos os periodos sazonais, como mostra a figura 9.

Figura 9 - Média do peso total das ostras coletadas na Baia de S&o José no periodo seco

(outubro de 2022) e chuvoso (margo de 2023): S1) Area de cultivo (municipio de Raposa); S2) Area

de extrativismo (municipio de Pago do Lumiar); S3) Area urbana (S&o José de Ribamar). Ae B

diferencgas estatisticas do ponto entre as estagbes. a e b diferenga estatistica entre os pontos na
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FONTE: Autor (2023).
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ostras apresentaram alturas varidveis ao longo das trés areas de coleta

(figura 10). A altura das ostras do ponto S1 variou entre 6,55 + 0,7 € 5,61 £ 1 cm, no
ponto S2 entre 4,52 + 0,8 e 4,45 + 0,6 cm e no ponto S3 entre 5,39 + 0,7¢ 4,65 + 0,4
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cm. Houve diferengas significativas nos pontos S1 e S3 entre os diferentes periodos
(p=0,00199 e p=0.03652 respectivamente), sendo as ostras com maior altura no
periodo seco. Também foi observado diferencga significativa entre todos os pontos no
periodo seco, sendo as ostras de S1 mais altas (entre S1 e S2 p=0,000119, entre S1
e S3 p=0,000223 e entre S2 e S3 p=0,007561). Ja no periodo chuvoso, a altura das
ostras de S2 e S3 foram semelhantes estatisticamente (figura 10).

Figura 10 - Média da altura das ostras coletadas na Baia de Sao José no periodo seco (outubro de
2022) e chuvoso (margo de 2023): S1) Area de cultivo (municipio de Raposa); S2) Area de
extrativismo (municipio de Paco do Lumiar); S3) Area urbana (Sdo José de Ribamar). A e B

diferengas estatisticas do ponto entre as estagdes. a, b e ¢ diferenca estatistica entre os pontos na

mesma estagao.
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FONTE: Autor (2023).

O comprimento das ostras no ponto S1 variaram entre 4,015 + 0,6 e 3,91 £
0,8 cm, no ponto S2 entre 3,87 £ 2,1 € 2,89 + 0,6 cm e no ponto S3 entre 3,68 + 0,5
e 3,29 + 0,3 cm. No periodo seco as ostras com maiores dimensdes de
comprimento foram do ponto S1, seguido do S2 e por ultimo S3, neste mesmo
periodo houve diferenga significativa entre os pontos S1 e S2 (p=0,035). No
periodo chuvoso, as ostras de S2 e S3 apresentaram dimensdes de comprimento
estatisticamente semelhantes. As ostras do ponto S1 tiveram maior comprimento
em relagdo as ostras de S2 (p=0,00013) e S3 (p=0,024874) (figura 11).
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Os valores de lagura das ostras analisadas estao dispostos na figura 12.
Onde os valores do ponto S1 variaram respectivamente entre 1,79 £+ 0,4 e 1,7+ 0,7
cm. Na area S2, essa variagao foi de 1,38 £ 0,3 e 1,25 + 0,3 cm. Ja na area S3 os
valores de largura das ostras foram entre 1,83 £ 0,8 e 1,51 + 0,3 cm (figura 3). Nao
foram encontradas diferengas estatisticas na largura das ostras entre os 3 pontos

no mesmo periodo, nem entre os pontos nos periodos sazonais (seco e chuvoso).

Figura 11 - Média do comprimento das ostras coletadas na Baia de Sdo José no periodo
seco (outubro de 2022) e chuvoso (marco de 2023): S1) Area de cultivo (municipio de Raposa); S2)
Area de extrativismo (municipio de Paco do Lumiar); S3) Area urbana (Sdo José de Ribamar). A e B

diferengas estatisticas do ponto entre as estacdes. a e b diferencga estatistica entre os pontos na

mesma estacao.
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FONTE: Autor (2023).
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Figura 12 - Média da largura das ostras coletadas na Baia de S&o José no periodo seco

(outubro de 2022) e chuvoso (margo de 2023): S1) Area de cultivo (municipio de Raposa); S2) Area
de extrativismo (municipio de Pago do Lumiar); S3) Area urbana (S&o José de Ribamar). Ae B
diferencas estatisticas do ponto entre as estagbes. a e b diferenga estatistica entre os pontos na

mesma estagao.
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FONTE: Autor (2023).

E provavel que existam diversos fatores que est&o contribuindo para um menor
tamanho e peso total das ostras coletas no ponto S2 (area de extrativismo),
demonstrando que possivelmente as condigdes do ambiente (pH, salinidade,
temperatura, oxigénio dissolvido) tém influenciado no crescimento e na sobrevivéncia
dos moluscos bivalves durante diferentes fases do ciclo de vida (FUNO et al., 2015).
Os maiores valores biométricos registrados para os animais da area de cultivo no
periodo de estiagem tanto em relagao a outra localidade quanto em relagao ao periodo
chuvoso refletem maior estabilidade energética e metabdlica dos organismos frente
ao aumento de salinidade (SANTOS et al., 2021).

Em estudo experimental realizado por Funo et al., (2015) sobre a influéncia
da salinidade no crescimento e sobrevivéncia de ostras, verificou que os maiores
valores biométricos registrados eram na salinidade de 25, para a altura, em
salinidade de 20, para comprimento, salinidade de 20 a 25, para largura, salinidade

de 20 a 30 para peso. Os autores averiguaram ainda que a melhor faixa de salinidade
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para a sobrevivéncia dos organismos era de 20 a 25. Dessa forma, os valores
registrados nas areas S1, S2 e S3 nao estao dentro da faixa citada pelo trabalho, onde
as taxas de salinidade da area S1 esteve sempre acima de 28 e das areas S2 e S3
apresentaram valores abaixo de 18,2.

Segundo Noleto (2021), se o ambiente em que as ostras se encontram
estiver impactado por contaminantes, seu desenvolvimento também pode ser afetado,
apesar de serem organismos muito tolerantes a determinadas concentragdes de
compostos toxicos, como pesticidas, metais pesados, hidrocarbonetos, entre outros.

E sabido que as ostras, assim como a maior parte dos moluscos aquaticos,
saoorganismos osmoconformadoras (WILLMER et al., 2004; SANTOS et al., 2021) e
porserem tipicas de ambientes estuarinos apresentam alta capacidade de controle de
seu volume celular (WILLMER et al., 2004). Entretanto, uma vez submetidas a
situagcbes de estresse osmotico, podem reduzir a energia direcionada ao
crescimento devido aocusto da demanda de sobrevivéncia (SANTOS et al., 2021).
Funo et al., (2015) estudaram esse fenbmeno, por meio de uma série de medidas e
houve a diminuicdo da taxa de filtracdo, que afeta diretamente o crescimento das
ostras (GUIMARAES et al., 2008).

5.3 Quantificagao de nitritos (NO2)

E a primeira vez que um estudo quantifica nitrito no sobrenadante de ostras
do género Crassostrea. As analises foram feitas nas trés areas de estudo na Baia de
Sao José (S1- Cultivo-Raposa , S2 - Extrativismo-Pago do Lumiar e S3 - S&o José de
Ribamar). A figura 13 mostra a concentragdo de NO2 no sobrenadante das ostras

coletadas no periodo seco (outubro de 2022) e no periodo chuvoso (margo de 2023).
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Figura 13 - Média da concentragio de nitritos no sobrenadante de ostras coletadas na Baia de Sao
José no periodo seco (outubro de 2022) e no periodo chuvoso (margo de 2023): S1) Area de cultivo
(municipio de Raposa); S2) Area de extrativismo (municipio de Pago do Lumiar); S3) Area urbana
(Séo José de Ribamar). A e B diferengas estatisticas do ponto entre as estagdes. a e b diferenca
estatistica entre os pontos na mesma estagéo.
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FONTE: Autor (2023).

Quando comparados os dois periodos (seco e chuvoso), houve difenga
significativa na concetragdo de NO2 no ponto S2 e S3 (p=0,000319 e p=0,002305,
respectivamente) (figura 13).

Em relagdo aos resultados entre as areas no periodo seco, houve diferenca
significativa entre os pontos S1 e S2 (p=0,00012) e entre S2 e S3 (p=0,00012). O
periodo chuvoso também apresentou diferencas estatisticas entre os pontos S1 e S2
(p=0,00016) e S2 com S3 (p=0,00012).

O resultado das andlises estatisticas mostra que a concentragdo de nitrito é
maior no periodo seco, em todas as areas estudadas (figura 13). Dessa forma, os dados
levam a acreditar que o motivo para os valores mais elevados durante o periodo
seco € devido a maior concentracdo de poluentes nessa época, que permite o
acumulo de matéria organica por muito tempo em um mesmo local. E quanto mais

matéria organica concentrada em um unico ponto, mais bactéria para oxidar amoénia e
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assim transforma-la em nitrito. Observamos que no periodo seco as ostras tendem a
acumular mais sobrenadante, provavelmente isso deve-se ao fato das ostras neste
periodo serem mais pesadas.

Em relagdo a agua do mar, os resultados das leituras da quantificagdo de
nitritos estdo representadas na tabela 3, elas foram feitas nos meses de outubro de
2022 e margo de 2023. A area S2 apresentou a maior quantidade de NOz2 no periodo
de estigem (0,262 mg/L) e no periodo chuvoso (0,109 mg/L) comparada as demais
areas, onde na estiagem houve uma quantidade maior de nitrito. O ponto S1
apresentou menor quantidade de nitrito entre os pontos em ambos os periodos,
sendo que no periodo seco os valores foram mais elevados que no periodo chuvoso
(tabela 3).

De acordo com os resultados obtidos, sugere-se que a maior concentragao
desse contaminante inorganico na area S2 é devido a poluigdo no local,
principalmente pela disposicdo inadequada de residuos soélidos, uma vez que este

ponto esta inserido dentro de uma comunidade.

Tabela 3 — Leitura da quantificagcdo de nitritos na agua do mar na Baia de Sdo José-MA em outubro
de 2022 e margo de 2023.

Estiagem Chuvoso
S1 0,047 mg/L 0,013 mg/L
S2 0,262 mg/L 0,109 mg/L
S3 0,060 mg/L 0,098 mg/L

S1: Cultivo de ostras, Raposa-MA; S2: Extrativismo, Pago do Lumiar-MA; S3:Area
Urbana, S&do José de Ribamar-MA.

Segundo Barbiere et al., (2014), os parametros abitdticos da agua, como
temperatura, oxigénio dissolvido, entre outros, podem influenciar na agéo dos nitritos.
O pH tem uma relagdo direta com a formag&o da meta-hemoglobina, que é incapaz
de transportar oxigénio aos tecidos, podendo estabelecer um quadro de hipoxia e
cianose. Como o nitrito possui a capacidade de oxidar o atomo de ferro da
hemoglobina e transforma-la em meta-hemoglobina, quanto maior o pH do meio,
maior a toxidade do nitrito. Neste trabalho o valor do pH manteve sempre 7,0 no
sobrenadante das ostras, em ambos os periodos avaliados.

Na area urbana (S3) e na area de cultivo (S1), as concentragdes dos
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nitritos sdo menores, variando entre 0,092 mg/L e 0,245 mg/L. At¢ o momento nao
ha uma regulamentagdo por meio da legislagdo brasileira ou outros trabalhos na
literatura indicando valores minimos aceitaveis desse composto para consumo
humano. Porém, ndo podemos descartar a possibilidade de outros anormais
marinhos estarem sendo afetados, visto que as ostras possuem uma grande
resisténcia a compostos toxicos (BARBIERI et al., 2014).

O nitrato (NOs3) quando ingerido precisa ser reduzido em nitrito e depois em Oxido
nitrico (NO). Fisiologicamente o NO caracteriza-se por ser uma molécula gasosa, rapidamente
oxidada para nitrito e nitrato que pode ser quantificado no soro e outros fluidos biologicos
como urina € homogeneizados de varias amostras, apds desproteinizagéo. O NO ¢é essencial
para a saude e ha pelo menos 3 origens ou fontes fisioldgicas, a primeira € endégena, o NO é
produzido a partir do aminoacido L-arginina e outros substratos e co-fatores. A segunda fonte
de nitrito € obtida do nitrato presente nos vegetais, folhas verdes e tubérculos, alem de alguns
frutos, quando ingerido proveniente dessas fontes € prontamente decomposto para NO e
outros Oxidos de nitrogénio. A terceira fonte € a ingestdo de agua e produtos carneos
industrializados. Estudos sugerem que estes contribuem com cerca de 5% do total de nitrato
ingerido e os vegetais contribuem com 80 a 87% do consumo e possivelmente a aplicagéo de
fertilizantes na produgéo agricola resultam em maior absorgao de nitrogénio pelos vegetais. A
agua potavel na Europa tem o valor de nitrato regulamentado em até 50mg/L e nos Estados
Unidos esse valor cai para 44mg/L, a fim de prevenir a ocorréncia de metahemoglobinemia
infantil (OLIVO; RIBEIRO, 2018).

O nitrito atualmente apresenta um perigo devido a um uso global de nitrito de sédio
para fins recreativos adicionados a ésteres alifiticos e suicidas, mostrando que o velho
veneno esta em uso nos dias atuais e representa um risco substancial para a sociedade. O
método mais barato e mais utilizado para determinar o nitrito em envenenamentos fatais na
medicina forense é o método de Griess (TUSIEWICZ et al., 2023).

Este estudo é inovador, uma vez que é a primeira vez que o nitrito foi quantificado no
sobrenadante das ostras. Esse fluido biolégico caracteriza-se por ser translucido e isento de
proteinas sendo, portanto, pratico, de facil coleta e eficiente para estudos de monitoramento
ambiental. O NO pode ser detectado utilizando varios métodos in vitro e in vivo, 0 método
colorimétrico tem a vantagem de apresentar alta sensibilidade, precisdo (accuracy), facil
acesso e econdmico. O método de Griess foi descoberto em 1879, sendo 0 mais comum para
a detecgdo de nitrito e nitrato in vitro devido a alta sensibilidade, baixo custo e extensivamente

utilizado para analise de nitrito e nitrato (NO) em amostras de saliva, urina, soro, fluido cerebral
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e culture média (GOSHI et al.,, 2019).

Smith e Williams (1974) realizaram um experimento com duas espécies
de peixes, o Salmo gairdneri e o Oncorhynchus tschawytscha, que foram
expostos a agua contendo nitrito nas concentragdes de 0,15 e 0,55 mg/litro por 48 e
24 horas. Os autores constataram que ambos respondem fisiologicamente ao
nitrito, produzindo meta-hemoglobina, mas somente na concentracédo de 55%
ocorreu mortalidade. Também destacam que a toxidez do nitrito € mais baixa em
aguas salgadas. Corroborando assim com os resultados do presente estudo, em
que as areas com taxa de salinidade maior apresentaram menores quantidades
de nitritos no sobrenadante das ostras e na agua.

Huey et al (1980) também avaliaram os efeitos sub-letais em bagres juvenis
de canais, expostos a 5 mg/litro de nitrito. A metemoglobina aumentou rapidamente
durante as primeiras 6 horas de 7% para 59%. Nenhum dos peixes sobreviveu por
mais de 24 horas. Mas quando transferidos para agua sem nitrito apresentaram
quantidades quase normais de meta-hemoglobina (13%) apds 24 horas.

E possivel observar que existe uma escassez de estudos relacionados a
avaliacao e analise desse composto nesses animais, o que foi verificado também por
Barbieri et al., (2014), que evidenciaram a pequena quantidade de estudos em
relagao a toxicidade de nitrito em moluscos bivalves.

O unico relato pretérito na literatura sobre a presenca dos efeitos letais e
sub-letais de nitritos em ostras Crassostrea virginica foi realizado por Epifanio e
Sarna (1975), que observaram que este molusco bivalve possui uma elevada
tolerancia ao nitrito do que outros animais aquaticos. Os limites médios observados
pelos autores para C. virginica foi de 1,081 a 2,415 mg/L, valores que sao superiores
aos encontrados na presente pesquisa, podendo indicar que os valores estao dentro
de uma faixa média de toleréncia na area de cultivo estudada.

Nossos resultados mostram uma maior concentragao de nitritos nas ostras
na area de extrativismo (S2) (periodo seco 0,41 + 0,7 mg/L e periodo chuvoso 0,28 +
0,11 mg/L), concentracdo que pode estar associada a exposi¢cdo de substancias
toxicas presentes na agua do local, indicando que as ostras desta area estao expostas
a maior concentracdo de poluentes. Dessa forma, utilizagdo da quantificagdo de
nitritos demonstra que os corpos d’agua estdo sujeitos a disposi¢cao inadequada de
residuos solidos e descarte de efluentes domésticos que carregam substancias

potencialmente toxicas, influenciando na saude dos organismos.
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5.4 ldentificagdao molecular

As analises de identificagdo molecular foram iniciadas com as extragdes de
DNA das amostras dos trés pontos (S1, S2 e S3), logo apds houve realizagdo da
eletroforese para verificar o resultado das extracbes. No qual, foi confirmado a
presenca de DNA nas amostras extraidas e assim seguimos para a etapa da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Porém, nesta fase apenas duas amostras

foram amplificadas (figura 14).

Figura 14 — Gel de agarose a 1% corado com gel red mostrando amplificagdes obtidas pela PCR
multiplex. A) amostra amplificada do ponto S2 (Extrativismo — Pago do Lumiar) correspondente a

Crassostrea rhizophorae. B) amostra amplificada do ponto S3 (Sdo José de Ribamar)

correspondente a Crassostrea gasar.

FONTE: Autor (2024).

As amostras amplificadas evidenciaram a ocorréncia de duas espécies
diferentes na Baia de Sao José. Nas andlises referente as amplificacbes, foi
possivel observar paddo de bandas que correspondem a Crassostrea gasar e
Crassostrea rhizophorae (figura 14). Estudo realizado por Lopes et al., (2018) ja
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havia confirmado a ocorréncia dessas duas espécies no Litoral Maranhense, que
até entdo apenas a C gasar tinha ocorréncia confirmada no estado por Lazoski et
al., (2011). Melo et al., (2010) e De Paula et al., (2008).

Em seu trabalho, Lopes et al., (2018) utilizou a técnica de PCR Multiplex, a
mesma utilizada no presente trabalho. Ele destacou a importéncia de diferenciar as
espécies de Crassostrea para a ostreicultuta, uma vez que a Crassostrea gasar € a
espécie que apresenta uma melhor taxa de crescimento, o que faz com que ela
seja a melhor opgao para o cultivo (ABSHERS, 1989).

Christo (2006), confirmou que as espécies Crassostrea gasar e Crassostrea
rhizophorae possuiam distribuicbes diferentes no ecossistema aquatico, que
consequentemente nao poderiam co-habitar no mesmo lugar. No entanto, Lopes et
al., (2018) constatarm que as duas espécies residem no mesmo local, em Sao José
de Ribamar e Paco do Lumiar, mesmos locais de estudo deste trabalho. E
importante ressaltar que estes dois pontos possuem caracteristicas distintas, ja que
Séao José de Ribamar é uma regido de praia, com as ostras fixadas em rochas e
estrutura de concreto, e Paco do Lumiar se caracteriza por ser um ambiente de
estuario, com as ostras fixadas nas raizes das plantas. Neste mesmo trabalho, foi
encontrada apenas a espécie Crassostrea gasar no municipio de Raposa (regiao
do cultivo de ostras).

E esperado que a Crassostrea gigas e Crassostrea sp. Canela ndo sejam
encontradas na Baia de S&o José. Isso porque de acordo com Tureck (2010) a
primeira espécie € exotica da regido do Indo-pacifico e ndo se adapta bem em
regides com altas temperaturas, como a que é caracteristica do Maranhdo. Ja a
Crassostrea sp. Canela, até o presente momento é exclusiva da regido de
Braganca- PA, que provavelmente por questdes de barreiras naturais ainda n&o se
dispersou para outras areas.

Devido a pequena quantidade de amostras amplificadas na PCR nao

foi possivel neste trabalho determinar as espécies nos pontos de amostragem.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Concluimos que os pontos S2 e S3 possuem baixo valor de oxigénio
dissolvido, sugerindo que essas areas possuem uma alta atividade microbiana fruto
da decomposicdo da matéria organica. Em relagdo a analise biométrica, é possivel
observar que as ostras do extrativismo sdo menores em todas as dimensdes,
principalmente no periodo chuvoso. O periodo seco apresentou valores
estatisticamente mais alto para nitrito na area de extrativismo (S2), considerando
esta area a mais impactada, sugerindo uma maior contaminagao antrépica. A cerca
da identificagdo molecular, as etapas irdo continuar até a metodologia ser
consolidada e os possiveis erros serem corrigidos. Desta forma, € possivel concluir
que a analise fisico-quimica da agua somados a biometria e quantificacdo de nitritos
sdo uma ferramenta eficaz, de baixo custo e rapida, que pode ser utilizada no

monitoramento ambiental.
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Parte dos resultados apresentados nesta dissertacdo foi submetido para publicacéo
na revista “Comparative Biochemistry and Physiology, Part A", Qualis A1 na area da
Biodiversidade e JCR 2.3.

Titulo encaminhado: “QUANTIFICATION OF NITRITE IN BIOLOGICAL FLUID
FROM OYSTERS (Crassostea sp.) AS AN ENVIRONMENTAL MONITORING
TOOL”
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Abstract
The responses of organisms as an environmental monitoring tool have been used by

organisms sensitive to changes that occur in the environment. Among the organisms used as
biomonitors, oysters stand out, which accumulate large amounts of contaminants in their
tissues. In this sense, this research aimed to determine the physical-chemical parameters of
seawater at three points in Sao José Bay, Maranhao - Brazil, performing biometry of oysters
of the genus Crassostrea and evaluating the anthropic impact through the quantification of
nitrites. For this, oysters of the genus Crassostrea were collected in the dry period in October
2022 and the rainy period in March 2023. During the time of each collection (low tide), the
physical-chemical parameters of the water were recorded at all sampling points and
Compared to CONAMA Resolution No. 357/2005, 2 ml of seawater was also collected at
three sampling points for NOy quantification. The nitrite present in the oysters' supernatant
was partially produced through the occurrence of Griess, which quantifies nitrites. Analyzes

of the physical-chemical parameters of seawater demonstrated that pH and temperature
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remained within established limits, except during the rainy season in the extractive area. The
concentration of oxygen distributed remained low at all collection points. In the biometric
analysis, it is possible to observe that oysters from extractivism are smaller in all dimensions,
especially in the rainy season. The result of nitrite quantification in the oyster supernatant
revealed significantly higher concentrations in the extraction area (dry period 0.41 £+ 0.7 mg/L
and rainy period 0.28 + 0.11 mg/L), showing that this area is the most impacted. Therefore,
the results found indicate that the quantification of nitrites is an innovative, simple, effective
and low-cost tool that can be used in environmental monitoring in addition to the physical-

chemical parameters of water and biometric analysis.

Keywords: Biomonitoring; pollution indicators; aquatic contaminants; water quality; bivalve.
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1. Introduction

Monitoring aquatic ecosystems, through the use of physical-chemical parameters of
water, constitutes an important tool for monitoring the quality of the environment (Silva,
2015).

However, methods that enable a more complete analysis of environmental variables
and their effects in an efficient and low-cost manner should be added to aquatic
environmental monitoring (Santos and Ferreira, 2019).

Among the tools, the quantification of ionic species, such as nitrite (NO’), an
inorganic substance present in aquatic organisms and water, has proven to be a new
biochemical method, which can be added to environmental biomonitoring. Nitrite comes from
acid rain and is also used as a preservative in the food industry. This has high relevance in
biological fluids, forensic studies and food safety, since excessive consumption, from
processed meat, can be harmful to human health, mainly causing gastric cancer. This occurs
because secondary amines of proteins can react with nitrite (NO>), forming nitrosamines, in
the case of heating and/or acidic pH, causing toxicity in the body (Colt and Armstrong, 1981).

There is a scarcity of studies related to the evaluation and analysis of nitrites in
aquatic animals. One of the few works found in the literature on the study of the effects of
nitrites on fish was that of Smith and Williams (1974), where they verified the presence and
lethality of this inorganic contaminant in fish. The scarcity is even greater when it comes to
bivalve molluscs, where to date the only research found has been on the effects of nitrite on
Crassostrea virginica, carried out by Epifanio and Sarna (1975).

Bivalve molluscs accumulate large amounts of contaminants in their tissues.
However, it is through their filter feeding habit that these invertebrates become susceptible to
the incorporation of contaminants (Ribeiro, 2016). Therefore, contaminants tend to
accumulate in bivalve tissue, in concentrations greater than those found at the source of
exposure. Therefore, filter-feeding bivalve molluscs are animals with high potential to be used
as a biological model in the biomonitoring of aquatic ecosystems (Kaouli, 2016; Noleto,
2021).

Oysters of the genus Crassostrea are part of the Class Bivalvia of the phylum

Mollusca. They are characterized by the presence of a shell composed of two valves that
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cover the entire body (Ruppert and Barnes, 1996). The majority of oyster species in this genus
are found in shallow coastal regions (Adanson, 1757).

Take into consideration the initial assumptions, this work aims to determine the
physicochemical parameters of seawater at three points in Sdo José Bay, Maranhdo - Brazil,
perform biometrics of oysters of the genus Crassostrea and evaluate the anthropic impact

through the quantification of nitrites.

2. Materials and methods
2.1. Sampling areas

The collection points are located in Sdo José Bay, on the north coast of the island of
Sao Luis, Maranhdo. Sao José Bay is of great importance for fishing in Maranhio, as there
are several ports for landing and selling fish in this region, and a large part of the
community survives from the sale of oysters of the genus Crassostrea.

Collections were carried out at three points: S1) Oyster cultivation area, located in
the municipality of Raposa; S2) Extraction area, located in the municipality of Pago do

Lumiar; S3) Urban area, located in the municipality of Sdo José de Ribamar (Figure 1).
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Fig. 1. Collection points in Sdo José Bay, Maranhdo: S1) Cultivation area (municipality of
Raposa); S2) Extraction area (municipality of Paco do Lumiar); S3) Urban area (Sao José

de Ribamar).

In the Cultivation Area (S1), oysters are sold throughout the large island, while in

the Extraction (S2) and Urban (S3) areas, oysters are used for personal consumption.

2.2.  Field activities

Two collections were carried out, one in the dry period (October 2022) and one in
the rainy period (March 2023). At each point, 20 oysters were collected by free manual
collection during low tide. Immediately after capture, the individuals were
cryoanesthetized on ice (0°C) and transported to the laboratory for biometric analysis and
removal of the supernatant for NO; analysis. During collection, adult animals were
prioritized. The physical-chemical parameters of the water were measured at the time of
collection using the HANNA model multiparameter: salinity, pH, dissolved oxygen,
conductivity and water temperature. At each point, 2ml of seawater was collected for NO2

quantification.

2.3.  Biometric analysis

In the laboratory, on the same day of collection, the animals were measured using a
caliper (0.01 mm). The dimensions analyzed were the greatest width of the valves in
frontal view, the length and height of the valves (figure 2). The total weight of the animals
was obtained using a semi-analytical scale (0.01g). All samples were registered in the
Maranhao Fauna Tissue and DNA Collection (CoFauMA) located at the State University

of Maranh3o.
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Fig. 2. Biometric measurement scheme for oysters of the genus Crassostrea sp (height, length

and height). Fonte: Santana (2019).

2.4.Quantification of nitrites (curve 1.3.23 mg/L)

In the laboratory, the supernatant from the oysters was removed using an automatic
pipette, placed in eppendorf-type tubes and frozen at -20°C for subsequent nitrite analysis.
On the day of biochemical quantification, 500ul samples were thawed and centrifuged at
3,000rpm for 20 minutes in a refrigerated centrifuge (Excelsa 4. Mod. 280R - FANEM).
Subsequently, 250ul of the supernatant was transferred to plastic cuvettes and 250ul of
Griess reagent was added. The samples were placed in a dark place at room temperature
for 10 minutes for color development and the absorbance was determined by
spectrophotometry (AJMICRONAL-AJX-1000) at a wavelength of 540nm. All samples
were tested in duplicate or triplicate.

The nitrite present in the supernatant was quantified using the Griess reaction, based
on the methodology described by GREEN et al. (1982). This reaction forms a
chromophore during the reaction of nitrites with sulfanilamide and N (- 1-naphthyl)
ethylenediamine, forming a pink-colored compound, which was quantified in a
spectrophotometer.

Nitrite concentration was determined by comparison with a calibration curve, using a

standard sodium nitrite solution in a concentration range of 0.2 to 2 mg/L.

2.5. Statistical analysis
For statistical analysis, the Statistic® test was used to verify significant differences
between collection locations and climatic periods, being considered significant when the p

value < 0.05.

3. Results

3.1. Physicochemical analysis of water
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The results of the abiotic data are shown in table 1. The water temperature of the
sampled points is within the values established by CONAMA Resolution No.
357/2005 (BRASIL, 2005) for brackish water, except in the extractivism area (S2) of the

period rainy, which is below the recommended level.

Table 1. Abiotic data recorded at three points in S3o Jos¢é Bay-MA, in the dry and rainy

seasons.
Dry Rainy Recommended
Parameters (October/2022) (March/2023) values
S1 S2 S3 S1 S2 S3 CONAMA N°357
Temperature (°C) 29,3 29,7 28,6 29.9 27,1 284 28 - 32°C
pH 7,81 7,33 8,04 7,34 6,93 7,22 6,5 - 8,0
02 dissolved
(me/L) 53 4,8 5,1 4,2 4,1 4,6 >5 mg/L
Salinity (g.kg™!) 36,7 16,7 18,2 28,2 16,1 16,2 >30%

S1: Oyster cultivation, Raposa-MA; S2: Extractivism, Pago do Lumiar-MA; S3: Urban Area,
Sdo José de Ribamar-MA.

Regarding the pH parameter, the values varied between 6.93 and 8.04, in
accordance with CONAMA Resolution No. 357/2005 (Brasil, 2005).

We observed that at the sampled points, dissolved oxygen concentrations are below
the levels permitted by current legislation. Only point S1 (cultivation area) and the Urban area
(S3) in the dry period are within acceptable values. The low values of dissolved oxygen
in the areas studied indicate the presence of organic matter in the environment, possibly
coming from untreated domestic sewage, in addition to inadequate disposal of solid waste on
site.

The salinity of the points varied between 16.1 g.Kg-1 and 36.7 g Kg-1, where only the
cultivation point (S1) in the dry period is in accordance with the legislation. The low salinity
at all sampling points is below that recommended by legislation, this is due to the fact that

they are brackish waters, which are probably heavily influenced by river water.
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3.2. Oyster biometrics

The biometric data of the oysters are represented in figure 3. The results showed that
the total weight, height, length and width of the oysters collected at the point in the
cultivation area (S1) presented significantly higher values in relation to oysters from
the points in the extraction area (S2) and urban (S3).

Oysters from area S2 presented the lowest values in all dimensions analyzed,
when compared to points S1 and S3, except for length in the dry period.

The total weight of oysters at point S1 varied between 39.20 g + 12.53 and 36.4 g+ 13.4,
at S2 from 19.25 g+ 6.7 to 16.75 g = 5.24 and at point S3 from 25.22 £ 7.5 t0 20.26 + 3.7.
It was found that oysters in the dry period are heavier and consequently accumulate more
supernatant. There was no statistically significant difference in the weight of oysters from
the 3 points between the two seasonal periods (dry and rainy). However, when comparing
the weight in the same period, the oysters collected at point S1 were heavier than oysters
from points S2 and S3, both in the dry (p=0.00012) and rainy (p=0.00012) periods. . When
comparing oysters from points S2 and S3, it was found that there was no significant
difference in both seasonal periods.

The oysters presented variable heights throughout the three collection areas (figure 3).
The height of oysters at point S1 varied between 6.55 + 0.7 and 5.61 + 1 cm, at point S2
between 4.52 + 0.8 and 4.45 + 0.6 cm and at point S3 between 5 .39 + 0.7 and 4.65 £ 0.4
cm. There were significant differences in points S1 and S3 between the different periods
(p=0.00199 and p=0.03652 respectively), with the oysters being taller in the dry period. A
significant difference was also observed between all points in the dry period, with oysters
from S1 being higher (between S1 and S2 p=0.000119, between S1 and S3 p=0.000223
and between S2 and S3 p=0.007561 ). During the rainy season, the height of oysters from
S2 and S3 were statistically similar.

The length of oysters at point S1 varied between 4.015 + 0.6 and 3.91 + 0.8 cm, at point
S2 between 3.87 + 2.1 and 2.89 + 0.6 cm and at point S3 between 3 .68 + 0.5 and 3.29 +
0.3 cm. In the dry period, the oysters with the greatest length were from point S1, followed
by S2 and finally S3, in this same period there was a significant difference between points
S1 and S2 (p=0.035). In the rainy season, oysters from S2 and S3 had statistically similar
length dimensions. Oysters from point S1 had greater length compared to oysters from S2
(p=0.00013) and S3 (p=0.024874).

The width values of the oysters analyzed in area S1 varied respectively between

1.79 £ 0.4 and 1.7 £ 0.7 cm. In area S2, this variation was 1.38 = 0.3 and 1.25 + 0.3 cm. In



area S3, oyster width values
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were between 1.83 £ 0.8 and 1.51 + 0.3 cm (figure 3). No

statistical differences were found in the width of oysters between the 3 points in the same

period, nor between the points in the seasonal periods (dry and rainy).
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Fig. 3. Biometrics of oysters collected in Sdo José Bay in the dry season (October 2022) and

in the rainy season (March 2023). A) Average total weight. B) Average height. C) Average

length. D) average width: S1) Cultivation area (municipality of Raposa); S2) Extraction area

(municipality of Pago do Lumiar); S3) Urban area (Sdo José de Ribamar). A and B point

statistical differences between stations. a, b and c statistical difference between points in the
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74

2.3. Quantification of nitrites

The analysis of nitrites in the supernatant of oysters at the extraction point (S2)
showed a higher concentration of NO,™ in both seasonal periods, as shown in figure 4.

When comparing the two periods (dry and rainy), there was a significant difference
in the concentration of NO» at points S2 and S3 (p=0.000319 and p=0.002305, respectively)
(figure 4).

Regarding the results between areas in the dry period, there was a significant
difference between points S1 and S2 (p=0.00012) and between S2 and S3 (p=0.00012). The
rainy period also showed statistical differences between points S1 and S2 (p=0.00016) and S2
with S3 (p=0.00012).

The result of statistical analyzes shows that nitrite concentration is higher in the dry
period, in all areas studied (figure 4). Therefore, the data leads us to believe that the reason for
the higher values during the dry period is due to the higher concentration of pollutants at
this time, which allows organic matter to accumulate for a long time in the same location.
And the more organic matter concentrated in a single point, the more bacteria to oxidize
ammonia and thus transform it into nitrite. We observed that in the dry period oysters tend to
accumulate more supernatant, probably due to the fact that oysters in this period are heavier.

Figure 4 shows the concentration of NO>™ in mg/L in the oyster supernatant.
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(municipality of Raposa); S2) Extraction area (municipality of Pagco do Lumiar); S3) Urban
area (Sao José¢ de Ribamar). A and B point statistical differences between stations. a and b

statistical difference between points in the same station.

Regarding the nitrite reading in seawater, the results are represented in table 2. Point
S2 presented the highest amount of NO»" in the dry period (0.262 mg/L) compared to the other
areas in the same period. Point S1 presented the lowest amount of nitrite among the points in
both periods (table 2).
Table 2. Reading of nitrite quantification in seawater in Sao José Bay-MA in the dry season

(October 2022) and in the rainy season (March 2023).

Dry Rainy
S1 0,047 mg/L 0,013 mg/L
S2 0,262 mg/L 0,109 mg/L
S3 0,060 mg/L 0,048 mg/L

S1: Oyster cultivation, Raposa-MA; S2: Extractivism, Pago do Lumiar-MA; S3: Urban Area,
Sao José de Ribamar-MA.

4. Discussion

4.1. Physicochemical analysis of water

According to Nogueira, Costa and Pereira (2015), water temperature can be influenced by
air temperature, directly implying less intense water variations, since during this dry period
temperatures tend to be warmer. Surface temperature is influenced by factors such as latitude,
altitude, season, time of day, flow and depth. Temperature can also influence the
physiological activities of animals that live there, such as breathing, reproduction and
digestion (Rebougas et al., 2014).

The pattern of high temperatures can be explained by the fact that Maranhao is located
close to the Equator, making the region hot throughout the year, with no evident thermal
variations, even with the occurrence of rain (Gomes, 2019). The lower temperature in the
rainy season is the result of the greater quantity of rainwater, which slightly lowers the
temperatures in the water bodies.

The temperature at point S2 in the rainy season is below the values established by
CONAMA Resolution No. 357/2005 (Brasil, 2005) (table 1). Studies show that the
appropriate temperature for the aquatic environment is important, as it can influence the

development of organisms that live there in terms of their morphology, physiology and
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ecology, which can bring future harm to human beings (Nascimento et al., 2020).
Temperature, dissolved oxygen and the effect of contamination are closely related factors in
the aquatic environment, since with an increase in temperature there is an increase in the
metabolic rate of organisms, leading to greater energy expenditure, oxygen consumption and,
consequently, greater sensitivity to the effects of pollutants (Gomes, 2019).

In relation to the pH parameter, the averages varied between 6.93 and 8.04, in accordance
with CONAMA Resolution No. 357/2005 (Brasil, 2005), as indicated in Table 1. These
results are similar to those found by Silva et al., (2020), in which the pH of water samples
from oyster cultivation in the Amazon estuary in the state of Para varied between 6.7 and 7.2.

The pH is an extremely important factor for the aquatic environment, as it influences the
chemical reactions and phenomena that occur in water (Ostrensky and Boeger, 1998). When
the pH is more alkaline, there is a greater loss of nitrogen to the environment (Sipatba-
Tavares, 1994), as there is a greater transformation of the ammonium ion (NH4) into free and
gaseous ammonia (NH3), which can influence the development of aquatic biota. Variation in

this parameter can cause major changes in aquatic ecosystems.

Once rates are high, it can affect the availability of food and nutrients for taxa (Silva and
Oliveira, 2020). In the oyster supernatant, the pH was measured and always remained at 7.0 in
both the rainy and dry periods.

Dissolved oxygen is one of the most important parameters to express the quality of water
in a given aquatic environment (BRASIL, 2006), being considered a vital element for the life
of fish, molluscs, plankton, bacteria and aquatic plants (Ostrensky; Boeger, 1998 ; Sipauba-
Tavares, 1994). The solubility of oxygen in water depends on different environmental factors,
such as temperature, atmospheric pressure and salinity (Nascimento et al., 2020).

In this research, the salinity parameter varied between 16.1 g.Kg-1 and 36.7 g.Kg-1, being
higher in the dry period, which may be related to the evaporation process that causes salt
concentrations to increase. in saline water bodies with low renewal. A study carried out by
Gomes (2019) states that this configuration presents a typical scenario of a marine
environment governed by rainfall distribution, in which the lowest values are observed in
the rainy season, with high precipitation. Lower salinities close to tolerance levels cause
feeding to cease, and the high concentration of algae can decrease or inhibit the stimulation of
filtration (Gomes, 2019).

According to the Venice System for salinity, environments are classified as follows:

Aquatic environments in fresh water (salinity below 0.5); Oligohaline (from 0.5 to values
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less than 5.0); Mesohaline (from 5.0 to less than 18.0); Polyhaline (from 18.0 to less than
30.0) and Eualine (salinity from 30 to 40.0) (Venice-System, 1959).
Therefore, during the period of this study, salinity maintained mesohaline, polyhaline and
euhaline characteristics, which is presented by most estuarine waters in tropical regions. This
parameter may be influenced by rainfall and river input, which gradually dilute the saline

waters within the estuarine system (Nascimento et al., 2020).

4.2. Oyster biometric

It is likely that there are several factors that are contributing to a smaller size and total
weight of oysters collected at point S2 (extraction area), demonstrating that environmental
conditions (pH, salinity, temperature, dissolved oxygen) have possibly influenced the growth
and in the survival of bivalve molluscs during different phases of the life cycle (Funo et al.,
2015). The highest biometric values recorded for animals in the cultivation area during
the dry season, both in relation to the other location and in relation to the rainy season, reflect
greater energetic and metabolic stability of the organisms in the face of increased salinity
(Santos et al., 2021) .

In an experimental study carried out by Funo et al., (2015) on the influence of salinity on

the growth and survival of oysters, it was found that the highest biometric values

recorded were at a salinity of 25 g.kg-1, for the height, at a salinity of 20 g.kg-1, for
length, salinity from 20 g.kg-1 to 25 g.kg-1, for width, salinity from 20 g.kg-1 to 30 g.kg-1 for
weight. The authors also found that the best salinity range for the survival of organisms was
20 to 25 cm g.kg-1. Therefore, the values recorded in areas S1, S2 and S3 are not within
the range cited by the work, where salinity rates in area S1 were always above 28 g.kg-1 and
in areas S2 and S3 presented values below 18.2 g.kg-1.

According to Noleto (2021), if the environment in which oysters are found is impacted by
contaminants, their development may also be affected, despite being very tolerant organisms
to certain concentrations of toxic compounds, such as pesticides, heavy metals, hydrocarbons,
among others. .

It is known that oysters, like most aquatic molluscs, are osmoconforming organisms
(Willmer et al., 2004; Santos et al., 2021) and, as they are typical of estuarine environments,
they have a high capacity to control their cell volume ( Willmer et al., 2004). However, once
subjected to situations of osmotic stress, they can reduce the energy directed to growth due to
the cost of survival demands (Santos et al., 2021). Funo et al.,, (2015) studied this

phenomenon, through a series of measures and there was a decrease in the filtration rate,
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which directly affects the growth of oysters (Guimaraes et al., 2008).

2.3. Quantification of nitrites

According to Barbiere et al., (2014), abiotic water parameters, such as temperature,
dissolved oxygen, among others, can influence the action of nitrites. pH has a direct
relationship with the formation of methemoglobin, which is unable to transport oxygen to
tissues and can cause hypoxia and cyanosis. As nitrite has the ability to oxidize the iron atom
in hemoglobin and transform it into methemoglobin, the higher the pH of the medium, the
greater the toxicity of nitrite. In this work, the pH value always maintained 7.0 in the oyster
supernatant, in both periods evaluated.

In the urban area (S3) and in the cultivation area (S1), nitrite concentrations are lower,
varying between 0.092 mg/L and 0.245 mg/L. To date, there is no regulation through
Brazilian legislation or other works in the literature indicating minimum acceptable values

of this compound for human consumption. However, we cannot rule out the possibility

that other marine abnormalities are being affected, as oysters are highly resistant to toxic
compounds (Barbieri et al., 2014).

When ingested, nitrate needs to be reduced into nitrite and then into nitric oxide (NO).
Physiologically, NO is characterized by being a gaseous molecule, quickly oxidized to
nitrite and nitrate, which can be quantified in serum and other biological fluids such as urine
and homogenates of various samples, after deproteinization. NO is essential for health and
there are at least 3 origins or physiological sources, the first is endogenous, NO is produced
from the amino acid L-arginine and other substrates and co-factors. The second source of
nitrite is obtained from nitrate present in vegetables, green leaves and tubers, in addition to
some fruits, when ingested from these sources it is readily decomposed to NO and other
nitrogen oxides. The third source is the intake of water and processed meat products. Studies
suggest that these contribute around 5% of the total nitrate intake and vegetables contribute
80 to 87% of consumption and possibly the application of fertilizers in agricultural
production results in greater absorption of nitrogen by vegetables. Drinking water in Europe
has a regulated nitrate value of up to 50mg/mL and in the United States this value drops to
44mg/L, in order to prevent the occurrence of childhood methemoglobinemia (Olivo and
Ribeiro, 2018).

Nitrite currently poses a danger due to a global use of sodium nitrite for recreational
purposes added to aliphatic and suicide esters, showing that the old poison is in use today

and poses a substantial risk to society. The cheapest and most used method to determine
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nitrite in fatal poisonings in forensic medicine is the Griess method (Tusiewicz et al., 2023).

This study is innovative as it is the first time that nitrite has been quantified in oyster
supernatant. This biological fluid is characterized by being translucent and protein-free,
making it practical, easy to collect and efficient for environmental monitoring studies. NO
can be detected using various in vitro and in vivo methods, the colorimetric method has the
advantage of being highly sensitive, accurate, easy to access and economical. The Griess
method was discovered in 1879, being the most common for the detection of nitrite and
nitrate in vitro due to its high sensitivity, low cost and extensively used for the analysis of
nitrite and nitrate (NO) in samples of saliva, urine, serum, brain fluid and culture media
(Goshi et al., 2019).

According to the results obtained, it is suggested that the highest concentration of this
inorganic contaminant in area S2 is due to pollution at the site, mainly due to the inadequate
disposal of solid waste, since this point is located within a community.

Smith and Williams (1974) carried out an experiment with two species of fish, Salmo
gairdneri and Oncorhynchus tschawytscha, which were exposed to water containing nitrite at
concentrations of 0.15 and 0.55 mg/liter for 48 and 24 hours. The authors found that both
respond physiologically to nitrite, producing methemoglobin, but only at a concentration of
55% did mortality occur. They also highlight that nitrite toxicity is lower in salty waters.
This corroborates the results of the present study, in which areas with higher salinity levels
presented lower amounts of nitrites in the oyster supernatant and in the water.

Huey et al (1980) also evaluated sub-lethal effects on juvenile channel catfish exposed to
5 mg/liter nitrite. Methemoglobin increased rapidly during the first 6 hours from 7% to 59%.
None of the fish survived for more than 24 hours. But when transferred to water without
nitrite they showed almost normal amounts of methemoglobin (13%) after 24 hours.

It 1s possible to observe that there is a scarcity of studies related to the evaluation and
analysis of this compound in these animals, which was also verified by Barbieri et al.,
(2014), who highlighted the small number of studies in relation to nitrite toxicity in bivalve
molluscs.

The only previous report in the literature on the presence of lethal and sub-lethal effects
of nitrites in Crassostrea virginica oysters was carried out by Epifanio and Sarna (1975),
who observed that this bivalve mollusc has a higher tolerance to nitrite than other aquatic
animals. The average limits observed by the authors for C. virginica were 1.081 to 2.415
mg/L, values that are higher than those found in the present research, and may indicate

that the values are within an average tolerance range in the studied cultivation area.
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Our results show a higher concentration of nitrites in oysters in the extraction area (S2)
(dry period 0.41 £ 0.7 mg/L and rainy period 0.28 + 0.11 mg/L), a concentration that may be
associated exposure to toxic substances present in the local water, indicating that oysters in
this area are exposed to a higher concentration of pollutants. Therefore, the use of nitrite
quantification demonstrates that water bodies are subject to inadequate disposal of solid
waste and disposal of domestic effluents that carry potentially toxic substances, influencing

the health of organisms.

5. Conclusions

We concluded that the points studied have a low value of dissolved oxygen, suggesting
that the study areas have a high microbial activity resulting from the decomposition of organic
matter. In relation to biometric analysis, it is possible to observe that oysters from
extractivism are smaller in all dimensions, especially during the rainy season. The dry period
presented statistically higher values for nitrite in the extractivism area (S2), considering
this area the most impacted, suggesting greater anthropogenic contamination. In this wayi, it is
possible to conclude that the physical-chemical analysis of water combined with biometrics
and nitrite quantification are an effective, low-cost and fast tool that can be used in

environmental monitoring.
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