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RESUMO — Organismos marinhos calcificadores respondem criticamente a diminui¢do
da satura¢do de CaCQOs, devido a acidificagdo ocednica e ao acumulo de metais,
reduzindo crescimento e calcificagdo. Este estudo avaliou os efeitos na estrutura das
conchas do bivalve Crassostrea brasiliana sob multiplos estressores: acidificagdo
marinha e contaminag¢do do sedimento por Pb. O ensaio expos os organismos a 3 pHs
(8.0, 7.6, 7.2) e Pb (30 e 210 mg/L). Apos a exposigdo, a resisténcia das conchas foi
medida em prensa mecdnica. Os resultados mostraram que a resisténcia foi afetada
tanto pelo pH quanto pelo Pb, sendo os efeitos do metal mais criticos em cendarios
previstos de acidificagdo.

Palavras-chave: carbonato de célcio, bivalves, biomineraliza¢do, fragilizacdo da
concha, toxicidade dos sedimentos

ABSTRACT — Calcifying marine organisms respond critically to decreased CaCQO:s
saturation due to ocean acidification and metal accumulation, slowing growth and
calcification. This study evaluated the effects on the shell structure of the bivalve
Crassostrea brasiliana under multiple stressors: marine acidification and sediment Pb
contamination. The experiment exposed the organisms to three pHs (8.0, 7.6, 7.2) and
Pb (30 and 210 mg/L). After exposure, shell strength was measured using a mechanical
press. The results showed that strength was affected by both pH and Pb, with the effects
of metal being more critical under predicted acidification scenarios.

Keywords: Calcium carbonate; Bivalves; Biomineralization; Shell embrittlement;
Sediment Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Os oceanos sao sumidouros importantes de CO2 no planeta, Sabine et al. (2004) estima-
se que aproximadamente 48% do CO2 antropogénico emitido a atmosfera ¢ absorvido pelos
oceanos, o que acaba por interferir no mecanismo de tamponamento de carbonatos dos oceanos
e tem levado a reducdes nos valores de pH no meio marinho. Dados de trés estacdes situadas
nos oceanos Atlantico e Pacifico mostram, com alto grau de confianga, que o pH das aguas
superficiais oceanicas diminuiram em 0.1 unidade desde o inicio da era industrial, o que
corresponde a um aumento de 26% na concentracao de ions de hidrogénio em solucao (IPCC,
2013). Para 2100, a estimativa ¢ de que o pH oceanico diminua, em média, outras 0.3-0.4
unidades (IPCC, 2007), representando um incremento de 100 a 150% na concentracao de ions
H + nas 4guas (ORR et al., 2005).

Observamos que as mudangas ambientais experimentadas no Antropoceno vém
pressionando a capacidade de resiliéncia dos ecossistemas marinhos. Atualmente, os impactos
antropicos estao distribuidos de forma vasta nos ambientes marinhos e oceanicos e isso se deve
em grande parte as alteracdes ambientais em consequéncia do aumento da concentragdo de CO2
na atmosfera alterando o clima e consequentemente acidificando o oceano (HALPERN et al.,
2008).

O aumento da concentragdao de CO2 no ambiente marinho afeta sobremaneira a fisiologia
dos organismos, pois também eleva sua concentracdo nos fluidos corporais (hipercapnia)
causando efeitos sobre a regulacdo 4cido-base, calcificagdo, respiracdo, renovagdo de energia,
metabolismo e crescimento (PORTNER et al.,, 2004 para uma revisdo). Os organismos
marinhos calcificadores (cocolitoforos, pteropodes, moluscos bentdnicos, equinodermos,
corais) respondem de forma critica a diminuicao da saturacdo do carbonato de calcio em virtude
da acidificagcdo oceanica, reduzindo suas taxas de calcificacdo e crescimento em condi¢des
experimentais de altas concentragdes de CO2 (SCHUBERT et al, 2006; DONEY et al., 2009).

Os moluscos sao animais de corpo mole, representando o grupo de animais mais diversos
depois dos insetos. Com o intuito de adquirir reserva de minerais, sustento, € prote¢ao contra
predadores e agressdes ambientais para seu corpo fragil, a grande maioria destes animais
passam por um processo chamado biomineralizagdo, resultando na acumulagdo de minerais nos

tecidos de organismos vivos, portanto, a concha dos bivalves € resultado do seu exoesqueleto
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biomineralizado (calcario) (CARDOSO et al, 2020). A medida que estes animais sdo expostos
a acidificacdo ocednica e aos contaminantes no meio onde vivem, a rigidez de sua concha pode
sofrer alteragdoes de modo que a mesma passa a se fragilizar ao longo do tempo (CARDOSO et
al, 2020).

Os sedimentos funcionam como um sumidouro de diferentes espécies de metais e, por
isso, influenciando em atividades, como por exemplo a dragagem (CHOUERI et al., 2009).
Além disso, sedimentos desempenham papel fundamental como habitat para aproximadamente
98% das espécies bentonicas de todos os 29 filos animais (WIDDICOMBE; SPICER, 2008).

A bioacumulacdo de metais em organismos marinhos pode ter implicagdes significativas
para a saide humana (Aslam et al., 2022; Gusso-Choueri et al.,2018), visto que humanos podem
ser expostos a metais por meio do consumo de frutos do mar (Mok et al., 2015; Moussa et al.,
2022; Yuksel et al., 2021; Topaldemir et al., 2023). De acordo com a ONU (Organizagdo das
Nagoes Unidas) para a alimentagdo e a agricultura (FAO), os bivalves marinhos comestiveis,
sdo a principal fonte de proteina ou renda para milhares de pessoas (FAO,2014) Alguns metais
podem representar uma ameaca significativa a saide humana, pois também sdo classificados
como cancerigenos. O chumbo (Pb) ¢ um dos metais prioritarios que mais preocupam a satde
publica (OMS, 2010) e classificado como elemento cancerigeno de classe 2A para humanos,
de acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céancer (IARC) (2019) (Kibria et
al., 2021).

Dentre os organismos potencialmente afetados, os bivalves marinhos, como as ostras,
desempenham um papel crucial na estrutura e no funcionamento dos ecossistemas costeiros,
com significativa importancia ecoldgica, social, econdmica e para a saude publica (Byrne e
O’halloran, 2001). S3o animais sésseis, filtradores, e bioacumuladores de contaminantes, o que
os torna excelentes organismos bioindicadores para a caracterizagdo das condi¢cdes ambientais
e dos impactos em ecossistemas aquaticos (Maranho et al., 2012; Cao et al., 2019; Li et al.,
2021; Nunes et al., 2025), além de possuirem valor econdmico para a pesca e a aquicultura,
sendo fonte de proteina e renda para comunidades tradicionais (FAO, 2014). A ocorréncia
simultanea e as possiveis interagdes entre acidificagdo e contamina¢do quimica podem
modificar o comportamento dos metais e precisam ser adequadamente avaliadas quanto aos
efeitos negativos e ameagas significativas a estrutura e as funcdes do ecossistema marinho nas

projecdes indicadas para as proximas décadas ( Widicombe et al., 2010; Kibria et al., 2021;
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IPCC, 2022) Assim, avaliar os efeitos da acidificagdo marinha e da bioacumulacdo de metais
em organismos marinhos comercialmente importantes, além de fornecer informagdes sobre a
saude ecoldgica e os impactos nas cadeias alimentares costeiras, € também exposi¢do ao risco
potencial a saide humana ( Rajaguru et al., 2002; Castro-Gonzalez et al., 2008; Shi et al., 2016;
Falkenberg et al., 2020). Espera-se que o aumento dos efeitos negativos sobre a contaminagao
por Pb (chumbo), como consequéncia da acidificagdo marinha, prejudique a seguranga
alimentar e ecologica. Este estudo também visou contribuir para uma melhor compreensao dos
potenciais riscos ambientais, da seguranca alimentar de frutos do mar e dos riscos a saude
humana em cenarios multi estressores envolvendo contaminagdo por Pb (chumbo) em
sedimentos e acidificagdo marinha induzida por CO2. Este trabalho compreende alguns itens
dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) sendo eles, o objetivo nimero 13. Agao
contra a mudanga global do clima”, “14. Vida na agua” e “15. Vida terrestre).

Diante disso, foram investigados os efeitos de resisténcia na estrutura das conchas do
bivalve Crassostrea brasiliana em um cenario de multiplos estressores envolvendo
contaminag¢do por metal no sedimento com acidifica¢cdo marinha induzida por CO2 em trés pHs
diferentes (8.0, 7.6 ¢ 7.2) e trés tratamentos dentro de cada pH: 210 (contaminacao alta por
chumbo no sedimento), 30 (contaminagdo moderada por chumbo no sedimento) e controle:
livre de contaminagdo por chumbo. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
da acidificacdo marinha induzida por CO2 na bioacumulacdo de chumbo na ostra Crassostrea
brasiliana. A hipotese do presente estudo ¢ avaliar a interagdo da acidificagdo oceanica
incrementard a concentracgao total de metal nos tecidos dos bivalves, modificando a parti¢ao
subcelular dos elementos tragos dos organismos testados, de modo que, suas conchas fiquem

fragilizadas.

2  MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo do presente experimento, os organismos foram coletados com um
produtor local da Reserva Extrativista do Mandira, (uma area estuarina protegida situada no
litoral sul em Cananéia - SP), e entdo transportados até o Laboratorio de Ecotoxicologia da
UNISANTA em Santos - SP. Apo6s a chegada , os organismos passaram por um periodo de

aclimatagdo de sete dias em condi¢des controladas de laboratdrio, sob trés tratamentos distintos
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de pH (8,0; 7,6 € 7,2), todos mantidos na salinidade 24. Para isso, foram distribuidos em trés
grupos de individuos de tamanho homogéneo e mantidos em aquérios de 50 L, contendo agua
reconstituida sem sedimentos e sob aeragdo constante, além de ter o pH da 4gua gradualmente
ajustado ao longo do periodo de 7 dias, iniciando em pH 8 , seguido do pH 7.6 e por final, pH
7.2 (+- 0,4 unidade/dia) para atingir as condigdes experimentais alvo, minimizando o estresse
sobre os organismos testados. Os bioensaios foram conduzidos em um sistema de caixa fechada
adaptado de Alves et al. (2025), no qual o CO2, foi indiretamente infundido no meio de
exposicao dentro da atmosfera da caixa na qual cada uma continha potes de vidro (3L) com
500mL de sedimento com Pb (chumbo) e 2L de 4gua experimental filtrada (salinidade 24), com
quatro repetigdes por tratamento contendo 3 organismos por tratamento para obter respostas
bioldgicas.

Na presente proposta foram avaliados os efeitos nas conchas frente a manipulagdo de
dois fatores: (i) contaminacdo do sedimento, em dois niveis (sedimento controle ¢ sedimento
contaminado com chumbo) e (ii) acidificagdo do meio marinho, em trés niveis (pH controle
(pH 8.0), pH acidificado em meia unidade em relacao ao controle (pH 7.6), pH acidificado em
uma unidade em relacao ao controle (pH 7.2). As condig¢des de acidificacdo representarao o
cenario previsto até o ano de 2100, de acordo com relatorio do IPCC (IPCC, 2013) (variagao
de -0.5 unidades de pH). A acidificacao foi mantida durante todo o tempo experimental através
da injecao controlada de CO2 na agua em que foram expostos os organismos-teste, conforme
descrito no item 3.3.

O experimento abordou a contaminacdo do sedimento por metal. Sedimento natural
nao contaminado foi fortificado (spiked) com chumbo (Pb) (detalhes no item 3.2). Estudos de
acidificacdo de ambientes aquaticos sugerem que metais podem sofrer remobilizacdo a partir
dos sedimentos em cendrios de redu¢do de pH (WIENER et al., 1990; ARDELAN et al., 2009;
DE ORTE et al. 2014a, b).

Este contaminante foi testado em concentracdes intermedidrias, ou seja, valores entre o
Threshold Effects Level (TEL) e o Probable Effects Level (PEL) (CCME, 2002), tanto por estas
serem concentragdes ambientalmente relevantes, como por possivelmente levar a respostas de
bioacumulagdo, permitindo a observacao da influéncia dos fatores testados (acidificagdo e
contaminacdo do sedimento) sobre as varidveis-respostas (bioacumulacdo total e em

compartimentos subcelulares). As exposi¢des a sedimentos fortificados com chumbo foram
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acompanhadas de exposi¢oes a sedimentos ndo fortificados, cujas respostas representaram o
controle negativo de contaminacdo. Foram feitas 3 réplicas de unidade experimental para cada

tratamento (Figura 1).

Figura 1. Desenho experimental apresentando os dois fatores avaliados no estudo e suas

combinagdes que representam os tratamentos experimentais.
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Para a avaliacdao de diferentes respostas biologicas frente a manipulagdo dos fatores de
contaminag¢ao do sedimento com metais e acidificagdo do meio marinho, foi utilizado o sistema
de injecdo de CO2, e controle de pH através de uma série de valvulas solendides conectadas a
um computador e uma fonte de inje¢@o automatica de CO2 que permitem a entrada do gas de
forma independente em cada uma das unidades do sistema-teste (Figura 2).

Através de um software de controle (Apex fusion), o pH de cada sistema de exposi¢ao
serd determinado e, por meio de sensores, se dard um monitoramento continuo do pH da agua
do mar durante as exposi¢des. Quando detectado um valor de pH 0.01 superior ao estabelecido,
este sistema libera automaticamente o CO2 em quantidade suficiente para que o valor de pH

seja restabelecido e, desta forma, mantido durante todo o tempo de exposicao.
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Figura 2. Representacdo do sistema de introdugdo de CO2 em caixa fechada
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Posteriormente a exposicdo dos organismos, os individuos foram sedados em gelo e
dissecados, tendo suas conchas removidas, identificadas, congeladas e armazenadas no freezer
com o intuito de preservar ao maximo as células e o exoesqueleto biomineralizado do
organismo. ApOs esta etapa, as conchas foram testadas quanto a sua compressdao e forca
utilizando uma prensa mecanica e os valores correspondentes a forga utilizada para quebra-las
foram catalogados.

Todas as séries de dados foram avaliadas quanto a normalidade (p. ex.: teste de Shapiro-
Wilk) e homoscedasticidade (p. ex.: teste de Levene). O efeito dos fatores pH,e contaminagao
por metal foi avaliado pela analise de ANOVA por permutagdao (PERMANOVA). Anélise de
percentual de similaridade (SIMPER) ser4 usada para determinar a contribuicdo dos fatores
para a dissimilaridade média entre tratamentos.

Os efeitos na estrutura das conchas de Crassostrea brasiliana, foram analisados mediante
compressoes feitas em uma maquina de ensaio mecanica de tragdo e compressdao, da marca
EMIC e modelo (DL), cuja capacidade de 100KN com descida de 5 mm de velocidade para

uma ruptura com limite de até 2000 newtons, conforme ilustrada nas figuras 3 (a e b).
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Figura 3 a e b. (a) Crassostrea brasiliana posicionada na maquina universal de ensaio
mecanico (EMIC, modelo DL) durante o teste de compressdo. (b) Conchas de Crassostrea
brasiliana ap6s o ensaio de compressao, evidenciando as fraturas resultantes da aplicacao de

carga até o limite de ruptura.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises de compressao mecanica mostraram que em pH 8.0 foi necessario aplicar em
média 570,3 kN de forca de compressao para produzir a primeira ruptura nas conchas do
controle, 311,3 kN de for¢a de compressdao para 30 mg/LL de Pb e 341,7 kN de forga de
compressdo para 210 mg/L de Pb.

Em pH 7.6 pdde-se obter uma média de 504,6 kN de forca para controle , 314,5 kN de
forga para 30 mg/L de Pb e 296,9 kN para 210 mg/L. Em pH 7.2 os resultados seguiram para
uma média de 527,8 kN para controle, 352,1 kN para 30 mg/ L de Pb e 242,9 kN de for¢a para
210 mg/L de Pb respectivamente (Figura 4).

Os resultados demonstraram que a resisténcia das conchas de Crassostrea brasiliana foi
influenciada tanto pelo pH quanto pela presenga de chumbo (Pb), com indicios de interagao
entre os fatores. Em condigdes de pH controle (8.0), a exposicdo ao metal ndo promoveu
diferencas estatisticas em relacdo ao grupo controle, sugerindo que a concha apresenta certa

resiliéncia em ambientes menos acidos.
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Figura 4- For¢a de compressao (média + DP) necessaria para produzir a primeira ruptura

nas conchas dos organismos expostos durante 7 dias ao sistema de acidificacao.
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Entretanto, nos tratamentos acidificados (pH 7.6 e principalmente pH 7.2) observou-se
uma redugdo significativa da forca necessaria para ruptura conforme aumenta a concentragao
de Pb, evidenciando o efeito da acidificagdo sobre a deposi¢do de carbonato de célcio (Tabela
1). Esse resultado esta de acordo com estudos que apontam a acidificagdo oceanica como um
dos principais fatores que comprometem a calcificagdo de organismos marinhos (Orr et al.,
2005; Fabry et al., 2008).

A presenca de chumbo intensificou os efeitos negativos, sobretudo em pH 7.2, onde a
maior concentracdo (210mg/L) resultou em menor resisténcia mecanica. Esse padrdo sugere
um efeito sinérgico entre a acidificacdo e o metal, que pode estar relacionado tanto a reducao
na disponibilidade de carbonatos quanto a interferéncia do Pb nos processos fisioldgicos de
biomineralizagdo (Rainbow, 2002). Embora no presente trabalho, ndo tenha sido dosada a
atividade antioxidante, trabalhos pretéritos sugerem que ainda que os organismos possam
inicialmente ativar mecanismos de defesa em resposta ao estresse oxidativo induzido por Pb
e/ou acidificacdo (Bai et al., 2024; Yusseppone et al., 2024), esta resposta nao estd sendo
suficiente para mitigar os efeitos na ruptura das conchas.

Do ponto de vista ecologico, a diminuicdo da resisténcia das conchas aumenta a

vulnerabilidade de C. brasiliana a predagao e pode comprometer populagdes naturais e sistemas
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de cultivo, especialmente em cendrios de mudancas climaticas associados a poluicdo costeira.
Apesar disso, ¢ importante destacar que o presente estudo avaliou um periodo de exposicao
relativamente curto (7dias), estudos futuros com maior tempo de exposicao, bem como analises
da composicao mineralogica das conchas, poderdao ampliar a compreensao dos efeitos

combinados entre acidificacdo e contaminagdo por metais em ostras nativas.

Tabela 1- PERMANOVA calculada com base nos resultados relacionados a forca de
compressdo capazes de produzir ruptura nas conchas dos bivalves expostos a diferentes
combinagdes de Pb (30 e 210 mg/L) e pHs (8, 7,6 e 7,2) P(perm) = valor p permutacional; Os

valores correspondentes a valores de p significativos estdo marcados em negrito.

Fonte de Variagédo % da variagao total Valor de P
Interagao 7,71 0,06
Efeito metal 56,36 <0.0001
Efeito pH 2,82 0,1847

4 CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a resisténcia das conchas de Crassostrea brasiliana foi
influenciada tanto pelo pH quanto pela presenca de chumbo (Pb), sendo os efeitos da
contaminagdo por chumbo ainda mais critico em cendrios previstos de acidificacdo oceanica,
ou seja pH 7.2. Estes resultados obtidos irdo auxiliar na compreensdo e mitigagdo dos efeitos
da associagdo entre acidificagdo oceadnica e contaminagao por metal no ambiente marinho.
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avaliar os efeitos de outros metais sobre a resisténcia das conchas de Crassostrea brasiliana.
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