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1. OBJECTIVOS

O principal objectivo desta actividade reside na utilizagdo de um indice biolégico
como ferramenta de biomonitorizacdo de compostos disruptores enddcrinos em

sistemas marinhos e estuarios.

Os objectivos especificos sado: a) Conhecer as caracteristicas externas e internas da
ostra; b) identificar as diferengas de espessamento da concha de acordo com os
locais do seu crescimento na regido e as compradas num supermercado da zona; c)
aferir, a partir do indice determinado, o estado da qualidade da agua da zona
monitorizada; d) identificar as vantagens e limitagdes na determinag&o destes indices

biolbgicos.

2. INTRODUCAO

Em meados dos anos setenta (século XX) verificou-se o desaparecimento dos
principais bancos naturais de ostra em quase todo o Mundo. Referéncias varias
apontam para o declinio quase simultaneo nos seguintes paises: Franga (Alzieu et al.,
1980, 1982), Inglaterra (Langston et al., 1987), Portugal (Phelps e Page, 1997),
Estados Unidos da América (Rothschild et al., 1994 — Baia de Cheasapeake,
Stephenson et al., 1986 — Baia de San Diego, Smith et al, 1987 — Costa da
Califérnia), Pacifico (Wolniakowski et al., 1987 — Baia de Coos), Australia e Nova
Zelandia (Batley et al., 1989). Essa mortalidade registada estava relacionada com uma
alteragao morfologica da ostra que, nos casos mais graves, se caracterizava por uma

forma esférica.

Trabalhos de campo e laboratoriais, permitiram identificar elevados teores de Tributil-
de-estanho - TBT (biocida incorporado nas chamadas tintas antivegetativas) nos
tecidos das ostras e estabelecer correlagbes positivas muito significativas entre a

incidéncia das malformacgdes, os teores destes compostos quimicos na agua e nos
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sedimentos e também a proximidade de potenciais fontes destes xenobidticos: docas,
portos maritimos, marinas e locais de intenso trafego maritimo (recreativo ou

desportivo).

Posturas da ostra do Pacifico (Crassostrea gigas), expostas por um periodo de 49 dias
a uma gama de concentragdes de 2 a 200 ng TBT.I", evidenciaram o seguinte (Thain
et al.,, 1987): ndo foi observado nenhum efeito de espessamento da concha nos
individuos provenientes dessas posturas nos ensaios brancos e a 2 ng TBT.I". No
entanto, face a concentragdes de 20 a 200 ng TBT.I", houve um aumento na relagéo
dose-resposta, o qual se traduziu num espessamento acentuado da concha, a 100 ng
TBT.I"; a 200 ng TBT. I esta mostrou-se esférica (“Balling”) desaparecendo o perfil

achatado de uma valva caracteristica de uma concha normal.

Alzieu et al. (1982) verificaram que adultos de ostra da espécie C. gigas
desenvolveram espessamento da concha, quando expostas a uma concentragdo de

200 ng TBTF. I'.

De acordo com Alzieu et al. (1989) as malformagdes da concha registadas nesta

espécie, podem ser induzidas a concentragdes superiores a 2 ng TBTF. I,

Embora se tenha verificado em alguns locais a recuperagdo de bancos de ostras,
assim, como o reaparecimento de outras espécies mais sensiveis apds a
implementagcao de legislagdo especifica (Minchin et al., 1995, Dowson et al., 1993,
Bryan et al., 1993, Tester e Ellis, 1995, Evans et al., 1994, 1996), os teores dos TBTs
sdo, em muitas regides do mundo, ainda hoje, superiores ao limite de concentracao
de 20 ng TBT-I', valor geralmente aceite como o limite de protecgdo dos

ecossistemas aquaticos.

Sendo assim, o espessamento da concha e a alteragao morfolégica da concha para
uma forma esférica, a que os ingleses denominam de “balling”, encontra-se entre os
efeitos créonicos mais relevantes e facilmente identificaveis deste compostonestes
moluscos. O espessamento da concha resulta de uma acgéo de natureza disruptora
do xenobidtico no mecanismo de formagao do calcio. Ostras comforte espessamento

indicam a presenga de compostos disruptores enddécrinos no sistema ambiental.
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2.1 A OSTRA COMO INDICADOR BIOLOGICO

Um indicador biolégico funciona como um organismo que reflecte as condigbes do
ambiente onde se insere, a partir de sinais biologicos especificos. Para se considerar
um organismo como um indicador biolégico, é necessario que este apresente
algumas caracteristicas. Deste modo, a ostra apresenta as seguintes caracteristicas
que a levam a considerar como um excelente bioindicador de referéncia na avaliagao

da qualidade dos sistemas marinhos e dos estuarios:

a). E um bivalve filtrador; sendo um predador passivo, alimentando-se de
fitoplancton, ndo necessita que lhe seja fornecido o alimento, quando inserida

em saco ostreicola: a natureza encarrega-se de ofazer;

b). E um organismo sedentario: sendo sedentaria, ndo importa efeitos do
exterior a zona de monitorizagcdo: os efeitos apresentados reflectem as

condigoes locais;

c). E autéctone. Esta caracteristica é muito importante, porque, por um lado,
significa que o organismo se adapta bem ao local de monitorizagao; por outro,
ndo se corre o risco de se gerar um desequilibrio ecolégico, caracteristico de

introducédo de uma espécie exadtica no sistema ambiental,

d). E um organismo euritérmico e eurihalino, conferindo-lhe assim, bastante
resisténcia, quer no manuseamento, quer na adaptabilidade ao sistema a
monitorizar, caso se verifiquem alteragcdes pontuais de temperatura e salinidade

durante o periodo de monitorizagao;
e). Facil de manusear em laboratorio;

f). Asseguraumaintegragdo comoambiente aquatico onde seinsere, podendo
dar logo a indicacédo do estado de salubridade do meio ao técnico responsavel

pelo programa de monitorizagéo;
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g). Apresenta um elevado valor comercial. Este facto, por um lado, sensibiliza a
comunidade em geral para a canalizagdo de verbas para auxiliar ainvestigacéo;

por outro, existe um mercado préprio que disponibiliza juvenis;

h). Ja existe uma relagdo dose-resposta que, embora seja numa escala semi-

quantitativa, da indicagado do estado da qualidade do sistema;

i). Uma caracteristica muito importante, € o facto de se tratar de um efeito
reversivel, ou seja, a concha volta a retomar a forma normal se inserida em

zonas “limpas”. A figura abaixo (Figura 1) mostra esta caracteristica:

Figura 1. Ostra Portuguesa (Crassostrea angulata) apos o transplante para um local “limpo”.
Indica-se, a linha a tracejado, a fase de crescimento do bivalve no local “limpo”.

Note-se que algumas das caracteristicas apresentadas néo s&o relevantes para a
actividade a desenvolver com os alunos, mas séo caracteristicas que permitem o

uso da ostra como indicador bioldgico de referéncia.
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2.2 INDICES DE MONITORIZACAO:
Existem diversas propostas, por varios autores, que tentam estabelecer uma relagéo
causa-efeito. Apresenta-se os diversos indices propostos, embora nesta actividade se

utilize somente o primeiro indicado, uma vez que ja é conhecida a relagcdo causa-

efeito:

1. “Shell Thickness Index” — STl (Alzieu et al., 1982):

Tamanhodavalvadireita(mm)
STl =

Espessura da valva direita (mm)

Para este indice ja existe a seguinte relagao causa-efeito ( Figura 2):

Figura 2. Tabela de qualidade de acordo com o indice STI.

2. “Cavity/ Depth Ratio” (Hey et al., 1976):

Espessura méxima da ostra intacta
CDR =

(Volumetotal—Volumedasvalvas)
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3. Densidade das valvas (His e Robert, 1987):

3.1.LVD - “Left Valve Density’- Densidade da valva esquerda (His e
Robert, 1987):

Peso da valva esquerda
LVD =

Volume da valva esquerda

3.2. RVD - “Right Valve Density” — Densidade da valva direita (His e
Robert, 1987)

Pesodavalvadireita

RVD =
Volumedavalvadireita

3. METODOLOGIA

A metodologia é simples. Convém referir que seria interessante os alunos
analisarem ostras da sua regidao de forma a avaliarem o estado da qualidade da
agua da zona onde podem encontrar as ostras. Devem pedir a um profissional
que faca a apanha das ostras porque os sedimentos por vezes sdo falsos e

torna-se perigoso para uma pessoa inexperiente.

3.1 MATERIAL:

30 (ou mais) ostras colhidas - Luvas cirurgicas;

do meio a monitorizar; Caixas de Petri (Pyrex ou

Escova de lavagem;
Faca de ostras;

Paquimetro (craveira) (de
preferéncia de plastico);

Balanga de preciséo (+- 0.1
9);

Proveta ou vaso graduado;

Papel absorvente;

plasticas);

Pelicula aderente;

Lapis;

Ficha de registo individual,

Marcador com tinta insoluvel
na agua (Caneta de acetato);

Sacos de plastico pequenos
(de congelador).
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3.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Nestaactividade, aconselha-se acongelacéodas amostrasantesdaanalise, para
evitar acidentes. Os bordos da concha sao ligeiramente cortantes. Por isso
aconselha-se o uso de luvas na fase de manuseamento do material bioldgico,

em especial na fase de lavagem e de abertura da concha.

1. Lavar cuidadosamente as ostras (em agua corrente ou dentro de uma bacia
com agua), com o auxilio de uma escova, a fim de retirar a maior porgéo possivel

de sedimento sobre as conchas sem as partir ou deteriorar (Figura 3);

Figura 3. Lavagem e limpeza das ostras.

2. Remover todo o material estranho (ex: cracas, algas, galerias de poliquetas),
com o auxilio de uma faca de ostras (Figura 4) ou canivete. (Caso seja mais
conveniente, poderdo ser os proprios professores ou um auxiliar adulto a realizar

esta tarefa);

Figura 4. Faca de ostras.
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3. Limpar as ostras com um papel absorvente para se retirar o excesso de agua e

deixar escorrer durante alguns instantes;

4. Individualizar os exemplares, colocando-os, por exemplo, em caixas de Petri

numeradas (Figura 5);

Figura 5. Uma das formas possiveis de referenciar as ostras.

5. Pesar as ostras (Figura 6) com o auxilio de uma balanga de preciséo, a fim de se

determinar o peso individual total,

Figura 6. Pesagem das ostras.

6. Determinar o volume total da ostra (Figura 7), seguindo o método de
deslocamento dos niveis de um fluido (Este processo pode ser efectuado logo
apos a lavagem das ostras, caso estas estejam vivas. No caso de utilizar o material
congelado convém efectuar a determinagédo do volume antes do material

descongelar):
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6.1. Inserir agua numa proveta a um nivel determinado (anotar ou fixar

esse valor);

6.2. Fazer deslizar a ostra ao longo das paredes da proveta com esta
ligeiramente inclinada, para que se evite o derrame de agua quando a
ostra € mergulhada na agua da proveta. (A ostra deve estar totalmente

mergulhada na agua);

6.3. Verificar a diferenga entre os niveis de agua e considerar essa

diferengca como o volume total da ostra em miililitros.

Figura 7. Processo para a determinag&o do volume de uma ostra.

7. Proceder a determinacdo dos dados biométricos da ostra intacta: altura
(tamanho), largura e profundidade. Para tal, recorre-se a um paquimetro

(craveira) e a medigao faz-se a precisao do milimetro (Figura 8).
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Figura 8. Determinagdo dos dados biométricos da ostra.

8. Os exemplares sao abertos recorrendo a uma faca propria. Como irdo observar
os exemplares mortos, a abertura das conchas € facil e néo requer o uso de
material cortante. Caso os exemplares estejam vivos esta operagéo deve realizar-
se com cuidado, pois o animal oferece resisténcia, cerrando com forga as valvas, e
0 operador corre o risco de se ferir. No caso de um operador inexperiente nesta
matéria, deve congelar as amostras antes de as analisar, para facilitar a abertura
dos exemplares sem partir ou deteriorar as valvas, ou coloca-las em cima de gelo

(ou de termoacumuladores) para que os animais diminuam de vitalidade.
9. Separar a concha da parte edivel;

10. Pesar a parte edivel e as valvas recorrendo a balanca de precisao utilizada
para a determinagdo da pesagem total (de referir que as pesagens devem ser

efectuadas sempre na mesma balancga);

11. Proceder a medigdo da altura (tamanho), largura e profundidade de cada
valva (Figura 9) (geralmente, o tamanho da valva esquerda corresponde ao
tamanho total da ostra intacta) (a espessura determina-se na zona mais espessa

da valva);
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Figura 9. Exemplo de procedimento para medic&o da valva direita de uma ostra.

12. Determinar o volume da cada valva, utilizando a mesma metodologia

aplicada no ponto 6.

13. Identificar o material (valvas e parte edivel), colocando-os em sacos de

plastico e indicando o local de colheita, data de colheita e numero do exemplar.

Os dados obtidos através das medigdes, pesagens e volumes, devem ser todos

anotados em ficha prépria, como o exemplo em ficheiro separado.

4. RESULTADOS E TRATAMENTO DOS DADOS

Os dados devem ser coligidos e tratados informaticamente, de preferéncia
utilizando um programa estatistico para identificar “erros” e eventuais diferengas
significativas entre as amostras analisadas.

Nesta fase utilizaremos um tratamento simples e a tabela pode ser feita de
acordo com o exemplo seguinte (Figura 10). Elabora-se uma tabela para cada

conjunto de ostras.
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OSTRA INTACTA VALWVA DIRETA VALVA ESQUERDA PESD
W Tamanho | Largura | Espessura | Tamanho | Largua | Espessura | Tamanho | Largura | Espessua | Tatal | P. Edivel . Direita W Esquerda Corcha Pedivel/Tatal STI
(mm) (mm) (mm ) (mrn) (mm) (mm) (mrn) (rm) (mm) g g g ] g (%)

Media
Dpadrio
Maxime

Figura 10. Exemplo de uma tabela de tratamento de dados

Sugestdes para a interpretagdo dos resultados e outras propostas:

1 Analise comparativa dos valores médios relativos aos dados biométricos da

amostra de campo e a adquirida no supermercado;

2 Calculo do valor do STI para cada caso. Este valor ndo é mais do que a média

aritmética dos valores da coluna respeitante, arredondada ao valor inteiro;

3 Consulta da tabela 2 e atribuicdo da cor na escala de qualidade, de acordo

com os valores de STI encontrados;

4 Comparagdo do valor médio da proporcdo, em peso, da parte edivel em
relagdo ao peso total com o respectivo valor do STI (em ostras espessadas, essa
propor¢gdo apresenta um valor inferior as amostras com concha menos

espessada);

5 Anadlise da coloragcdo do miolo de cada amostra, tentando ver se existe um
contraste nitido de coloracao entre o bordo do manto e a sua restante superficie.

(Ostras com o bordo muito nitido, geralmente, sdo ostras saudaveis).

6 Investigar sobre o TBT e os problemas de saude dos trabalhadores da industria

naval que estiveram em contacto com astintas anti-vegetativas com TBT.

Bom trabalho e boas analises!
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