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Biomarcadores comportamentais e mutagênico em 

Anodontites trapesialis (Lamarck, 1819) expostos a 

lixiviado de bitucas de cigarro  
 

RESUMO  

 
Atualmente os tipos de lixos mais encontrados no mundo estão relacionados ao consumo de 

cigarros. Estimasse para até o ano de 2025 o consumo de mais de 9 trilhões cigarros ao ano. Se 

não bastassem os impactos que os cigarros causam na saúde humana (tais como câncer de 

pulmão, câncer de bucal, hipertensão pulmonar arterial, tromboembólica pulmonar, 

envelhecimento precoce), mais recentemente temos observado que o lixiviado das bitucas 

fumadas pode ter impacto negativo sobre a biota, quando seus constituintes químicos chegam 

nos ecossistemas terrestres e aquáticos. Visando compreender e identificar os impactos que esse 

poluente de alta complexidade pode causar na biota aquática, foram avaliados neste trabalho os 

efeitos da exposição (14 dias) do molusco bivalve Anodontites trapesialis a água contaminada 

com diluições do lixiviado de bitucas de cigarros fumadas que se aproximam de uma condição 

ambiental (isto é, ecologicamente relevantes). Ao final do período experimental avaliamos o 

comportamento de escavação e parâmetro imunológicos e mutagênicos. Nossos resultados 

comprovaram que grupos tratados com lixiviado de cigarro (CA1x e CA10x) apresentaram 

mudanças na resposta defensiva comportamental, redução nos ciclos de escavação, alterações 

imunológicas, mutagênica e maior concentração dos metais Zn e Mn na musculatura. Em 

conclusão, nosso estudo demostra, pioneiramente, o impacto que lixiviado de bitucas de 

cigarros causa no comportamento de bivalves aquáticos, bem como, alterações imunológicas e 

mutagênicas. 

 

Palavras-chave: Bivalves, Concentração ambiental, Nicotina, Teste do micronúcleo.  
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Behavioral and mutagenic biomarkers in Anodontites trapesialis 

(Lamarck, 1819) exposed to leachate of cigarette butts  

 

ABSTRACT 

 

Currently, the most common types of waste in the world are related to cigarette smoking. 

To consume up to the year 2025 the consumption of more than 9 trillion cigarettes a year. If the 

impacts of cigarettes on human health (such as lung cancer, oral cancer, pulmonary arterial 

hypertension, pulmonary thromboembolic disease, premature aging) were not enough, we have 

recently observed that the leachate of smoked buttocks may have a negative impact on biota 

when its chemical constituents reach terrestrial and aquatic ecosystems. In order to understand 

and identify the impacts of this highly complex pollutant on aquatic biota, the effects of 

exposure (bivalve mollusc) of Anodontites trapesialis to water contaminated with leaching 

dilutions of smoked cigarette butts of an environmental (ie ecologically relevant) condition. At 

the end of the experimental period, we assessed the behavior of excavation and immunological 

and mutagenic parameters. Our results showed that groups treated with cigarette leachate 

(CA1x and CA10x) showed changes in the behavioral defensive response, reduction in digging 

cycles, immunological alterations, mutagenicity and higher concentrations of Zn and Mn metals 

in the musculature. In conclusion, our study demonstrates, first of all, the impact that leachate 

of cigarette butts causes on the behavior of aquatic bivalves, as well as, immunological and 

mutagenic alterations. 

 

Keywords: Bivalves, Environmental concentration, Nicotine, Micronucleus test. 
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1. INTRODUÇÃO 

Apesar da importância econômica da produção de tabaco no Brasil, gerando uma renda 

bruta de R$ 15 bilhões ao ano (Mangel & Aquino, 2017), o descarte incorreto dos seus 

derivados no ambiente constitui grave problema mundial. Um dos tipos de lixos mais 

encontrados no mundo estão relacionados ao consumo de cigarros (Healton et al., 2011). 

Embora o impacto de uma única bituca seja mínima, no ano de 2002 foi estimado o consumo 

de mais de 5,6 trilhões de cigarros, sendo esperado para até o ano de 2025 um total de 9 trilhões 

ao ano (Mackay et al., 2006; Novotny et al., 2009), e o consumo diário de até 16 bilhões de 

cigarros (United Nations – online).  

As bitucas de cigarros são encontradas em abundância em zonas urbanas (Schultz, 2009; 

Bator et al., 2011; Healton et al., 2011), compreendendo de 22% a 46% de todo lixo visível 

encontrado em ruas, rodovias e regiões costeiras (Novotny et al., 2009; Moriwaki et al., 2009; 

Scheneider et al., 2011; Seco Pon et al., 2012, Schultz et al., 2013). Essas bitucas contêm uma 

mistura complexa de substâncias/compostos químicos, incluindo a nicotina, substância 

altamente viciante, sendo altamente solúvel em água (Cardoso et al., 2018).   

Estudos anteriores mostraram que a mistura dos compostos químicos presentes no 

lixiviado dos cigarros, como hidrocarbonetos aromáticos policíclicos e etilfenóis, são 

extremamente tóxicos aos organismos (Micevska et al., 2006; Moriwaki et a., 2009; Moerman 

e Potts 2011; Lawal & Ologundudu, 2013; Parker & Rayburn 2017). Outros constituintes 

também presentes nas bitucas incluem os metais pesados, a exemplo do Cd, Fe, As, Ni, Cu, Zn, 

Mn. Vários estudos já mostram que estes elementos são liberados pelas bitucas de cigarros, o 

que pode ter diversos efeitos indesejados (e negativos) sobre o ambiente, biota e sobre a saúde 

humana (Moerman & Potts, 2011; Cobiina et al., 2015; Abbasi et al., 2015; Liu et al., 2015). 

Uma das partes que constituem a maioria dos cigarros, em conjunto com o tabaco, 

mortalha, adesivos e outros eventuais dispositivos, como cápsulas, refere-se aos filtros, 

constituídos basicamente de acetato de celulose, um produto plástico (Novotny et al., 2009). 

Estes filtros podem desencadear efeitos negativos sobre o ambiente quando descartados de 

forma irregular. O filtro de cigarro presente nas bitucas é composto por uma haste com cerca 

de 12000 fibras, as quais podem ser liberadas durante o consumo, causando sérios danos para 

o homem e o meio ambiente (Hon, 1977; Hoellein et al., 2014; Novotny & Slaugthter, 2014). 

Um outro fator relacionado a estes filtros diz respeito ao seu potencial tóxico para o ambiente, 

pois apesar de o acetato ser fotodegradável, ele não é biodegradável (Puls et al., 2011). Mesmo 

que os raios ultravioletas o quebrem em pedaços menores, o material de origem não desaparece, 
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apenas é diluído no solo e na água em partículas menores (macraplástico ou microplástico) 

(Puls et al., 2011).  

Se não bastassem os impactos que os cigarros causam na saúde humana (tais como 

câncer de pulmão, câncer bucal, hipertensão pulmonar arterial, tromboembólica pulmonar, 

envelhecimento precoce, dentre outros malefícios (Muwonge et al., 2008; Keusch et al., 2014; 

Yuan et al., 2017), mais recentemente temos observado que o lixiviado das bitucas fumadas 

pode ter impacto negativo sobre a biota, quando seus constituintes químicos chegam nos 

ecossistemas terrestres e aquáticos (Parker & Rayburn, 2017). As bitucas funcionam 

basicamente como carreadores de metais e outros compostos para o ambiente terrestre e 

aquático (dulcícola e marinho) (Dobaradaran et al., 2017), cuja liberação pode variar de poucos 

nanogramas a miligramas de substâncias/elementos/compostos por grama de bituca (Moerman 

& Potts, 2011; Pelit et al., 2013; Dobaradaram et al., 2017). Estudos têm demonstrado que os 

resíduos provenientes das bitucas de cigarro podem ser carreados para os ecossistemas naturais 

principalmente no período da estação chuvosa, sendo levados para cursos de água, lagos, poças 

temporárias e regiões costeiras, poluindo a água e o solo, podendo causar inúmeros prejuízos 

ao homem e à biota de um modo geral (Green et al., 2014; Wright et al., 2015). 

Alguns estudos laboratoriais já demonstraram o potencial toxicológico dessas bitucas 

em diferentes modelos experimentais (Tabela 1) a exemplo do estudo de Slaughter et al. (2011), 

os quais demonstraram alta mortalidade de Atherinops affinis e Pimephales promelas quando 

expostos a água contendo bituca de cigarro (1 bituca/L). Além disso, já foi relatada toxicidade 

embrionária e alterações comportamentais em peixes (Lee & Lee, 2015), atividade antioxidante 

e peroxidação lipídica (Osuala et al., 2017) (dados apresentados na Tabela 1). 

Estudos de campo envolvendo aves, avaliaram o uso de bitucas como repelente de 

ectoparasitas em seus ninhos. Em curto prazo os compostos presentes nas bitucas são benéficos 

às proles de Passer domesticus e Carpodacus mexicanus em longo prazo estes compostos são 

potenciais mutagênicos (Suárez-Rodrígues et al., 2012; Suárez & Macías, 2014). Parker & 

Rayburn (2017) ao exporem larvas de Xenopus laevis a lixiviado de cigarros fumados, 

observaram malformações (intestino, face e notocorda), edemas (coração, intestino, face 

cranial), anormalidades na cauda e alta mortalidade (Parke & Rayburn, 2017). Em um outro 

estudo também envolvendo anfíbio, Lawal & Ologundudu (2017), avaliaram a toxicidade das 

bitucas de cigarros fumados em Hymenichirus curtipes. Os autores acreditam que os efeitos 

oriundos destas bitucas esteja ligado às altas concentrações de metais pesados (Cd, Cu, Pb, Cr) 

identificados no lixiviado testado.   
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Tabela 1. Tabela 1. Levantamento de dados secundários de diferentes modelos experimentais de vertebrados e invertebrados expostos a lixiviado 

de bitucas de cigarro.  

.  

Modelo e espécie Tipo de 

exposição 

Diluição e/ou 

concentração 

Período de 

exposição 

Principais resultados Autores 

Peixes: 

Atherinops 

affinis e 

Pimephales 

promelas. 

Lixiviado de 

bitucas de 

cigarros cigarro. 

Foram utilizadas 3 

diluições: 1) 

concentrações de cigarro 

fumado (filtro fumado + 

tabaco): 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 

0,125 bitucas de 

cigarro/L. 

2) filtro de cigarro fumado 

(sem tabaco): 8, 4, 2, 1, 

0,5, 0,25, 0,125 bitucas de 

cigarro/L. 

3) filtro de cigarro não 

fumado (sem tabaco): 16, 

8, 4, 2, 1, 0,5 bitucas de 

cigarro/L. 

96 horas CL50 foi de uma bituca 

de cigarro/L para o filtro 

fumado + tabaco. 

O lixiviado de filtros de 

cigarros fumados (sem 

tabaco) apresentou 

menor toxicidade, CL50 

de 1,8 e 4,3 pontas de 

cigarro/L. 

 Filtros de cigarro não-

fumados (sem tabaco) 

toxicidade da CL50 de 

5,1 e 13,5 pontas de 

cigarro/L. 

Slought et 

al. (2011) 

Peixe: Clarias 

gariepinus 

Lixiviado do 

filtro das bitucas 

de cigarros. 

Foi utilizado 10 g/L de 

filtros de bitucas de 

24, 48, 72 e 96 

horas   

As taxas de mortalidade 

aumentaram com a 

Lawal & 

Ologundudu 

(2013) 
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cigarros fumados e não 

fumados. 

1) Filtro fumado: 6,25%; 

12,5%; 25%; 50% e 100% 

da solução estoque. 

2) Filtro não fumado: 

6,25%; 12,5%; 25%; 50% 

e 100% da solução 

estoque. 

concentração e tempo 

de exposição. 

A CL50 de C. 

gariepinus ao filtro 

fumado foi sies vezes 

maiores que o não 

fumado após 24 horas. 

Peixe: Oryzias 

latipes. 

Lixiviado de 

cigarro. 

 1) tabaco fumado (TF): 

16 bitucas de tabaco de 1 

cm com filtro. 

2) tabaco não fumado 

(TNF): 16 bitucas de 

tabaco de 1 cm do filtro de 

cigarros. 

3) filtro não-fumado 

(FNF): 16 filtros de 

cigarros frescos (sem 

tabaco);  

4) filtro fumado (FF): 16 

filtros (sem tabaco). 

3 dias pós-

fertilização.  

As diluições mais baixas 

concentrações  dos 

lixiviados de TF, TNF, e 

FF aumentou a taxa de 

batimentos cardíacos, 

desenvolvimento 

acelerado, alteração 

comportamental 

(aumento no nível de 

ansiedade), enquanto 

concentrações elevadas 

reduziu a frequência 

cardíaca, o 

desenvolvimento, e 

aumento da mortalidade. 

Lee & Lee 

(2015) 
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Ambos os grupos 

apresentaram as seguintes 

diluições: 0,2; 2; 5 e 

10 bitucas/L. 

Peixe: 

Oreochromis 

niloticus. 

Lixiviado de 

cigarro. 

Foi utilizado duas marcas 

de cigarros (cigarros 

fumados (CF) e não 

fumados (NF)):  

1) Marca 1, bitucas (CF): 

1,0; 1,5; 2,0; 3; 3,5 e 5 

bitucas/L. 

2) Marca 2, bitucas (CF) 

de cigarros fumados: 1,0; 

1,5; 2,0; 3; 3,5 e 5 

bitucas/L. 

3) Marca 1, bitucas (NF): 

2,5; 4; 8; 10; 12,5; 15 

bitucas/L. 

4) Marca 2, bitucas (NF): 

3; 5; 7,5; 10; 12,5; 15 

bitucas/L. 

96 horas e 28 

dias. 

 

Diminuição da atividade 

hepática das brânquias 

em relação ao grupo 

controle  

Osuala et al. 

(2017) 
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Aves: Passer 

domesticus e 

Carpodacus 

mexicanus. 

Bitucas.  Estudo de campo que 

identificou a presença de 

bitucas de cigarros nos 

ninhos de aves urbanas. 

Temporada de 

desova de 

2011. 

Bitucas de cigarro 

fumadas funcionam 

como repelentes de 

parasitas em ninhos de 

aves urbanos. 

Quantidade de acetato 

de celulose diminui o 

número de ectoparasitas 

no ninho. 

Suárez-

Rodríguez 

& Rarcia, 

(2012) 

Ave: Carpodacus 

mexicanus. 

Bitucas. Estudo de campo que 

também identificou a 

presença de bitucas de 

cigarros nos ninhos de 

aves urbanas. 

 

Para o teste de 

micronúcleo o 

sangue das 

proles foram 

coletadas com 

8 dias de 

eclosão. 

O sucesso da eclosão e 

do filhote e sua resposta 

imune foram 

correlacionados 

positivamente com a 

proporção de bitucas no 

ninho.  

Curto prazo as bitucas 

são benéficas, a longo 

prazo elas induzem a 

formação de 

micronúcleos. 

Suárez-

Rodríguez 

& Garcia 

(2014) 

Anfíbio: 

Hymenochirus 

curtipes 

Lixiviado do 

filtro das bitucas 

de cigarros. 

Foi utilizado 10 g/L de 

filtro de bitucas de cigarro 

fumados e não fumados. 

24, 48, 72 e 96 

horas.  

As taxas de mortalidade 

aumentaram com o 

tempo de exposição. 

Lawal & 

Ologundudu 

(2013) 
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1) Filtro fumado: 6,25%; 

12,5%; 25%; 50% e 100% 

da solução estoque. 

2) Filtro não fumado: 

6,25%; 12,5%; 25%; 50% 

e 100% da solução 

estoque. 

A resposta letal de H. 

curtipes ao filtro fumado 

foi sies vezes maiores 

que o não fumado após 

24 horas. 

Anfíbio: Xenopus 

laevis 

 

Lixiviado do 

filtro das bitucas 

de cigarros. 

Foram expostos a cigarro 

tradicional  (CT), cigarro 

de menta (M) e ao cigarro 

eletrônico (CE) em 

concentrações variando 

de 0 a 4 pontas / l para CM  

e 0-10 pontas / l para CE. 

96 horas.  Malformação (cabeça, 

intestino e calda) e 

desenvolvimento 

embrionário tardio. 

Parker & 

Rayburn 

(2017) 

Mamífero: Mus 

musculus 

Lixiviado de 

bitucas de cigarro 

Lixiviado de bitucas de 

cigarros fumados com e 

sem tabaco. 

1) 40 bitucas/L de água 

2) 80 bitucas/L de água 

3)120 bitucas/L de água 

4) 160 bitucas/L de água 

70 dias  Neste estudo os autores 

observaram que o 

lixiviado ofertado na 

água afetou o consumo 

de ração de 

camundongos machos 

de Swiss, ocasionou 

malformações no 

tecidos hepáticos, 

renais, cardíacos e 

pulmonares, além da 

Bekele 

(2016) 
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5) 75 bitucas com tabaco 

em 250 mL de água 

biomassa corpórea dos 

animais. 

Mamífero: Mus 

musculus 

Lixiviado de 

bitucas 

Lixiviado de bitucas de 

cigarros fumados. 

1) 24 µg/L de lixiviado de 

cigarro 

2) 24 mL/L de lixiviado 

de cigarro. 

60 dias  camundongos 

cronicamente expostos à 

água contaminada com o 

lixiviado (na 

concentração ambiental) 

apresentavam déficit em 

sua resposta defensiva a 

potenciais predadores 

(gato e cobra). 

Cardoso et. 

al (2018) 

Cladóceros: 

Daphnia magna. 

Lixiviado de 

bitucas.   

1)  Filtro de cigarros 

fumados 4; 2; 1; 0,5; 0,25 

e 0,125 bitucas/L.  

2) Bitucas de cigarros 

fumadas 4; 2; 1; 0,5; 0,25 

e 0,125 bitucas/L. 

3)  Filtro de cigarros não 

fumados 16; 8; 4; 2; 1 e 

0,5; bitucas/L. 

48 horas Os resultados indicam 

que os produtos 

químicos liberados em 

ambientes de água doce 

a partir de pontas de 

cigarro são letais para a 

D. magna em 

concentrações de 0,125 

pontas de cigarro por 

litro. 

Register 

(2000) 

Cladóceros: 

Ceriodaphnia cf. 

dubia. 

Lixiviado de 

bitucas de cigarro 

fumado.  

Quatro bitucas referentes 

à 6 marcas foram 

adicionas em um litro de 

água por 24 horas. Em 

48 horas para 

C. cf. dubia e 

30 min para V. 

fischeri. 

Para C. cf. dubia (48 

horas foi observado a 

imobilização em ambos 

os grupos. 

Micevska et 

al. (2006) 
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Bactéria: Vibrio 

fischeri. 

seguida, foram 

estabelecidos 6 grupos, os 

quais continham as 

seguintes diluições: 

0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 

40 e 80% de lixiviado de 

bitucas de cigarro 

fumado. 

Para V. fischeri (30-min 

EC50 perda da 

bioluminescência. 

O cladócero C. cf. dubia 

foi mais sensível do que 

a bactéria V. fischeri. 

Verme marinho: 

Hediste 

diversicolor 

Lixiviado de 

cigarro fumado. 

Foram utilizados as 

seguintes concentrações: 

8, 4, 2, 1 e 0,5 filtros de 

cigarros L−1. 

Duas 

exposições: 

96horas e 28 

dias. 

Os animais expostos ao 

lixiviado de cigarro em 

água do mar em 

concentrações 60 vezes 

menores do que os 

relatados para o 

escoamento urbano 

exibiram tempos de 

escavação 

significativamente 

maiores> 30% de perda 

de peso e> 2 vezes mais 

danos no DNA quando 

comparados ao grupo 

controle.  

Wright et al. 

(2015) 

Moluscos: 

Austrocochlea 

porcata, Nerita 

Lixiviado de 

cigarro fumado. 

Molusco: Anguispira 

alternata 

Lixiviado de 

bituca de 

Preparou-se uma 

solução estoque de 

lixiviado de bitucas de 

Gill et al. 

(2018) 
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atramentosa e 

Bembicium nanum 

 

cigarro 

fumado. 

cigarro colocando 8 

bitucas em 2 litros de 

água destilada 

desionizada por 2 dias. 

A solução estoque foi 

diluída em série com 

água desionizada: 4; 2; 

1; 0,5 e 0,25 bitucas/L. 
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Nos mamíferos até o momento foram realizados dois estudos. O primeiro avaliou 

os efeitos causados pela ingestão de água contendo bitucas de cigarro fumados. Os Swiss 

machos foram expostos por 70 dias e observou a redução na ingestão de alimentos, 

mudança na massa de diferentes órgãos (fígado, pulmão, baço coração, rim e gordura 

epididimal), e alterações pulmonares, semelhantes ao enfisema pulmonar (Bekele, 2016). 

No segundo trabalho os autores expuseram fêmeas de camundongos Swiss durante 60 

dias a ingestão de água contendo lixiviado de cigarro diluído. Os tratamentos não 

causaram alterações na locomoção, visão, adição e olfato dos animais. No entanto, os 

animais tratados com lixiviado não souberam diferenciar a cobra falsa da verdadeira 

quando expostos a elas, demonstrando déficit responsivo a potencial predador. Assim, 

esses dados demonstram o potencial neurotóxico do lixiviado de cigarro, mesmo diluído 

em água (Cardoso et al., 2018). 

Em relação aos invertebrados, Micevska et al. (2006) avaliou a toxicidade aguda 

do lixiviado de 19 tipos de cigarros em Ceriodaphina cf. dúbia (48 horas de CE50 causou 

imobilização), e a proteobacteria Vibrio fischeri (30 minutos de CE50 afeta sua 

bioluminescência). Neste estudo foi observado que os compostos orgânicos pressentes no 

lixiviado causam a maior parte da toxicidade, especialmente a nicotina e o etilfenol  

Register (2000) relatou que os lixiviados de filtros de cigarro fumado são tóxicos (isto é, 

48 horas CE50) para Daphinia magna, com concentrações variando entre uma e duas 

bitucas por litro de água (Tabela 1) (Register, 2000). No experimento conduzido por 

Wright et al. (2015) foram avaliados os impactos de substâncias tóxicas e microfribas 

presentes no filtro de cigarro fumado no verme poliqueta Hidiste diversicolor (verme 

marinho presente em regiões costeiras), quando exposto ao lixiviado. Os animais 

expostos apresentaram perda de peso, dano no material genético quando comparado ao 

grupo controle, maior taxa de escavação. Porém, quando os animais foram expostos ao 

filtro isoladamente não houve diferença significativa entre os grupos (Wright et al., 2015). 

Outro grupo também exposto ao lixiviado de bitucas de cigarros fumados foram 

os moluscos. Recentemente Gil et al. (2018) introduziram os caramujos terrestres 

Anguispira alternata em aquários com diferentes densidades de bitucas de cigarro [de 0 

a 4 bitucas (0 a 0,92 bitucas/kg de solo) durante 32 dias]. Ao fim de experimento não 

houve diferença estatística entre alimentação, crescimento e sobrevivência dos animais. 

Os autores observaram apenas aversão às bitucas durante a primeira semana de avaliação. 

Essa aversão por um curto período de tempo pode indicar uma diminuição da toxicidade 

das bitucas dispostas no solo à medida que envelhecem (Gill et al., 2018).  
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 Booth et al. (2015) realizaram experimento em laboratório envolvendo três 

espécies de moluscos: Austrocochlea porcata, Nerita atramentosa e Bembicium nanum. 

Quando expostos por 8 dias nas diluições de 5 bitucas/L, os autores observaram 100% de 

mortalidade para as 3 espécies. Já quando expostos a outras diluições (tabela 1), os 

animais apresentavam aversão ao lixiviado, saindo da água e indo em direção às bordas 

do aquário. Com os resultados obtidos os autores concluíram que os compostos presentes 

no lixiviado afetam o comportamento de alimentação bem como sua capacidade de se 

movimentar em resposta ao estresse fisiológico provocado pelo lixiviado (Booth et al., 

2015). Embora esses estudos sejam importantes para identificar os possíveis efeitos 

nocivos do lixiviado em diferentes grupos de metazoa, as concentrações e/ou diluições 

podem não representar o que de fato ocorre no ambiente natural, necessitando assim do 

desenvolvimento de novos estudos e de diluições que se aproximem ao máximo das 

condições e concentrações ambientais dos compostos presentes no lixiviado de cigarros 

fumados.   

Os estudos anteriores que expuseram moluscos são de suma importância, pois 

foram os primeiros a exporem os animais aos compostos presentes no cigarro (solo e 

água). No entanto, ainda existem inúmeras lacunas que devem ser preenchidas em relação 

ao potencial (eco)toxicológico das bitucas de cigarro em populações de moluscos. Logo, 

visando compreender e identificar os impactos que esse poluente de alta complexidade 

pode causar na biota aquática, foram avaliados neste trabalho os efeitos da exposição do 

molusco bivalve Anodontites trapesialis a água contaminada com diluições do lixiviado 

de bitucas de cigarros fumadas que se aproximam de uma condição ambiental (isto é, 

ecologicamente relevantes). Para isso utilizamos biomarcadores comportamentais, 

imunológicos e mutagênicos, partindo da hipótese de que os compostos presentes no 

lixiviado (orgânicos-inorgânicos) pode impactar a sobrevivência desses animais causando 

anormalidade eritrocitárias nucleares, alterações imunes e déficits comportamentais.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Modelo experimental 

No presente estudo foram utilizados indivíduos de A. trapesialis. Programas de 

bimonitoramento ambiental tem utilizado com sucesso os bivalves residentes (ambiente 

natural) ou transplantados (laboratório) para avaliação de uma variedade de poluentes 

industriais, resíduos de mineração, esgotos urbanos, metais, pesticidas organoclorados, 

se tornando um excelente modelo para este estudo (Lopes et al., 1992; Salazar & Salazar 
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1995; Salazar, 1997; Calill & Junk, 1999; Jacomini, 2002; Tomazelli et al., 2003; 

Jacomini et al., 2006; Loayza-Muro Elías-Letts, 2007; Oliveira et al., 2015; Oliveira et 

al., 2018).  

Os indivíduos foram capturados (tocando o substrato com os pés e quando 

identificados foram retirados cuidadosamente com as mãos) em um tanque de piscicultura  

localizado nas dependências do Instituto Federal Goiano – Campus Urutaí, Urutaí – 

Goiás, em sedimento de fundo a uma profundidade de 0,5 a 1,5 m da superfície. Após a 

captura, os animais foram colocados em caixas de polipropileno, contendo água da 

piscicultura e transportados para o Laboratório de Pesquisas Biológicas do referido 

Campus, não tendo havido registro de morte dos animais durante o transporte.  

Ao chegarem ao laboratório os animais foram habituados por 14 dias [aclimatação 

e depuração (Rigonato et al., 2005; Oliveira et al., 2016)] em caixas de polietileno 

contendo água desclorada (renovada a cada 36 horas) sob fotoperíodo 12/12h (~21°C), 

pH (6,5–7,5) e oxigenação constante, adaptado de Oliveira et al. (2018). A água 

desclorada foi obtida por evaporação por aeração 48 h antes da utilização. Durante a 

aclimatação os moluscos foram alimentados com células maceradas desidratadas de 

Spirulina platensis (~10.000 células mL-1) a cada dois dias, de acordo com a metodologia 

empregada por Loayza-Muro Elías-Letts (2007). 

 

2.2. Design experimental 

Logo após o período de aclimatação os animais foram contrabalanceados a partir 

da co-variável biomassa corpórea, de modo que a média da biomassa inicial dos bivalves 

foi estatisticamente igual entre os grupos. Após isso, os bivalves foram distribuídos em 

três aquários (dimensões: 85 cm de comprimento x 40 cm de largura x 40 cm de altura) 

providos de 11 cm com uma mistura de areia media e fina, e 60 L de água [metodologia 

adaptada de Cândido & Romero (2006), contendo 22 animais por aquário (154,5 

cm2/animal) sobre oxigenação constante. Em seguida, os bivalves foram mantidos em 

uma sala experimental com controle de temperatura (22 a 25°C) e luminosidade (12 horas 

de ciclo claro/escuro), conforme a metodologia empregada por Oliveira et al. (2018).  

Cada aquário constituiu um grupo experimental diferente, sendo que cada animal 

foi considerado uma réplica: (i) grupo controle, composto de animais expostos a água 

tratada desclorada sem qualquer tipo de poluente (0% de lixiviado de cigarro; n= 22); (ii) 

grupo concentração ambiental (CA) 1x: em que os animais receberam água contendo 

lixiviado de bitucas de cigarros fumados em quantidade correspondente à concentração 
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de nicotina identificada em águas superficiais por estudos prévios e (iii) grupo CA 10x: 

(n= 22), constituído por animais expostos a água contendo lixiviado de bitucas de cigarros 

fumados em quantidade 10 vezes superior àquela utilizada no grupo anterior. Em todos 

os grupos, a água e o substrato arenoso não foram renovados durante o período 

experimental de 14 dias. Esse cenário simula um ambiente lêntico que recebeu um único 

imput de poluentes. 

 

2.3.  Preparação do lixiviado de cigarro e determinação da diluição dos lixiviados de 

cigarro fumado 

A preparação da solução estoque foi baseada na metodologia adotada por Cardoso 

et al. (2018) (ou seja, relacionada à marca de cigarros usados). Um maço de cigarro, 

composto por 20 unidades (Derby Azul KS, Souza Crus S/A, Rio de Janeiro, Brasil), foi 

adquirido em comércio local. A marca e o tipo de cigarro foram escolhidos com base na 

sua alta popularidade no Brasil (Cardoso et al., 2018). Em seguida, os cigarros foram 

fumados artificialmente (vide dispositivo ilustrado abaixo – Figura 1), todos no mesmo 

dia, tendo sido o tamanho das pontas de cigarro padronizado (1 cm de comprimento). Em 

seguida, as bitucas de cigarro foram transferidas para um béquer contendo 1 L de água 

potável. A solução foi deixada descansar por 24 horas e, após esse período, foi filtrada e 

armazenada a -20°C até a condução das diluições.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Imagem ilustrativa do aparato utilizado para fumar os cigarros artificialmente.  
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A quantidade de lixiviado a ser utilizado nas águas de exposição foi definida a 

partir da simulação de uma condição realista em que bitucas de cigarro em um pequeno 

curso d’água de baixo fluxo são encontradas (Figura 1), oriunda do descarte inadequado. 

No cenário exemplificado abaixo identificamos 11 bitucas [nicotina: 2,13 mg/bituca, 

segundo Green et al., 2014)] em um poço (Corrego Palmital – Urutaí – Goiás  

(17°29'12.60"S  48°12'37.25"O)) cujo volume foi estimado em 480 L. Logo, 

reproduzimos a mesma condição proporcional ao volume dos aquários utilizados para a 

exposição dos animais, cujo volume de água era de 60 L.  Assim, os animais do grupo 

CA1x foram expostos a água contendo lixiviado de cigarro fumado correspondente a 

1,375 bitucas de cigarro (2,9 mg de nicotina) (CA1x) e à 10 vezes superior à CA (29 mg/L 

de nicotina) (CA10x). 

 

Figura 2. Foto do Córrego Palmital ondem foram encontrados bitucas de cigarros 

fumados descartados de forma irregular. 

 

2.4. Caracterização química do lixiviado 

A caracterização físico-química e química da água utilizada no experimento foi 

conduzida de acordo com as recomendações metodológicas da American Public Health 

Association (APHA) (APHA, 1997). Já para a caracterização orgânica, adotamos a 

técnica de espectrometria de massa com ionização por electrospray. Nesse caso, amostras 
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de solução estoque foram inicialmente diluídas em metanol (1: 1 v/v) até atingir 1 mL. 

Posteriormente, adicionamos 0,1% (v/v) de ácido fórmico (HCOOH; sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA) à solução para realizar as análises de modo positivo. Hidróxido de 

amônio (NH4O; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (0,1% v/v) foi adicionado às 

amostras visando realizar análise de modo negativo. 

As soluções resultantes foram imediatamente injetadas nas fontes de ionização por 

electrospray (ESI) a um fluxo de 5 µL/min. As análises foram realizadas no 

Espectrômetro de Massa Q ExativeTM  Quadruplo-Orbitrap Híbrido (Bremen, Alemanha) 

na solução140.000, faixa de massa 150-1000 m/z, tensão de pulverização 4,0 KV, tempo 

máximo de injeção 4,0 KV, temperatura capilar 275 °C Nível de RF da Lente S 50%. As 

fórmulas moleculares foram geradas no pacote de software Xcalibur Analysis (Versão 

2.0, Service Release 2, Thermo Electron Corporation), sendo aceitas apenas quando as 

diferenças médias entre a massa teórica e experimental foram inferiores a 1,0 ppm. Os 

seguintes isotopológicos foram utilizados para analisar as diferenças: 12C, 1H, 16O, 14N, 

23Na e 39K. 

 

2.5. Testes comportamentais  

Considerando a hipótese de que a água contaminada com o lixiviado de cigarro 

poderia alterar o comportamento dos bivalves, estes foram submetidos aos testes 

detalhados a seguir. 

 

2.5.1. Resposta antipredatória simulada  

Neste teste buscamos simular a captura dos bivalves por um predador externo ao 

ambiente aquático e, posteriormente, uma soltura acidental. Assim, todos os animais que 

se encontravam enterrados foram retirados dos substratos cuidadosamente por uma única 

pessoa, erguidos a uma altura de 30 cm da lâmina d’água e, depois de 10 segundos fora 

d’água, foram soltos dentro do aquário (Figura 3). Posteriormente, os animais foram 

filmados por 7 horas consecutivas.  
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Figura 3. Imagem representativa do teste de resposta antipredatória simulada.  

 

2.5.2. Ângulo de enterramento 

No ambiente natural, os riscos de predação dos bivalves podem ser mais ou menos 

intensos, conforme a variação do seu ângulo de inclinação. Animais com ângulos (0 < θ<80°) 

diminui seu centro de gravidade em relação ao substrato e, consequentemente, possui risco 

aumentado de predação, exposição a luz solar e de serem levados pelo fluxo d’água (Sassa et 

al., 2011). Portanto, ao final do experimento foi mensurado o ângulo de inclinação de cada 

animal, conforme representado pela. Tal medida foi realizada utilizando recomendações 

metodológicas empregada por Sassa et al., (2011), utilizando um transferidor e uma régua 

para medir o ângulo de inclinação dos animais conforme ilustrado na figura 4.  
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Figura 4. Imagem representativa do ângulo de inclinação dos bivalves quando o 

mesmo se encontrava enterrado. 

 

2.5.3. Profundidade de enterramento  

Partindo da hipótese de que os bivalves responderiam ao ataque simulado de um 

predador, registramos a profundidade de enterramento (Figura 5) após 7 horas da soltura 

do animal no aquário. O enterramento do animal no substrato representaria, assim, uma 

resposta de fuga à situação adversa imposta a ele.  

Para aferir a profundidade de enterramento foi utilizado uma régua para medir 

quanto o animal estava exposto. A profundidade de enterramento foi aferida, aplicando-

se a seguinte fórmula: seno do ângulo = cateto oposto/hipotenusa do triângulo, onde o 

cateto oposto corresponde à profundidade de enterramento do animal. Já a hipotenusa 

corresponde ao comprimento da parte do animal enterrado, isto é, o comprimento total 

subtraído do comprimento da parte externa.  
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Figura 5. Imagem ilustrativa da profundidade de enterramento, linha contínua vermelha 

representa o substrato areia, linha pontilhada representa parte do animal que se encontra 

enterrado no substrato. 

 

2.5.4. Percentual de exposição corpórea  

Foram estimados o percentual de exposição corporal externa dos bivalves (Figura 

6), após 7h de filmagens. Para isso utilizamos os seguintes parâmetros: comprimento total 

(CT); comprimento fora do substrato (CS), multiplicado por 100 (Exposição corpórea = 

(CT/CS*100)), o fator de multiplicação de 100 foi usado para que os indivíduos mais 

lentos tivessem valores acima de 1,0. 
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Figura 6. Imagem ilustrativa do percentual de exposição corpórea durante 7 h de 

filmagens, após receber uma tentativa de predação simulada. Linha pontilhada delimita o 

corpo do animal, linha contínua divide a parte enterrada da parte externa exposta.  

 

2.5.5. Latência para emissão do pé 

Para escavação do bivalve A. trapesialis foram distinguidas três fases no seu 

processo de escavação: fase I (penetração do pé no substrato), fase II (levantamento do 

casco) e fase III (aprofundamento da casca no substrato) (Figura 7). Para análise da 

latência de emissão do pé (Figura 7), foi registrado o tempo que o bivalve levava para 

emitir o pé pela primeira vez, ou seja, o primeiro movimento que antecede o início da 

escavação. Nesse movimento o animal abre sua concha e expande o seu pé, podendo ou 

não tocar o substrato. 
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Figura 7. Imagem ilustrativa, tempo gasto para que o bivalve A. trapesialis contraísse o 

pé. 

 

2.5.6. Latência para começar a escavar 

Nós também estimamos o tempo gasto pelo animal até a primeira tentativa de 

escavação, proporcional à duração do teste. Assim, foi calculada a razão entre o tempo 

para iniciar a escavação (s) e a duração da filmagem (7 horas). 

 

2.5.7. Índice de enterramento  

Para calcular o índice de escavação adotamos a equação proposta por Alexander 

et al. (1993) e modificada por Candido & Romero (2007):  ITE = [massa da amostra 

(g)0,33/tempos (s) de escavação]x104. A massa de cada espécime foi medida com a 

aproximação de 0,1g. Um fator de multiplicação de 10000 foi usado para que os 

indivíduos mais lentos tivessem índice igual ou superior a 1,0. 

 

2.6. Coleta e contagem diferencial de hemócitos  

Partindo da hipótese de que a exposição dos animais ao lixiviado de cigarro 

também pudesse alterar parâmetros imunológicos, nós realizamos a contagem diferencial 

de hemócitos dos moluscos. Para isso, foi injetado no músculo abdutor esquerdo dos 

animais uma solução salina para posteriormente coletarmos a hemolinfa, conforme 

realizado por Lassudrie et al. (2014) e Campos et al. (2015). Após isso, foram realizados 

esfregaços em duas lâminas por animal, as quais foram secas e, posteriormente, fixadas 
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em álcool metílico a 100%(v/v) 10 minutos e coradas com Panótico Rápido® (New Pro). 

Em seguida, as lâminas foram analisadas em microscópio óptico (Nikon Eclipse E100) 

utilizando lente de imersão, conforme Rabelo et al. (2013). Foram contabilizados 200 

hemócitos por lâmina, totalizando 400 células por bivalve (Rabelo et al., 2013). A 

classificação foi de acordo com suas características morfológicas, as quais incluíram 

células blastiformes (células menores cuja relação núcleo citoplasma e bem pequena), 

hialinócitos tipo I (células apresentam núcleo redondo central e levemente excêntrico), 

hialinócitos tipo II (caracterizado pelo núcleo excêntrico) e granulócitos (presença de 

grânulos) Donaghy et al. (2010).  

 

2.7. Teste do micronúcleo e anormalidades nucleares  

O teste do micronúcleo (MN) é uma das técnicas mais utilizadas para detecção 

precoce de danos cromossômicos ao DNA, causados por agentes químicos e físicos 

Baršienė et al., 2008; Siu et al., 2008). Os micronúcleos podem se originar de fragmentos 

cromossômicos acêntricos (efeito clastogênico) ou de cromossomos inteiros que não 

completam a migração anafásica da divisão celular (efeito aneugênico). Essa técnica é 

bastante eficaz, provando de fato ser eficiente na detecção de danos genéticos nas espécies 

de bivalves expostos a diferentes compostos (Fedato et al., 2010). O teste de micronúcleo 

tem sido bastante utilizado em moluscos para o biomonitoramento de qualidade da água 

(Brunetti et al., 1992; Magni et al., 2006; Baršienė et al., 2008; Fedato et al 2010).  

A frequência MN para cada 2000 hemócitos (hialinócitos do tipo I e II) analisados 

foi determinada de acordo com os critérios de exame previamente relatados por Fench, 

2007. Resumidamente, os critérios empregados para identificar os MN foram os 

seguintes: i) diâmetro do MN variando entre 1/16 e 1/3 do diâmetro médio dos núcleos 

principais; ii) MNs não refrativos - eles podem ser facilmente distinguidos de artefatos 

como partículas de coloração; iii) MNs não ligados ou conectados aos núcleos 

principais; iv) MN possivelmente tocando, mas não se sobrepondo, os núcleos principais 

- o limite micronuclear deve ser distinguido do limite nuclear; v) MN com a mesma 

intensidade de coloração que os núcleos principais, ou ocasionalmente, mais 

intensamente corados. A presença de outras anormalidades nucleares foi avaliada em 

quatro populações de hemócitos, conforme descritas por Donaghy et al. (2010). 
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2.8. Bioacumulação de metais 

Para a avaliação da possível ligação entre a acumulação dos metais Cr, Ni, Pb, 

Mn, Zn, Na, K (presentes em elevada concentração no lixiviado de cigarro) e as respostas 

comportamentais, amostras do tecido do músculo adutor dos animais foram coletadas 

para análise química desses elementos. A acumulação destes metais na musculatura se 

deve ao fato destes animais absorverem grandes quantidades suspensas em água e os 

acumularem no seu corpo, sendo uma das particularidades dos bivalves (Bolognesi & 

Fenech, 2012). 

As concentrações destes metais foram quantificadas por absorção atômica, de 

acordo com o método proposto por Li et al. (2012), com algumas modificações. 

Resumidamente, o músculo abdutor foi digerido em um becker de rosca contendo 2 mL 

de solução de digestão húmida (ácido nítrico a 75 % (HNO3): 70 % de ácido perclórico 

(HClO4) = 1: 1 v/v). Posteriormente, as amostras foram colocadas em uma placa 

aquecedora durante 4 h a 100 °C. Após a digestão das amostras, a tampa (vidro relógio) 

foi removida e o processo de aquecimento continuou a 80°C até a secagem total. Em 

seguida, adicionou-se 5% de HNO3 para dissolver o resíduo da amostra, completando o 

volume final para 5 mL.  

 

2.9. Análise estatística  

Inicialmente todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-

Wilk, seguido pelo teste de variância de homogeneidade de Levene. Os dados que 

apresentaram distribuição normal foram submetidos à one-way ANOVA, com teste post 

hoc de Tukey, a 5% de probabilidade, nos casos de F significativos. Os dados que não 

apresentaram distribuição normal foram submetidos ao teste não paramétrico de Kruskal-

Wallis, com teste post hoc de Dunn’s, a 5% de probabilidade. Todos os gráficos e as 

análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism (versão 7.0). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Todos os compostos detectados na caracterização físico-química da água e dos 

diferentes tratamentos utilizados no presente estudo são demonstrados na Tabela 2. 
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Tabela 2. Caracterização química das águas utilizadas na exposição dos grupos 

controle, lixiviado 100% (Cardoso et al., 2018), concentração ambiental (CA1x) e 

concentração 10 vezes superior (CA10x). 

Elementos 

químicos (mg/L) 
Água 

 

Lixiviado 

(100%) 

CA1x CA10x 

P 0,400 7400,00 0,408 0,477 

N 0,000 10.400,00 0,011 0,114 

Na 7,070 10.200,00 7,073 7,104 

As NID NID NID NID 

Cd NID NID NID NID 

Pb 0,018 29.000 0,018 0,018 

Cu 0,037 67,00 0,037 0,037 

Fe 0,300 410,00 0,300 0,301 

Mn 0,011 290,00 0,011 0,014 

Ni 0,013 23.000 0,013 0,013 

Zn NID 67,00 NID 0,001 

K 2,440 142.000,00 2,594 3,975 

Al 0,120 10,00 0,120 0,119 

Mg 1,520 15.200,0 1,535 1,670 

Co 0,020 28,00 0,020 0,020 

Cr NID 0,25 NID 0,003 

Ba NID 3,81 0,004 0,042 

Sr NID 9,89 0,011 0,109 

Ti NID 0,646 0,001 0,007 

NID: Não identificado ou abaixo do limite de quantificação da técnica. 

 

Os principais compostos orgânicos identificados nas amostras da solução estoque 

referente ao lixiviado bruto 100% identificados na água e nos demais tratamentos podem 

ser observados na Figura 8. 
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Figura 8. A Fórmula estrutural atribuída aos íons mais intensos detectados na solução 

estoque do lixiviado de cigarros fumados obtida por ESI (-) Orbitrap MS. Todos os íons 

foram detectados como [M-H]-. B Fórmula estrutural atribuída aos íons mais intensos 

detectados em ESI (+) Orbitrap MS. Todos os íons foram detectados como [M+H]+. 
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Inicialmente, as análises estatísticas não revelaram incremento sobre a massa 

corporal dos animais, sendo que ao final do experimento todos os grupos apresentaram a 

mesma massa corpórea em relação àquela aferida no início do experimento (Figura 9). 

Logo podemos supor que o curto período de exposição os animais não 

apresentaram nenhuma perda ou incremento de massa corpórea, mas, no entanto, não 

podemos afirmar com tamanha certeza, pois os bivalves se alimenta por filtração, e tal 

exposição pode ter afetado significativamente essa função, mas, porém, nenhuma análise 

do tipo foi realizada no presente estudo necessitando do desenvolvimento de novos 

estudos.  

 

Figura 9. Massa corpórea inicial e final dos bivalves expostos ou não à água contaminada 

nas concentrações C (controle apenas água tratada declorada, CA1x (Concentração 

ambiental 1x), CA10x (Concentração ambiental 10x). As barras indicam a média ± desvio 

padrão, submetido ao teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade.  

 

Portanto, os dados contidos na figura 10 demostraram que os animais tratados com 

lixiviados de bitucas de cigarros fumados, teve sua resposta defensiva comportamental 

afetada quando submetidos a uma situação de predação simulada. Observamos que os 

animais apresentaram diminuição no comportamento de escavação na maioria dos 

indivíduos dos grupos tratados CA1x e CA10x, os bivalves não conseguiram, posicionar 

suas conchas verticalmente e consequentemente mover-se horizontalmente na superfície 
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do substrato, incapacitados de se enterrar. Esses tipos de comportamento corroboram com 

estudos similares que avaliaram a capacidade de enterramento do bivalves Tapes 

philippinarum expostos a contaminantes emergentes, afetando sua capacidade de 

enterramento (Matozzo et al., 2004). A escavação é de fundamental importância para 

sobrevivência de moluscos, pois permite evitar predadores (Matozzo et al., 2004). 

Alterações no comportamento de escavação (atraso e/ou a não escavação) é um indício 

de potencial toxicidade provocada pela contaminação da água através da exposição direta 

com o lixiviado de bitucas de cigarros fumados, como podemos notar em estudos 

anteriores que avaliaram a presença de outro contaminantes nós corpos d`água (Byrne & 

O’Halloran 2000; Shin et al., 2002).  

 

Figura 10. Latência para começar a escavar do bivalve A. trapesialis submetidos aos 

testes comportamentais expostos ou não   água contendo lixiviado de cigarros fumados 

nas concentrações CA1x e CA10x. As barras indicam a média ± desvio padrão. Os dados 

foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis com pós-teste Dunn’s, a 5% de 

probabilidade.  

 

Na figura 11 A e demonstrado uma figura esquemática do comportamento de 

escavação realizado na fase I do enterramento. Também observamos efeito dos 

tratamentos sobre os parâmetros “índice de enterramento” (Figura 11 B) a análise 

estatística revelou que os animais expostos ao lixiviado de cigarro apresentou menores 

índices quando comparados aos animais não expostos. Quanto maior o índice de ciclos 

de enteramento menor será o número de tentativas de enterramento, ou seja, o bivalve 

levará um menor tempo até atingir sua posição final após o período de filmagens de 7 



 

40 

 

horas. Esse índice pode estar relacionado com tamanho dos grãos de areia, assim como 

discutido no trabalho desenvolvido por Cândido & Romero (2007), aumentando ou 

diminuindo os ciclos de escavação. No entanto, considerando que os substratos utilizados 

foram os mesmos para todos os grupos, acreditamos que o desempenho reduzido dos 

animais neste teste pode estar correlacionado à mistura complexa de compostos orgânicos 

e inorgânicos presentes no lixiviado de cigarros fumados.  

Quanto ao parâmetro “latência para emissão do pé” (Figura 11 C) avaliado no 

teste de resposta antipredatória simulada, observamos diferenças significativas entre o 

grupo controle e os demais tratamentos (CA1x e CA10x). Os animais tratados com 

lixiviado de cigarro gastaram maior tempo para emitir os pés pela primeira vez. Esse tipo 

de comportamento em um ambiente natural pode proporcionar a estes animais maior risco 

de predação, já que o tempo de início de resposta à situação simulada foi maior (Lin, 

1991; Cândido & Romero, 2007).  Para o “índice de ciclos de escavação” (Figuras 11 D) 

tratados com lixiviados de bitucas de cigarros fumados tiveram uma performance de 

enterramento reduzida durante o período de filmagem, tal comportamento reduzido pode 

ser explicado devido a presença de compostos tóxicos, a exemplo da nicotina. 
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Figura 11. (A) Imagem ilustrativa do comportamento de escavação Fase I, exibido pelo 

bivalve durante os testes comportamentais, (B) índice de ciclos de escavação e (C) 

latência (minutos) para emissão do pé do bivalve A. trapesialis submetidos aos testes 

comportamentais expostos ou não   água contendo lixiviado de cigarros fumados nas 

concentrações CA1x e CA10x. As barras indicam a média ± desvio padrão. Letras 

diferentes significam diferenças estatística. Em “B e C” os dados foram com pós-teste de 

Tukey, a 5% de probabilidade.  Em “D” os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-

Wallis com pós-teste Dunn’s, a 5% de probabilidade. 

Além disso, observamos que os bivalves dos grupos CA1x e CA10x apresentaram 

diferença estatística significativa em relação ao percentual de exposição corpórea externa 

(Figura 12 A), e uma menor profundidade de enterramento quando comparado com o 

grupo controle. Mais uma vez nossos resultados comprovam que lixiviado tem a 

capacidade de afetar o comportamento de escavação deste grupo de invertebrado 
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aquático. 

 

Figura 12. (A) Percentual de exposição corpórea e (B) profundidade de enterramento do 

bivalve A. trapesialis submetidos aos testes comportamentais expostos ou não   água 

contendo lixiviado de cigarros fumados nas concentrações CA1x e CA10x. As barras 

indicam a média ± desvio padrão. Os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis 

com pós-teste Dunn’s, a 5% de probabilidade.  

 

 

 

Figura 13. (A) Imagem ilustrativa do ângulo de enterramento. (B) Ângulo de 

enterramento do bivalve A. trapesialis submetidos aos testes comportamentais expostos 

ou não   água contendo lixiviado de cigarros fumados nas concentrações CA1x e CA10x. 

As barras indicam a média ± desvio padrão. Os dados foram submetidos ao teste de 

Kruskal-Wallis com pós-teste Dunn’s, a 5% de probabilidade.  
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Os bivalves apresentam um sistema de escavação diferente dos demais 

invertebrados aquáticos, eles utilizam o seu pé para perfurar o substrato provocando a 

escavação vertical ou autoenterramento, figura 13. Dependendo do ângulo de inclinação, 

os bivalves diminuem os riscos de serem predados e maximizam o seu centro de 

gravidade em relação ao substrato, diminuindo assim a possibilidade de serem levados 

pelo fluxo d’água (Trueman et al., 1966; Zwarts et al., 1989; Sassa et al., 2011).  

Em relação à hemolinfa dos bivalves, sabe-se que esta desempenha um importante 

papel nos tecidos moles (Bolognesi & Fenech., 2012). Os hemócitos circulantes no 

sistema vascular aberto, estão envolvidos em processos vitais, tais como transporte de 

nutrientes, digestão, reparação tecidual e eliminação de substâncias tóxicas (Bolognesi & 

Fenech., 2012). A hemolinfa dos bivalves A. trapesialis contém quatro populações 

principais de hemócitos: células blast-like, hialinócitos tipo I, hialinócitos tipo II 

e granulócitos (Figura 14). Dois subtipos de hialinócitos foram identificados: hialinócitos 

tipo I e hialinócitos tipo II. Os hialinócitos tipo I (Figura 14 A) são células de tamanho 

intermediário com relação núcleo/citoplasmas com núcleo excêntrico ou levemente 

excêntrico. Por outro lado, os núcleos dos hialinócitos do tipo II são claramente 

excêntricos e seu citoplasma continha pequenos vacúolos (Figura 14 A). 

A avaliação do potencial mutagênico do lixiviado revelou alterações significativas 

nos hemócitos circulantes dos animais avaliados. Observamos maior frequência de 

células micronucleadas nos bivalves expostos ao lixiviado, em relação ao grupo controle 

(Figura 14 B e D). A alta incidência de MN na hemolinfa circulante dos bivalves 

corrobora com o estudo de Thouahri et al. (2016), em que os autores observaram maior 

frequência no número de MN na hemolinfa do molusco Mytilus galloprovinvialis 

expostos a polução portuária in situ, estes animais foram mantidos em gaiolas 

subdivididos em três grupos por um período de 1, 3 e 6 meses de exposição. 

Além da presença de MN, observamos células binucleadas em diferentes tipos de 

hialinócitos e núcleos bebbled (Figura E), com maior frequência nos animais expostos 

aos tratamentos.  
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Figura 14.  Micrografia de luz dos hemócitos de A. trapesialis expostos ou não a água 

contendo lixiviado de cigarros fumados. Hemócitos corados com panótico rápido.  

 

 

Figura 15. Total de micronúcleos identificados nos hemócitos do bivalve A. trapesialis 

submetidos aos testes comportamentais expostos ou não a água contendo lixiviado de 

cigarros fumados. As barras indicam a média ± desvio padrão. Letras diferentes 

significam diferenças estatísticas.    

 

A avaliação do potencial mutagênico do lixiviado revelou alterações significativas 

nos hemócitos circulantes do bivalve. Houve uma maior frequência de hialinócitos 

micronúcleados dos bivalves expostos ao lixiviado do que no grupo controle após 14 dias 

de exposição (Figura 15). Havendo diferença no total de micronúcleos (Figura 15 “1”), 

não havendo diferença significativa no número de micronúcleos quando analisado 
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separadamente os hialinócitos tipo I e II (Figura 15 “2 e 3”). A alta incidência de MN na 

hemolinfa circulante desta espécie de bivalve corrobora com o estudo de Thouahri et al., 

(2016) que observou maior número de MN na hemolinfa do que nas brânquias, 

intensificando ainda mais a importância do uso da hemolinfa de tecidos moles ao invés 

da hemolinfa presentes nas brânquias.  

Em nossos dados, podemos observar a presença de algumas anormalidades 

(células binucleadas em diferentes tipos de hialinócitos, bebbled e micronúcleos) figura 

16 A e B. Assim como para o padrão observado para MN, outros tipos de anormalidades 

nucleares dos hemócitos aumentaram significativamente durante o período de exposição 

e entre os grupos expostos, havendo diferenças significativas nos hialinócitos tipo I dos 

grupos C1x e C10x ao ser comparados ao grupo controle (Figura 16 A “2”) o mesmo 

ocorre para o total de anormalidades (hialinócitos tipo I+II) (Figura 16 A “1”), 

diferentemente do que ocorre nos hialinócitos tipo II, não apresentando diferença 

significativa. Observamos diferenças significativas nos hialinócitos tipo I dos grupos C1x 

e C10x ao ser comparados ao grupo controle (Figura 16 B). Além disso, o total de 

alterações nucleares foi superior no grupo C10x, em relação ao grupo controle (Figura 16 

B “1”) seguido do número de alterações no hialinócitos I (Figura 16 B “2”), não havendo 

diferença significativa nas alterações nucleares dos hialinócitos II (Figura 16 B “3”). 

 

Figura 16. A) Hialinócitos binucleados e (B) percentual de células com alterações 

nucleares do bivalve A. trapesialis submetidos aos testes comportamentais expostos ou 

não a água contendo lixiviado de cigarros fumados. As barras indicam a média ± desvio 

padrão. Letras diferentes significam diferenças estatística.  
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Embora o mecanismo de formação de tais anormalidade ainda não sejam bem 

compreendidos para a referida espécie, há indícios de que estas anormalidades nucleares 

sejam induzidas pela exposição a uma variedade de agentes genotóxicos e mutagênicos 

que podem agir de forma sinérgica, antagônica e/ou aditiva devido à ação da nicotina e 

etilfenol isolada relatada por Micevska et al. (2006).  

O efeito mutagênico provocado pelo lixiviado de bituca de cigarros nos bivalves 

na literatura pode encontrar diferentes tipos de trabalhos que expuseram uma variedade 

de organismos aquáticos, semiaquáticos e terrestres ao lixiviado. Com que diz respeito 

aos organismos aquáticos, podemos observar uma variedade de efeitos prejudiciais, assim 

como, toxicidade de cladócero D. magnaentre e imobilização C. cf dúbia, perca da 

bioluminescência da bactéria marinha V. fischeri (Register., 2000, Micevska et al., 2006). 

A concentração de Zn nos tecidos musculares nos tratamentos C1x e C10x foram 

significativamente maiores, quando comparadas àquelas observadas no grupo controle 

(Figura 17 A), o mesmo ocorreu para os metais Mn cuja concentração nos tratamentos foi 

maior que controle (Figura 17 B).  

 

 

Figura 17. A) Concentração de Zn, (B) concentração de Mn do tecido muscular do bivalve 

A. trapesialis submetidos aos testes comportamentais expostos ou não   água contendo 

lixiviado de cigarros fumados nas concentrações CA1x e CA10x. As barras indicam a 

média ± desvio padrão. Os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis com pós-

teste Dunn’s, a 5% de probabilidade. 

 

A  alta concentração desses metais podem ser explicados devido ao fato de que os 

bivalves são excelentes filtradores de água, desempenhando uma alta capacidade de acúmulo 
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de metais e outras substâncias nós órgãos e tecidos. Para que possamos compreender melhor 

como os metais afetam este modelo de organismo aquático, primeiro devemos entender como 

estes compostos presentes no lixiviado interagem com o organismo, podendo ser de forma 

aditiva, sinérgica ou antagônica, variando de acordo com a sua interação com o meio ambeinte 

(Spurgeon et al., 2010; Nikinmaa, 2014, Oliveira et al., 2018; Oliveira et al., 2018). Estas 

interações podem ocorrer de várias formas, um exemplo claro em nosso estudo, é que à 

interação de um ou mais compostos pode afetar a maneira que os metais são absorvidos e/ou 

de se ligarem a certas proteínas ou até mesmo a forma com que ele e excretado 

(desintoxicação) (Rand, 1995).  

Alguns dos metais indentificados são elementos essenciais envolvidos em importantes 

funções celulares. O Zn e o Mn são responsáveis pelas atividades enzimáticas, estabilidade e 

metabolização de proteínas e ácidos núcleicos, defesas antioxidades (Miller, 2004; Wood, 

2012), dentre outras. Na análise do lixiviado utlizado neste estudo podemos notar a presença 

destes dois metais em alta concentração nas diluições utilizadas nos dois tratamentos (Tabela 

2). Tais concentrações elevadas pode ter forte relação com algumas alterações celulares 

indentificadas nos hemócitos deste modelo experimental, a exemplo do Zn, metal essencial  

responsáve pela regulação da metalotioneína (MT),que por sua vez, regula ás concentrações 

de ínos metálicos essenciais e não essenciais está correlacionado com a captura de espécies 

reativas de oxigênio (ROS).  O Mn e reponsável pela capacidade antioxidade nos bivalves 

(Campanella et al., 2005; Laity et al., 2007), tais alterações na absorção destes metais podem 

ter levado ao aparecimentos das anormalidades núcleares nos hemócitos circulantes destes 

animais. 

Há presença de Zn pode ter contribuido para o aparecimento de algumas 

anormalidades núcleares, pois este metal essencial e elevada concentração aumenta a geração 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) causando prejuizos para as defesas antioxidaes 

(Trevisan et a., 2014) diminuiçõ na capacidade antioxidante e aumento da peroxidação lipídica 

(Wadige et al., 2014). O aumento nas espécies reativas de oxigênios está fortemente 

correlacionada com o aparecimento das anormalidades núcleares (Figura 15, 16)  

Há alta prevalência de células micronucleadas nos hialinócitos tipo (I e II) pode ser 

explicado devido ao estresse oxidativo, assim como registrado para peixes (Gabriel et al., 

2013) e o efeito neurotóxico que pode ter afetado o compotamento de escavação (Figura 10). 
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4. CONCLUSÃO  

Nossos dados confirmaram a hipótese inicial de que o lixiviado de bitucas de 

cigarros em concentrações encontradas no ambiente altera as respostas defensivas dos 

bivalves, quanto a uma tentativa de predação simulada, aumento no número de 

anormalidades nucleares e granulócitos. Portanto, nosso estudo é o primeiro a fornecer 

evidências sobre as consequências da exposição desta espécie de molusco ao lixiviado de 

bituca de cigarro. Observamos que o uso indiscriminado de bituca de cigarro de pode 

causar sérios prejuízos a biota aquática. Se levarmos em consideração que as 

concentrações subletais podem ter impacto no comportamento e no aumento de 

anormalidades nucleares de bivalves sugerimos que novas pesquisas sejam desenvolvidas 

com o intuito de compreender e mitigar as consequências sofridas por este modelo 

experimental. 
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