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RESUMO



O uso de biomarcadores ¢ cada vez mais frequente em programas de biomonitoramento,
dada a eficdcia na avaliacdo de ambientes impactados, como regides portuarias. Neste
trabalho objetivou-se: 1) quantificar respostas bioquimicas e histologicas em Ucides
cordatus oriundo da zona de influéncia do complexo industrial portudrio de Sdo Luis
(Maranhdo); e 2) identificar e caracterizar as principais metodologias que utilizam
biomarcadores aplicados a organismos biomonitores para a avaliacdo de ambientes
portudrios, através de artigos cientificos publicados em bases de dados no periodo de 2000
a 2016. Para a revisdo de literatura, foi realizado uma busca de artigos que continham as
palavras chaves “biomonitoring”, “biomarker”, “port” e/ou “harbor” em cinco bases de
dados (BioOne, SciELO, ScienceDirect, Scopus e Wiley Online Library). Para a analise
de respostas bioldgicas, Ucides cordatus (caranguejo-uga) foram capturados
bimestralmente no complexo estuarino de Sdo Marcos (regido impactada) e no estuério
do rio Paciéncia (pouco impactada) — Maranhao, Brasil. De cada espécime, foi registrado
os dados biométricos e realizada a extragdo das branquias para realizacdo do exame
histologico e do hepatopancreas para andlise da atividade das enzimas Catalase (CAT) e
Glutationa-S-Transferase (GST). Como resultado da andlise experimental com o uso de
biomarcadores em caranguejos, todas as branquias apresentaram lesdes em ambas as
areas, sendo as lesdes mais frequentes o rompimento das células pilastras e o colapso
lamelar. A atividade da CAT e GST mostrou um padrdo diferenciado nas duas areas
analisadas, sendo a atividade da GST considerada o melhor biomarcador com maior
sensibilidade nos caranguejos da regido portuaria. Quanto a analise biométrica, os valores
mostram que os exemplares da drea impactada estavam com medidas inferiores aos da
area de pouco impacto. No geral, esses achados apoiam o uso de biomarcadores para
avaliagdo de regides portudrias, sendo a analise integrada (bioquimica e histologica) em
U. cordatus mais indicada para identificar os impactos nos organismos ocasionados pela

polui¢do dos ambientes estuarinos.

Palavras-chave: Areas portudrias, Biomarcadores bioquimicos, Biomarcadores

histologicos, Biomonitoramento, Caranguejo-uca.

ABSTRACT



10

The use of biomarkers is increasingly frequent in biomonitoring programs, given the
effectiveness of evaluating impacted environments such as port regions. This work aimed
to: 1) quantify biochemical and histological responses in Ucides cordatus from the zone
of influence of the port complex of Sdo Luis (Maranhdo); and 2) identify and characterize
the main methodologies that use biomarkers applied to biomonitor organisms for the
evaluation of port environments, through scientific articles published in databases from
2000 to 2016. For the literature review, a search was carried out for articles that contained
the key words "biomonitoring", "biomarker", "port" and/or "harbor" five databases of
data. in five databases (BioOne, SciELO, ScienceDirect, Scopus and Wiley Online
Library). For the analysis of biological responses, Ucides cordatus (uga-crab) were
captured bimonthly in the estuarine complex of Sdo Marcos (impacted region) and in the
estuary of the Paciéncia river (low impact area) - Maranhao, Brazil. From each specimen,
the biometric data were recorded and the gills were extracted for histological examination
and of the hepatopancreas to analyze the activity of the enzymes Catalase (CAT) and
Glutathione-S-Transferase (GST). As results of the experimental analysis with the use of
biomarkers in crabs in the island of Sdo Luis, all gills had lesions in both areas, being the
most frequent lesions the breakdown of pilasters and lamellar collapse. The activity of
CAT and GST showed a different pattern in the two areas analyzed, with GST activity
being considered the best biomarker with the highest sensitivity in the crabs of the port
region. In general, these findings support the use of biomarkers to evaluate port regions,
and the integrated analysis (biochemical and histological) in U. cordatus is best suited to

identify identify impacts on organisms caused by pollution from estuarine environments.

Keywords: Biomonitoring, Biochemical biomarkers, Hitological biomarkers, Port areas,

Uca crab.
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1 INTRODUCAO GERAL

As atividades portudrias sdo os grandes impulsores da economia brasileira,
beneficiando o crescimento do Brasil através da importagdo e exportacdo de produtos que
abrangem desde a agricultura, aos aparelhos eletronicos (KAPPEL et al., 2005). Devido
ao seu custo-beneficio, as operagdes portuarias tornam-se mais frequentes, tendo grande
potencial para introduzir contaminantes no meio ambiente, por meio da geracdo de
residuos sélidos, de efluentes, além da probabilidade de acidentes, como derramamento
de petroleo (CHOPRA; MEINDL, 2011; SILVA; GOMES, 2012). Estes
empreendimentos geralmente estdo inseridos ou proximos a dreas industriais
(potencialmente poluidoras), o que aumenta o risco de impactos no meio ambiente. Deste
modo, o monitoramento ambiental envolvendo organismos em zonas portudrias ¢ de
extrema relevancia, uma vez que diversos tipos de poluentes sdo resultantes deste tipo de
atividade (ANTAQ, 2011).

Neste cendrio, o ecossistema aquatico ¢ um dos ambientes que mais s3o
impactados pela atividade antrdpica, pois sdo os receptores finais de efluentes e altamente
suscetiveis a contaminantes provenientes de outros compartimentos ambientais,
lixiviados pelas chuvas ou até mesmo através de deposicdo atmosférica (DOMINGOS,
2006). Neste tipo de ambiente vém ocorrendo o langamento deliberado de contaminantes
devido ao aumento da atividade antrdpica sobre o recurso, que somado a outros fatores,
perturba o funcionamento e a organiza¢do dos ecossistemas, constituindo uma ameaca
para os organismos que dependem direta ou indiretamente deste recurso (DELUNARDO,
2010; GOULART; CALLISTO, 2003).

Os organismos aquaticos, principalmente aqueles que ocupam o topo da cadeia
alimentar, acabam sendo expostos de forma excessiva direta ou indireta as substancias
em concentragdes “normais”, que por efeito acumulativo, se somam tornando-se cada vez
mais toxicas, podendo assim afetar toda a biota e também o homem, causando riscos
pouco conhecidos para a salide do ambiente e também de geragdes futuras (FREITAS;
BRILHANTE; ALMEIDA, 2001; SODRE; LENZI; COSTA, 2001; MORAES;
JORDAO, 2002).

Através da exposicdo a compostos xenobidticos, a biota aquatica participa de
processos de bioacumulagdo, que resultam em efeitos adversos: o de bioconcentragao e o
de biomagnificagdo (GOMES; SATO, 2011). A bioconcentragdo ¢ a capacidade de

concentrar um elemento nos tecidos dos organismos, em fun¢do da concentra¢ao da agua,
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enquanto que a biomagnificagcdo ¢ um processo de bioacumulagao de substancias, no qual
leva-se em considerag@o os niveis troficos da cadeia alimentar, ou seja, quanto maior o
nivel trofico, maior a bioacumulagdo de determinadas substincias (GRAY, 2002;
BISINOTI; JARDIM, 2004; KEHRIG et al., 2011).

Os efeitos adversos dos xenobiontes nos organismos aquaticos sdo dificeis de
serem mensurados, mas as metodologias precisam ser testadas em diferentes regides e
com diferentes espécies. Para se conhecer os maleficios de xenobiontes langados no meio
ambiente, ensaios de toxicidade sdo aplicados em organismos-testes em condi¢des
laboratoriais e de campo, para monitorar e medir a intensidade dos efeitos sobre a biota
aquatica (MARTINEZ; COLUS, 2002). Tal monitoramento é mais eficaz quando se
utiliza as respostas dos organismos aquaticos aos xenobiontes, especialmente aqueles do
topo da cadeia trofica. Atualmente, existem metodologias que descrevem estes efeitos na
biota aquatica, utilizando como técnica, as respostas bioldgicas a niveis celular, tecidual,
morfoldgicos ou comportamentais dos organismos, denominadas biomarcadores
(FREIRE et al., 2008).

O uso de biomarcadores € cada vez mais frequente em estudos ecotoxicologicos,
pois possibilita resultados a curto prazo, além de ser uma metodologia de facil execucao
(FREIRE et al., 2008). Segundo Stegeman et al. (1992), a frequéncia da utilizagdo de
marcadores bioldgicos em trabalhos ecotoxicologicos pode ser explicada pelo fato de
alertar detecgdo precoce de perturbacao ambiental ocasionados por substancias toxicas,
verificarem a intensidade da contaminagdo e dos efeitos adversos e também por ajudar a
proteger espécies ou populagdes de possiveis contaminagdes. Dentro deste contexto, os
biomarcadores sdo instrumentos que atuam de forma preditiva, possibilitando melhor
gestdo ambiental e medidas corretivas no ambiente e, como a biorremediagdo,
minimizando danos ecolégicos severos (CAJARAVILLE et al., 2000, DELUNARDO,
2010).

Virias classes de biomarcadores tém sido utilizadas como ferramentas no
biomonitoramento de ecossistemas, pois ¢ uma metodologia de alta sensibilidade,
rapidez, baixo custo e proporciona um diagnostico da “saude” dos organismos aquaticos
e informacgdes cientificas relacionadas a riscos e/ou perturbagdes ambientais, que podem
ser utilizadas por gestores e sociedade em geral (FREIRE et al., 2008). Portanto, o uso
desses biomarcadores assume extrema importancia, pois possibilita o diagnostico da

qualidade do ecossistema e também a saude da populagado local.
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Neste contexto, biomarcadores bioquimicos, como as enzimas catalase e
glutationa s-transferase, compdem a primeira linha de defesa das células contra as
espécies reativas de oxigénio e agentes destrutivos (FERNANDES, 2012). J& os
biomarcadores histologicos, como lesdes branquiais, mensuram danos a niveis teciduais,
ocasionados em virtude do contato a de substancias estranhas ao organismo (SILVA,
2004). A utilizacdo destas metodologias em espécies marinhas, contribuem para o
entendimento da saude dos organismos, principalmente em areas potencialmente
contaminadas.

Em areas de intensas atividades econdmicas, como o Complexo Portudrio de Sao
Luis (Maranhao), o crescimento nas ultimas décadas tem aumentado a probabilidade de
ocorrer poluicdo de dguas costeiras, degradacdo de manguezais e acidentes ambientais
(AMARAL; ALFREDIN, 2010; MARANHAO, 2017). Este empreendimento portuario
¢ um dos principais responsaveis pelo desenvolvimento da economia no estado do
Maranhdo, possuindo grande profundidade no canal estuarino, o que possibilita o
atracamento de navios de grande calado para importacdo e exportacdo de minério de ferro,
manganés, soja, aluminio e derivados de petroleo (SOUSA, 2009; ASSIS et al., 2013).
H4 dados que comprovam a perturbacdo nos ambientes do complexo portuario
(CARVALHO-NETA et al., 2016). Portanto, faz-se necessario, estudos relacionados com
novas metodologias para o monitoramento de organismos da regido (utilizando espécies
nativas, como o Ucides cordatus), bem como diagnosticos sobre a qualidade dos

ambientes aquaticos proximos a zona de influéncia do complexo portuario de Sdo Luis.

2  OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Quantificar respostas biologicas de Ucides cordatus indicativas de impacto

ambiental oriundo da zona de influéncia do complexo portudrio de Sdo Luis, Maranh3o.
2.2 Objetivos Especificos

= Averiguar a atividade enzimatica da Catalase e da Glutationa-S-transferase em
Ucides cordatus coletados da regido do complexo portuario ¢ de uma area de
pouco impacto, em duas estagdes do ano;

= Analisar lesdes histoldgicas branquiais em Ucides cordatus oriundos da regido de
influéncia portudria e de uma area de pouco impacto, em duas estagdes do ano;
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= Identificar as principais metodologias que utilizam biomarcadores aplicados a
organismos biomonitores para a avaliacdo de ambientes portudrios através de
artigos cientificos publicados em bases de dados no periodo de 2000 a 2016.

3 METODOLOGIA

3.1 Levantamento bibliografico

O material para esta revisdo de literatura foi obtido através de cinco base de
dados de artigos cientificos: ScienceDirect (http://www.sciencedirect.com/), SciELO
(http://www.scielo.org/php/index.php), Scopus (https://www.scopus.com/), BioOne
(http://www.bioone.org/) e Wiley Online Library (http://onlinelibrary.wiley.com/). As
palavras-chave utilizadas na pesquisa foram “biomonitoring”, “biomarker”, “port” e
“harbor” em conjunto com os operadores boleanos (And, Or e And Not).

Somente artigos publicados ou submetidos entre o periodo de 2000 a 2016, que
continham o uso de biomarcadores para a avalia¢do de areas portuarias ou de influéncia
portudria, foram selecionados.

Assim como Oliveira, Evéncio-Neto e Baratella-Evéncio (2016). foram
considerados apenas artigos de investigagdo cientifica, excluindo quaisquer artigos de
revisdo de literatura e resumos de conferéncias. Para a sele¢ao dos artigos, foi levado em
consideragdo apenas o titulo, o resumo, destaques e palavras-chave. Somente os artigos
escolhidos foram lidos em sua totalidade, dando énfase ao resumo, metodologia e
conclusao. A analise do contetdo foi sistematica e quantitativa, permitindo a inferéncias
sobre os dados coletados, conforme o método de Cavalcante, Calixto e Pinheiro, (2014).
Os textos lidos foram organizados em uma tabela em ordem alfabética e classificados por
autores ¢ ano, tipo de biomarcador (biomarcador bioquimico, biomarcador genotdxico,

biomarcador histoldgico e biomarcador molecular) e organismo biomonitor.
3.2 Area de estudo

A regido de estudo abrange manguezais da ilha de Sao Luis - MA, sujeitos a
influéncia de atividades industriais portuarias da baia de Sdo Marcos, bem como em
manguzais da regido estuarina do rio Paciéncia — duas dreas de importancia econdmica
no Maranhao (Fig. 1).

A baia de S3o Marcos (complexo estuarino de Sao Marcos) ¢ uma regido
estuarina localizada na porcao ocidental da costa da ilha de Sdo Luis, onde desaguam os

rios Mearim e Pindaré¢ (FEITOSA, 1983; SOUSA, 2009). Este ambiente ¢ caracterizado
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por possuir um ‘“canal central bem desenvolvido, abrindo-se largamente sobre a
Plataforma Continental Maranhense e, muitos dos seus atributos fisicos e bioldgicos
mais importantes, contudo, ndo sdo transicionais e sim exclusivos” (SA, 2014). Além
destas particularidades, ¢ um importante local de pesca ¢ abriga o Complexo Portuério de
Sao Luis, um dos maiores em movimentacdo de carga da América Latina, onde estdo
localizados o Terminal Maritimo de Ponta da Madeira, Porto do Itaqui e Porto da
Alumar/ALCOA (AMARAL; ALFREDIN, 2010). Destes portos, os principais produtos
para importacdo e exportacdo sdo o minério de ferro, manganés, soja, aluminio e
derivados de petrdleo (SOUSA, 2009).

A grande profundidade do canal estuarino permite receber navios nacionais e
internacionais de grande porte, sendo um dos principais responsaveis pelo
desenvolvimento da economia no estado do Maranhao (ASSIS et al., 2013). Nesta regido,
o impacto sobre as espécies foi descrito por varios pesquisadores (CARVALHO-NETA;
ABREU-SILVA, 2013; CARVALHO-NETA; TORRES; ABREU-SILVA, 2012;
PINHEIRO-SOUSA; ALMEIDA; CARVALHO-NETA, 2013), desta forma, classificada
como area potencialmente impactada.

O estuario do rio Paciéncia esta situado na porc¢ao nordeste da ilha de Sao luis,
sendo formado pelas 4guas do rio Paciéncia e pelas massas de dgua salgada da baia de
Séo José (CASTRO, 2001). E considerada uma importante regido pesqueira e livre de
empreendimentos portuarios.

Assim como Andrade (2016) os caranguejos foram coletados em manguezais
adjacentes aos portos. O ponto Al estd localizado nas proximidades da comunidade de
Coqueiro e ao porto privativo de um empreendimento econdémico que produz e exporta
alumina (Complexo estuarino de S3o Marcos — Sdo Luis). Este empreendimento ¢
conhecido por impactos ambientais e sociais em comunidades que habitam em seu
entorno e, portanto, foi considerada como 4rea impactada neste trabalho. O ponto A2 esta
localizado na ilha do Facdo, no municipio de Raposa (estudrio do rio Paciéncia), cidade
onde a maioria dos moradores sobrevive da atividade pesqueira artesanal (MONTELES
et al., 2009). Neste ponto de amostragem ndo hd residéncias proximas, porém ha o
escoamento de contaminantes provenientes das bacias de drenagem da regido. Assim, este
local foi denominado como regido pouco impactada. Os pontos Al e A2 podem ser

visualizados na Figura 1.
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Figura 1. Localizagdo dos pontos de coleta no complexo estuarino de Sao Marcos e no
estuario do rio Paciéncia, na Ilha de Sdo Luis — MA.
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Fonte: Imagens obtidas do banco de dados TargetMap.

3.3 Taxon Ucides cordatus

O crustdiceo decapode Ucides cordatus Linnaeus (1763), conhecido
popularmente no Brasil como caranguejo-uca (Fig. 2), ¢ uma espécie eurialina endémica
de manguezais tropicais e subtropicais da costa leste das Américas, com sua ocorréncia
registrada desde a Florida (Estados Unidos da América) até Santa Catarina (Brasil)
(MELO, 1996). E um dos principais recursos explorados por comunidades brasileiras que
vivem no entorno de manguezais (SILVA, 2002), sendo, na maioria das vezes, a principal

fonte de renda para esta populacdo (GLASER; DIELE, 2004).
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Figura 2. Exemplar de Ucides Cordatus

O caranguejo-u¢d apresenta habito alimentar essencialmente herbivoro,
estocando folhas senescentes de mangue em suas galerias subterraneas, o que possibilita
sua participacdo no processo de ciclagem de nutrientes (PEROTE, 2010) e também no
aumento do fluxo de energia na cadeia alimentar do manguezal (SCHORIES et al., 2003).
Por ser uma espécie escavadora, revolve as particulas de sedimento (bioturbagao),
promovendo a oxigenacdo do solo e disponibilidade de nutrientes (VASCONCELOS,
2008).

Apesar de apresentar relevante importancia econdmica e ecoldgica, este taxon
aparece nas listas de espécies ameagadas de extingao, devido a frequente degradacao do
seu habitat e a sobre-explotacdo sobre este recurso (PINHEIRO et al., 2016; PINHEIRO;
RODRIGUES, 2011). Por apresentar tais importancias, resisténcia, relevancia para a
regido e ser considerada espécie-chave atuando como “engenheiros do manguezal”
(KRISTENSEN, 2008), U. cordatus foi escolhido neste estudo, para a investigacao de

impacto em regides portuarias.
3.4 Obtencao das amostras

Foram realizadas coletas bimestrais em 2016 (fevereiro, abril, junho, agosto,
outubro e dezembro) na 4rea impactada (A1) e na area pouco impactada (A2) durante a
maré baixa, sob a autoriza¢do n° 019/2015 e processo n° 130687/2015 da Secretaria do
Estado de Meio Ambiente e Recursos Naturais (SEMA — MA). Utilizando a técnica de

braceamento, os catadores capturaram 20 exemplares de U. cordatus em cada area por
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coleta (Fig. 3A). Para fins de padronizagao, foram coletados apenas exemplares machos
em intermuda, evitando quaisquer efeitos da fase de muda e sexo, assim como proposto
por Pinheiro et al. (2012).

Os exemplares foram dissecados com uma tesoura ¢ pingas esterilizadas, para
remocdo das amostras bioldgicas (Fig. 3B). Apds a extragdo do hepatopancreas, as
amostras do tecido foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido para posterior
analise enzimatica. As branquias retiradas de cada exemplar foram fixadas em Solugdo
de Davidson durante 24 horas. Em seguida, foram lavadas e mantidas em alcool 70% até
o processamento histologico. Paralelo a estas analises, também foram realizadas coletas
de amostras de sedimento em frascos esterilizados nos dois locais (seguindo a norma
ABNT NBR 9898/1987) para analise quimica, utilizando o método 3051/2007 da U.S.
EPA.

Figura 3. Procedimentos de coleta. A: catador utilizando a técnica de braceamento para
a captura do recurso; B: disseccdo dos orgaos de U. cordatus.

3.5 Analise Biométrica

De cada exemplar de U. cordatus, foram registrados os valores biométricos de

acordo com Pinheiro e Fiscarelli (2001), onde foram coletados os seguintes dados: peso
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total (PT) em gramas, mensurado em uma balanga; largura da carapaca ou cefalotérax
(LC), comprimento da carapaga (CC), largura da quela ou prépodo quelar (LQ),
comprimento da quela (CQ) e comprimento do dedo mével (CDM) em centimetros,

mensurados com auxilio de um paquimetro (Fig. 3).

Figura 4. Ilustracdo demonstrativa das medidas biométricas em U. cordatus. A — Visdo
dorsal do caranguejo-uga. LC: Largura da carapaga; CC: comprimento da carapaca. B —
Face externa do propodo quelar. CDM: Comprimento do dedo mével; LQ: largura da
quela; CQ: comprimento da quela.
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Fonte: Adaptado de Pinheiro e Fiscarelli (2001)

3.6 Anadlise Bioquimica

As amostras de hepatopancreas foram homogeneizadas ¢ centrifugadas em
solugdo tampao (Tris—HCl 50mM, KC1 0.15M pH 7.4), sendo o sobrenadante utilizado
para determinacdo da atividade enzimatica da glutationa-S-transferase (GST) e da
catalase (CAT).

A atividade da GST foi quantificada em espectrofotometro no comprimento de
onda de 340nm a 25° C, conforme Keen, Habig e Jakoby (1976) e modificado por
Camargo e Martinez (2006), utilizando-se 10ul glutationa reduzida (GSH) e 10ul 1-
chloro-2,4 dinitrobenzene (CDNB) como substrato, adicionados a 20ul da amostra em

960ul tampao fosfato de potassio (0,1M), pH 7,0 em uma cubeta. J4 a atividade da CAT
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foi avaliada, a 240nm, pela taxa de decomposi¢ao do perdxido de hidrogénio (H203),
utilizando 990ul de meio de reagdo e 10uL de amostra em uma cubeta, de acordo com

Tagliari et al. (2004) e Ventura et al. (2002).

3.7 Analise Histologica

Para analise histopatologica, as branquias foram submetidas a técnica histologica
padrao, sendo desidratadas em série crescente de alcoois, diafanizado em xilol,
impregnadas e incluidas em parafina. Os cortes transversais de Sum de espessura, foram
corados com Hematoxilina e Eosina (HE). Foram analisados dois cortes para cada 6rgio
de cada animal. As alteragdes foram identificadas de acordo com Maharajan et al. (2015),
Negro (2015), Rebelo et al. (2000) e Welsh, King ¢ Maccarthy (2013). A contagem foi
realizada de acordo com Rebelo et al. (2000), por meio da contabilizagdo do nimero de
lamelas afetadas por cada altera¢do, em relacdo ao niimero total de lamelas em cada

branquia.

3.8 Tratamento estatistico dos dados

Os dados das médias obtidas para a atividade da Catalase (CAT) e da Glutationa-
S-Transferase (GST) e das lesdes nas branquias dos caranguejos foram submetidos ao
teste de normalidade e foram comparados entre as regides e entre as estacdes do ano pelo

teste-t de Student.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta dissertagdo estdo apresentados em forma de artigo em dois
topicos, sendo o primeiro relacionado ao levantamento de dados na literatura sobre o uso
de biomarcadores em organismos biomonitores para avaliagdo de regides portudrias ou
de influéncia portuaria; o segundo aborda sobre atividade enzimatica da CAT e GST e
alteragdes histoldgicas no tecido branquial em espécimes de U. cordatus provenientes de

uma regido portudria do Brasil.
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4.1  Artigo I — Uso de biomarcadores em organismos biomonitores para avaliagao de
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regides portuarias: uma revisao
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Abstract

Atividades portuarias sdo potenciais geradores de impactos ambientais e o seu crescimento aumenta a
probabilidade de ocorrer poluigdo de aguas costeiras, degradacdo de manguezais e acidentes ambientais,
onde estes empreendimentos estdo instalados. A geragdo de impactos de origem portuaria, revela a
importancia de investigagdes ambientais nessas localidades. Para avaliar os danos causados pelos impactos
portudrios, diferentes organismos tém sido utilizados como biomonitores, principalmente moluscos e
peixes, por apresentarem caracteristicas que favorecem o resultado da analise. No biomonitoramento, o uso
de biomarcadores proporcionam uma rapida resposta dos efeitos da exposi¢do de organismos biomonitores
a poluentes. Neste trabalho de revisdo debatemos as principais metodologias utilizadas no
biomonitoramento de ambientes portudrios e as caracteristicas dos principais organismos biomonitores
empregados neste tipo de monitoramento. Os principais tipos de biomarcadores utilizados nessa abordagem
sdo os bioquimicos, os genotoxicos e os histologicos; ja os organismos biomonitores mais utilizados na
avaliagdo de ambientes portuarios sdo Mytilus galloprovincialis, Carcinus maenas e Zoarces viviparus. No
geral, esses achados apoiam o uso combinado de biomarcadores para avaliagdo em regides portudrias e
recomenda-se a utilizagdo de multiplos biomarcadores na detecgdo de danos bioldgicos em resposta a

exposi¢do da biota a componentes xenobidticos.
Palavras-chave: Areas portuarias, Biomarcadores, Biomonitoramento, Organismos biomonitores.

1 Introducao

A expansdo de empreendimentos industriais gera uma grande preocupagdo em relagio a riscos
ambientais, havendo uma boa probabilidade de introdu¢do de contaminantes quimicos — sejam eles
emergentes ou ndao, no meio ambiente (Bini and Wahsha 2014; Godoi et al. 2003). Uma vez acidentes
ocorrem, trazem sérios danos a fauna e flora onde estes empreendimentos estdo instalados, e dependendo
do grau de impacto, a recuperacdo do ecossistema pode ser muito lenta.

Empreendimentos portudrios sdo potenciais geradores de residuos e impactos ambientais (Castro
and Almeida 2012) por varios fatores: agua de lastro (favorecendo a introducdo de espécies exoéticas),
inser¢do de metais pesados e outros contaminantes através de residuo de cargas e pinturas anti-incrustantes
a base de elementos nocivos persistentes (tributilestanho — TBT, utilizado no passado) e outros

componentes toxicos (Bollmann et al. 2010; Godoi et al. 2003; Pletsch et al. 2010). Tais fatores alertam

* Este artigo serd submetido para publicagiio na revista Environmental Monitoring and Assessment. ISSN:
1573-2959.
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para o risco de acidentes ambientais, trazendo a preocupagdo do monitoramento da biota nestes locais
potencialmente impactados.

O monitoramento ambiental consiste em avaliar periodicamente um local para obter resultados
sobre a qualidade do ambiente (Bitar and Ortega 1998). As técnicas de monitoramento que utilizam
organismos sfo denominadas “biomonitoramento”, tendo o proposito de auxiliar na mensuracdo de
produtos quimicos em tecidos e fluidos corporais e avaliar o efeito bioldgico de organismos (U.S. E.P.A.
2017), sendo consideradas ferramentas sensiveis que ajudam a avaliar a situacdo dos organismos e do
ambiente (Buss et al. 2003).

Pesquisas tém demonstrando a preocupagdo de biomonitorar areas sob influéncia de atividades
portuarias, utilizando como método os biomarcadores em organismos biomonitores, a fim de avaliar as
condi¢des e vulnerabilidade do ambiente. A escolha desta metodologia baseia-se na rapida resposta aos
efeitos de exposi¢do a poluentes (Zorita et al. 2007). Partindo desta premissa, o presente estudo ¢ uma
revisdo de literatura sobre as principais metodologias utilizadas no biomonitoramento de ambientes
portudrios e as caracteristicas dos principais organismos biomonitores empregados neste tipo de

monitoramento.

Biomarcadores como ferramentas para avaliacio de ambientes perturbados

Metodologias que descrevem os efeitos adversos na biota aquatica em resposta a exposicdo de
perturbagdes no ambiente e que utilizam como técnica alteragdes bioldgicas a niveis molecular, celular,
tecidual, morfoldgicos ou comportamentais dos organismos, sdo denominadas biomarcadores, um
instrumento de fécil execucdo e que possibilita resultados a curto prazo (Freire et al. 2008; Walker et al.
2012).

Segundo Stegeman et al. (1992), é uma analise frequentemente utilizada em trabalhos
ecotoxicologicos, por alertar precocemente perturbagdes ambientais ocasionadas por substincias toxicas,
verificar a intensidade da contaminacdo e dos efeitos adversos, além de ajudar a proteger espécies ou
populagdes de possiveis contaminagdes. Isto posto, os biomarcadores sdo instrumentos que atuam de forma
preditiva, possibilitando medidas corretivas no ambiente, como a biorremedia¢do, minimizando danos
ecologicos severos (Cajaraville et al. 2000; Delunardo et al. 2013).

Esta abordagem vem sendo utilizada em muitos trabalhos de biomonitoramento em regides
portuarias potencialmente contaminadas (Fig. 1), por ser capaz de indicar ¢ diagnosticar a qualidade ou
perturbacdo no ambiente, uma vez que os organismos apresentam alteragdes em decorréncia de ambientes
em desequilibrio. Um outro aspecto favoravel ao uso dessa metodologia ¢ a facilidade de detecgdo de
contaminantes, que mesmo em baixos niveis para detec¢do em métodos analiticos, ¢ mais facilmente
encontrado nos tecidos destas espécies (Crouch and Barker 1997; Francioni et al. 2007; Richir and Gobert
2014).

Os biomarcadores podem ser classificados em biomarcadores de exposi¢do, biomarcadores de
efeito e biomarcadores de suscetibilidade. Os biomarcadores de exposicdo medem a quantidade e a
concentragdo de um composto quimico no ambiente ou o produto da intera¢do entre o xenobidtico ¢ a
molécula ou célula; os biomarcadores de efeito incluem alteragdes bioquimicas, fisiologicas ou qualquer
outra alterac@o nos tecidos ou fluidos corporais de um organismo que podem ser associados com uma

doenga ¢ prejuizo a saide; ¢ os biomarcadores de suscetibilidade indicam a habilidade adquirida de um
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organismo a responder a exposi¢do a xenobiotico especifico, incluindo fatores genéticos e mudangas nos
receptores que alteram a suscetibilidade de um organismo a uma dada exposi¢ao (van der Oost et al. 2003).
Uma outra classifica¢do, divide os biomarcadores de acordo com o nivel de alteragdo biologica, como o
biomarcador molecular, biomarcador morfolégico, biomarcador fisioldgico e biomarcador
comportamental, mensurando efeitos a niveis moleculares, celular, fisioldgicos e¢ também sobre o

comportamento de organismos expostos a estressores ambientais (Livingstone 1993).

Principais biomarcadores para avaliagdo de ambientes portudarios

Apesar de ser uma atividade potencialmente poluidora, as operagdes portudrias exercem papel
fundamental para o desenvolvimento econdmico local e mundial. Assim como descrito, todos os portos
citados nos artigos desta pesquisa apresentam importancia na geracdo de riquezas para seu pais, seja na
atividade de movimentacdo de cargas ou através do turismo. No entanto, os estudos demonstraram a
ocorréncia de perturbacdes no ambiente com base nas respostas biologicas a diferentes niveis
organizacionais (ver tabela 1).

As respostas biologicas ocasionadas por efeitos de distirbios nos ambientes ocorrem
primeiramente a niveis mais sensiveis, como os moleculares, biquimicos e genotoxicos. Por esta razdo, diz-
se que sdo os biomarcadores mais precisos na predicdo de impacto ambiental (Nigro et al. 2006).

Os biomarcadores genotoxicos sdo aqueles que mensuram danos na molécula de DNA, nos
cromossomos ¢ danos genéticos nas células dos organismos, ocasionados pela exposi¢do a compostos
xenobidticos genotoxicos (Bacolod et al. 2017). Sdo exemplos de metodologia utilizados como
biomarcadores de genotoxicidade, o teste micronucleo e ensaio cometa, os mais utilizados para o
monitoramento de regides portudrias.

O teste de microntcleos ¢ utilizado para detectar danos citogenéticos com base na frequéncia de
alteragdes em células expostas a agentes genotoxicos, podendo ser usados tanto em células vegetais, quanto
em células animais (Benincé et al. 2012; Biicker et al. 2006; Carvalho et al. 2002). E uma metodologia
amplamente utilizada que permite identificar um aumento na frequéncia de mutagéo em células, sendo um
instrumento de avaliago rapida e pratica (Viegas et al. 2010). Essa abordagem ¢ bem documentada no
monitoramento do bem-estar de organismos provenientes de areas potencialmente contaminadas (Arcand-
Hoy and Metcalfe 2000; Arslan et al. 2015).

Os micronticleos sdo denominados como pequenos fragmentos de cromatina dotados de
membrana, sendo este separado do nucleo principal, sendo que sua génese esta relacionada com falhas
durante a divisdo celular, na qual cromossomos acéntricos ou cromossomos inteiros sdo perdidos,
originando assim, um nucleo a parte (Magni et al. 2006; Teles et al. 2006). Além de falhas no mecanismo
de divisdo celular, a origem dos microntcleos esta relacionada também a exposicdo de agentes genotoxicos
(Luzhna et al. 2013), gerando uma maior frequéncia mutagdes nucleares.

O ensaio cometa € um método eficiente no monitoramento ambiental, sendo uma metodologia
simples, de alta sensibilidade e rapidez nos resultados, amplamente utilizada em estudos ecotoxicologicos
(Abdelfattah et al. 2017; Reis et al. 2017). A analise baseia-se na inser¢do de células em agarose, “lisadas
e submetidas a eletroforese” em um pH alcalino (Collins 2014). Como resultado, 0 DNA que contem
quebras ¢é facilmente induzido em dire¢do ao dnodo, formando um rastro, semelhante a um cometa,

resultante da trajetoria migragdo para fora do nucleo (Beninca et al. 2012; Collins 2014). Nesta analise, o
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tamanho da cauda ¢é proporcional ao dano no DNA, sendo visualizado em microscopia de fluorescéncia
(Collins 2014).

Quanto aos biomarcadores bioquimicos, ha uma variedade que pode ser utilizada na avaliagdo
de risco ambiental, tais como atividades de enzimas, concentragdes de proteinas e a integridade e
estabilidade de membranas.

Quando fala-se em estresse oxidativo, sabe-se que ha um niimero maior que o esperado de
espécies reativas de oxigénio (ERO) no meio celular produzidos durante o metabolismo da fase I dos
organismos, promovendo assim, um desequilibrio (Barbosa et al. 2010). O aumento significativo da
produgdo de EROs, esta relacionado a exposicdo a compostos toxicos e com metabolitos gerados durante a
detoxificagdo do organismo, e como resultado, ocorre o dano nas fungdes da célula (e. g. peroxidagdo
lipidica de membranas) ou em outros casos, provocar a morte celular (Barreiros et al. 2006). Para combater
danos oxidativos, existem mecanismos bioquimicos que promovem o equilibrio celular, constituidos por
compostos antioxidantes ndo-enzimaticos (e.g. vitaminas C e E) e enzimas antioxidantes (e.g. superoxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase) (Rodrigues and Pardal 2014; Sussarellu et al. 2012). A atividade
alterada dessas enzimas ¢ definida como biomarcadores de estresse oxidativo.

Outras enzimas sdo capazes de reagir a poluentes especificos, como a glutationa s-transferase
(GST), que atua na quebra de pesticidas organoclorados e outros xenobidticos organicos; e a
acetilcolinesterase (AChE), envolvida nos processos sinapticos, inibida por alguns pesticidas
(organofosforados e carbamatos), sendo considerada uma boa indicadora de neurotoxicidade (Fitzpatrick
etal. 1997; Rodrigues and Pardal 2014). Esses dados enzimaticos oferecem diagndsticos precisos nos testes
de ecotoxicidade.

Ainda a nivel bioquimico, o uso de concentragdo de proteinas como biomarcadores de
contaminagdo aquatica é uma metodologia amplamente difundida no meio cientifico, principalmente a
dosagem de metalotioneina — MT (Giarratano et al. 2016). As MTs possuem capacidade de se ligar a
diversos metais, assim, quanto maior a concentracdo de MT, maior o grau de exposicao. Esta analise auxilia
na avaliagdo de predigdo de impactos por metais pesados (Figueira et al. 2012; Le et al. 2016).

A presenga de substancias de origem orgéanica e inorgdnica no meio ambiente, além de trazer
danos a niveis mais sensiveis, podem facilmente induzir a alteragdes teciduais nos organismos. Assim, as
abordagens histologicas mais comuns para avaliacdo de impacto sdo realizadas nos tecidos branquiais,
hepaticos e renais, devido ao papel importante que estes orgaos desempenham (Costa and Costa 2008).

As branquias sdo um 6rgdo que constantemente estdo em contato com contaminantes ¢ por iSso
¢ considerada alvo em estudos histologicos (Garcia-Santos et al. 2007; Nogueira et al. 2009). Além disso,
apresentam funcionalidades importantes para a vida do organismo, como trocas gasosas, excre¢do de
compostos nitrogenados e equilibrio acido-base (McDonald et al. 1991). Alteragdes como infiltragdo
hemocitica, inchago das lamelas branquiais, levantamento do epitélio lamelar, fusdo de lamelas e
malformagoes de canais marginais, sio comumente associadas a exposicdo a endossulfan, metais pesados,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e bifenilas policloradas (Bhavan and Geraldine 2000; Costa et al.
2009; Griffitt et al. 2009). Estas reacdes sdo interpretadas como mecanismo de protecdo contra agentes
xenobidticos, porém atrapalham nas fungdes exercidas pela branquia, resultando em trocas gasosas

ineficientes (Bhavan and Geraldine 2000).
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O figado, assim como o hepatopancreas, ¢ o principal orgéo de detoxificagdo de um organismo,
sendo capaz de transformar compostos em moléculas menores para excreta-las, além participar de varios
outros processos metabolicos (Costa et al. 2015). Por apresentar essa capacidade biotransformadora, ¢ um
tecido ideal para andlise da concentragdo de compostos xenobidticos, principalmente de metais pesados e
pesticidas, como também avaliagdo de danos teciduais ocasionados por exposi¢do (James 1989; Wu et al.
2008). As desestruturacdes do tecido hepatico como a congestdo de vasos sanguineos, vacuolizagdo
associada a acumulacdo de lipidios ¢ inchaco celular, sdo facilmente encontradas na literatura como
resultado de exposi¢do a quimicos como o cadmio, zinco, amdnia e cobre, que mesmo em baixas
concentragdes, interferem no metabolismo deste 6rgdo (Arellano et al. 1999; Benli et al. 2008; van Dyk et
al. 2007).

Outros tecidos sdo utilizados na analise histoldgica, mas em menor propor¢do, como os tecidos
do rim, do bago e do timo. O rim, dependendo do organismo, pode apresentar funcdes diferentes: pode atuar
como 6rgdo excretor ou realizar regulagdo osmotica entre sais e a 4gua em organismos marinhos, além de
participar de diversos processos metabolicos, incluindo o de composto xenobidticos (Brzoska et al. 2003),
0 que o torna eficaz em exames histologicos, sendo comumente mencionados na literatura (e. g. Camargo
& Martinez, 2007; Mela et al., 2007). J4 o timo e o bago sdo 6rgdos importantes do sistema imunoldgico,
pois sdo produtores das células de defesa do organismo (em vertebrados), os leucécitos (Kerambrun et al.
2012; Wester et al. 1994). Os estudos histologicos sdo geralmente para relatar o efeito adverso de agentes

imunossupressores na estrutura desses 6rgéos (Omar et al. 2013; Pislyagin et al. 2016).

Principais organismos biomonitores

Em trabalhos de biomonitoramento, sdo utilizadas espécies-chaves para avaliar a qualidade de
ambientes perturbados. Estas espécies sdo denominadas biomonitoras e possuem caracteristicas peculiares
que ajudam nos resultados sobre a qualidade do ambiente. Os biomonitores sdo organismos ou comunidades
que conseguem representar dados de contaminagdo ambiental, indicando sobre a qualidade do meio
ambiente em partes ou em sua totalidade (Souza et al. 2016). Espécies de moluscos, crustiaceos e peixes se
enquadram nesta categoria e por isso sdo as mais representativas em programas de biomonitoramentos (Fig.

2).

Classe Bivalvia

Os moluscos bivalves sdo organismos constantemente utilizados em programas de monitorizacao
por serem espécimes sentinelas, sendo capazes de representar claramente as perturbacdes no ambiente
(Chandurvelan et al. 2013; Rainbow 2002). Sua natureza séssil ou sedentaria e filtradora, contribuem para
bioacumulacdo e altas concentragdes de compostos toxicos em seu tecido (Chandurvelan et al. 2012, 2013;
Dailianis 2010), fornecendo dados importantes sobre o situagdo de seu habitat (Jena et al. 2009). Além
disso, apresentam caracteristicas que auxiliam na escolha deste taxon para a utilizagdo em técnicas de
biomonitoramento: facil amostragem, manuseio e ampla distribui¢do geografica (Melwani et al. 2014;
Regoli et al. 2014).

Ha dados desde a década de 70 que evidenciam o sucesso do uso de mexilhdes para a
monitorizagcdo de ambientes, como o programa “mussel watch” (Zorita et al. 2007), realizado pela primeira

vez por Goldberg (1975). Em seu trabalho propde andlise anual de mexilhdes Mytilus edulis e espécies
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similares para medir os niveis poluentes orgénicos e inorganicos (Chase et al. 2001; Freitas et al. 2017;
Kampire et al. 2015). A principal motiva¢do ¢ a preocupagdo em “medir os niveis de exposicdo dos
principais poluentes ja identificados em varias partes do oceano” (Goldberg 1975). Ainda de acordo com o
autor, o emprego destes organismos ¢ devido sua capacidade de acumulagdo de substincias nocivas em
seus tecidos moles e ser capaz de realizar o processo de depuragdo em aguas livres de contaminantes
(Chandurvelan et al. 2015; Goldberg 1975).

O mexilhdo Mytilus galloprovincialis ¢ citado como um organismo resistente a elevadas
concentragdes de metais pesados e outros compostos toxicos, no entanto, essas substancias provocam
alteragdes bioquimicas, morfologicas e fisiologicas (Jena et al. 2009). Estes efeitos biologicos tornam esta
espécie como uma excelente biomonitora e indicada para estudos de monitoramento (Zorita et al. 2007),
além de serem importantes para futuras avaliacdes de impacto (Barut et al. 2016) através de alteracdes
bioldgicas (e. g. biomarcadores) ou com base na quantificagdo de concentragdes de substincias quimicas
exogenas (Benali et al. 2017). Tais caracteristicas demonstram claramente, o motivo desta espécie ser

mundialmente utilizada em estudos de biomonitoramento.

Ordem Decapoda

Os decépodos sdo os maiores em numero ¢ diversidade da classe Malacostraca, tendo como
representantes as lagostas, camardes e caranguejos (Creed 2009; Cumberlidge et al. 2015). A diversidade
desta ordem vai desde a variagdo morfologica ao habitat destes organismos: presentes em ambientes
marinhos, 4guas continentais e até ambientes terrestres (Alvarez et al. 2014; Cumberlidge et al. 2015).
Muitas espécies deste taxon sdo ubiquas nos ecossistemas aquaticos e este ¢ o principal motivo que as
tornam foco de muitos estudos cientificos (Alvarez et al. 2014), além de serem organismos chave na
estruturagdo de populagdes de vertebrados e invertebrados (Creed 2009).

Os decapodes bentdnicos, como os caranguejos, apresentam estreita relagdo com os sedimentos,
estabelecendo-se cada vez mais como bons biomonitores (Diaz-Jaramillo et al. 2013; Ng et al. 2007,
Ricciardi et al. 2010). Esse argumento baseia-se na melhor capacidade de biotransformagdo de compostos
apolares em moléculas polares menores, quando comparado a outros organismos (e. g. mexilhdes), pois o
hepatopancreas (6rgdo biotransformador) fornece informagdes reais sobre os niveis de substincias toxicas
no ambiente (Fillmann et al. 2004; Nudi et al. 2007).

O caranguejo Carcinus maenas ¢ um macroinvertebrado onivoro da familia Carcinidae de facil
identificacdo ¢ manuseio, cuja distribuicdo vem demostrando preocupacdo, por ela ser uma potencial
espécie bioinvasora, apresentando resisténcia a altas variacdes ambientais de temperatura, oxigénio e
salinidade, além de ser uma espécie predadora de moluscos e outros organismos invertebrados, dificultando
a pesca comercial (Lee and Bishop 2005; Murray et al. 2007). Devido a sua distribuicdo na costa atlantica
europeia e ambientes marinhos adjacentes, ha varios estudos que demonstram a sua biologia e ecologia,
bem como estudos que sugerem este organismo como modelo para avaliacdo de toxicidade (Crothers J. H.
1968; Gonzalez-Gordillo et al. 2004; Lee and Vespoli 2015; Martin-Diaz et al. 2008; Mente et al. 2010;
Murray et al. 2007; Pedersen et al. 1997; Rewitz et al. 2004; Rodrigues and Pardal 2014; Yamada et al.

2010), o que a torna uma importante espécie biomonitora.

Peixes
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O uso de peixes como biomonitores tem se mostrado um excelente instrumento de avaliagdo
ambiental, uma vez que estes organismos reagem com sensibilidade a compostos quimicos, a mudancas
ambientais e a concentrag@o de substincias, além de acumular poluentes diretamente da 4gua contaminada
(absor¢do pela pele e branquias) ou indiretamente através da ingestdo de alimentos contaminados
(Albergaria-Barbosa et al. 2017; Rocha et al. 2010; Soares et al. 2016).

Pesquisas demonstram a utilizag@o de peixes para avaliagdo de ambientes impactados (Alpuche-
Gual and Gold Bouchot 2008; Chupani et al. 2016; Lu et al. 2010; Métais et al. 2012; Oliveira et al. 2010;
Regoli et al. 2002; Wang et al. 2012), porém ha uma objecdo quanto a isto: nem todos os peixes sdo bons
biomonitores. Um exemplo sdo os peixes migratorios, que acumulam substancias de diversos locais e ndo
oferecem um diagnoéstico preciso no monitoramento (Sousa et al. 2013). Além disso, quanto maior o nivel
da cadeia trofica, maior sera a capacidade de acumulagio de substincias (Lacerda and Malm 2008; Sanches
Filho et al. 2013). O tempo de vida também ¢ outra caracteristica que ¢ proporcional a acumulagdo de
compostos, ou seja, o tempo de exposi¢ao (Seixas et al. 2007).

Dependendo do tipo de analise, espécies juvenis sdo mais apropriadas que as de fase adulta em
testes de toxicidade (e. g. metais pesados ¢ HPA’s), devido ao pouco tempo de exposi¢do ao ambiente
(Linde et al. 1998; O’Hare et al. 1995). Para outras analises, espécies de fase adulta sdo mais eficientes para
diferenciar locais tidos como controles e perturbados (Linde et al. 1998).

O peixe marinho Zoarces viviparus — organismo mais utilizado em estudos de monitoramento
de regides portuarias — sdo habitantes de fundo, de pouca mobilidade e viviparos, sendo considerada uma
espécie sentinela para monitorar impactos (Almroth et al. 2005; Asker et al. 2013, 2015; Schiedek et al.
2006; Sturve et al. 2005). Em fémeas gravidas, pode ocorrer a transferéncia de substancias nocivas para as
larvas causando efeitos sobre o desenvolvimento larval, uma vez que as fémeas sdo fonte de alimentacao
para os filhotes (Korsgaard 1986; Rasmussen et al. 2002). As caracteristicas desta espécie fornecem bons

resultados em estudos de ecotoxicologia.

Tabela 1. Artigos selecionados que continham uso de biomarcadores para a avaliagdo de areas portudrias

ou de influéncia portudria.

Authors and year of publication Biomonitor species Biomarker type
Arcand-Hoy and Metcalf (2000) Ameiurus nebulosus Genotoxic biomarker
Lafontaine et al. (2000) Dreissena polymorpha Biochemical biomarker
Petrovi¢ et al. (2001) Mpytilus galloprovincialis Biochemical biomarker
Lionetto et al. (2003) Mpytilus galloprovincialis and Biochemical biomarker
Mullus barbatus

Miller et al. (2003) Pleuronectes vetulus Biochemical biomarker
Roméo et al. (2003) Mytilus galloprovincialis Biochemical biomarker
Roméo et al. (2003) Mytilus galloprovincialis Biochemical biomarker
Bedini et al. (2004) Phascolosoma granulatum Molecular biomarker
Manduzio et al. (2004) Mytilus edulis Biochemical biomarker
Almroth et al. (2005) Zoarces viviparus Biochemical biomarker

Borkovi¢ et al. (2005) Mpytilus galloprovincialis Biochemical biomarker



Cavas and Ergene-Goziikara et al.

(2005)

Devier et al. (2005)

Moreira and Guilhermino (2005)
Sturve et al. (2005)

Barsiené et al. (2006)

Magni et al. (2006)

Schiedek et al. (2006)

Zanette, et al. (2006)
Da Ros et al. (2007)

Damiens et al. (2007)
Martin-Diaz et al. (2007)
Quiniou et al. (2007)
Zorita et al. (2007)

Bocchetti et al. (2008)

Martin-Diaz et al. (2008)

Myers et al. (2008)

Bozcaarmutlu et al. (2009)

Jena et al. (2009)
Kilemade et al. (2009)
Taleb et al. (2009)
Fang et al. (2010)
Andreani et al. (2011)
Kerambrun et al. (2012)

Martins et al. (2012)
Shirani et al. (2012)

Asker et al. (2013)

Carvalho-Neta and Abreu-Silva
(2013)

Jebali et al. (2013)
Pinheiro-Sousa et al. (2013)

Sifi et al. (2013)

Mugil cephalus

Mpytilus sp.
Mpytilus galloprovincialis
Zoarces viviparus

Platichthys flesus and Mytilus
edulis

Mpytilus galloprovincialis

Mpytilus edulis and Zoarces
viviparous

Crassostrea rhizophorae

Mpytilus edulis

Mpytilus galloprovincialis
Carcinus maenas
Crassostrea gigas

Mytilus galloprovincialis

Mpytilus galloprovincialis

Carcinus maenas and Ruditapes
philippinarum

Parophrys vetulus

Mugil soiuy, Mugil cephalus and
Liza aurata

Perna viridis

Scophthalmus maximus L.
Mpytilus galloprovincialis

Perna viridis

Scapharca inaequivalvis

Scophthalmus maximus
Mytilus edulis
Periophthalmus waltoni
Zoarces viviparus

Sciades herzbergii

Sparus aurata

Sciades herzbergii

Donax trunculus L.
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Genotoxic biomarker

Biochemical biomarker
Biochemical biomarker

Biochemical biomarker

Biochemical biomarker,
genotoxic biomarker and
histological biomarker
Biochemical biomarker and
genotoxic biomarker
Biochemical biomarker and
genotoxic biomarker

Biochemical biomarker

Biochemical biomarker and
histological biomarker

Biochemical biomarker
Biochemical biomarker

Biochemical biomarker

Biochemical biomarker and
histological biomarker

Biochemical biomarker and
genotoxic biomarker
Biochemical biomarker

Biochemical biomarker and
histological biomarker

Biochemical biomarker

Biochemical biomarker
Biochemical biomarker
Biochemical biomarker
Biochemical biomarker

Biochemical biomarker

Biochemical biomarker and
histological biomarker

Biochemical biomarker and
genotoxic biomarker
Biochemical biomarker and
genotoxic biomarker

Molecular biomarker
Biochemical biomarker

Biochemical biomarker
Histological biomarker

Biochemical biomarker



Sousa et al. (2013)

Aly et al. (2014)

Lacroix et al. (2014)
Pereira et al. (2014)

Vidal-Lifian et al. (2014)
Arslan et al. (2015)

Asker et al. (2015)

Azevedo-Linhares and Freire (2015)

Benali et al. (2015)
Lacroix et al. (2015)
Cari¢ et al. (2016)

Gagnon and Rawson (2016)

Giarratano et al. (2016)
Moschino et al. (2016)
Sardi et al. (2016)

Touabhri et al. (2016)
Benali et al. (2017)
Breitwieser et al. (2017)

Sciades herzbergii and Bagre
bagre

Cerastoderma edule and
Haliclona oculata

Mytilus spp.

Perna perna and Crassostrea
rhizophorae

Mytilus galloprovincialis

Pagellus erythrinus, Diplodus
vulgaris, Serrano cabrilla, Boops
boops and Solea solea

Zoarces viviparus

Crassostrea rhizophorae

Mpytilus galloprovincialis
Mpytilus spp.

Mytilus galloprovincialis
Trachurus novaezelandiae and
Pseudocaranx wright
Neohelice granulata

Mpytilus galloprovincialis

Anomalocardia flexuosa,
Crassostrea rhizophorae, Neritina
virginea, Uca maracoani and
Genidens genidens

Mytilus galloprovincialis
Mytilus galloprovincialis

Mimachlamys varia, Crassostrea
gigas and Mytilus edulis
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Histological biomarker

Biochemical biomarker

Molecular biomarker

Biochemical biomarker and
histological biomarker

Biochemical biomarker
Genotoxic biomarker

Biochemical biomarker,
genotoxic biomarker and
histological biomarker

Biochemical biomarker
Biochemical biomarker
Biochemical biomarker

Genotoxic biomarker

Biochemical biomarker and
molecular biomarker
Biochemical biomarker

Biochemical biomarker
Biochemical biomarker

Genotoxic biomarker

Biochemical biomarker
Biochemical biomarker
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Figura 1. Porcentagem de monitoramento de regides portuarias por continente ¢ organismos utilizados no
trabalho, com base nas analises de biomarcadores.
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Figura 2. Frequéncia de publicacdes citando a utilizagdo das espécies mais representativas em
monitoramentos de regides portudrias (um organismo por monitoramento).

5 Consideracdes finais
Os organismos aquaticos, descritos nos trabalhos cientificos sfo excelentes espécies
biomonitoras, mostrando visivelmente efeitos bioldgicos que diferenciam locais controles de ambientes

perturbados. Com base nestas informagoes, as espécies que apresentam essa caracteristica sdo melhores
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para utilizagdo em programas de biomonitoramento. Um exemplo sdo os moluscos Mytilus
galloprovincialis e Mytilus edulis, que se apresentaram como organismos biomonitores por exceléncia.

Quanto ao método no biomonitoramento, os biomaracadores bioquimicos sdo eficientes e dao
confiabilidade aos dados, além de ser um método acessivel e rotineiro em laboratérios pelo mundo.
Ressalta-se também que a observagdo individual de efeitos biologicos nas espécies biomonitoras (como
apresentado em alguns artigos), ndo oferece um diagndstico completo do ecossistema. Este ¢ um dos
grandes problemas na abordagem de biomarcadores, mensurar unicamente danos ao menor nivel de
organizagdo biologica para avaliagdo da integridade de niveis superiores de organizagdo bioldgica.

No geral, os autores de trabalhos cientificos aqui analisados apoiam o uso de biomarcadores para
avaliagdo em regides portudrias e recomenda-se a utilizagdo de multiplos biomarcadores na deteccdo de

danos bioldgicos em resposta a exposi¢@o da biota a componentes xenobioticos.
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Abstract

Neste trabalho objetivou-se avaliar biomarcadores enzimaticos (glutationa-s-transferase
e catalase) e morfoldgicos (lesdes branquiais) em Ucides cordatus (Crustacea, Decapoda)
de uma regido industrial portudria da costa norte do Brasil. Os caranguejos foram
capturados em dois locais diferenciados do litoral do Brasil: Al = regido sob influéncia
de impactos portuarios; e A2 = area pouco impactada, para exame o exame histologico
nas branquias e andlise da atividade de glutationa-s-transferase (GST) e catalase (CAT)
no hepatopancreas. Nao foram visualizadas branquias saudaveis nos individuos de ambas
regides, sendo as lesdes histologicas mais frequentes e severas em Al, especialmente a
ruptura nas células pilastras e colapso lamelar. As médias para atividade das enzimas
CAT e GST demostraram que a espécie apresentou estresse oxidativo em reagdo ao
ambiente poluido, principalmente durante o periodo chuvoso. Estas andlises foram
sugerem que a espécie esta suscetivel ao estresse ambiental, uma vez que alteragdes a

diferentes niveis organizacionais foram constatados.

Palavras-chave: area portudria, biomarcador bioquimico, biomarcador histologico,

caranguejo-uca.

1. Introducio

Ambientes costeiros, tais como estudrios e baias, sdo areas de grande potencial
econdmico e, historicamente, vem sofrendo severos impactos antrdpicos através da
geracdo de residuos e rejeitos de atividades industriais e portuarias, crescimento urbano,

além de descargas in natura de efluentes domésticos (Macédo et al., 2002; Miranda et al.,
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2002). Esses impactos tendem a causar efeitos adversos em organismos, podendo
modificar a dindmica do ecossistema local.

A exposi¢do de organismos a poluentes, resulta em efeitos nos varios niveis de
organizagdo bioldgica (Yavasoglu et al., 2016). Uma forma de se verificar estes efeitos é
através do biomonitoramento, que além de avaliar a qualidade do ambiente, mensura
impactos sobre as espécies (Aly et al., 2014). Uma metodologia eficiente e mundialmente
utilizada em monitoramentos ambientais para avaliar respostas biologicas (em diferentes
niveis) causadas por xenobioticos ¢ descrita como biomarcador (Lam and Gray, 2003).

As abordagens de biomarcadores em estudos de biomonitoramento ¢
frequentemente através de analises bioquimicas (e. g. atividades das enzimas catalase e
glutationa-S-transferase) e teciduais (e. g. danos histologicos branquiais) em 6rgdos de
espécies biomonitoras, pois mostram alta sensibilidade (Negro and Collins, 2017; Zanette
et al., 2006). Além de relatar a situagdo atual dos organismos, este tipo de metodologia
auxilia na previsdo de futuros impactos em niveis superiores de organizacao biologica
(Depledge, 1994).

Os efeitos adversos sobre as espécies que habitam baias e estuarios que contém
atividades portudrias sdao bem descritos na literatura (Devier et al., 2005; Lacroix et al.,
2015; Moschino et al., 2016). A baia de Sdo Marcos ¢ conhecida por conter um dos
maiores complexos portudrios em movimentagao de carga da América Latina, abrigando
o Terminal Maritimo de Ponta da Madeira, Porto do Itaqui e Porto da Alumar/ALCOA
(Amaral and Alfredin, 2010), sendo cercados por manguezais (areas legalmente
protegidas) onde ja foram documentados efeitos de impactos em organismos aquaticos
(Carvalho-Neta et al., 2016).

A utilizagdo de espécies nativas para analise de biomarcadores ¢ imprescindivel.
O crustaceo Ucides cordatus (caranguejo-ucd) ¢ uma espécie endémica da costa atlantica
do continente americano (Burggren and McMahon, 1988), bem representativa em
manguezais da costa norte do Brasil e de grande importincia ecoldgica e econdmica,
sendo uma das principais fontes de renda para comunidades ribeirinhas (Vieira et al.,
2004). Pensando na qualidade ambiental, preservacao do ambiente e satde das espécies
(e. g. U. cordatus), objetivou-se com este trabalho, avaliar biomarcadores enzimaticos
(glutationa-s-transferase e catalase) e morfologicos (lesdes branquiais) em Ucides
cordatus (Crustacea, Decapoda) em uma regido industrial portudria € em outra area sem
influéncia de impactos industriais, da costa norte do Brasil, relacionando-se com dados

de metais pesados em sedimentos da regido.
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2. Materiais e métodos
2.1 Area de estudo e procedimento de amostragem

As amostras foram coletadas durante a estacdo chuvosa (fevereiro, abril e junho)
e seca (agosto, outubro ¢ dezembro) de 2016 em manguezais de duas regides estuarinas
brasileiras. As estacdes chuvosa (janeiro a junho) e seca (julho a dezembro), sdo definidas
como padrdo para a regido (INMET, 2017). A area de estudo compreende o complexo
estuarino de Sdo Marcos e o estuario do rio Paciéncia, localizadas na Ilha de Sao Luis, no
nordeste brasileiro (Fig. 1).

O complexo estuarino de Sdo Marcos ¢ a maior regido estuarina da costa norte
do Brasil, economicamente importante para o pais devido ao grande fluxo de cargas para
importagdo e exportacdo através do complexo portuario de Sdo Luis (Amaral and
Alfredin, 2010; Rios, 2001). Além de receber residuos de carga de atividades portuarias,
a baia recebe um grande aporte fluvial do rio Mearim, onde ocorre o escoamento de
efluentes domésticos dos municipios do seu entorno e lixiviacdo de pesticidas, como
resultado das atividades agricolas (Gaspar et al., 2005). Por esse motivo, essa regido foi
considerada como 4rea impactada. O estudrio do rio Paciéncia esta localizado na porcao
nordeste da Ilha de Sao Luis (Castro, 2001) e abrange parte de uma importante regiao
pesqueira da regido. Os pontos de amostragem deste estuario sdo livres de
empreendimentos portudrios, ndo possui residéncias e ndo sdo observados impactos

diretos de fontes poluidoras, sendo considerada area menos impactada.
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Figura 1. Localizagdo dos pontos de coleta no complexo estuarino de Sao Marcos e no
estuario do rio Paciéncia, na Ilha de Sao Luis, no nordeste brasileiro.

As amostras foram obtidas em pontos aleatdrios nos manguezais préximos do
complexo industrial portuario — A1, denominada impactada (2°43'16.1"S 44°21'38.7") e
em locais de pouco impacto e sem influéncia do complexo industrial portuério, onde a
comunidade costuma capturar caranguejos para consumo familiar ou comércio — A2
(2°26'37.8"S 44°03'39.6"W).

Amostras de sedimentos dos manguezais foram obtidas para analise quimica,
através da digestdo acida em forno de micro-ondas (método 3051 U.S.EPA, 2007). As
solugdes digeridas foram filtradas e analisadas por espectrometria de emiss@o Optica com
plasma indutivamente acoplado, para andlise do teor de Arsénio, Cadmio, Chumbo,
Cobre, Cromo, Niquel e Zinco e por espectrometria de absor¢do atdmica no vapor frio

para analise da concentragdo de Merctrio.

2.2 Analise biométrica

Duzentos e trinta e seis caranguejos foram capturados nos manguezais das
regides estuarinas. Em laboratdrio foram tomadas medidas biométricas dos caranguejos,
relacionadas ao peso total (TW) do organismo em gramas, comprimento do cefalotdrax
(CL), largura do cefalotérax (CW), comprimento do propodo quelar (LC) e largura do
propodo quelar (WC) em centimetros, mensurados com paquimetro (Andrade, 2016;

Pinheiro and Fiscarelli, 2001).

2.3 Andlise histologica

Branquias extraidas dos caranguejos (n=58) foram fixadas em Solucdo de
Davidson, desidratadas em séries crescentes de alcoois, diafanizadas em xilol, incluidas
e impregnadas em parafina liquida. Para a coloragdo dos tecidos, utilizou-se Hematoxilina
¢ Eosina. Para a identificagdo de lesdes branquiais nos caranguejos os autores-base foram
Mabharajan et al. (2015), Negro (2015), Negro and Collins (2017), Rebelo et al. (2000) e
Welsh et al. (2013). A contagem de alteragcdes branquiais nos caranguejos, foi de acordo

com Rebelo et al. (2000), verificando a porcentagem de lamelas afetadas por cada lesao.

2.4 Analise bioquimica
Uma grama de hepatopancreas de cada caranguejo foi extraida e imediatamente
congelada e armazenada em nitrogénio liquido. As amostras foram homogeneizadas e

centrifugadas em solugdo tampao (Tris—HCI 50mM, KCI 0.15M pH 7.4). O sobrenadante
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foi utilizado na analise da atividade enzimatica da Catalase (CAT) e Glutationa-S-
Transferase (GST).

A atividade da GST foi quantificada em espectrofotometro no comprimento de
onda de 340 nm a 25° C, utilizando como substrato 10ul de glutationa reduzida (GSH) e
10 ul de 1-chloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), 960l tampao fosfato de potassio (0,1M),
pH 7,0 e 20ul da amostra, conforme descrito por Keen et al. (1976), modificado por
Camargo and Martinez (2006). A atividade da CAT foi analisada através da taxa de
decomposicdo de perdxido de hidrogénio (H202), quantificada a 240 nm em
espectrofotometro, utilizando 990ul de meio de reacdo (solucdo aquosa de Tris-base,
EDTA e perdxido de hidrogénio) e 10uL de amostra, assim como realizado por Tagliari

et al. (2004) e Ventura et al. (2002).

3. Resultados
3.1 Andlise quimica do sedimento

Valores sobre a concentragdo de metais pesados analisados em Al (regido
impactada) e A2 (area pouco impactada) em sedimentos podem ser visualizados na tabela

1. Os dados demostram valores maiores na area de influéncia industrial portudria (A1).

Tabela 1. Valores em mg/kg de metais pesados em sedimentos provenientes das areas de

amostragem.

Metais pesados Areas” Valores de referéncia (min. -
(mg/kg) Al A2 max.)"”
Arsénio 59+0,2 2,0+0,1 19-70
Cadmio <0,6 < LD (0,6) 1,2-7,2
Chumbo 7,9+0,2 24+0,3 46,7-218

Cobre 9,1+£0,5 2,5+0,2 34-270
Cromo 18,2+0,8 53+0,3 81-370
Mercurio <0,05 <0,05 0,3-1,0
Niquel 7,1+£0,2 1,9+0,1 20,9-51,6
Zinco 27+1,0 10+ 1,0 150-410

Al = regido impactada; A2 = area pouco impactada; = Legislaco brasileira (Resolugio

CONAMA n°454/2012).

3.2 Dados biométricos
Os resultados dos dados biométricos de U. cordatus para os locais de estudo podem
ser observados na Tabela 2. Os valores mostram que os exemplares da area poluida

estavam com medidas inferiores aos da area pouco impactada.
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Tabela 2. Média e desvio padrao dos pardmetros biométricos de U. cordatus capturados

nos ambientes estuarinos amostrados, no periodo chuvoso e de estiagem de 2016.

Areas de amostragem’

Al A2
Biometric data? Periodo Periodo seco” Perlodo* Periodo seco”
chuvoso chuvoso

TW (g) 113,2°+22 952" +22 149.6"+31,8 149,9°+293
CW(cm) 58°+1,1 62°+04 6,2°+0,9 7,0°+0,4
CL(cm) 517+0,7 46°+0,3 56" +1,1 5,3°+0,3
LCP(cm) 5,5°+0,9 5,3°+0,8 6,4"+£1,0 6,4"+0,7
WCP(cm) 23104 2,3°+0,3 2,7°+04 2,7°+03

'A1 =regido impactada; A2 = area pouco impactada; *TW: total weight; CW: cephalothorax
width; CL: cephalothorax length; LCP: length chelate propodus; WC: width chelate propodus.
“Indica diferenca estatistica (p<0,05) entre as 4reas e entre os periodos sazonais. N=236.

3.3 Biomarcadores histologicos

A porcentagem de lamelas de U. cordatus afetadas por alteragdes estd
apresentada na tabela 3. Os maiores valores sdo notados na regido poluida. Houve
diferenga significativa entre os locais durante a estagcdo chuvosa (p<0.05). As alteragdes

mais frequentes estdo listadas na tabela 3 e visualizadas na Figura 2.

Tabela 3. Porcentagem das lamelas afetadas por alteracdes nas branquias de U. cordatus
capturados nos ambientes estuarinos amostrados.

Areas de amostragem’

Al A2

Alteragdio branquial Periodo Periodo Periodo Periodo
Chuvoso seco Chuvoso seco
Colapso lamelar 23.7%" 1,1% 0%" 1,5%
Deformacio do canal marginal  12,1%" 6,3% 2,5%" 2,8%
Descolamento da cuticula 0,4%" 1,4% 0,6%" 0,5%
Necrose 0%" 2,3% 0,1%" 0,5%
Ruptura de células pilastras 28,5%" 0,6% 0,7%" 1,5%

'Al = regido impactada; A2 = area pouco impactada; “Indica diferenga estatistica entre as
g P p p ¢

épocas chuvosas nas duas areas (p<0,05). N= 58
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e o

Figura 2. Alteracdes visualizadas no filamento branquial de U. cordatus. A —
Deformag¢dao do canal marginal; B — Colapso lamelar seguido de inchago; C —
Rompimento das células pilastras; D — Descolamento da cuticula. E — No6dolo hemocitico;
F — Rompimento da cuticula. HE.

Nao foram visualizadas branquias ndo afetadas por alteragdes nas duas areas,
porém, a quantidade de lesdes na area impactada foi superior ao nimero de lesdes da area
pouco impactada. O exame histologico mostrou que a maioria dos filamentos branquiais
apresentou rupturas nas células pilastras, provocando uma desestrutura¢do das lamelas
secundarias. Este evento origina o colapso lamelar, muitas vezes acompanhado de

necrose.

3.4 Biomarcadores bioquimicos
Os dados da analise da atividade da enzima CAT estdo expressos em média e
desvio padrao, no periodo chuvoso (Fig.3) e de estiagem (Fig.4), assim como a atividade

da enzima GST (Fig.5). As médias para atividade da CAT apresentaram-se idénticas para
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as duas areas durante o periodo chuvoso, mas muito mais alta na época de estiagem na
regido portudria. J4 as médias para a atividade da GST apresentaram-se mais elevada na
€poca chuvosa na area portudria, mas tornou-se proxima a zero (exaurida) no periodo de
estiagem. Porém nao houve diferenca estatistica entre as areas e¢ os periodos sazonais

(p>0,05).
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Figura 3. Atividade da CAT (umol H2O2/min/mg prot) em espécimes de U. cordatus,
durante o periodo chuvoso de 2016.
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Figura 4. Atividade da CAT (umol H2O2/min/mg prot) em espécimes de U. cordatus,
durante o periodo de estiagem de 2016.
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Figura 5. Atividade da GST (umol/mg prot) em espécimes de U. cordatus, durante o
periodo chuvoso e de estiagem de 2016.

4.Discussiao
4.1 Analise quimica de sedimentos e dados biométricos

Os caranguejos amostrados da regido industrial portuaria estavam com medidas
inferiores, quando comparados aos exemplares da area pouco impactada. O mesmo
padrdo de crescimento foi observado em peixes por Carvalho-Neta et al. (2014),
Carvalho-Neta and Abreu-Silva (2013) e Pinheiro-Sousa et al. (2013) e em caranguejos
por Andrade (2016) em locais poluidos proximos aos nossos pontos de amostragem.

Alguns fatores podem interferir no crescimento de caranguejos, tais como a
temperatura, salinidade, pesca predatdria e exposicao a xenobidticos. A temperatura na
regido de estudo ndo apresenta grandes variagdes durante o ano (Cutrim et al., 2016;
Sousa et al., 2013, 2016), devido a localizagdo geografica da regido (proéxima a linha do
Equador). A exposi¢do a metais pesados e outros contaminantes podem reduzir o
crescimento de organismos aquaticos, devido ao desvio da energia de crescimento, para
atuar na desintoxica¢do do organismo (Moureaux et al., 2011; Santos et al., 2016). Os
valores da concentracdo de metais pesados em sedimentos sugerem que a espécie U.
cordatus pode estar bioacumulando estes componentes em seus tecidos, causa provavel
para a diferenga nas medidas biométricas desta espécie em diferentes locais. Além disso,

nesta regido ja foram documentadas contaminagdes por metais pesados em amostras de
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agua, sedimento de manguezal, vegetagao e poeira foliar (Carvalho-Neta et al., 2012;
Silva et al., 2016), confirmando que a diferenga de tamanho destes crustdceos tem relacao

com exposi¢ao a contaminantes, como os metais pesados.

4.2 Biomarcadores Histologicos

Os maiores percentuais de alteracdes histoldgicas observadas na presente
pesquisa sdo pertencentes aos caranguejos da regido impactada. A diferenca entre
percentuais nas areas amostradas, indica que o impacto é mais severo na regido de
influéncia industrial portuéria, devido a intensa perturbagcdo do ambiente. Estas lesdes
apresentam-se como uma forma de defesa contra compostos toxicos e agentes
infecciosos, comprometendo a funcionalidade parcial ou total do 6rgao (Bernet et al.,
1999; Winkaler et al., 2008).

A branquia é um oOrgdo que desempenha papel fundamental para o
funcionamento do organismo, pois participa de processos de regula¢do osmotica e idnica,
juntamente com os 6rgdos excretores (Freire et al., 2008; Olson, 1991). A ocorréncia de
lesdes em seu tecido compromete as fungdes desempenhadas pelo o6rgio e
consequentemente causam prejuizos ao organismo, afetando sua saude (Langiano and
Martinez, 2008).

Pesquisadores tém observado alteracdes histoldgicas branquiais em individuos
de areas potencialmente contaminadas (e. g Arockia Vasanthi et al., 2014; Corbett et al.,
2014; Yavasoglu et al., 2016), mostrando a eficacia do exame histologico para avaliacao
de areas poluidas. As lesdes mais frequentes observadas nos caranguejos analisados neste
trabalho também foram relatadas na literatura em individuos provenientes de areas com
influéncia portuérias. Ameur et al. (2015), visualizaram deformagdes no apice das lamelas
secundarias (canal marginal); Sousa et al. (2013) registraram em suas analises
descolamento do epitélio e estreitamento lamelar (similar ao colapso lamelar); Carvalho-
Neta et al. (2014) observaram necrose no filamento branquial de peixes provenientes de
locais com atividades antrépicas.

As alteracdes encontradas nas branquias dos exemplares dos caranguejos
analisados podem ser indicativas de exposicdo a contaminantes ou estresse ambiental,
visto que em uma das areas ha dados pretéritos de contaminacdo por metais pesados
(Carvalho-Neta et al., 2012; Silva et al., 2016). A perturbacdo ambiental expde os
organismos a uma combinacdo ou misturas complexas de xenobidticos presentes no

ambiente, resultando em efeitos sinérgicos e aditivos (Oliveira-Ribeiro and Narciso,
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2014). Como as branquias de U. cordatus estao em contato com o ambiente circundante
e sdo as primeiras a reagir aos xenobioticos presentes no ambiente, as alteragdes no tecido
indicam a presenca de contaminantes nos dois ambientes estuarinos, tais como os metais

pesados.

4.3 Biomarcadores bioquimicos

As atividades enzimaticas da CAT e GST mostraram que os caranguejos das
regides amostradas estdo sob impactos proporcionadas pela existéncia de poluentes
(Burton et al., 2002), o que compromete a sanidade da espécie.

Valores elevados de atividade enzimatica sugerem estresse oxidativo e ambiente
poluido, possivelmente pelo excesso de H2O2 no meio celular, frente a exposi¢dao a
xenobidticos, durante o processo de desintoxicacao do organismo (Krifka et al., 2013;
Ribeiro et al., 2016) e em consequéncia, pode ocorrer danos as biomoléculas, como
lipidios e DNA (Santana et al., 2018). Resultados semelhantes foram encontrados por
Sardi et al. (2016), que observaram que a atividade a atividade de GST em caranguejo U.
maracoani foram maiores no verdo (periodo chuvoso) que no inverno (periodo de
estiagem) e por Zanette et al. (2006), que afirmaram que a atividade da CAT e GST em
ostras foi maior durante o verdo que no inverno nas regides estuarinas poluidas e de
referéncia de Itamaracd e Piraqué. Além disso, em Rocha (2017), o alto teor de
metalotioneinas ¢ acompanhado por uma maior concentragdo de metais pesados no
musculo U. cordatus capturados préximos aos nossos pontos amostrais durante a época
chuvosa. Neste periodo, houveram situagdes de estresse para estes organismos,
aumentando o seu mecanismo de defesa, como foi observado neste trabalho. Assim, estas
informagdes confirmam a hipotese de que os caranguejos estdo expostos a uma mistura
de xenobidticos contidos nas duas regides amostradas, principalmente durante o periodo
das chuvas na regido, no qual o aporte de metais pesados ¢ mais elevado.

A CAT ¢ uma das mais importantes enzimas relacionadas ao processo
antioxidante dos organismos, combatendo H>O2 na célula (Jena et al., 2009). A GST ¢
uma enzima de desintoxicacdo de fase II, que reage a poluentes organicos e inorganicos,
fazendo sua biotransformacao e eliminacao (Contreras-Vergara et al., 2004).

Poluentes ambientais, como os metais pesados podem provocar reagdes de
toxicidade, induzindo o surgimento de espécies reativas de oxigénio (ERO),
desencadeando o estresse oxidativo nas espécies (Martin-Diaz et al., 2008; Zanette et al.,

2006). Assim, ocorrem danos a niveis moleculares e posteriormente, teciduais, como foi
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observado nos caranguejos do presente estudo. Portanto, esses dados servem de alerta
para o monitoramento continuo na regido e, assim, orientar avaliagdes futuras sobre o
possivel risco associado ao consumo desta espécie, tendo em vista o registro de metais

nos sedimentos onde estes organismos foram capturados.

5. Conclusao

Em conclusdo, pode-se afirmar que a andlise integrada de biomarcadores
(atividade de enzimas e alteragdes branquiais) em U. cordatus foi satisfatéria para
monitorar as duas regides estuarinas em diferentes estagdes do ano, pois demostrou
alteragcdes em diferentes niveis de organizagdo bioldgica (bioquimico e tecidual),
especialmente nos caranguejos da regido portuaria. A atividade da GST apresentou-se
como o melhor biomarcador, mostrando sensibilidade aos poluentes, sendo capaz de
indicar ambientes perturbados.

Em suma, os caranguejos estdo sofrendo sérios impactos induzidos por
xenobidticos das baias, apresentando alteragdes histologicas e enzimaticas. Estas analises
sugerem que a espécie esta suscetivel ao estresse ambiental, uma vez que efeitos adversos

foram constatados.
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5 CONCLUSAO GERAL
Com base nas informagdes deste estudo, pode-se concluir que:

e As alteragdes histoldgicas e enzimaticas em U. cordatus, bem como os
dados biométricos alterados, sugerem que a espécie estd suscetivel ao
estresse ambiental, especialmente na regido portudria;

e A analise integrada de biomarcadores em caranguejo-uga foi satisfatoria
para monitorar as areas, sendo a atividade da GST considerada o melhor
biomarcador, por sua sensibilidade aos poluentes, com um padrao mais
evidente na regido portuaria;

e A espécie pode ser considerada uma boa biomonitora, pois foi capaz de
refletir as condi¢des do ambiente, uma vez que efeitos adversos foram
constatados;

e O estudo fornece informagdes valiosas sobre a qualidade das baias

maranhenses, bem como a sanidade da espécie;
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e O uso de biomarcadores em espécies bioindicadoras para avaliagdo da
qualidade ambiental de regides portuarias ¢ eficiente ¢ a maioria dos
autores dos artigos utilizados neste trabalho recomendam a utilizagdo de
multiplos biomarcadores na detec¢dao de danos biologicos em resposta a

exposic¢do da biota a componentes xenobidticos.
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Environmental Monitoring and Assessment

Editor-in-Chief: G. B. Wiersma
ISSN: 0167-6369 (print version)
ISSN: 1573-2959 (electronic version)

Instructions for Authors

MANUSCRIPT SUBMISSION

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it is not
under consideration for publication anywhere else; that its publication has been approved by all co-authors,
if any, as well as by the responsible authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the work has
been carried out. The publisher will not be held legally responsible should there be any claims for
compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published elsewhere are
required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online format and to include
evidence that such permission has been granted when submitting their papers. Any material received without

such evidence will be assumed to originate from the authors.
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Online Submission
Please follow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your manuscript files following the

instructions given on the screen.
TITLE PAGE

Title Page

The title page should include:

The name(s) of the author(s)

A concise and informative title

The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, and telephone number(s) of the corresponding author

If available, the 16-digit ORCID of the author(s)

Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any undefined abbreviations
or unspecified references.

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

TEXT

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.

Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference included
in the reference list. They should not consist solely of a reference citation, and they should never include the
bibliographic details of a reference. They should also not contain any figures or tables. Footnotes to the text
are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or
asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article
are not given reference symbols. Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section on the title page.
The names of funding organizations should be written in full.

ADDITIONAL REQUEST TEXT

« All manuscript files should be formatted to contain line numbers.
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* Quotations of more than 40 words should be set off clearly, either by indenting the left-hand margin or by
using a smaller typeface. Use double quotation marks for direct quotations and single quotation marks for
quotations  within quotations and for words or phrases used in a special sense.
ADDITIONAL INSTRUCTIONS HEADINGS

Level one headers: typed in bold, lowercase except for first letter of first word, left justified, followed by one
blank line

Level two headers: typed in normal font, lowercase except for first letter of first word, left justified, followed
by one blank line

Do NOT number headings and subheadings.

REFERENCES

Citation

Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples: Negotiation research spans
many disciplines (Thompson 1990).

This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).

This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995; Kelso and Smith 1998; Medvec et al.
1999).

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been
published or accepted for publication. Personal communications and unpublished works should
only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a reference
list.

Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of each work.
Journal article

Harris, M., Karper, E., Stacks, G., Hoffman, D., DeNiro, R., Cruz, P., et al. (2001). Writing labs and the
Hollywood connection. Journal of Film Writing, 44(3), 213—245.

Article by DOI

Slifka, M. K., & Whitton, J. L. (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production. Journal of
Molecular Medicine, https://doi.org/10.1007/s001090000086

Book

Calfee, R. C., & Valencia, R. R. (1991). APA guide to preparing manuscripts for journal publication.
Washington, DC: American Psychological Association.

Book chapter

O'Neil, J. M., & Egan, J. (1992). Men’s and women'’s gender role journeys: Metaphor for healing, transition,
and transformation. In B. R. Wainrib (Ed.), Gender issues across the life cycle (pp. 107-123). New York:
Springer.

Online document

Abou-Allaban, Y., Dell, M. L., Greenberg, W., Lomax, J., Peteet, J., Torres, M., & Cowell, V. (2006).
Religious/spiritual commitments and psychiatric practice. Resource document. American Psychiatric
Association. http://www.psych.org/edu/other_res/lib_archives/archives/200604.pdf. Accessed 25
June 2007.

Journal names and book titles should be italicized.

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of intext citations
and reference list.

TABLES

All tables are to be numbered using Arabic numerals.
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Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.
Identify any previously published material by giving the original source in the form of a reference at the end
of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values
and other statistical data) and included beneath the table body.

ARTWORK AND ILLUSTRATIONS GUIDELINES

Electronic Figure Submission

Supply all figures electronically.

Indicate what graphics program was used to create the artwork. For vector graphics, the preferred format is
EPS; for halftones, please use TIFF format. MSOffice files are also acceptable. Vector graphics containing
fonts must have the fonts embedded in the files. Name your figure files with "Fig" and the figure number,
e.g., Fig1.eps.
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Definition: Black and white graphic with no shading.
Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the figures are legible at
final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum resolution of 1200 dpi.
Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars within the
figures themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

Combination Art
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line drawing, extensive
lettering, color diagrams, etc.

Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will still be visible.
Many colors are not distinguishable from one another when converted to black and white. A simple way to
check this is to make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different colors
are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2—-3 mm (8-12 pt).
Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on an axis and 20-
pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic nhumerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the consecutive
numbering of the main text. Do not number the appendix figures, "A1, A2, A3, etc." Figures in online
appendices (Electronic Supplementary Material) should, however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts. Include the captions
in the text file of the manuscript, not in the figure file. Figure captions begin with the term Fig. in bold type,
followed by the figure number, also in bold type. No punctuation is to be included after the number, nor is

any punctuation to be placed at the end of the caption. Identify all elements found in the figure in the figure
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caption; and use boxes, circles, etc., as coordinate points in graphs. Identify previously published material
by giving the original source in the form of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

Figures should be submitted separately from the text, if possible. When preparing your figures, size figures
to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher than 234
mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not higher than 198
mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from the
copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware that some publishers do not grant
electronic rights for free and that Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to
receive these permissions. In such cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please make sure
that.

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a text-to-Braille
hardware)

Patterns are wused instead of or in addition to colors for conveying information
(colorblind users  would then be able to distinguish the  visual elements)
Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other supplementary files
to be published online along with an article or a book chapter. This feature can add dimension to the author's
article, as certain information cannot be printed or is more convenient in electronic form.

Before submitting research datasets as electronic supplementary material, authors should read the journal’s
Research data policy. We encourage research data to be archived in data repositories wherever possible.
Submission

Supply all supplementary material in standard file formats. Please include in each file the following
information: article title, journal name, author names; affiliation and e-mail address of the corresponding
author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require very long
download times and that some users may experience other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations

Aspect ratio: 16:9 or 4:3

Maximum file size: 25 GB

Minimum video duration: 1 sec

Supported file formats: avi, wmv, mp4, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, flv, mxf, mts, m4v, 3gp

Text and Presentations

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term viability.
A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be submitted as .csv or .xIsx files (MS Excel).
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Specialized Formats

Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook), and .tex can also be
supplied

Collecting Multiple Files

It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the material as a citation,
similar to that of figures and tables. Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown
in the animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”. Name the files
consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions

For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of the file.
Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the author without any conversion,
editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your supplementary files, please
make sure that. The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material Video files
do not contain anything that flashes more than three times per second (so that users prone to seizures
caused by such effects are not put at risk)

ENGLISH LANGUAGE EDITING

For editors and reviewers to accurately assess the work presented in your manuscript you need to ensure
the English language is of sufficient quality to be understood. If you need help with writing in English you
should consider:

Asking a colleague who is a native English speaker to review your manuscript for clarity.
Visiting the English language tutorial which covers the common mistakes when writing in English.

Using a professional language editing service where editors will improve the English to ensure that your
meaning is clear and identify problems that require your review. Two such services are provided by our
affiliates Nature Research Editing Service and American Journal Experts. Springer authors are entitled to a
10% discount on their first submission to either of these services, simply follow the links below.

English language tutorial

Nature Research Editing Service

American Journal Experts

Please note that the use of a language editing service is not a requirement for publication in this journal and
does not imply or guarantee that the article will be selected for peer review or accepted.
If your manuscript is accepted it will be checked by our copyeditors for spelling and formal style before
publication.

AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query Application at Springer’s
web page where you can sign the Copyright Transfer Statement online and indicate whether you wish to
order OpenChoice and offprints. Once the Author Query Application has been completed, your article will
be processed and you will receive the proofs.

Copyright transfer
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Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the Publisher exclusive
publication and dissemination rights). This will ensure the widest possible protection and dissemination of
information under copyright laws.

Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License

Offprints

Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations

Publication of color illustrations is free of charge.

Proof reading

The purpose of the proofis to check for typesetting or conversion errors and the completeness and accuracy
of the text, tables and figures. Substantial changes in content, e.g., new results, corrected values, title and
authorship, are not allowed without the approval of the Editor. After online publication, further changes can
only be made in the form of an Erratum, which will be hyperlinked to the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official first publication
citable with the DOI. After release of the printed version, the paper can also be cited by issue and page
numbers.

OPEN CHOICE

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal and access to
that article is granted to customers who have purchased a subscription), Springer provides an alternative
publishing option: Springer Open Choice. A Springer Open Choice article receives all the benefits of a
regular subscription-based article, but in addition is made available publicly through Springer's online
platform SpringerLink.

Open Choice

Copyright and license term — CC BY

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the author. In opting
for open access, the author(s) agree to publish the article under the Creative Commons Attribution License.

Find more about the license agreement

ANEXO B - NORMAS DA REVISTA MARINE POLLUTION BULLETIN

Marine Pollution Bulletin
Editors-in-Chief: Francois Galgani, Pat Hutchings, Victor Quintino
ISSN: 0025-326X

Guide for Authors
Your Paper Your Way

We now differentiate between the requirements for new and revised submissions. You may choose
to submit your manuscript as a single Word or PDF file to be used in the refereeing process. Only
when your paper is at the revision stage, will you be requested to put your paper in to a 'correct
format' for acceptance and provide the items required for the publication of your article.
To find out more, please visit the Preparation section below.

u Introduction
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Types of paper

Research Reports; Shorter Research Notes; Baseline Records of Contamination Levels; Viewpoint
Articles; Letters to the Editor; Focus Articles (short reviews of 1500 words); Reviews.

Submission checklist

You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the journal
for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
« E-mail address
« Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

« Include keywords

« All figures (include relevant captions)

« All tables (including titles, description, footnotes)

« Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
« Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations

« Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'

« All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

« Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Internet)

« A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing interests
to declare

« Journal policies detailed in this guide have been reviewed

« Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

g Before You Begin

Ethics in publishing

Please see our information pages on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal
publication.

Declaration of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential
conflicts of interest include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert
testimony, patent applications/registrations, and grants or other funding. Authors must disclose
any interests in two places: 1. A summary declaration of interest statement in the title page file (if
double-blind) or the manuscript file (if single-blind). If there are no interests to declare then
please state this: 'Declarations of interest: none'. This summary statement will be ultimately
published if the article is accepted. 2. Detailed disclosures as part of a separate Declaration of
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Interest form, which forms part of the journal's official records. It is important for potential
interests to be declared in both places and that the information matches. More information.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an
electronic preprint, see 'Multiple, redundant or concurrent publication' section of our ethics
policy for more information), that it is not under consideration for publication elsewhere, that its
publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where
the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same
form, in English or in any other language, including electronically without the written consent of
the copyright-holder. To verify originality, your article may be checked by the originality detection

service Crossref Similarity Check.

Contributors

Each author is required to declare his or her individual contribution to the article: all authors
must have materially participated in the research and/or article preparation, so roles for all
authors should be described. The statement that all authors have approved the final article should
be true and included in the disclosure.

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors beforesubmitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made
only before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To
request such a change, the Editor must receive the following from the corresponding author:
(a) the reason for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all
authors that they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or
removal of authors, this includes confirmation from the author being added or removed.
Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers
the request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been
published in an online issue, any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your article
is more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to consider
transferring the article to one of those. If you agree, your article will be transferred automatically
on your behalf with no need to reformat. Please note that your article will be reviewed again by
the new journal. More information.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement'
(see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming
receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the
online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for
internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or
distribution outside the institution and for all other derivative works, including compilations and
translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain
written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier
has preprinted forms for use by authors in these cases.
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For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an
'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of open access
articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights

As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study
design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in
the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement
then this should be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors to
comply with their funder's open access policies. Some funding bodies will reimburse the author
for the Open Access Publication Fee. Details of existing agreements are available online.

Open access
This journal offers authors a choice in publishing their research:

Subscription
« Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups
through our universal access programs.

« No open access publication fee payable by authors.
Open access

« Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.
« An open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their research
funder or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review
criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative
Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised versions,
adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include in a collective
work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial purposes, as long
as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the
article, and do not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)
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For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a
collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do
not alter or modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 3400, excluding taxes. Learn more about
Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of green
open access options available. We recommend authors see our green open access page for further
information. Authors can also self-archive their manuscripts immediately and enable public
access from their institution's repository after an embargo period. This is the version that has
been accepted for publication and which typically includes author-incorporated changes
suggested during submission, peer review and in editor-author communications. Embargo
period: For subscription articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver
value to subscribing customers before an article becomes freely available to the public. This is the
embargo period and it begins from the date the article is formally published online in its final and
fully citable form. Find out more. This journal has an embargo period of 24 months.

Elsevier Publishing Campus

The Elsevier Publishing Campus (www.publishingcampus.com) is an online platform offering free
lectures, interactive training and professional advice to support you in publishing your research.
The College of Skills training offers modules on how to prepare, write and structure your article
and explains how editors will look at your paper when it is submitted for publication. Use these
resources, and more, to ensure that your submission will be the best that you can make it.

Language Services

Manuscripts should be written in English. Authors who are unsure of correct English usage should
have their manuscript checked by someone proficient in the language. Manuscripts in which the
English is difficult to understand may be returned to the author for revision before scientific
review. Authors who require information about language editing and copyediting services pre-
and post-submission please visit http://www.elsevier.com/languagepolishing or our customer
support site at service.elsevier.com for more information. Please note Elsevier neither endorses
nor takes responsibility for any products, goods or services offered by outside vendors through
our services or in any advertising. For more information please refer to our Terms &
Conditions: http://www.elsevier.com/termsandconditions.

Referees

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referees. For more
details, visit our Support site. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not
the suggested reviewers are used.

Page charges

Marine Pollution Bulletin has no page charges.

u Preparation

NEW SUBMISSIONS

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the
creation and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single PDF
file, which is used in the peer-review process.
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As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single
file to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format
or lay-out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough
quality figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source
files at the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be
uploaded separately.

References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal
title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and
the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the
journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data
will be highlighted at proof stage for the author to correct.

Formatting requirements

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential
elements needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction,
Materials and Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.
If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included
in your initial submission for peer review purposes. Divide the article into clearly defined sections.

Abstract

Abstracts should not exceed 150 words.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Where
relevant these should include the main species concerned, the geographical area and the
contaminant. Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field
may be eligible. These keywords will be wused for indexing purposes.
Please note that the instructions related to Abstract and Graphical abstract still apply to all new
submissions.

Peer review

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially assessed by
the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a
minimum of one independent expert reviewer to assess the scientific quality of the paper. The
Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The
Editor's decision is final. More information on types of peer review.

REVISED SUBMISSIONS
Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an
editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text should be
prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to
Publishing with  FElsevier). See also the section on Electronic artwork.
To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

LaTeX
You are recommended to use the Elsevier article class elsarticle.cls to prepare your manuscript
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and BibTeX to generate your bibliography.
Our LaTeX site has detailed submission instructions, templates and other information.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

« Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name
between parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors'
affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations
with a lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the
appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name
and, if available, the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any
future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given
and that contact details are kept up to date by the corresponding author.
« Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for
such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided,
but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the
abstract itself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the
online article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise,
pictorial form designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should
be submitted as a separate file in the online submission system. Image size: Please provide an
image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be
readable at a size of 5 x 13 ¢cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types:
TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our information
site. Authors can make use of Elsevier's Illustration Services to ensure the best presentation of
their images and in accordance with all technical requirements.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in the
online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You can view example Highlights on
our information site.

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx,
yyyyl; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United
States Institutes of Peace [grant number aaaa].
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It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards.
When funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other
research institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial,
or not-for-profit sectors.

Artwork

Electronic artwork

General points

« Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

« Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

« Number the illustrations according to their sequence in the text.

« Use a logical naming convention for your artwork files.

« Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

« For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within
a single file at the revision stage.

« Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source
files.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line
drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500
dpi is required.

Please do not:

« Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too
low.

« Supply files that are too low in resolution.

« Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF),
or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you
submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures
will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these
illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print,
you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your
accepted article. Please indicate your preference for color: in print or online only. Further
information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions
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Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the
figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a
minimum but explain all symbols and abbreviations used.

References
Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If
these references are included in the reference list they should follow the standard reference style
of the journal and should include a substitution of the publication date with either "Unpublished
results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has
been accepted for publication.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing
them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should
include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where
available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference
so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your
published article.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation Style
Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word processor
plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate journal template when
preparing their article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in
the journal's style. If no template is yet available for this journal, please follow the format of the
sample references and citations as shown in this Guide. Users of Mendeley Desktop can easily
1nstall the reference style for this journal by clickjng the following link:

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any
style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal
title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and
the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the
journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data
will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references
yourself they should be arranged according to the following examples:

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in
the same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the
body text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they
directly relate to the video file's content. . In order to ensure that your video or animation material
is directly usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred
maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be
published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products,
including ScienceDirect. Please supply 'stills’ with your files: you can choose any frame from the
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video or animation or make a separate image. These will be used instead of standard icons and
will personalize the link to your video data. For more detailed instructions please visit our video
instruction pages. Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of
the journal, please provide text for both the electronic and the print version for the portions of the
article that refer to this content.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received
(Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with
the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to
make changes to supplementary material during any stage of the process, please make sure to
provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off
the 'Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

RESEARCH DATA

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research
data refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To
facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software,
code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in
one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please
refer to the "References" section for more information about data citation. For more information
on depositing, sharing and using research data and other relevant research materials, visit
the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article
directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on
ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them
a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For
more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw
and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with
your manuscript in a free-to-use, open access repository. Before submitting your article, you can
deposit the relevant datasets to Mendeley Data. Please include the DOI of the deposited dataset(s)
in your main manuscript file. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to
your published article online.
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For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

MethodsX

You have the option of converting relevant protocols and methods into one or multiple MethodsX
articles, a new kind of article that describes the details of customized research methods. Many
researchers spend a significant amount of time on developing methods to fit their specific needs
or setting, but often without getting credit for this part of their work. MethodsX, an open access
journal, now publishes this information in order to make it searchable, peer reviewed, citable and
reproducible. Authors are encouraged to submit their MethodsX article as an additional item
directly alongside the revised version of their manuscript. If your research article is accepted, your
methods article will automatically be transferred over to MethodsX where it will be editorially
reviewed. Please note an open access fee is payable for publication in MethodsX. Full details can
be found on the MethodsX website. Please use this template to prepare your MethodsX article.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission
process, for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear
with your published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement

page.

ARTICLE ENRICHMENTS

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words
and to help readers understand what the paper is about. More information and examples are
available. Authors of this journal will automatically receive an invitation e-mail to create an
AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Google Maps and KML files

KML (Keyhole Markup Language) files (optional): You can enrich your online articles by
providing KML or KMZ files which will be visualized using Google maps. The KML or KMZ files
can be uploaded in our online submission system. KML is an XML schema for expressing
geographic annotation and visualization within Internet-based Earth browsers. Elsevier will
generate Google Maps from the submitted KML files and include these in the article when
published online. Submitted KML files will also be available for downloading from your online
article on ScienceDirect. More information.

Interactive plots

This journal enables you to show an Interactive Plot with your article by simply submitting a data
file. Full instructions.

u After Acceptance

Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition
to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy
Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to
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directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.
If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative
methods to the online version and PDF. We will do everything possible to get your article
published quickly and accurately. Please use this proof only for checking the typesetting, editing,
completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. It
is important to ensure that all corrections are sent back to us in one communication. Please check
carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed.
Proofreading is solely your responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Linkproviding 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used
for sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an
extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the
article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any
time via Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their article open access
do not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access
on ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

Contributors to Elsevier journals are entitled to a 30% discount on most Elsevier books, if ordered
directly from Elsevier.

u Author Inquiries

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.
You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will

be published




