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RESUMO

Os ambientes litoraneos sofrem grande influéncia humana em decorréncia de atividades
econdmicas como as industrias, portos, mineradoras e por descargas de efluentes
industriais e domésticos ndo tratados que podem ser prejudiciais aos organismos
aquaticos residentes desses ambientes. Os biomarcadores sdo capazes de diagnosticar a
sanidade dos organismos nessas areas de alta atividade econdomica como o complexo
industrial e portudrio de Sdo Luis permitindo medidas mitigadoras no biomonitoramento
desses locais. No presente estudo objetivou-se avaliar os danos genotoxicos e histologicos
em Ucides cordatus (Linnaeus, 1763), que indicam possiveis impactos em uma area
industrial portuaria de Sao Luis. Foram realizadas duas coletas semestrais nos periodos
de estiagem e chuvoso em duas areas de manguezais (P 1= regido portudria, Sdo Luis; P2
= estudrio do rio Paciéncia, Raposa). Em cada area foram coletados dez exemplares de
caranguejos de dentro de suas tocas. De cada exemplar amostrado foram obtidos os dados
biométricos de largura ¢ comprimento da carapaca (LC, CC em cm), largura ¢
comprimento da quela (LCQ, CPQ em cm), comprimento do dedo moével (CDM em cm)
e peso total (PT em g). Amostras de branquias e hemolinfa de cada exemplar passaram
por procedimento da técnica histologica padrdo e por procedimentos de esfregaco para o
teste de microntcleo. Paralelamente as coletas, foram medidos os parametros fisico-
quimicos da agua. Os resultados mostraram que a salinidade foi menor para a regiao
portuaria (P1) no periodo chuvoso. A biometria indicou que os caranguejos foram
maiores ¢ mais pesados para a estagdo chuvosa nas duas areas, havendo diferenga
(p<0,05) em relagdo ao periodo de estiagem. As analises de correlagdo entre os
parametros biométricos (PT, CC e LC) mostraram diferenga (p<0,05) para a regido
portuaria no periodo chuvoso em relacdo ao comprimento dos crustaceos. Na regido
portudaria foram encontrados caranguejos com uma maior frequéncia de micronticleos e
maior numero de lesdes branquiais. As respostas biologicas alteradas (micronucleo e
lesdes branquiais) correlacionada com a biometria sugerem que os efeitos adversos nesses
organismos sao potencializados no periodo chuvoso que ocorrem na regido portudria de

Sao Luis.

Palavras-chave: Microntcleo. Biometria. Hemolinfa. Porto. Manguezal.



ABSTRACT

Coastal environments are strongly influenced by economic activities such as industries,
ports, mining companies and untreated domestic and industrial effluent discharges that
can be harmful to aquatic organisms that reside in these environments. Biomarkers are
able to diagnose the health of organisms in these areas of high economic activity such as
the industrial and port complex of Sdo Luis, allowing mitigating measures in the
biomonitoring of these places. This study aimed to evaluate the genotoxic and histological
damage in Ucides cordatus (Linnaeus, 1763), indicative of anthropic impacts in a port
and mangrove area of the Maranhao Island. Two semi-annual collections were carried out
in periods of drought and rain in two mangrove areas (P1 = port region, Sao Luis; P2 =
Rio Paciéncia Estuary, Raposa). Ten specimens of crabs were collected from inside their
dens. For each specimen sampled, the biometric data of bag width and length (LC, DC in
cm), width and length of the pack (LCQ, CPQ in cm), length of the movable finger (CDM
in cm) and total weight (PT in g) were obtained. Gills and hemolymph samples from each
specimen were subjected to standard histological technique and smear procedures for the
micronucleus test. Parallel to the collections, the physical-chemical parameters of the
water were measured. The results showed that the salinity was lower for the port region
(P1) in the rainy season. Biometrics indicated that the crabs were larger and heavier for
the rainy season in both areas, with a difference (p <0.05) in relation to the dry season.
The correlation analyzes between the biometric parameters (PT, CC and LC) showed a
difference (p <0.05) for the port region in the rainy season in relation to the length of the
crustaceans. Crabs with a higher frequency of micronuclei and a greater number of
branchial lesions were found in the port region. The correlation of altered biological
responses (micronuclei and branchial lesions) with biometrics suggests that the adverse
effects on these organisms are intensified in the rainy season that occurs in the Sao Luis

port region.

Keywords: Micronucleus. Biometrics. Hemolymph. Port. Mangrove.
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1. INTRODUCAO

Os ambientes costeiros tém sofrido grande influéncia de impactos
antropogénicos em func¢do de desmatamentos, uso inadequado do solo, sobre-explotagao
de recursos pesqueiros, introducdo de espécies exoticas, atividades mineradoras e,
principalmente, por despejos de efluentes domésticos e industriais ndo tratados
(DUARTE et al., 2016; FERREIRA; LACERDA, 2016; NGUYEN et al., 2013; CESAR
et al., 2012).

A faixa litoranea do Brasil ¢ uma regido onde muitos empreendimentos
(por exemplo, portos, mineradoras e muitas outras industrias) se instalam devido as
condi¢des favoraveis para a movimentacao de navios de grande porte (RAGUNATHAN,
2017). Esses empreendimentos em regides costeiras geram possiveis contaminantes
quimicos que sdo deletérios aos organismos aquaticos (CARVALHO-NETA; ABREU-
SILVA,2010; VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). O complexo industrial
portuario localizado no complexo estuarino de Sdo Marcos na ilha de Sdo Luis, ¢ um
importante empreendimento nas movimentacdes de cargas para o pais e o mundo, ¢ gera
impactos em suas atividades que nao sdao favoraveis ao meio ambiente e a biota aquatica
(OLIVEIRA, 2018; CARVALHO-NETA et al., 2012; CARVALHO-NETA; ABREU-
SILVA, 2010 e 2013).

Nos sistemas estuarinos, os manguezais ocupam uma extensa area sendo
considerado um importante ecossistema (DAVANSO et al., 2013), que oferecem
condi¢des propicias a alimentacao e reproducao de muitas espécies, desempenhando um
importante papel ecologico como bercario natural (SCHAEFFER-NOVELLI et al.,
2016). A presenga de contaminantes nesses ambientes estd relacionada aos processos
naturais, tais como o intemperismo das rochas ¢ o carreamento de solos, além dos
processos artificiais, os quais estdo associados aos residuos das atividades antrdpicas. Os
efeitos de xenobidticos sobre a biota aquatica podem ser de carater mais significativo em
ecossistemas que apresentam sedimentos finos, como os manguezais, que apesar de sua
protecdo legal, correspondem a um dos ecossistemas mais ameagados (SOUZA et al.,
2018; BAYEN, 2012).

Os contaminantes podem produzir alteragdes nos niveis bioquimicos e
fisiolégicos na biota, que podem ser quantificadas por indices estressores (ou
biomarcadores) permitindo uma avaliagdo ambiental dos riscos encontrados (JEROME
et al, 2017, RAGUNATHAN, 2017). Entre os diversos tipos de substancias

potencialmente toxicas com maior toxicidade e persisténcia, lancados em corpos hidricos
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receptores, estdo os metais como exemplo, cuja origem pode ser natural ou artificial
(CESAR et al., 2012).

Estudos que envolvem biomarcadores na predi¢do de impactos ambientais
devem considerar as diferengas sazonais, no Brasil, por exemplo, delimitadas
principalmente por diferentes niveis de pluviosidade (periodo chuvoso e de estiagem)
quanto aos parametros abioticos (por exemplo, salinidade, temperatura, pH da dgua, etc.),
pois a acdo combinada destes parametros contribuem no comportamento dos diversos
poluentes criando diversas situagdes de contaminagdo por diferentes vias de entrada
desses xenobioticos nos organismos (AZEVEDO; BRAGA, 2011; SOUZA, 2016). No
ambiente aquatico, dependendo da concentracdo, a presenca de alguns contaminantes na
agua preocupa pela mobilidade, no sedimento pela persisténcia e na biota pela
biodisponibilidade e toxicidade (DUARTE et al., 2014; PINHEIRO; TOLEDO, 2010;
VILHENA et al., 2013) o que facilita a dispersdao dos poluentes em diferentes populacdes
de organismos residentes como nos manguezais.

Existem tdxons, cuja espécies sdo mais sensiveis aos agentes tOxicos
presentes no ambiente que permitem mostrar diversas alteragdes bioquimicas, genéticas
e morfologicas em diferentes tecidos (CARVALHO-NETA; ABREU-SILVA, 2013;
PINHEIRO et al., 2012). Os efeitos negativos dos poluentes nos organismos sdo
identificados por danos subletais em nivel bioquimico, genético, celular, histologico,
fisioloégico, imunologico, reprodutivo e comportamental (PEREIRA et al., 2014;
AMIARD-TRIQUET; AMIARD, 2013; PINHEIRO et al., 2013).

Os invertebrados tém sido muito utilizados para a avaliagdo ambiental,
visto que sdo os principais componentes em todos os ecossistemas e, por causa da
populagao geralmente numerosa, podem ser amostrados para analises com poucos danos
a dinamica populacional (AMIARD-TRIQUET et al.,, 2013). Os crustaceos sio
considerados bioacumuladores de metais e através da matéria organica absorvem
substancias toxicas, o que lhes conferem caracteristicas de organismos resistentes a
toxicidade, podendo ser utilizados no diagnoéstico de qualidade ambiental (ZHU et al.,
2018; MAHARAJAN et al., 2015; NEGRO, 2015; PINHEIRO et al., 2013; NUDI et al.,
2010). Esses organismos que sdo capazes de responder aos estresses ambientais sdo
consideradas ‘“‘sentinelas” por revelarem precocemente a presenga e toxicidade de
contaminantes inseridos nos ambientes naturais (PEREIRA et al., 2014; BRIGITTE,
2013; BELTRAME et al., 2011).
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O caranguejo-uca, Ucides cordatus (Linnaeus, 1763), é uma espécie
endémica de manguezais sendo utilizado como biomonitor de manguezais brasileiros,
devido ao acimulo de muitos contaminantes em seus tecidos provenientes do ambiente
no qual estdo inseridos (DUARTE et al., 2016; PINHEIRO et al., 2013). Os efeitos dos
xenobidticos nesses crusticeos ocorrem inicialmente em processos bioquimicos e
moleculares da célula, podendo alterar fungdes metabdlicas dos organismos expostos
(RAINBOW, 2007; PINHEIRO, et al., 2013).

O uso de varios tipos de biomarcadores ¢ promissor na deteccao inicial de
efeitos adversos causados por poluentes aos organismos (AMIARD-TRIQUET et al.,
2011, 2013; AMIARD-TRIQUET; AMIARD, 2013; CARVALHO-NETA; ABREU-
SILVA, 2013). Assim, ao utilizar respostas de organismos aos xenobi6ticos, 0 seu uso no
biomonitoramento de ecossistemas aquaticos assume um papel fundamental,
possibilitando um diagnostico prévio da qualidade ambiental (OLIVEIRA, 2018;
CARVALHO-NETA; ABREU-SILVA, 2013; FREIRE et al.,, 2008). Portanto, o
desenvolvimento e a padronizacdo de metodologias capazes de predizer os efeitos da
contaminagcdo nos organismos em diferentes biomarcadores sdo fundamentais para
subsidiar acdes de monitoramento e gestdio (CARVALHO-NETA et al., 2014;
CARVALHO-NETA, 2010), na preven¢cdo de impactos em areas portudrias e de
manguezais na ilha de Sdo Luis.

A espécie U. cordatus, destaca-se como um dos recursos pesqueiros mais
explotados no pais (SOUZA et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2017) e seu consumo faz
parte da gastronomia e cultura do litoral brasileiro. A sobre-explotagdo desse recurso fez
com que fosse classificada na categoria de “Quase Ameacada” (NT) em territdrio
brasileiro (PINHEIRO et al., 2016). O uso desse crustdceo em estudos de monitoramento
ambiental consta com registros de malformagdes na estrutura corporal (PINHEIRO;
TOLEDO, 2010), anomalias genéticas detectaveis por alta frequéncia de microntcleos
(DUARTE et al., 2016; PINHEIRO et al., 2013), acimulo de metais na musculatura,
branquias e hepatopancreas (ARAUJO-JR et al., 2016; PINHEIRO et al., 2012), assim
como na massa de ovos das fémeas (ALMEIDA et al., 2016).

Os biomarcadores histologicos, como lesdes branquiais, mensuram danos
nos niveis teciduais, ocasionados pelo contato direto com substancias estranhas
(OLIVEIRA, 2018). Por outro lado, estudos sobre os biomarcadores genotoxicos

(microntcleo) demostraram danos genéticos nas células (cromossomos € DNA)
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evidenciados em ambientes costeiros ocasionados pela exposi¢do de xenobidticos
principalmente os metais (BACOLOD et al., 2017, MARCHAND et al., 2013).

Esses biomarcadores sao bastante utilizados no monitoramento de regides
de impactos antrépicos com por exemplo em zonas portudrias (ANDRADE, 2016;
DUARTE et al, 2016; CARVALHO-NETA, 2010). Portanto, pesquisas de
biomarcadores genotoxicos e histologicos em U. cordatus podem diagnosticar a situagao
da qualidade ambiental estuarina em estudos de biomonitoramento em diferentes
manguezais da ilha de Sao Luis (SOUZA et al., 2018; ANDRADE, 2016; CARVALHO-
NETA; ABREU-SILVA, 2013; PINHEIRO et al., 2013; CARVALHO-NETA et al.,
2011). Nesse contexto, o presente trabalho visou responder o seguinte questionamento:
Os crustaceos da espécie Ucides cordatus sdo organismos afetados por substancias
xenobidticas na regido industrial portuaria ao longo das estagdes de estiagem e chuvosa

na ilha de Sao Luis?

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Avaliar os danos genotoxicos e histologicos em Ucides cordatus, que indicam

possiveis impactos em uma area industrial portuaria da ilha de Sao Luis.

2.2 Especificos

e Analisar a biometria do crustaceo U. cordatus nas areas de estudo (zona portudria
e estuario do rio Paciéncia);

¢ Quantificar as lesdes de branquias ¢ os danos genotdxicos (micronucleo) nos
caranguejos em cada época do ano;

e Identificar quais os grupos correlacionados de lesdes branquiais em cada area de
estudo;

e Correlacionar os parametros biométricos, microntcleos e histologicos nos

diferentes periodos do ano em cada area de estudo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo
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A ilha do Maranhdo também conhecida como ilha de Sdo Luis, esta
inserida no Golfao Maranhense situado no extremo norte do Estado, separando os
Complexos Estuarinos de Sdo Marcos - CESM e Arraial/Sao José - CASJ (SANTOS,
2018; SOUZA-FILHO, 2005; REBELO-MOCHEL, 1997) onde¢ a area de estudo localiza-
se em manguezais sujeitos a influéncia de atividades portuarias, assim como o0s
manguezais na regido estuarina do rio Paciéncia, essas areas sdo de grande importancia
econdmica no Maranhao.

Na costa ocidental da ilha no complexo estuarino de Sdo de Marcos
desaguam os rios Mearim e Pindaré (SOUSA, 2009; FEITOSA, 1983). E um ambiente
caracterizado por possuir um “canal central bem desenvolvido, abrindo-se largamente
sobre a plataforma continental maranhense e, muitos dos seus atributos fisicos e
biol6gicos mais importantes, contudo, ndo sdo transicionais e sim exclusivos” (SA, 2014).
E um importante local de pesca, além de estar situado o Complexo Portuario de Ponta da
Madeira, Vale S. A., Porto do Itaqui, EMAP - Empresa Maranhense de Administragdo
Portuéria ¢ o Porto da Alumar/ALCOA havendo um grande trafego de navios cargueiros
transportando minérios de ferro, manganés, aluminio, além de graos como a soja e
derivados do petréleo, sendo responsaveis pela movimentacao de cargas para o Brasil e
para o exterior (SANTOS, 2018; ANTAQ, 2016; SOUSA, 2009). Nesta regido,
pesquisadores documentaram impactos sobre as espécies (CARVALHO-NETA;
ABREU-SILVA, 2013; CARVALHO-NETA; TORRES; ABREU-SILVA, 2012).

Na por¢ao nordeste da ilha de Sao Luis esta localizado o estudrio do rio
Paciéncia formado pelas aguas do rio Paciéncia e pelas massas de aguas salgada
adjacentes da baia de Arraial/Sdo José. Essa regido € considerada importante para a
atividade pesqueira e livre de empreendimentos portuarios com movimentagao de cargas
(OLIVEIRA, 2018; CASTRO, 2001).

Os caranguejos foram coletados nos manguezais adjacentes proximos a
portos (ANDRADE, 2016). A primeira area de coleta situa-se na zona portuaria (P1)
localizada nas seguintes coordenadas 2°42'57.3"S 44°21'43.4"W. Estar proéximo a
comunidade de Coqueiro e ao porto da Alumar/ALCOA no municipio de Sdo Luis.
Possuindo empreendimentos que impactam a regido afetando as comunidades que
habitam em seu entorno sendo considerada como area potencialmente impactada.

A segunda area de coleta localiza-se no estuario do rio Paciéncia (P2) nas
seguintes coordenadas 2°26'37.8"S 44°03'39.6"W. E uma regido localizada na ilha do

Facdo, municipio de Raposa e apresenta um ecossistema de manguezais ricos em fauna e
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flora tendo apenas a atividade de pesca artesanal dos moradores adjacentes a ilha
(MONTELLES et al., 2009). Nao ha grandes instalacdes portudrias ou residéncias na ilha,
portanto foi utilizada como area potencialmente menos impactada neste estudo apesar de
possuir evidéncias de contaminantes provenientes da bacia de drenagem na regido

(OLIVEIRA, 2018). As areas de estudos podem ser visualizadas na Figura 1.

Figura 1 - Localizacdo das éareas de coletas na ilha de Sdo Luis na zona portuaria (P1) e

estudrio do rio Paciéncia (P2).
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Fonte: OLIVEIRA et. al., (2019), adaptado por PROTAZIO (2020).

3.2 Taxon Ucides cordatus

Conhecido popularmente como caranguejo-ucéd (Figura 2), o crustaceo ¢
um organismo semiterrestre, exclusivo de manguezais, com ampla distribui¢do no
Atlantico Ocidental (Florida nos EUA, México e Antilhas), costa norte e leste da América
do Sul onde no Brasil sua distribui¢o ¢ relatada do Amapa até o estado de Santa Catarina
(MELO, 1996). Esta espécie ja esteve integrada na familia Ucididae, composta por um
unico género representado por duas espécies: Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) e Ucides
occidentalis (Ortmann, 1987) (NG et al., 2008; STEVCIC, 2005). Porém, realocada na
familia Ocypodidae, subfamilia Ucidinae através de analises de relacdes filogenéticas
(SHIH et al., 2016).

O U. cordatus ¢ um forte caranguejo osmotico regulador (eurialino)

encontrado em 4reas de mangue, onde existe flutuagdes na salinidade, possuindo
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diferengas morfolégicas e fisiologicas em suas branquias que permite a sobrevivéncia
nesses ambientes (BERSANETTI et al., 2015).

Este crustaiceo ¢ um componente central da macrofauna bentdnica
(ALVES; NISHIDA, 2004) ¢ um recurso vital da pesca para os pescadores artesanais
(RODRIGUES et al., 2000) sendo a sua exploragdo uma das atividades extrativistas mais
antigas em areas litoraneas, principalmente no litoral nordeste do Brasil (ALENCAR et
al., 2014) gerando emprego, renda e subsisténcia as comunidades pesqueiras
(PINHEIRO; FISCARELLLI, 2001). A espécie consta na categoria de ‘Quase Ameagada’
(NT) (PINHEIRO et al., 2016), e devido a sua importancia econdomica e ecoldgica, consta
no Anexo II da Instru¢do Normativa n® 5, de 21 de maio de 2004 (BRASIL, 2004).

A espécie ¢é responsavel pela degradagdo de boa parte da matéria vegetal
senescente (folhas e propagulos) disponivel sobre o sedimento e sua transforma¢dao em
matéria organica particulada (CHRISTOFOLETTT et al., 2013; NORDHAUS et al., 2009;
SCHORIES et al., 2003). Devido a baixa taxa de crescimento e longo ciclo de vida
(PINHEIRO et al., 2005), sdo organismos abundantes ¢ faceis de capturar no campo
(PINHEIRO; FISCARELLI, 2001) sendo classificados como um importante bioindicador
de contaminagdo (PINHEIRO et al., 2012; ALMEIDA et al., 2016). Portanto, este
organismo ¢ especialmente apropriado para uso em estudos de impacto ambiental de
poluentes (JESUS et al, 2003; NUDI et al.,, 2007; PINHEIRO et al.,, 2013),
principalmente em areas de atividades econdmicas que geram residuos como a zona

portuaria de Sao Luis.

Figura 2 — Exemplar de caranguejo Ucides cordatus.

Fonte: Arquivo pessoal
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3.3 Obtencao das amostras

Foram realizadas duas coletas semestrais nos periodos de estiagem
(setembro e outubro/ 2019) e chuvoso (dezembro/2019) onde os espécimes foram
coletados pela técnica de braceamento com apoio de pescadores artesanais nas duas areas
de manguezais P1 (Coqueiro, regido portuaria de Sao Luis) e P2 (ilha do Facao, estuario
do rio Paciéncia, Raposa) registrando pH, temperatura, DO (oxigénio dissolvido) e
salinidade com auxilio do equipamento multiparametro de marca AKS8S.

Para fins de padronizagdo, foram coletados 10 exemplares de caranguejos
machos em cada area de estudo nas €pocas do ano totalizando 40 individuos adultos em
intermuda, evitando quaisquer efeitos da fase de muda e sexo (PINHEIRO et al., 2012).
Em seguida transportados ao Laboratério de Biomarcadores em Organismos Aquaticos
da Universidade Estadual do Maranhdo — LABOAq/UEMA. Em laboratério foi realizado
o esfregaco da hemolinfa para andlise do teste de micronticleo. Posteriormente, procedeu-
se a dissecagdo com tesouras esterilizadas e pingas para remoc¢ao de amostras de branquias
de cada exemplar para andlises histologicas. As amostras foram fixadas em solucdo de
Davidson durante 24 horas e logo apos lavadas e conservadas em alcool 70% até o

procedimento histoldgico.

3.4 Analise biométrica

Em laboratério com auxilio de um paquimetro de precisdo 0,1 cm foram
anotados os dados biométricos, tais como largura (LC) e comprimento da carapaga (CC),
comprimento e largura do propodo quelar (CPQ) e comprimento do dedo movel (CDM).
Cada espécime de caranguejos-ugd foi pesado em uma balanga de precisdo 0,1g para o
peso total (PT). Em seguida foram anotados os dados biométricos para analises

estatisticas (PINHEIRO; FISCARELLI, 2001).

3.5 Analise genotoxica

A amostra de hemolinfa foi retirada de cada caranguejo com auxilio de
seringas hipodérmicas (1 mL) munidas de agulha 21-gauge evitando danos aos hemocitos
(NUDI et al., 2010). Cada lamina de microscopia (n=2) recebeu uma gota de hemolinfa
com posterior esfregaco, conforme o método descrito por Pinheiro et. al., (2013). As
laminas foram secas ao ar (20 min) e fixados em solugdo Carnoy (metanol/ acido acético
3:1) por 20 min, e em seguida, corados com solucdo Giemsa a 2% em tampao fosfato

(Na2HPO4 + KH2PO4, pH 8,0) por tempo igual. Segundo este ensaio, considera-se uma
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resposta significativa a xenobidticos quando a média das frequéncias das células
micronucleadas supera 4 MN%o (FOSSI et al., 2000; SCARPATO et al., 1990), sendo
empregado com sucesso para a espécie Ucides cordatus (DUARTE et al., 2016;
PINHEIRO et. al., 2013; NUDI et. al., 2010). Para identificar o nimero de células
micronucleadas por 1000 células analisadas (MN%o), as laminas foram observadas em
microscopio optico Zeiss® (1.000x) com notas das formacdes nucleares atendendo as
caracteristicas propostas por Countryman e¢ Heddle (1976) e possiveis anomalias
nucelares.

Os valores que mensuram o impacto genotoxico nos caranguejos foram
indicados com MN%o, conforme Duarte et al., (2016) na classificacdo de areas com
diferentes graus de impacto/conservagao, sendo médias classificadas <3 MN%o = area

“sem impacto”; entre 3-5 MN%o = “baixo impacto”’; e >5 MN%o = “alto impacto”.

3.6 Analise histologica

Para a analise histologica, os tecidos das amostras de branquias foram
desidratados em uma série crescente de alcoois, diafanizadas em xilol, impregnadas e
incluidas em parafina. Para confec¢do das laminas foram realizados cortes transversais,
de aproximadamente Spum de espessura e em seguida corados com Hematoxilina e Eosina
(HE). Em microscopio Optico, as lamelas das branquias foram contabilizadas
identificando cada alteracdo morfologica com base em Bernet et al., (1999) "modificado",
Maharajan et al., (2015), Negro (2015), Vasanthi et al., (2012), e efeitos histopatologicos
conforme Rebelo et al., (2000).

3.7 Tratamento estatistico dos dados

Foram estimadas médias e desvio-padrao dos biomarcadores utilizados.
Para determinar a normalidade dos dados, o teste de Shapiro-Wilk (W) foi utilizado, assim
com o p<0,05, os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
(U) para confrontar as diferencas entre as areas e periodos do ano. A correlagdo de
Pearson foi realizada entre os dados biométricos, micronucleos e histoldgicos. Os testes
estatisticos foram realizados no Statistica 10.0. E, os dados histologicos foram submetidos
a analise multivariada de Bray-Curtis para verificagdo de dissimilaridade entre as lesdes

branquiais encontradas por area utilizando o programa estatistico PAST 4.03.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Dados fisico-quimicos da dgua e biometria dos caranguejos
Os valores dos parametros abidticos da agua estio representados na Tabela
1 e estdo dentro dos valores indicados pela Resolu¢do Conama para dguas salobras classe

3 (BRASIL, 2005; 2011).

Tabela 1- Dados abidticos da dgua das duas areas de coletas de U. cordatus nos periodos

de estiagem e chuvoso na zona portudria (P1) e estudrio do rio Paciéncia (P2).

Estiagem Chuvoso
Parametros P1 P2 P1 P2 CONAMA*
pH 7,66 7,59 7,51 7,42 5e9
DO 4,2 4,9 53 5,8 3>mg/L
Temperatura (°C) 29,1 31,2 29,1 30,8 28e32°C
Salinidade (ppm) 25 26 23 24 0,5 e 30%o

Legenda: pH, potencial hidrogenionico; DO, oxigénio dissolvido; °C, celsius; ppm, partes
por milhdo; mg/L, miligramas por litro; * Valores de referéncia da Resolugdo CONAMA

n°357/2005.

Os dados de temperatura e o pH ndo apresentaram grandes variagdes na
regido portuaria segundo os mesmos trabalhos realizados na regiao (JESUS et al., 2020;
CUTRIM et al., 2016; SOUSA et al., 2016, 2013; CARVALHO-NETA et al., 2012). A
salinidade nas duas areas foi aproximada, sendo menor no periodo chuvoso. Essa variaciao
na salinidade pode estar relacionada com as adguas advindas da pluviosidade na regido
portudria no periodo das chuvas. Segundo Carvalho-Neta et al., (2016), o periodo chuvoso
caracteriza-se pela salinidade ser mais baixa, onde os aportes de diferentes tipos de agua
contribuem para as diferencas desse parametro na regido. A temperatura ¢ um fator
importante para o desenvolvimento das populacdes dos caranguejos nos ambientes
estuarinos (OLIVEIRA, 2018), em contrapartida o pH e salinidade atuam como barreira
ou contribuem para a toxicidade de alguns poluentes, a acdo e combinagdo destes
parametros criam situacdes diversas de contaminagdo pelas distintas vias de entrada de
xenobidticos nos organismos aquaticos (TRIDICO et al., 2010; SOUZA, 2016).

As médias e desvios padrdo das medidas biométricas de U. cordatus

coletados nas duas areas em dois periodos (chuvoso e estiagem) estdo apresentadas na



21

Tabela 2. Os caranguejos apresentaram maiores médias de peso e tamanho na estagdo
chuvosa nas areas P1 (zona portuaria) e P2 (estuario do rio Paciéncia), apresentando
diferencas significativas (p<0,05) em rela¢do ao periodo seco. Os caranguejos da area
menos impactada (P2) apresentaram medidas altas para época chuvosa nesse estudo o que
indica um bom estado de sanidade para os caranguejos. De acordo com a literatura
(CARVALHO-NETA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019) os dados biométricos dos
caranguejos da espécie U. cordatus sdo significativamente maiores em areas menos
impactadas como a regido da ilha do Facdo no municipio de Raposa quando comparados

com aqueles de areas impactadas como a regido de zona portuaria.

Tabela 2 — Média, desvio padrao e coeficiente de variacao dos dados biométricos de U.
cordatus capturados na zona portudria (P1) e estuario do rio Paciéncia (P2) por estacao

(estacdo estiagem e chuvosa).

Estiagem Chuvoso
. P1 P2 P1 P2
Parametros

X+8 CV (%) x+s CV (%) x+s CV (%) X+ CV (%)
PT 108+8,16 7,56 92+21,17 23,01 115,8+15,35* 13,26 164,8+28,66* 17,39
LC 6,4+0,27* 4,29 5,76+0,45* 7,73  6,03£1,30* 21,62 7,04+0,56* 7,96
CC 4,55+0,22* 4,89 4,2+0,29* 6,92 4,75+0,33* 6,96 5,32+0,30* 5,59
CPQ 5,81+0,81* 13,97 4,71£0,92* 19,47 5,7£0,91* 1597 6,74+0,86* 12,73
LPQ 2,44+0,25 10,44 2,18+0,38* 17,41 2,38+0,35 14,53 2,58+0,35 13,65
CDM  3,34+0,51* 15,41 2,67+0,47* 17,48 3,08£0,40* 13,15 3,66+0,57* 15,47

Legenda: PT, peso total; LC, largura da carapaca; CC, comprimento da carapaga; CPQ,
comprimento do propodo quelar; LPQ, largura do propodo quelar; CDM, comprimento

do dedo movel; x, média; s, desvio padrdo; CV (%), coeficiente de variacdo. * p < 0,05.

Poluentes podem influenciar negativamente o crescimento € o
desenvolvimento dos organismos aquaticos na regido portuaria de Sdo Luis. Estudos
realizados na regido portudria identificaram concentragdes elevadas de poluentes em
amostras de agua, sedimentos de manguezais, vegetacdo e poeira foliar (CARVALHO-
NETA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019; SOUSA et al., 2013; CARVALHO-NETA
et al., 2012) que confirmam a exposi¢ao da biota aquatica local a contaminantes presentes
no corpo d’agua (por exemplo, metais pesados, HPAs, entre outros). A biometria dos

caranguejos para a regido portuaria tem mostrado valores diferenciados em relagdo ao
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peso e ao tamanho dos organismos analisados para as areas consideradas menos
impactadas (BATISTA, et al., 2020; CARVALHO-NETA et al., 2019; OLIVEIRA et al.,
2019).

No estuario do rio Paciéncia o peso € o comprimento dos caranguejos
foram menores no periodo de estiagem em uma regido considerada menos impactada em
relagdo aos caranguejos da zona portuaria para mesma estagdo, que segundo Oliveira
(2018), ha evidéncias de contaminantes provenientes da bacia de drenagem da regido do
estudrio em certas areas que podem estar influenciando de alguma forma negativa o
desenvolvimento dos animais nesse local, em que os organismos estdo gastando energia
que ¢é direcionado para a defesa de estressores e ndo ao crescimento o que implica em

estudos investigativos para a regido.

4.2 Analise genotoxica - Teste de micronucleo (MN%o)

Os dados de micronucleos apresentaram médias cerca de duas vezes maior
na area P1 (5,4+4,9 MN%o) quando comparado com a area P2 (3,1 £ 2,9 MN %o) para a
época chuvosa (Figura 3). Na época de estiagem ndo houve diferenga entre as médias nas
areas P1 (3,242,6 MN%o) e P2 (3,0+1,6 MN%o). Durante a estiagem, a genotoxicidade
(MN%o) entre as médias das areas dos manguezais apresentaram a seguinte ordem P1=P2
que difere do periodo chuvoso que apresentou uma ordem decrescente P1>P2
identificando uma média acima do valor 4 MN% (valor minimo de impacto) mensurados
pelas analises de MN%o para a regido portudria (potencialmente impactada), na estagao

chuvosa.

Figura 3 — Médias e desvio padrao da genotoxicidade dos dados de microntcleo (MN%o)
para espécimes de U. cordatus capturados na zona portudria (P1) e estudrio do rio

Paciéncia (P2) por estacdo (estagdo de estiagem e chuvosa).
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Os valores das médias e desvios padrao dos micronucleos (MN%o) para
cada area (P1 e P2) sdo apresentados na Tabela 3. A regido portudria (P1) teve um valor
minimo de 4 MN%o de impacto durante as estagdes. As duas areas no presente estudo nao
apresentaram diferenca significativa (p> 0,05). Em paralelo as frequéncias de
microntcleos as anormalidades morfolégicas nucleares (brotamento, invaginagdo
nuclear, célula binucleada e picndtica) observadas nos caranguejos tiveram uma média

expressiva para a regiao portuaria (Figura 4).

Tabela 3 — Valores da genotoxicidade (MN%o) para os espécimes de U. cordatus

capturados na zona portudria (P1) e estuario do rio Paciéncia (P2). p> 0,05.

MN%o AMN

Areas N Min Max X8 CV (%) xts  CV (%)
Pl 18 7 122 44+40 91 11,345,7 50,4
P2 13 1 77 3,142 3 75,1 9.9+7.4 74,7

Legenda: MN%o, frequéncia de micronucleos/1.000; AMN, anomalia morfoldgica
nuclear; N, total de ldminas com microntcleos; Min, minimo de microntcleos por [dmina;
Miéx, maximo de micronucleos de microntcleos por lamina; x, média; s, desvio padrao;

CV (%), coeficiente de variagdo.

Figura 4 — Anormalidades morfoldgicas nucleares dos hemocitos na hemolinfa de U.

cordatus. Aumento de x1000.
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Legenda: A, hemocito normal; B, célula micronucleada; C, invagina¢do nuclear; D,

brotamento; E, célula binucleada; F, célula picndtica.
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Os testes de genotoxicidade s3o altamente sensiveis a danos gendmicos,
mesmo quando os poluentes estdo presentes em concentragdes menores podendo implicar
em erosdo genética e ameagcar a resiliéncia das espécies em face as pressdes ambientais
(BIJLSMA; LOESCHCKE, 2012; MONSERRAT et al., 2007), causando danos as
populagdes. Duarte et al. (2019) descreveram médias de genotoxicidade menores (<2
MN%o) avaliadas em areas controles com menor impacto humano e intocadas,
corroborando Nudi et al., (2010) que apontam U. cordatus como uma espécie de maior
sensibilidade genética.

No presente estudo a regido portuaria (P1) na estacdo chuvosa estd
classificada como “area de alto impacto” (>5 MN%o) segundo a classificagdo proposta
por Duarte et al., (2016) conforme os valores de MN%o por area de conservagdo. Essa
regido muda de classificacdo a medida que estagdo chuvosa finaliza, tornando-se uma
“area de baixo impacto” (3-5 MN%o) no periodo estacdo de estiagem. Esse aumento
repentino dos valores médios para a regido portudria provavelmente esta relacionado aos
diversos poluentes que interagem com a pluviosidade na estagdo chuvosa em que a
salinidade nesse periodo fica baixa propiciando diversos fatores de estresse nos
caranguejos (CARVALHO-NETA et al., 2016).

Pesquisas na avaliacdo de areas de conservacdo relacionadas a efeitos
sinérgicos de poluentes (por exemplo, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos - PAHs,
pesticidas, metais pesados, entre outros) caracteristicos de atividades economicas em
zonas de influéncia antropicas de alto e baixo impacto envolvendo microntcleos em
caranguejos sdo comumente relatadas proximo a essas regioes (DUARTE et al., 2020,
2017 e 2016; HUANG et al., 2019; HONG et al., 2018; FOSSI et al., 2000), o que ¢
evidenciado também na regido portudria da ilha de Sdo Luis presenca de micronucleos.
A presente pesquisa indica valores baixos de MN%o na regido portuaria considerada uma
area potencialmente impactada quando comparada com os dados de Duarte et al., (2019)
que registraram um valor varias vezes maior (11 MN%o) para a regido de potencial
impacto antrépico em Cubatdo no estado de Sao Paulo. Esses dados divergentes indicam
a necessidade de estudos mais detalhados futuramente conforme os agentes que atuam na
regido portudria de Sdo Luis no complexo estuarino de Sdo Marcos.

A frequéncia de micronticleos e anormalidades morfologicas nucleares sao
ferramentas eficazes para analisar o estado de sanidade de organismos e a qualidade dos
ecossistemas aquaticos (WEBB e GAGNON 2002; NOGA, 2000). A média das

anormalidades morfoldgicas nucleares dos caranguejos relacionam-se diretamente com a
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MN%o analisado para a regido portuaria, entretanto mais estudos precisam ser feitos para
um diagndstico adequado entre as diferentes estagdes nas areas estudadas. Carvalho-Neta
et al., (2015) demonstraram uma associacdo entre uma série de anormalidades nucleares
com uma maior frequéncia de micronucleos no peixe Colossoma macropomum para a
estacdo de estiagem, diferente do presente estudo na zona portudria, atribuindo essa
relacdo a mudancas sazonais associadas a impactos em uma Area de Protecdo Ambiental
em Sao Luis (Maranhao), o que nao ¢ relatado na literatura em pesquisas relacionadas ao

grupo dos crustaceos no mundo e regido local da pesquisa.

4.3 Analise histolégica (lesdes em branquias)

A ocorréncia das alteragdes branquiais identificadas em U. cordatus variou
entre as duas areas de estudo nas estagdes, as maiores porcentagens de lesdes branquiais
ocorreram nos caranguejos da regido portuaria para a estagdo chuvosa com 63% no
rompimento das células pilastras (RCP), 42% na deformag¢do do canal marginal (DCM)

e 28% no colapso lamelar (Figura 5).

Figura 5 - Percentuais de lesdes branquiais dos caranguejos (U. cordatus) capturados na
zona portudria (P1) e estuario do rio Paciéncia (P2) por estacdo de estiagem e chuvosa.

N=40.
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Legenda: DCM, deformagdo do canal marginal; RCP, rompimento de células pilastras;
CL, colapso lamelar; NE, necrose; HI, hiperplasia; %, porcentagem das lesdes

morfolédgicas das branquias.
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Estudos realizados por Batista et al., (2020) indicaram as alteragdes do
rompimento das células pilastras como a mais frequentes na area portudria no periodo
chuvoso para a mesma regido. Conforme a concentracdo de poluentes que estdo
disponiveis no periodo chuvoso para a regido essa variagdo pode estar relacionada ao
lixiviamento de substincias para o meio aquatico. Essas alteragdes identificadas no estudo
sdo consideradas graves uma vez que estdo envolvidas na perda da estrutura das células
e tecido (NEGRO; COLLINS, 2017) podendo ser indicativas de exposicao a
contaminantes ou estresse ambiental, visto que estudos realizados para a regido portuaria
indicam contaminagdo de substancias como metais pesados (BATISTA, 2020;
CARVALHO-NETA et al., 2012).

As branquias dos caranguejos estdo em contato direto com o ambiente
circundante sendo as primeiras a reagir aos xenobioticos presentes no ambiente pelas vias
de sedimento ou agua, afetando as estruturas do tecido. Estas lesdes (Figura 6)
apresentam-se como uma forma de defesa do organismo contra compostos toxicos e
agentes infecciosos que comprometem a funcionalidade parcial ou total do o6rgdo

(WINKALER et al., 2008; BERNET et al., 1999).

Figura 6 — Lesdes branquiais encontradas nos caranguejos capturados na ilha de Sao Luis.

C

Legenda: A, estrutura normal da branquia (x100); B, deformag¢do do canal marginal

(x100); C, colapso lamelar (x40); D, rompimento das células pilastras (x400).
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Em relacdo ao indice de Bray-Curtis para as alteragdes branquiais de U.
cordatus entre areas (Figura 7) indicou um grupo com similaridade maior que 0.8 (ou
80%) das lesdes causadas por rompimento das células pilastras e deformacdo do canal
marginal para a regido portudria no qual sdo lesdes evidenciadas inicialmente a exposi¢ao
de contaminagdo, ¢ que se distanciam das lesdes mais graves como colapso lamelar,
necrose e hiperplasia. Na regido do estuario do rio Paciéncia houve dois grupos similares
de lesdes, o primeiro maior que 0.7 (ou 70%) causadas por altera¢des iniciais como
rompimento das células pilastras e deformacao do canal marginal e o segundo maior que
0.5 (ou 50%) causadas por necrose e hiperplasia (alteracdes mais graves) que se distancia
das demais lesdes estruturais dos caranguejos. Batista (2020) em seu trabalho com
biomarcadores histologicos indicou semelhangas estruturais nas alteragdes das branquias
dos crustdceos para a mesma regido portudria proximas as comunidades do Coqueiro,
Porto Grande e Cajueiro com baixa ocorréncia para a area de referéncia. O maior
agrupamento semelhante das alteracdes das branquias dos caranguejos ocorreu para a
regido portuaria, o0 mesmo ¢ relatado com Carvalho-Neta et al., (2019) e Oliveira et al.,
(2019) onde o mesmo padrao de variacdo das estruturas morfologicas dos orgaos desses

crustaceos acontece entre areas potencialmente impactada e areas de referéncia.

Figura 7 - Indice de Bray-Curtis das alteragdes branquiais. A) Zona portuaria B) estuario

do rio Paciéncia.
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Legenda: DCM, deformagdo do canal marginal; RCP, rompimento de células pilastras;

CL, colapso lamelar; NE, necrose; HI, hiperplasia.
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4.4 Relagoes de parametros biométricos dos caranguejos e biomarcadores

Os parametros biométricos de importancia corporal (PT, CC e LC)
utilizados para relacionar o tamanho dos caranguejos analisados com os dados de
micronucleo ¢ histologicos nas duas estacdes (estiagem e chuvosa) estdo exemplificados

pelos valores de coeficiente de determinagdo na Tabela 4 e 5.

Tabela 4 - Correlagao linear entre os dados de micronticleo (MN) e os dados biométricos
(PT, CC e LC) de U. cordatus capturados na zona portudria (P1) e estuario do rio

Paciéncia (P2) por estacdo de estiagem e chuvosa.

Microntcleo
P1 P2
Pardmetros Estiagem Chuvoso Estiagem Chuvoso
PT -0,17 0,51 0,47 -0,17
CcC -0,34 0,74%* 0,03 0,25
LC -0,3 -0,39 0,23 -0,08

Legenda: MN, micronucleo; PT, peso total; CC, comprimento da carapaca e LC, Largura

da carapaca. * p<0,05.

Tabela 5 — Correlagao linear entre os dados de lesdes branquiais (DCM, RCP, CL) e os
dados biométricos (PT, CC e LC) de U. cordatus capturados na zona portuaria (P1) e

estuario do rio Paciéncia (P2) por estacao de estiagem e chuvosa.

P1 P2
Estiagem Chuvoso Estiagem Chuvoso
DCM RCP CL DCM RCP CL |DCM RCP CL DCM RCP CL
PT -0,2 -0,57 037 -042 -0,13 -0,24|-0,12 -0,43 021 -0,05 -0,66* -0,48
cc ol6 -045 027 0,02 0,16 0,16 |-0,09 -027 044 0,01 -0,32 -047
LC 0,8 03 0,04 002 001 021 -01 -034 046 0,19 -043 -0,1

Legenda: DCM, deformagdo do canal marginal; RCP, rompimento de células pilastras;
CL, colapso lamelar; PT, peso total; CC, comprimento da carapaca e LC, Largura da

carapaca. * p<0,05.

Os dados analisados indicaram correlagdo significativa dos pardmetros

biométricos para o comprimento da carapaca em relagdo aos micronucleos e peso total
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com os dados histologicos ambos para a estacdo chuvosa nas areas P1 e P2. Na area
portuaria (P1) os micronucleos tendem a aumentar conforme os caranguejos ficam
maiores e mais velhos no manguezal indicado pela correlacdo forte e positiva do
coeficiente de determinagdo. Em relagdo ao estuario do rio Paciéncia (P2), a correlagdo
dos dados histoldgicos para mesma estagao chuvosa indica que os caranguejos com peso
(PT) menores tendem a serem mais suscetiveis as lesdes branquiais (rompimento de
células pilastras) segundo a correlacdo moderada e negativa do coeficiente de
determinag¢do representado na tabela 5.

Andrade (2016) relatou em seu trabalho uma correlagdo moderada e
positiva (> 0.60) em relagdo a atividade GST e lesdes histologicas dos caranguejos para
a regido portuaria, que ocorre somente com os dados de micronticleos na regiao estudada.
Diferente dos estudos com o peixe Sciades herzbergii para a regido portuaria de Carvalho-
Neta et al., (2012), onde houve uma correlagdo muito forte e positiva significativa (0,99)
entre os dados biométricos ¢ a atividade GST na area de referéncia, ¢ na area de potencial
contaminagdo da zona portudria uma correlacdo forte e negativa significativa (-0.87)
ambos no comprimento total.

Esses resultados especulam que existe uma correlagdo significativa em
relacdo ao tamanho dos caranguejos com a frequéncia de micronucleos em consequéncia
de fatores estressores na regido portudria do presente estudo. As diferengas morfométricas
entre esses dois grupos de caranguejos de diferentes regides de conservacao indicam que
essas populacdes estdo sujeitas a diferentes processos de selecio (SHIBATTA e
HOFFMANN, 2005).

As duas areas de manguezais estudadas possuem uma fungdo semelhante
dos ecossistemas representada pela composigao das arvores, estrutura da vegetacao, altura
de inundagdo pelas mar¢s, e produtividade no ambito ecologico (GAMFELDT et al,
2014). Portanto, acredita-se que as diferencas observadas quanto aos biomarcadores para
a darea portudria, provavelmente sdo um reflexo de impactos ocasionados pelos

contaminantes no qual a regido estd submetida.



30

5. CONCLUSAO

Os dados das analises da presente pesquisa envolvendo biomarcadores
genotoxicos e histologicos, bem como os dados biométricos dos caranguejos U. cordatus
sugerem que os crusticeos vém sendo sofrendo impactos negativos, provavelmente
oriundos de contaminantes na regido portudria dentro do complexo estuarino de Sao
Marcos. Os maiores percentuais de alteragdes biologicas nos caranguejos indicam que os
impactos se intensificam no periodo chuvoso, visto os efeitos adversos observados,
permitindo corroborar a hipdtese do presente trabalho de que a espécie sofre com

estressores na regido portudria da ilha de Sao Luis.
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