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RESUMO

No presente estudo, objetivou-se comparar biomarcadores bioquimicos e histoldgicos em
espécimes de Callinectes danae coletados em uma drea préximos ao complexo portudrario de
Sao Luis — MA, e uma darea de referéncia localizada no municipio da Raposa (MA). Os
exemplares foram coletados trimestralmente durante o ano de 2017. Os dados de biometria
utilizados na andlise estatistica foram: Largura da Carapaga — LC; — Largura da Carapaga com
espinho — LCe; Comprimento da Carapaca- CC; Comprimento do Quelipode Direito — CQD; e
Peso - P. As amostras de hepatopancreas foram homogeneizadas em tampao fosfato e
centrifugadas, sendo o sobrenadante utilizado para determinacdo da atividade enzimética da
glutationa-S-transferase (GST) e da catalase (CAT). As branquias foram desidratadas em uma
série crescente de alcoois e incluidas em parafina. Em microscopia de luz, as alteragdes foram
identificadas e quantificadas. Os resultados das anédlises biométricas indicaram que os siris da
area de referéncia sdo maiores que os siris da drea portudria. Quanto as altera¢des histoldgicas
observadas, quantificou-se um maior nimero de lesdes branquiais nos espécimes da drea
portudria. A atividade enzimdtica da GST nos siris oriundos da area de referéncia apresentou
valores altos na maioria dos periodos de coleta; ja na drea portudria a atividade da GST nos siris
foi nula em todas as coletas, indicando um sistema enzimatico exaurido. A atividade da CAT
mostrou-se nula na segunda e ultima coleta da drea portudria, enquanto na drea de referéncia a
maior atividade foi na segunda coleta do periodo chuvoso. Os dados biométricos e os resultados
dos biomarcadores (bioquimicos e histolégicos) indicam que os siris da drea portudria estao

sofrendo estresse oriundo de impactos provocados por substancias xenobidticas.

Palavras-chave: Siris; alteracOes histologicas; Glutationa-S-Transferase; Catalase; Modelo

preditivo.



ABSTRACT

In the present study, the objective was to compare biochemical and histological biomarkers in
Callinectes danae specimens collected in an area near the port facilities of Sdo Luis-MA, and
a reference area located in the municipality of Raposa (MA). The specimens were collected
quarterly during the year 2017. The biometrics data used in the statistical analysis were: Width
of Carapace - LC; Carapace Width with Thorn - LCe; Carapace Length — CC; Length of Right
Quelipod — CQD; and Weight - P. The hepatopancreas were homogenized in phosphate buffer
and centrifuged, and the supernatant was used to determine the enzymatic activity of
glutathione-S-transferase (GST) and catalase (CAT). The gills were dehydrated in a growing
series of alcohols and embedded in paraffin. In light microscopy, the alterations were identified
and quantified. The results of the biometric analyzes indicated that the siris of the reference
area are larger than the siris of the port area. Regarding the gill injury, a greater amount of
alterations were found in the specimens of the port area. The GST activity in the crabs from the
reference area presented high values in most of the collection periods; already in the port area
the activity of the GST in the crabs was null in all the collections, indicating an exhausted
enzymatic system. The CAT activity was null in the second and final collection of the port area,
while in the reference area the greatest activity was in the second collection of the rainy season.
Biometric data and biomarkers results (biochemical and histological) indicate that the crabs of

the port area are suffering stress from impacts caused by xenobiotic substances.

Keywords: Crabs; histological changes; Glutathione-S-Transferase; Catalase; Predictive

model.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a relagdo entre a economia e a inddstria no Maranhao reproduzem para a
regido o quadro de poluicdo gerada por atividades ligadas ao setor portudrio. Entende-se que
seria necessario um resgate histérico para a compreensao do processo de ocupagdo do territdrio
maranhense em estudo, bem como os fatores que propiciaram a transicdo de um modelo
econdmico exclusivamente agroexportador para inclusdo de um setor industrial sidertrgico e

todos seus desdobramentos.

Com o intuito de ampliar a compreensdo sobre a relacdo causal do crescimento
econdmico por meio de empreendimento industriais e atuagao no ecossistema marinho, discute-
se a presenca de contaminantes e o estudo de espécies bioindicadoras para esclarecimento dos
efeitos de xenobidtiocos. Neste caso, a espécie analisada € Callinectes dannae, um siri da
familia Portunidae, que apresenta grande tolerancia a salinidade e pode ocupar édreas estuarinas,
principalmente dreas com sedimento lodoso, até regides costeiras e de mar aberto (MELO,
1996). Possui importincia socioecondmica como recurso alimentar de muitos brasileiros que
moram no litoral e sdo considerados indicadores bioldgicos de massas de dgua (TAISSOUN,

1973).

As éreas de estudo localizam-se no municipio da Raposa (4rea utilizada como controle)
e em S3o Luis, proximo ao complexo portudrio de Sdo Luis. Diversos trabalhos de
monitoramento nesta drea portudria tem indicado que os organismos aquaticos estdo
constantemente expostos a um grande numero de substincias que podem ser toxicas no
ambiente (ANDRADE, 2016; PINHEIRO-SOUSA, 2015). De um modo geral, nos ambientes
marinhos, as atividades antrdpicas tem acarretado grande degradacdo ambiental; a fonte de
contaminac¢do € muito diversa, indo desde efluentes industriais, processos de drenagem agricola
(fertilizantes, agrotoxicos), derrames acidentais e ndo acidentais de residuos quimicos (metais
pesados, compostos organicos e inorganicos) e até mesmo residuos domiciliares
comprometendo a manutencao da biodiversidade aquética bem como do préprio ser humano

(RASHED, 2001; VELEZ, 2015).

Estudos de monitoramento ambiental em ambientes aqudticos tem utilizado
biomarcadores; definidos como as medi¢des de fluidos corporais, células, ou tecidos que

indicam em termos bioquimicos ou celulares a presenca de contaminantes, permitindo



identificacdo precoce de mudanca, antes dos efeitos deletérios chegarem aos mais alto niveis

de organizagdo bioldégica (MONSERRAT et al., 2003).

Os biomarcadores utilizados no presente trabalho s@o do tipo histoldgico e bioquimico
(enzimdtico). O primeiro tem sido considerado como uma metodologia sensivel para se
diagnosticar efeitos toxicos diretos e indiretos que afetem tecidos animais, reconhecido como
um excelente método de avaliacdo de biomarcadores de impacto ambiental causado por agentes
toxicos sobre os animais constituintes de uma determinada fauna (JIMENEZ; STEGEMAN,
1990).

Isoladamente, a histopatologia gera dados sobre lesdes em niveis teciduais ndo
especificando a causa pontual da lesdo, ou seja, ndo diagnostica contamina¢do, mas apresenta
resposta bioldgica a agressao, ao estresse, mas quando associados a outros métodos de anélises
podem auxiliar na compreensao profunda de determinadas situa¢des (LINS et al., 2010). Para
isso, a escolha dos 6rgdos que serdo alvos de estudo € crucial para a relevancia dos dados
obtidos. Segundo Jimenez e Stegeman (1990), 6rgaos de contato direto com o agente toxicante,
como as branquias, o figado que € o principal 6rgdo de biotransformacdo de xenobidticos, e
outros 6rgaos detoxificantes como os rins, podem indicar alteracdes de acdo téxica aguda ou

cronica desses agentes em tecidos animais.

As andlises enzimdticas (incluindo enzimas de estresse oxidativo e de
biotransformagdo), por sua vez, constituem-se em metodologia capaz de indicar sinais muito
iniciais de danos causados aos organismos pelos diferentes xenobioticos (VAN DER OOST,
2003). Estas respostas bioldgicas somadas a outros biomarcadores, como os histolégicos,
podem tornar os estudos (que analisam contaminacdo aquética em regides portudrias) mais
completos. Nesse sentido, o presente trabalho pretende acrescentar conhecimentos que
possibilitem acdes de monitoramento aos ecossistemas costeiros e estuarinos do litoral

maranhense frente as mudangas que vem ocorrendo em toda regido da costa brasileira.



2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Obter um modelo preditivo dos efeitos dos impactos ambientais em siris Callinectes danae da
regido portudria de Sdo Luis-MA a partir da comparagdo de biomarcadores histologicos e

bioquimicos.

2.2 Especificos

o Quantificar atividade da Glutationa-S-Tranferase (GST) e da Catalase (CAT) em
C.danae como biomarcadores bioquimicos.

e Identificar tipos de lesdes branquiais em C. danae como biomarcadores histoldgicos;

e Comparar dados biométricos com os resultados dos biomarcadores bioquimicos e
histologicos identificados nos siris.

e Obter um modelo metodolégico com a combinagdo de andlises de biomarcadores

bioquimicos e histolégicos para siris.

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Um breve historico do desenvolvimento da atividade portuaria no Maranhao

A existéncia de sambaquis na costa brasileira, em especial no Maranhdo e Pari,
corrobora a presenga humana nestas terras muito antes da chegada do colonizador europeu
(DIEGUES, 1983). O litoral amazo6nico, por possuir a maior drea continua de mangue do
planeta, e uma rica diversidade de alimentos, ha pelo menos 6000 anos atraiu para seu territorio
um numero significativo de povos que 14 se fixaram (SILVEIRA; SCHAAN, 2005). Com a
implantacdo do sistema colonial, estabeleceu-se uma nova comunidade litoranea no Brasil,
formada por indios e negros fugidos, que buscavam ali espacos de liberdade (MADRUGA,
1992).

Nesse contexto surgem as primeiras comunidades de pescadores do litoral brasileiro,
que passaram a representar uma ameaca a estrutura de poder formada pela chegada dos

primeiros colonos, pois dificultavam a livre utilizacdo da forca de trabalho pelo capitalismo

emergente (DIEGUES, 1983).



O territério do Maranhdo surgiu em 1534, quando o governo portugués dividiu o Brasil
em 15 lotes que receberam a denominagdo de capitanias hereditarias (FERREIRA, 2008). Em
1621, a coroa portuguesa criou o Estado do Maranhdo (47% do territério do Brasil) que durou
até 1652. Em seguida ocorreram mais seis divisdes. Somente em 1920 o Maranhdo alcancou a

atual configuracdo territorial (FERREIRA, 2008).

Os franceses de La Ravardiere, ao se estabelecerem em Sdo Luis em 1612, construiram
a Praca do Forte (Pedro II) e o caminho que interligava o Forte ao Convento (atual rua dos
Afogados) e o porto Santa Maria (Praia Grande) que serviu a cidade praticamente até o inicio
das operacdes do Porto do Itaqui em 1974 (LABTRANS, 2015). Da drea do antigo Porto da
Praia Grande, hoje restou apenas o Cais da Sagracdo, que inclui a Rampa Campos Melo, entdao
parte importante do conjunto construido em 1860. A regido da Baia de Sao Marcos, préxima
ao antigo porto, estd bastante assoreada, mas ainda tem um terminal hidrovidrio no Cais da
Praia Grande, que transporta passageiros para a cidade histérica de Alcantara. Desde sua
fundacao, o desenvolvimento da cidade dependeu do porto que, de fato, condicionou a evolugdo
do centro comercial antigo e as atividades do porto relacionadas com a exploragdo econdmica
referente a producdo de cana-de-actcar, do algodao e do babacu, desde o periodo colonial até

os primeiros anos da Republica” (FERREIRA, 2008).

De acordo com o histérico relatado no plano mestre do porto em 2015, o porto, que
antes recebia um ou dois navios, chegou a receber 150 navios num mesmo ano
(LABTRANS,2015). Um novo ciclo comercial local ocorreu no inicio do século XX com a
industrializacdo maranhense, via o setor téxtil, acompanhando um fendmeno similar em varios
estados brasileiros, aumentando a movimentacdo de carga geral. Houve depois um longo
periodo de baixo crescimento econdmico do Estado, com a perda de competitividade da

industria téxtil.

No Maranhao, a partir da década de 1940, foram implantados projetos com o intuito de
preencher vazios demograficos. Com o Programa de Desenvolvimento Integrado da Amazdnia
Oriental, com a implantacio do projeto Ferro Carajas e o Consoércio de aluminio do Maranhao
pelos idos de 1980, esse esforco empreendedor chega ao litoral. No Estado ndo havia/ha
nenhuma mina expressiva de minério de ferro, a importancia de tal empreendimento em terras
golcalvinas estava na formagao de um corredor de exportagao através do projeto Ferro Carajas,
abrigando assim, uma parte significativa da forca de trabalho empregada pela Companhia Vale

do Rio Doce (MORAES, 2007).



O modelo econdmico agroexportador, que hd séculos caracterizava a economia
maranhense, mudou para o industrial baseado em empreendimentos siderdrgicos. Em 1996 a
exportacdo residia em ferro-gusa e ligas de aluminio, o que por sua vez elevou o PIB
maranhense. H4 uma substituicdo das importagdes para a massiva entrada do capital
transnacional. Vdarios dos ramos industriais importantes em instalacdo, vao sofrer uma grande
dependéncia do abastecimento de insumos externos, o que condiciona sua localizagdo a
proximidade dos sitios portudrios. (MORAES, 2007). Esse “progresso” que chegou ao
Maranhdo também traz consigo novos problemas ambientais, a entrada de novos residuos e

mudangas nos habitats marinhos.

A decisdo nacional de exportar minérios, principalmente da provincia ferrifera de
Carajds e de aluminio do Pard, por um porto do Maranhdo, motivou o término das obras do
Porto do Itaqui e depois o da Alumar, que, por sua vez, iniciou suas operacdes nove anos mais
tarde. Isso integrou a economia da regido ao atual superciclo internacional de commodities,
motivado pela demanda dos paises asidticos. Tais commodities incluem também a

comercializacao de graos, especialmente soja e milho (LABTRANS, 2015).

Atualmente o complexo portudrio de Sao Luis € constituido pelo Porto do Itaqui, dois
terminais de uso privativo, o Terminal Ponta da Madeira pertencente a empresa Vale,
constituido de dois piers de acostagem para navios de até 450.000 toneladas de porte bruto
(TPB),um pétio descoberto de 125.000 m? para estoque de minério de ferro e manganés, e um
silo horizontal para graos com capacidade estitica de 25.000 t, e o Terminal Alumar
pertencente a Alcoa Aluminio S.A. — Billiton Metais e Alcan, localizado no Estreito dos
Coqueiros, onde atracam navios graneleiros em um cais de 252 m de comprimento

(ANTAQ,2010)

Dados sobre o desenvolvimento do estado, mostram que a movimentacao de cargas do
complexo portudrio maranhense finalizou 2016 com 166,2 milhdes de toneladas exportadas.
Em 2016, o volume de exportagdes movimentou US$ 2,1 bilhdes, enquanto as exportacdes
somaram US$ 2,2 bilhdes (MARANHAO,2017). O Porto do Itaqui fechou o ano com o maior
crescimento das exportacdes de graos em relacdo aos demais portos do Arco Norte, formada

também pelos estados de Rondonia, Amazonas, Amapd e Pard (EMAP, 2017).

O Porto do Itaqui também é lider no escoamento de soja e milho produzidos no
MATOPIBA, regido considerada como grande fronteira agricola nacional da atualidade, que

retne espacos dos estados do Maranhdo, Tocantins, Piaui e Bahia. A regido produziu 12,7
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milhdes de t entre 2015 e 2016, producdo escoada em boa parte via Porto do Itaqui. Com os
incentivos e o estimulo ao setor produtivo e ao modal portudrio maranhense, a projecdo para os

préoximos dez anos € que o nimero dobre para 24,4 milhdes de t (EMAP, 2016).

Para 2017, as estimativas apontam ainda mais crescimento do valor das exportagdes,
espera-se ainda o crescimento nas exportacdes do complexo bovino, sobretudo na cadeia de
couros que cresceu significativamente em 2016 e ja possui projetos logisticos para transporte
portudrio (MARANHAO, 2017). O embarque de gado vivo, em 2015, injetou R$ 42 milhoes
em aproximadamente um més de operacdo com gado maranhense, em maio deste ano, quando
foram exportadas cerca de 11 mil cabecas. Essas operagdes beneficiaram aproximadamente 200
pequenos e médios produtores de varios municipios maranhenses, entre os quais Acailandia,
Imperatriz, Bacabal, Amarante, Itinga, Buriticupu, Santa Inés, Presidente Dutra, Grajau,

Arame, Lagoa Grande e Pedreiras.

A celulose € outro produto exportado, cuja cadeia comeca no sul do Maranhdo. O
eucalipto cortado € carregado até a fabrica, em Imperatriz, em caminhdes, em uma média de
250 mil metros ctibicos de madeira por més. E essa carga de celulose pronta para exportacio
que segue da fabrica até o Porto do Itaqui de trem, percorrendo 630 quilometros. Cada trem
carrega 5.760 t em 72 vagoes. Isso equivale a mais de 120 caminhdes de 48 t cada, que sdo

tirados das estradas (EMAP, 2016).

Os dados nos conduzem a inferir que a atividade portudria na drea de estudo tende a um
incremento ada vez maior, o que exigird um biomonitoramento constante da drea. Concordando
com Sousa et al. (2013), que defende estudos que possam esclarecer o potencial e a dindmica
dos xenobidticos ou de outros contaminantes sdo de grande importincia econdmica para o
estado do Maranhdo, uma vez que a pesca artesanal ainda € realizada préximo ao complexo
portudrio de Sao Luis, MA, onde esses organismos podem estar sujeitos a condi¢des fisioldgicas

desestabilizadoras em funcdo dos contaminantes oriundos da carga e descarga de navios.

A Baia de Sao Marcos € considerada a porta mais importante do Estado do Maranhao,
recebendo sua dgua principalmente do Rio Mearim. Na tultima década, a contamina¢ido por
bioquimicos desta bafa se deu devido a descarga de esgoto e o escoamento de nutrientes,
pesticidas, e outros residuos agrosilvopastoris. Também ha presenca de residuos industriais,
bioinvasdo e outros impactos ambientais graves, levam a uma crescente ameaca a sanidade de

organismos aquaticos. Os principais poluentes, como metais pesados, derivam de atividades
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industriais através de seus respectivos terminais maritimos (CARVALHO-NETA; ABREU-
SILVA, 2010).

3.2 O Monitoramento e Gestio Ambiental em Areas Portuarias

A partir da década de 1970, o olhar sobre os problemas ambientais se ampliou, antes as
atencdes estavam voltadas apenas para os desequilibrios encontrados no continente, agora as

alteracOes que o ambiente marinho sofria passou a também interessar aos estudiosos do assunto.

A visdo que se tinha era que descarregar lixo no ambiente marinho néo era prejudicial,
porque os oceanos eram tao vastos que sua capacidade de absorver o desperdicio era infinita,
essa ideia foi desconstruida na Conferéncia das Na¢des Unidas para o Meio Ambiente Humano

(ESTOCOLMO, 1972).

Os estudos realizados no golfo do México, sdo exemplos dessa nova perspectiva de
andlise, 14 os ecossistemas sdo afetados por atividades humanas, interagdes entre espécies
locais, a introducdo de novas espécies e as incertezas advindas de eventos naturais como
furacdes, tornam o progresso dos esfor¢os de restauracao desiguais e imprevisivel de ano para
ano. Em geral, as atividades de monitoramento sdo subfinanciadas e poucos programas de
gestdo ambiental, incluindo restauracdo, com monitoramento dos resultados ecolégicos ou
sociais (por exemplo, uma revisdo dos programas de conserva¢do mostrou apenas 20 a 26% dos

projetos estabeleceram monitoramento de programas (NAP, 2017).

A extensdo da costa brasileira, a rdpida industrializacdo e o desenvolvimento econdémico
nas regides costeiras resultam na utilizacdo dos estudrios para despejo de efluentes urbanos e
industriais, esse fato representa uma continua introducdo desses poluentes em ambientes
estuarinos e costeiros oriundos de rios, lixiviacdo, escoamento das dguas de regides
industrializadas, com consequente contamina¢d@o dos organismos marinhos e do ser humano

que os consome (FERREIRA et al., 2013).

Williams (1996), definiu polui¢do como a produgdo e emissdes de poluentes, que sao
geralmente derivados de assentamentos humanos, do uso de recursos e intervengdes, como
infra-estrutura, desenvolvimento e constru¢do, atividades agricolas, empreendimentos
industriais, urbanizacdo, turismo etc. Destacam-se os residuos de origem industrial, como

dioxinas e furanos, compostos nitroaromaticos, metais pesados e diversos tipos de pesticidas,



(polycyclic aromatic hydrocarbons - PAHs), bifenilas policloradas (polychlorinated biphenyls
- PCBs) (VAN DER OOST et al., 2003).

No inicio da década de 1960 vérios paises comecaram a se preocupar com os efeitos
adversos desses compostos quimicos € o risco potencial que eles representam para os
ecossistemas aquéticos, e, em varios paises, a producio, comercializacdo e utilizacdo de muitos
compostos, em especial aqueles considerados poluentes organicos persistentes (POPs) foram
proibidos. Entretanto, em muitos paises em desenvolvimento os poluentes organicos
persistentes POPs ainda sao utilizados na agricultura, no controle de vetores de doencas, bem

como para fins industriais (STAP, 2004).

No Brasil, a mais recente resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(Conama) que dispde sobre a classificagdo dos corpos de dgua e diretrizes ambientais para o
seu enquadramento, proibe o lancamento dos POPs nos efluentes e determina que, quando
apropriado, a qualidade dos ambientes aquaticos poderd ser avaliada por indicadores bioldgicos

utilizando-se organismos e/ou comunidades aquaticas (BRASIL, 2005).

A poluicdo nas dreas costeiras marinhas também é considerada a partir de fontes
terrestres pontuais € ndo-pontuais, como rios, valas de drenagem, quedas submarinas e cidades
costeiras. A por¢do de poluentes nas regides costeiras € determinada pela combinagdo de trés
mecanismos: (a) Adveccdo por correntes;(b) Difusdo turbulenta e (c) Interacdes quimicas,

bioldgicas ou outras (VIKAS; DWARAKISH, 2015).

Atualmente, os ecossistemas aquaticos tropicais estdo entre os mais ameacados pelas
atividades humanas e pela degradacao ambiental, mas ainda sdo poucas as pesquisas realizadas
para avaliar e monitorar o impacto de contaminantes nesses ecossistemas tropicais € em sua

biota aquatica (BOZZETTI ; SCHULZ, 2004).

Os estudos que mostram conceitos de fluxos de servigos ecossistémicos e estoques do
capital natural tornam-se cada vez mais uteis de destacar, medir e valorizar o grau de
interdependéncia entre os seres humanos e toda a natureza (DE GROOT, 2010). Esta
abordagem € complementar, precisa-se cruzi-la com outras informagdes, sua importancia estar
em fornecer ferramentas conceituais e empiricas que faltam as outras. Estimativas da
contabilidade global sobre o valor dos servigos ecossistémicos expressados em unidades
monetdrias sdo Uteis para aumentar a conscientizacdo sobre a magnitude dos mesmos em
relacdo a outros servicos prestados pelo capital construido pelo homem na atualidade (DE

GROQT, 2010).



Constanza et al. (2014) revelaram estimativas que mostram que as mudangas globais
no uso da terra entre 1997 e 2011 resultou em perda de servigos ecossistémicos entre US $ 4,3
e US $ 20,2 trilhdes / ano, deve-se levar em consideragdo que essas estimativas sdo
conservadoras. Nao se deve subestimar a importancia da mudanga de consciéncia e visao de
mundo que essas estimativas globais podem facilitar - € um precursor necessdrio para a
aplicacdo prética do conceito usando mudancas nos fluxos de servicos para a tomada de
decisdes em escalas multiplas. Isso nos permite construir uma imagem abrangente e equilibrada
dos ativos que suportam o bem-estar humano e sua interdependéncia com toda a vida no

planeta. Abordagem como estas incentivam a valorizagdo e consequentemente investimentos

em monitoramento ambiental.

O monitoramento fornece informagdes que sdo uteis na gestdo do meio ambiente, seus
recursos ou atividades humanas que os afetam. Os dados de monitoramento ambiental
documentam as condi¢des existentes e, se coletados repetidamente, detectam mudangas
cronicas nas condicdes anteriores a interferéncia. Em dreas onde nao se conhece as condi¢des
ambientais anteriores, o monitoramento estabelece um ponto de partida para futuras
comparacdes. O monitoramento € mais benéfico quando resulta em um gerenciamento mais
efetivo para tomada de decisdes, assim que se detecta que uma 4rea foi contaminada, uma série
de pardmetros € monitorada para se compreender a dinAmica e a interacao de seu contaminantes
com 0 meio, como 0 monitoramento poder-se —4 dizer se as medidas de intervengdo estdo

apresentando o desempenho esperado (CETESB, 2005).

Um exemplo de monitoramento eficaz foi a escolha de bactérias coliformes como
indicador de contaminacdo fecal humana, tornou-se uma medida efetiva de saude publica ha
décadas, propiciando a¢des de gestdo para impedir o uso de praias para nadar ou pescar, ou

ainda para eliminar ou melhorar o tratamento das descargas de esgoto (BOESCH et al., 1990).

O “novo modelo portudrio brasileiro” instituido pela Lei de Moderniza¢do dos Portos
(Lei no 8.630/93), ndo trouxe mudancgas na questao ambiental, mesmo passados tantos anos da
promulgacdo da Lei de Modernizagdo dos Portos, poucas autoridades portudrias t€ém unidades
ambientais adequadamente estruturadas, e os processos de gestdo ainda sdo fragmentados, uma
situacdo bem aquém do ideal em termos globais que defendem a necessidade de se ter pessoal
qualificado e em nimero suficiente, orcamento préprio e politicas consistentes e continuadas
para poder atender suas demandas (PORTO; TEIXEIRA, 2002). Da mesma forma, poucas
empresas privadas do sistema portudrio tratam as questdes ambientais no ambito do

planejamento, como uma estratégia proativa, que podem reduzir custos e diminui impactos



ambientais, evitando assim, as a¢des de comando e controle que sdo reativas, dispendiosas e
ineficazes em termos socioambientais. Em muitos setores ainda prevalece a ideia que as
medidas de controle ambiental sdo barreiras ao desenvolvimento, pois demandam custos
elevados de adaptagdo, que acabam refletindo nos pregos dos produtos e servigos. Ha questdes
ainda ndo modernizadas, em desacordo ao novo modelo portudrio, como as trabalhistas (ja que
a mecanizacdo se faz com a dispensa de mao-de-obra portudria), a qualificacdo profissional
(ainda aquém das necessidades dos tomadores de servi¢o) (KITZMAN; ASUS, 2006). O quadro

1 resume as atividades portudrias e seus impactos negativos, o que mostra que € imprescindivel

que haja uma boa gestdo no sistema portudrio.

Quadro 1- Atividades Portudrias e Impactos Ambientais Gerados.

Atividades Portuarias

Impactos Ambientais Negativos

Implantagdo de
infraestrutura maritima e
terrestre

Supressdo de vegetacdo, modificacdio no regime e
alteragdo no fundo dos corpos d’agua, agressio a
ecossistemas, polui¢do da dgua, do solo, do subsolo e do
ar.

Residuos das embarcagdes

Perdas de grios no transbordo e outras matérias primas
transportadas, polui¢do doar, da dgua, do solo

Operagoes com as | Consumo de madeira

embarcagdes

Servicos correlatos, como | Geragdo de efluentes sanitarios, geracdo de dgua de lastro
abastecimento de | (introdu¢do de organismos exdticos, nocivos ou
embarcagdes €  outros | patogénicos por meio das dguas de lastro, alteracdo da
atendimentos; qualidade da biota aqudtica)

Obras de acostagem;

Servicos de dragagem:;

Retirada de sedimento, ressuspensdo do sedimento,
aumento da turbidez, diminui¢do da penetracdo da luz,
mudanca do tipo de sedimento, matéria organica,
alteracdo da profundidade da coluna de dgua, altura da
onda, liberacdo de contaminantes, caso estes ocorram,
mudancas nas concentracdes de nutrientes, mudangas
na temperatura, oxigénio dissolvido, sais, entre outros;

Geragao de residuos pela
atividade portudria;

Geracdo de residuos perigosos € nao perigosos

Operacdo de maquinas e
veiculos portudrios;

Perdas de graos no transbordo, Emissao de Material
Particulado

Manuseio de cargas
perigosas;

Polui¢do acidental

Abastecimento e limpeza
de embarcacoes;

Geracdo de residuos solidos e efluentes

Fonte: Elaborado pela autora (baseado em ANTAQ,2017 E EMAP, 2017)




A gestdo ambiental provoca mudangas profundas, tanto estruturais quanto culturais, que
definem um novo modus operandi portudrio. Politicas de prevencdo ambiental foram e nio sdo
consideradas um fator estratégico na grande complexidade das reformas pretendidas, que

muitas vezes foram resultantes de demandas do Ministério Pablico (KITZMAN; ASUS, 2006).

A valorizacdo das questdes ambientais tornou-se uma vantagem no mercado
empresarial, especialmente quando somada as a¢des de responsabilidade social corporativa. E
importante ressaltar que essa iniciativa foi tomada quando os problemas ambientais atingiram

as cadeias produtivas.

Como exemplo do que aconteceu no comércio globalizado, o controle ambiental
influencia todas as préticas de exportacdo de poluicdo. No Brasil, por exemplo, desde 2001 foi
proibida a importacdo dos gases clorofluorcarbonos (CFCs). O Programa recebeu recursos
financeiros do Fundo Multilateral do Protocolo, que, até 2010, investiu US$ 26,7 milhdes para
auxiliar o governo brasileiro a alcangar resultados positivos na area, substancias que destroem
a camada de 0z0nio, outros caso sao de paises ditos energético eficientes, mas que exportam as
inddstrias altamente consumidoras de energia, como o aluminio, por exemplo. Diversos
incentivos surgiram para que haja essa mudanca, a exemplos certificacio ambiental de

empresas exportadoras e importadoras (FORNASARI FILHO; COELHO, 2002).

3.3 Bioindicadores para avaliacio no monitoramento ambiental

Em uma proposta de monitoramento para reservas marinhas e dreas protegidas nos
Estados Unidos, levantou-se que quatro categorias de informagdes podem ser incluidas em um
programa de monitoramento: (1) estrutura das comunidades marinhas (abundancia, estrutura
etdria, diversidade de espécies,e distribuicao espacial); (2) manutencdo ou recuperacdo do
habitat; (3) indicadoresdequalidade da 4gua ou degradacdo ambiental (por exemplo, poluentes,
niveis de nutrientes, sedimentacio);e (4) atributos e impactos socioecondmicos. Para cada
categoria, éimportante que os sites de pesquisa de programas de monitoramento representativos
da MPA incluamsites replicados e compardveis com diferentes niveis de protecao eempregar

técnicas de amostragem padronizadas (National Research Council, 2001).

-

E necessério conhecer e utilizar mais indicadores bioldgicos sensiveis para monitorar
os efeitos de fatores ambientais antes de se tornarem extremos, monitorar a coluna de dgua,
bem como comunidades bentdnicas, e a recuperacdo do ecossistema (BOUDOU; RIBEYRE,

1997)



A selecdo adequada de indicadores requer alguma compreensao do fluxo de material e
da composi¢cdo das espécies dentro de um ecossistema e indicadores podem diferir entre
diferentes estressores ambientais. Ha também uma necessidade de desenvolvimento de
indicadores que: detectem efeitos agudos subliminares de substincias téxicas, bem como
manifestacdes deefeitos letais cronicos de longo prazo, além de medir e prever disponibilidade
biolégica de produtos quimicos toxicos em agua e sedimentos (National Research

Council,1994).

Bioindicadores sdo organismos de uma espécie, ou parte de um organismo, ou ainda
uma comunidade de organismos, cuja fun¢do e/ou status da populacdo podem ser usados para
monitorar a sanidade ambiental do lugar que eles vivem (MCGEOCH, 1998), levando—se em

consideragdo sua sensibilidade ou tolerancia as alteracdes ambientais (WASHINGTON, 1984).

Alteragdes no status da populagcdo, comportamento e fisiologia de cada organismo sdao
usados para predizer a ocorréncia de um problema ambiental dentro de um dado ecossistema

(MARKERT et al.,1999).

Conti e Cecchethi (2001) diferenciam bioindicador de biomonitor, este titimo fornece
informacdes do ambiente no aspecto quantitativo, enquanto aquele no aspecto qualitativo.
Markert et al. (2003), expdem a problematizacido existente por ndo haver uma linguagem
internacional comum entre bioindicador e biomonitor. Um biomonitor também € um
bioindicador, mas um bioindicador ndo cumpre necessariamente 0s requisitos para um

biomonitor.

Em geral, bioindicadores sdo organismos que podem ser usados para identificacdo e
determina¢do qualitativa de fatores ambientais de importincia para o ser humano, enquanto
biomonitores sdo organismos usados para determinacao quantitativa de contaminantes e podem

ser classificados como sendo sensiveis ou acumulativos (TONEIJK; POSTHUMUS, 1987).

Pela nomenclatura e aplicacao nos mais diversos monitoramentos, que seja conveniente
a compreensdao de que quando o organimo apresenta tolerincia as alteracOes ambientais, ele
pode ser usado no biomonitoramento, acompanhando as mudangas no decorrer dos anos,

portanto pode ser considerado um biomonitor (CONTI; CENCHETI, 2001).

O uso de bioindicadores prové um numero significante de vantagens na avaliagdo da
qualidade da 4gua, do que medi-la diretamente (COOPER et al.,2009). Metodologias

tradicionais de monitoramento aquético, principalmente em dreas de fontes de polui¢do nao



pontuais, baseadas em caracteristicas fisicas, quimicas e bacterioldgicas, sdo questionados ha
algum tempo. Metcalf (1989) afirmou que as avaliagdes bioldgicas deveriam ser incluidas, pois
ofereceriam vantagens importantes sobre medi¢des quimicas, visto que os organismos integram
0 meio ambiente, estdo expostos as condi¢des durante longos periodos de tempo, enquanto os
dados quimicos sdo de natureza instantanea e exigem um grande ndimero de medidas. Outra
desvantagem € que se as medi¢des quimicas forem feitas longe da fonte poluente, ndo serdo
capazes de detectar perturbacdes sutis sobre o ecossistema (BAPTISTA et al., 2003; BUSS et
al., 2003). Para a realizagao de avaliacoes eficientes, € de fundamental importancia a aplicagcdo
de andlises integradas da qualidade da dgua, unindo as repostas das metodologias tradicionais

de avaliacdo aos aspectos bioldgicos do sistema (BAPTISTA et al., 2003).

A resposta que se pretende obter no monitoramento, depende do sucesso da escolha do
bioindicador, visto que nenhum organismo pode ser usado para todos os fins. Cairns et al.
(1993), afirmam que “basicamente, tudo é um indicador de alguma coisa, mas nada é um

12

indicador de tudo”.

Segundo Klumpp (2001), os organismos bioindicadores podem ser classificados ou
agrupados em: 1) organismos apontadores e indicadores ecoldgicos - indicam o impacto da
poluicdo através de mudangas no tamanho de sua populacio, ou através de sua presenca ou
desaparecimento sob certas condi¢des ambientais; 2) organismos testes - indicadores
padronizados, utilizados em testes toxicoldgicos e ecotoxicoldgicos; e 3) organismos monitores
- mostram, qualitativa e quantitativamente, o impacto da poluicdo ambiental sobre organismos
vivos utilizados para monitorar a qualidade do ar ou da 4dgua. Podem ser utilizados no
monitoramento passivo, em que as espécies ja se encontram no ecossistema estudado, ou no

monitoramento ativo, em que os organismos sao introduzidos de forma padronizada.

Para Mouillot et al. (2002) as espécies sdo identificadas como bioindicadores quando
sua presenca ou abundancia em locais de um habitat particular, ou uma 4rea de conservagao,

sdo altas.

Um bioindicador deve ter as seguintes caracteristicas (JOHNSON et al., 1993; COOPER
et al.,2009): 1) a especificidade é a medida em que as mudancas no bioindicador respondem as
mudancas em qualidade da dgua, e ndo a outras condi¢des ambientais .2) a monotonicidade é a
medida em que o aumento das mudancas no bioindicador € proporcional a intensidade e duragao
das mudancas na qualidade agua , que se torna evidente na relagdo causa/efeito. 3) a

variabilidade € a extensdo de variacdo natural do bioindicador na auséncia de mudangas na



z

qualidade da 4gua. 4) a praticidade € a extensdo que as mudancas no bioindicador sdo
facilmente quantificadas, e depende do custo, independéncia do observador, nivel de expertise
e as escalas espaciais e temporais necessdrias para aplicacdo.5) a relevincia refere-se a
importancia ecolégica bem como a paricipacdo publica., o que auxilia na divulgacdo dos

resultados.

Para serem biologicamente relevantes, as espécies de bioindicadores devem apresentar
alteracdes em resposta a um estresse (sensibilidade), ter baixa variabilidade natural, exibirem
alteracOes persistentes que sdo provavelmente atribuiveis aos estresses (especificidade),
abrangerem variacdes em escala e complexidade e exibem biologicamente importantes e

mudangas mensurdveis (REZENDE; LACERDA,1986).

Burger e Gochfeld (2001) afirmam que alteracdes agudas e cronicas podem afetar a
qualidade da dgua e atingir os organismos. Um indicador util é aquele que responde aos
estresses e pode servir de alerta precoce de potenciais efeitos adversos, nesse caso, também
pode-se considerar uma altera¢do aguda (por exemplo, dragagem ou eventos de inundacdo). No
entanto, a resposta nao deve ser tdo sensivel que indica falsamente variagcdes triviais ou
biologicamente sem importancia. Para ser de médxima utilidade, as mudangas devem ser

mensuraveis antes que o dano seja irreversivel ( BURGER E GOCHFELD, 2001).

Um outro tipo de alteracao na qualidade da d4gua pode ser cronica (por exemplo, alterada
regime de escoamento) ou entdo uma caracteristica importante na selecdo de qualquer
bioindicador € o tempo necessario para a resposta bioldgica manifesto na comunidade genética
/ colonia, populacdo ou comunidade nivel. Tanto a duracio do inicio da resposta como a periodo
de recuperaciio pode variar de quase instantineo para décadas (MAGALHAES E FERRAO
FILHO, 2008).

Muitos crusticeos decdpodas tém sido utilizados como bioindicadores para
monitoramento portudrio, Entre as 26 espécies identificadas nos trabalhos analisados por
Andrade (2016), o biomonitor mais utilizado foi o decdpodo Carcinus maenas (Linnaeus, 1758),
que foi utilizado em 11 estudos, seguidos por Ovalipes trimaculatus (De Haan, 1833),
Macrophtalmus ( Hemiplax) hirtipes (Heller, 1865), Heloecius cordiformis (Milne Edwards,
1837), Paradorippe granulata (Haan, 1841), Crangon crangon (Linnaeus, 1758), Palaemonetes
pugio (Holthuis, 1949). Nesse mesmo trabalho de revisdo, Andrade (2016) afirma que outros

crusticeos utilizados sdao: 1) Amphipoda; 2) Isopoda; 3) Maxilipoda.



3.3.1 Siris como modelo animal para bioindicadores

Os siris pertencem a Classe Malacostraca, Subclasse Eumalacostraca Superordem
Eucarida, Ordem Decapoda, Subordem Pleocyemata, infraordem Brachyura (MARTIN ;
DAVIS, 2001). De acordo com Brusca e Brusca (2007), € estimado um total de 67.000 espécies
de crusticeos descritas. Os crustidceos representam um dos grupos de invertebrados mais
populares devido ao fato de incluirem espécies com grande interesse econdmico as quais sao
consideradas importantes itens alimentares). Constituem um grupo extremamente importante,
pois ocupam posicdes ecoldgicas fundamentais como elos tréficos entre produtores primérios

(fitoplancton) e consumidores em niveis troficos superiores (RUPPERT et al.; 2005).

Dentre as ordens, a Decapoda apresenta maior diversidade de espécies registradas que
atualmente contém uma estimativa aproximada de 15.000 espécies. Devido sua diversidade,
estudos dos decapodes tem sido um “campo fértil” para os pesquisadores e novas descobertas
requereram alteragcdes na classificacdo que melhor refletissem suas mudancas e

relacionamentos evolutivos (DE GRAVE et al., 2009).

Na infraordem Brachyura estdo os siris e caranguejos, A infraordem Brachyura é
representada por cerca de 6.835 espécies (DE GRAVE et al., 2009) e, de acordo com Stemberg
(1996), constitui um dos grupos mais diversificados morfoldgica e ecologicamente. Segundo

Melo (1996), o litoral brasileiro € composto por mais de 330 espécies de Brachyura.

Dentre os Brachyura, os membros da superfamilia Portunoidea t€ém merecido destaque
nas investigagdes relacionadas aos parametros distribucionais, devido, provavelmente, a sua

abundancia e importancia econdmica (SANTOS et al., 1994).

Na superfamilia Portunoidea esté inserida a familia Portunidae, que inclui todos os siris:
sdo comumente descritos como caranguejos que possuem o hébito de nadar, proporcionado pela
forma hidrodindmica do corpo e pela posse de um articulo achatado, em forma de remo, no

ultimo par de apéndices locomotores.

Segundo Melo (1996), a familia Portunidae é representada nas Américas por mais de
300 espécies. No Brasil sao registradas 21 espécies de siris desta familia. Possuem importancia
socioecondmica como recurso alimentar de muitos brasileiros que moram no litoral, outrossim

sdo considerados indicadores bioldgicos de massas de agua (TAISSOUN, 1973).

Nesta familia encontra-se o género Callinectes com 16 espécies descrita mundialmente

das quais 6 sdo encontradas no Brasil: C. bocourti A. Milne-Edwards, 1879; C. danae Smith,



1869; C. exasperatus (Gerstaecker, 1856); C. larvatus Ordway, 1863, C. ornatus Ordway,
1863 e C. sapidus Rathbun, 1895 (Melo, 1996).

Dentre as dez espécies que compdem o género Callinectes, oito ja foram registradas
para a costa brasileira, a saber: Callinectes bocourti A., Callinectes danae, Callinectes
exasperatus, Callinectes larvatus, Callinectes ornatus, Callinectes sapidus e Callinectes affinis

(SANKARANKUTTY et al., 1999).

A diagnose de C.danae (MELO 1996; CALADO; SOUSA , 2003), é: carapaca com 4
dentes frontais, drea metagdstrica com largura que varia de 2 a 2,5 vezes o comprimento, largura
posterior 1,5 vezes o comprimento; margens antero-laterais pouco arcadas, os dentes variam
por ter margem externa convexa ou serem espiniformes, sendo a margem anterior mais curta
que a posterior; quelipodes com cristas granuladas; carpo com forte dente lateral e forte
proeminéncia; gonépode do macho alcancando além do ponto mediano do esternito VI, se
cruzando entre si perto da base; os quelipodes sdo azuis, o cefalotérax e as patas possuem
tonalidades parda a azul; a face interna na metade distal dos dedos apresenta uma coloragdo

lilds, no entanto essa coloracdo pode variar de acordo com o ambiente.

Os habitats bentonicos costeiros estdo entre mais produtivos do planeta. Segundo
Pereira e Soares-Gomes (2002), dentre os ecossistemas presentes na regido entre-marés e
habitats da zona costeira, os substratos duros, no geral, sdo considerados alguns dos mais
importantes por abrigarem um grande niimero de espécies de grande importancia ecoldgica e
até econOmica, tais como mexilhdes, ostras, crusticeos e algumas espécies de peixes. Por
receberem grandes quantidades de nutrientes de sistemas terrestres, estes ecossistemas
apresentam uma grande biomassa, assim como uma elevada producdo primdria de
microfitobentos e de macroalgas. Como consequéncia, estes habitats sdo locais de alimentacao,
crescimento e reproducdo de um grande niimero de espécies.

Mesmo com aspectos tdo relevantes desses organismos, existem diversas pressoes,
como a coleta indiscriminada, contaminagao por poluentes, diminui¢ao das dreas de mangue, e
a relacdo de competicdo ou predacdo com espécies exoticas como o siri africano Charybdis
hellerii, registrado pela primeira vez por Feres et al. (2007), presente em todo o litoral da Ilha

do Maranhao, principalmente em areas rochosas.

As espécies exoéticas invasoras sdo organismos que, introduzidos fora da sua drea de

distribuicdo natural, ameacam ecossistemas, habitats ou outras espécies. Sdo consideradas a



segunda maior causa de extin¢do de espécies no planeta, afetando diretamente a biodiversidade,

a economia e a saude humana (MMA, 2003).

O despejo de dgua de lastro vinda de outro continente contribuiu sobremaneira para
quebra de barreiras ecoldgicas, tendo como uma de suas consequéncias 0 aumento expressivo
das ocorréncias de introducdes de espécies exoticas (MEYERSON; MOONEY, 2007) e perda
da biodiversidade local. No caso da Ilha do Maranhio, a via de entrada tem sido 0os navios em
direcdo ao Porto do Itaqui, um problema que atinge todas as cidades onde ha atividade de
movimentacdo portudria, e tem sido apontado como o vetor de transferéncia mais importante
na atualidade. Tal mistura global de organismos contribui para a perda mundial de diversidade

no ambiente aquatico e nas comunidades terrestres ( SILVA et al., 2002).

3.4 Biomarcadores no monitoramento ambiental

Os biomarcadores sdo definidos como componentes bioldgicos, células, processos
bioquimicos, estruturas e funcdes bioldgicas, que se alteram em contato com compostos
xenobidticos (KENDALL et al., 1996). O uso de biomarcadores € especialmente ttil no
diagndstico inicial da contaminag¢do, podendo captar mudancas sutis no ambiente, que somente
tempos depois seriam detectadas em populagdes e comunidades (HYNE; MAHER, 2000).

De acordo com WHO (1993), os biomarcadores podem ser subdividido em trés classes:
a) biomarcadores de exposicdo: cobrindo a detec¢do e medi¢do de uma substincia exdgena ou
seu metabodlito, ou ainda o produto de uma interagdo entre um agente xenobidtico e alguma
molécula ou célula alvo que € medido em um compartimento dentro de um organismo; b)
biomarcadores de efeito: incluindo bioquimicos mensurdveis, alteracdes fisioldgicas ou outras
dentro dos tecidos ou fluidos corporais de um organismo que pode ser reconhecido como
associado a uma saude estabelecida ou possivel deficiéncia ou doencga; c¢) biomarcadores de
susceptibilidade: indicando o inerente ou capacidade adquirida de um organismo para
responder ao desafio de exposicdo a uma substancia xenobidtica especifica, incluindo fatores
genéticos e mudancas em receptores que alteram a susceptibilidade de um organismo para essa
exposicao.

Atualmente, a andlise de deformidades morfol6gicas em macroinvertebrados bentdnicos
¢ uma medida qualitativa da presenca de contaminantes em um ecossistema, ainda estando
restrita a alguns grupos taxonOmicos. Para ampliar os estudos e incluir abordagens
quantitativas, € necessdrio expandir o nimero de espécies estudadas e aprofundar os estudos

experimentais. As deformidades provocadas por agentes quimicos ou classes de contaminantes



especificos devem ser identificadas, e as relacdes entre dose e tempo de exposicdo e a
freqiiéncia e severidade das deformidades devem ser estabelecidas.

Sousa et al. (2013) ressalta a importancia de estudos que esclarecam o potencial e a
dinamica dos xenobidticos ou de outros contaminantes em espécies de importancia econdmica,
como aquelas que sdo utilizadas na alimentagdo.

Alteragdes histologicas em tecidos de peixes constituem uma metodologia sensivel para
detectar os efeitos toxicos diretos de compostos quimicos em Orgdos-alvo e, portanto, sdo
indicadores potentes da exposi¢do prévia a estressores ambientais (SCHWAIGER et al., 1997).
A histopatologia traduz a lesdo integrada em fun¢do da duracdo e da intensidade da exposi¢ao
ao elemento téxico e a capacidade adaptativa de um determinado tecido (FERREIRA, 2004;

ALBINATI et al., 2009).

3.4.1 Alteragdes Enzimaticas como biomarcadores bioquimicos

Geralmente, uma vez que 0s animais S30 expostos a contaminantes, uma cascata de
respostas bioldgicas sdo ativadas, mas cada resposta pode ser considerada um biomarcador
(STEGEMAN et al., 1992). O uso de biomarcadores de contamina¢ao aqudtica em peixes em
Unidades de Conservacao (UCs) € particularmente importante, uma vez que mostra respostas
bioldgicas iniciais, podendo ser util para subsidiar acdes de monitoramento e de gestdo
ambiental (CARVALHO-NETA; ABREU-SILVA, 2010).

O uso de biomarcadores bioquimicos em monitoramento ambiental oferece algumas
vantagens: sdo normalmente os primeiros a serem detectados, sdo bastante sensiveis a presenca
de determinados poluentes, apresentam alta especificidade, possuem baixo custo de andlise e
fornecem informacdes a respeito do efeito metabolico causado pelo xenobiodtico (STEGEMAN
et al., 1992; VAN DER OOST et al., 2003).

A maioria dos xenobidticos que entra no organismo € lipofilica, uma propriedade que
permite que esses compostos exdgenos penetrem as membranas lipidicas e sejam transportados
por lipoproteinas nos fluidos corpdreos. Os efeitos téxicos de um xenobidtico ou seus
metabolitos podem se manifestar quando o composto se liga a macromoléculas celulares
levando a ruptura da membrana, danos celulares ou efeitos genotéxicos que, por sua vez, podem

levar ao desenvolvimento ou a progressao de doengas (VAN DER OOST et al., 2003).

3.4.1.1 Reagoes de fase 1
A biotransformacao desses xenobidticos usualmente consiste de duas fases: durante a

fase I, um grupo polar (tais como —OH, -NH_, -COOH) ¢ introduzido na molécula através da



acdo de oxidases , redutases , hidrolases, etc., e, embora isto aumente sua solubilidade em 4gua,
o efeito mais importante € tornar o xenobidtico um substrato adequado para as reacdes de fase
I1. Estas reacdes de fase I (oxidagdo, reducdo e hidrélise), para a maioria dos xenobidticos, sdo
catalisadas por enzimas que compdem o sistema de oxidases de fung¢ao mista (mixed function
oxidase - MFO) e incluem o citocromo P450, o citocromo b5 ¢ o NADPHcitocromo P450
redutase (HODGSON; GOLDSTEIN, 2001).

A reacdo bdésica catalisada pelo citocromo P450 é a monooxigena¢do, na qual um dtomo
do oxigénio molecular € incorporado ao substrato lipofilico RH, que corresponde ao
xenobidtico, e o outro é reduzido a dgua, sendo os elétrons necessdrios para a reducdo
fornecidos pelo NADPH. Nessa reacdo, o xenobiético (RH) € convertido para um produto mais
solivel em dgua (ROH) apds a incorporacdo de um atomo de oxigénio proveniente do oxigénio
molecular (HODGSON; GOLDSTEIN, 2001).

O contaminante associado a mecanismos de biotransformacdo, podem aumentar a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), estas sdo normalmente geradas no
metabolismo celular, como decorréncia do processo de transferéncia de elétrons na respiracdo
mitocondrial das células principalmente aqueles relacionados a fase I (reacoes de CYP450)

(STEGEMAN et al.1992).

3.4.1.2 Reacoes de fase Il

De acordo com Van Der Oost e Vermeulen (2003) os componentes da defesa
antioxidante sdo funcionalmente divididos em enzimas de biotransformacgdo da fase II e
enzimas de estresse oxidativo (SOD, CAT, GPX E GR.), por isso sdo 0os mais extensivamente
investigados (SIES et al., 1993). A enzima antioxidante glicose -6-fosfato desidrogenase
(G6PDH) ¢é conhecida como enzima auxiliar (BONILLA —VALVERVERDE et al., 2004).

O estresse oxidativo ocorre quando a taxa de producdo de EROS excede a taxa de
decomposicdo em seus sistemas antioxidantes, o que conduz a um aumento do dano oxidativo
a niveis celulares (ALMEIDA, et al 2005)

A biotransformacdo de xenobidticos € uma importante fonte de espécies reativas de
oxigénio (EROs), que correspondem aos produtos da reducido do oxigénio molecular, como o
anion radical superoxido (O2—*), o radical hidroxila (OHe¢) e o peroxido de hidrogénio (H202)
(STEGEMAN et al.1992).

Essas espécies reativas de oxigénio sdo oxidantes extremamente potentes, capazes de
reagir com macromoléculas celulares criticas, causando diferentes tipos de danos bioldgicos

que podem levar a morte celular.



Assim, a geracdo de ERO, mediada pelo citocromo P-450 durante o processo de
biotransformag¢do, pode ser considerada uma “reagdo colateral” indesejada das enzimas de
biotransformacao de xenobidticos (MARTINEZ, 2006).

Os organismos aerdbicos, entretanto, apresentam diferentes mecanismos, enzimaticos e
ndo-enzimaticos, de defesa antioxidante que podem prevenir a formacao das EROs, reagir com
esses intermedidrios reativos, bem como reparar os danos causados pelos mesmos (STOREY,
1996).

As enzimas-chave que fazem parte do sistema de defesa antioxidante sdo: superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidade (GPx), todas elas abundantes nos
tecidos de peixes (MARTINEZ, 2006).

SOD, CAT e GPx sdo criticamente importantes na detoxificacdo dos oxiradicais para
moléculas nao-reativas. Desde que a atividade dessas enzimas € induzida pelas espécies reativas
de oxigénio, elas podem ser indicadores tteis de estresse oxidativo.

Os efeitos mediados pelos oxidantes com potencial para biomarcadores incluem tanto
as respostas adaptativas, a exemplo do aumento da atividade das enzimas antioxidantes e a
concentracdo de compostos antioxidantes ndo-enzimdticos, como as manifestacdes de
toxicidade, tais como a oxidagdo de proteinas, lipideos e 4dcidos nucléicos. (VAN DER OOST
et al., 2003).

Caso o sistema de defesa antioxidante esteja comprometido, pode ser estabelecido um
desequilibrio pré-oxidante celular, denominado estresse oxidativo, que, por sua vez, estd
associado a vdrios processos patoldgicos e danos as suas macromoléculas (GUERREIRO et al.,
2002).

Deteccao de alteracOes nas enzimas antioxidantes ¢ um dos mecanismos propostos como
biomarcador de contaminagdo, visto que estas enzimas atuam de maneira a “neutralizar” as
EROs, visando prevenir danos celulares. (WINSTON, 1991).

Nas reacoes de fase II, o composto previamente alterado combina com um substrato
endégeno para produzir um produto de conjugacdo solivel em dgua que seja prontamente
excretado, mas em alguns casos os produtos intermedidrios ou finais podem ser ainda mais
téxicos que os compostos originais, €, a seqiiéncia, nesse caso, pode ser denominada de
bioativacao (DI GIULIO et al., 1995).

Sheehan et al. (2001) em um trabalho de revisdo, considera uma fase III, A fase III ou
fase de eliminacdo € representada por mecanismos de transporte. Diversos sistemas de
transporte existem para eliminar conjugados de glutationa, incluindo a bomba GSX ATP-

dependente, transportador multi-especifico de anions organicos (MOAT), multi especifico



transportador de anions de dinitrofenol S-GSH conjugados (bomba Dnp-SG) e P-glicoproteina
(Pgp).

Pelo conceito classico de defesas oxidantes, elas podem ser enzimaticas (catalase —
CAT, glutationa peroxidase — GPx; glutationa redutase — GR; superéxido dismutase — SOD;
glutationa- s — transferase - GST) e ndo enzimaticos (CADENAS, et al 1989).

Destaca-se neste trabalho a atuag¢do das enzimas Glutationa — S — Transferase e Catalase,

dando-se énfase a uma descri¢do da sua atuagao, funcdes e reagoes.

3.4.1.3 Glutationa-S-Transferase (GST)

Existe muito interesse em pesquisas sobre GST, devido principalmente ao envolvimento
destas enzimas na protecdo dos organismos contra compostos tOxicos presentes no meio
ambiente (CLARK, 1989).

As glutationa — S- transferases (GST) representam uma importante familia de enzimas,
primariamente citosoélicas, que catalisam a conjugagdo de varios compostos com o tripeptideo
glutationa. Essas proteinas também desempenham papéis adicionais no processo de
detoxificagdo, atuam na conjugacdo dos compostos remanescentes da fase I, formando
compostos conjugados com glutationa na forma reduzida (GSH).

Diversos estudos indicam que o grau de expressdao de GST € um fator crucial para a
determinacgao da sensibilidade de células a um amplo espectro de contaminantes e a inducao da
GST ¢ parte de um mecanismo de resposta adaptativa a estresse quimico o qual é amplamente
distribuido na natureza (GOWLAND et al.,, 2002). As GSTs foram propostas como
biomarcadores de contaminacio pelo ICES e MED-POL.

As GSTs soliveis aumentam a disponibilidade de agentes toxicos lipofilicos para as
enzimas de fase I, servindo como proteinas carreadoras. Também, por meio de ligacdes
covalentes com os compostos toxicos, as GSTs reduzem a probabilidade desses compostos se
ligarem a outras macromoléculas celulares, como o DNA (STEGEMAN et al., 1992).

O figado € a principal fonte de GST em peixes, onde essa enzima corresponde a uma
grande fragcdo das proteinas hepaticas soliveis. A atividade da GST também j4 foi descrita em
orgdos extra-hepdticos de peixes, entretanto sua atividade nesses tecidos é geralmente menor
do que no figado ( MYERS et al., 1998). Nos siris, o hepatopancreas ou a glandula digestiva
sd0 os principais 6rgdo da reserva e desintoxicacdo de xenobidticos e é altamente sensivel a

fatores fisiologicos e ambientais mudancas (VIRGA et al., 2007).



A maioria dos estudos determina a atividade da GST total, utilizando o substrato
artificial CDNB (1 cloro 2,4 dinitrobenzeno) fig.1, que é conjugado com a glutationa reduzida
por trés das quatro isoformas da GST ja descritas para peixes (VAN DER OOST et al., 2003).

Alguns trabalhos também jd mostraram um aumento significativo na atividade da GST
em peixes expostos ao sedimento coletado em locais poluidos (ALMEIDA et al., 2005) e em
peixes mantidos em locais conhecidamente impactados, quando comparados com animais
mantidos em locais de referéncia (CAMARGO; MARTINEZ, 2006).

Essa atividade aumentada da GST pode estar associada a um processo adaptativo do
organismo a presenca de uma variedade de compostos organicos no ambiente (GALLAGHER
et al., 2001).

Entretanto, existem relatos na literatura de reducdo da GST em peixes de locais
poluidos e peixes expostos a PAHs, pesticidas e dioxinas (VAN DER OOST et al., 2003),
indicando que os resultados da GST devem ser analisados de forma cuidadosa e sempre
associados com os resultados de outros biomarcadores bioquimicos.

Estas enzimas catalisam a conjugacdo de moléculas orginicas, com um centro
eletrofilico reativo, com o grupo tiol do tripeptideo glutationa na forma reduzida (GSH) (Fig.1).
Geralmente o resultado desta reacdo é a formacdo de uma molécula mais polar e menos reativa,

de maior facilidade de excrecao ( CLARK, 1989).

il ! I
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(CDNE) Conugade de Glutationa

Figura 1 - Equagdo geral da reacdo catalisada pelas GSTs. Neste exemplo o substrato utilizado
€ CDNB (1 cloro 2,4 - dinitrobenzeno) (Keen; Jackoby, 1978).

Além disto, foi verificado que as GSTs apresentam muitas outras fungdes. Estas enzimas
possuem atividade de peroxidase e isomerase, podem inativar espécies reativas de oxigénio,
regenerar proteinas S-tioladas, catalisar reagcdes de vias metabdlicas ndo associadas as vias de

biotransformacao, e ainda sdo capazes de ligar, ndo cataliticamente, uma variedade de ligantes



endogenos e exdgenos potencialmente téxicos ( SHEEHAN et al., 2001). Elas s@o proteinas
diméricas, podendo ser homodiméricas ou heterodiméricas (CLARK, 1989).

Estudos indicam que a estrutura dimérica € essencial para a fungao catalitica, pelo menos
em algumas isoformas. O dimero é formado por intera¢des hidrofébicas entre os mondmeros,
através de um sistema “chave-fechadura”. Mutacgdes dirigidas para residuos envolvidos neste
sitio de ligacdo da proteina podem comprometer a intera¢cdo dos mondmeros, influenciando na
estabilidade do dimero e do sitio ativo, podendo resultar em uma menor interacdo com o
substrato (ALVES et al., 2006).

O CDNB (1-cloro 2,4—dinitrobenzeno) € utilizado para analisar a atividade de todas as
isoformas de GST. Portanto a atividade detectada com este substrato é denominada atividade

da GST total.

3.4.1.4 Catalase (CAT)
Segundo Frugoli et al. (1996), as catalases sdo enzimas que contém ferro e facilitam a
remog¢do do peroxido de hidrogénio, que € metabolizado para oxigénio molecular e agua,

conforme a reacao a seguir:
2 H:O] — EHEO + 03

Essas enzimas reduzem apenas o H20O2, ao contrario de algumas peroxidases que
reduzem vdrios perdxidos lipidicos, bem como o hidroperdxido. Muitos estudos sugerem que a
catalase € mais efetiva para controlar o estresse oxidativo quando as concentragdes
intracelulares de H>O- sdo muito elevadas.

Pequenos aumentos no H202 parecem ser mais bem controlados pela glutationa
peroxidase (GPx) (HERMES-LIMA; ZENTENO-SAVIN, 2002).

O ensaio mais usado para determinar a atividade da catalase € muito simples e se baseia
na taxa de desaparecimento do H>O> em 240 nm.

As catalases ocorrem primariamente nos peroxissomos e a proliferacdo peroxissomica
€ a principal causa para a elevagdo da atividade cataldsica nos tecidos, sendo que as espécies
reativas de O provavelmente ndo induzem maiores atividades per si (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2005).

A catalase estd presente em todos os tecidos de vertebrados, com atividade
particularmente alta nos eritrdcitos e no figado; em contraste, a atividade cataldsica no cérebro

€ geralmente baixa ( HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2005).



Como as catalases estdo localizadas nos peroxissomos da maioria das células e estdo
envolvidas no metabolismo dos 4cidos graxos, alteracdes na sua atividade, principalmente no
figado, podem ser de dificil interpretacdo. Por isso, a atividade cataldsica nos eritrécitos pode
ser um marcador mais apropriado para a exposi¢do oxidante em peixes (STEGEMAN et al.,
1992).

A atividade dessa enzima também se correlaciona com os habitos alimentares dos
peixes, e, diferentemente do que acontece com a SOD, a atividade da CAT tende a ser menor
nos herbivoros do que nos onivoros. Foi observado que alguns contaminantes, como o cobre
em altas concentragdes e o nitrito podem inibir a atividade da catalase em peixes (LACKNER,

1998).

3.4.2 Lesdes branquiais como biomarcador histoldgico

A presenca de agentes estressores podem provocar alteracdes histopatoldgicas resultates
de mudancas bioquimicas e fisiologicas no organismo, essas mudancas podem levar a formacao
de lesdes mnas células, nos tecidos ou oOrgdos (HINTON et al, 1992).
As andlises histopatoldgicas representam ferramentas tteis para o diagndstico e monitoramento
ambiental. Esse tipo de andlise fornece um método para a detecc¢do de alteracdes morfoldgicas
em multiplos 6rgdos, como branquias, figado, rins e gonadas (MAHARAJAN et al., 2015).

O ciclo reprodutivo de crustaceos foi amplamente estudado, principalmente das espécies
que tém valor comercial ou potencial ecolégico. Estudos histoldgicos sdo uma forma de
entender condicdes patoldgicas do animal, ajudando no diagndstico das anormalidades ou
danos dos tecidos exposto ao estresse toxico dos metais pesados . O esudo histolégico fornece
uma indicac¢do precoce de risco de polui¢do, e também dados tteis sobre a natureza e o grau de
dano as células e tecidos (MAHARAJAN,2017). Além dessas caracteristicas, o baixo custo
justifica o uso de andlises histopatoldgicas em estudos ecotoxicolégicos (DALZOCHIO, et al
2016).

As branquias sdo o 6rgdo respiratorio primario em siris, também sdo responsaveis por
outras fungdes fisioldgicas vitais, como excrecdo, base dcida equilibrio e regulacido idénica
(USMAN et al. 2013). Entdo, quando os siris sdo expostos a poluentes, essas fungdes vitais
sao prejudiciais afetado e o comprometimento funcional das branquias pode significar danos a
saide do animal (Kumar e Tembhre, 2010).

A andlise de branquias de peixes e crusticeos tem sido amplamente utilizada, devido a

sua grande drea em contato com agua e alta permeabilidade qualquer mudangas nesse 6rgaos



pode levar ao comprometimento de vdrias fungdes, incluindo troca de gis e regulacdo idnica
(ARELLANO et al., 2004).

Diversos trabalhos em peixes mostraram que as branquias apresentaram lesdes e
alteracdo da sua estrutura quando afetadas por contaminantes ou agentes estressores como
metais pesados, amonia, fendis, endo e ectoparasitos (MAHARAJAN et al., 2015). Essas
alteracdes histoldgicas funcionam como mecanismos de defesa, como um reflexo de adaptagdes
fisiol6gicas diminuindo a drea de superficie vulnerdvel da brinquia e/ou aumentando a barreira
de difusdo ao poluente (ERKMEN; KOLANKAYA, 2000).

Alteracdes encontradas em branquias podem ser utilizadas como meio de identificar a
acdo de compostos quimicos nos animais, essas alteragcdes morfoldgicas proporcionam inferir
a qualidade do ambiente aqudtico e quantificar as alteragdes fisiolégicas dos organismos
afetados (LUPI et al., 2007). As alteragdes histologicas nos tecidos dos siris estudados sdao
consideradas como biomarcadores de efeito a exposi¢ao de estressores do meio ambiente, sendo
reconhecidas cada vez mais como uma metodologia valiosa para a avaliacdo do campo de
poluentes ambientais (CARVALHO-NETA et al., 2014).

Esta categoria de biomarcadores permite um exame especifico dos 6rgdos e das células
alvo, e como eles sdo afetados sob condig¢des in vivo. Além disso, em avaliacdo de campo, a
histopatologia ¢ um método eficaz para detectar os diversos efeitos da exposicdo aguda ou
cronica nos vdrios tecidos e 6rgaos (HINTON et al., 1992).

As lesdes em tecidos de branquias tem sido frequentemente estudadas em peixes e
crusticeos coletados em ambientes naturais poluidos para avaliar a degradacdo do ambiente
aquético ou validadas em animais expostos a substancias em testes de laboratério.

O levantamento do epitélio lamelar é considerado como o primeiro sinal de patologia
branquial e caracteriza-se pela elevacdo de uma lamina continua do epitélio de revestimento
das lamelas para longe do sistema de cé€lulas pilares, aumentando assim a distancia entre o meio
externo e o sangue (THOPHON et al., 2003), comprometendo a funcao respiratdria do érgao.

A hiperplasia € um tipo de alterag@o incipiente, uma das causas pode ser o aumento na
concentracdo de amonia ambiental, caracterizando-se pelo aumento na proliferacdo das células
no epitélio a qual pode levar a fusdo lamelar e rompimento das células pilares (KARASU-
BENLI; KOKSAL, 2005). Também é considerada um tipo de alteraco inespecifica que pode
ser causada por uma variedade de estressores, bem como a descamacao da cuticula lamelar e a
fusdo lamelar (HINTON et al. 1992).

Outro tipo de alteracdo € a necrose, que consiste na morte celular por meio da ruptura

do epitélio lamelar e aumento da substitui¢do celular e da regeneracao epitelial, sdo lesdes que



refletem o efeito direto dos poluentes e que ocorrem em condi¢des de maior toxicidade
((PELGROM et al., 1995; MONTEIRO, 2001; SANTOS, 2007).

Os parasitos podem causar danos estruturais graves, como cistos entre as lamelas e
inflamacao, o aparecimento dos mesmos estd relacionado ao desequilibrio parasito-hospedeiro-
ambiente, geralmente associado a um ambiente de baixa sanidade (MORAES; MARTINS
,2004).

3.5 Modelos preditivos de impacto

Estudos em ecotoxicologia tem sido desenvolvidos com o intuito de desenvolver
modelos preditivos para 0 monitoramento ambiental. A utilizacdo de modelos preditivos no
contexto de estudo de impacto ambiental é de grande utilidade uma vez que sdo dispositivos
que se utilizam de um conhecimento prévio para prever tendéncias e eventos, sendo necessario
que sejam utilizadas espécies nativas para cada regido (MALTCHIK; MEDEIROS, 2001) .

Os modelos tem a vantagem de prever os efeitos dos agentes toxicos considerando os
efeitos a nivel molecular, bioquimico, celular, tecidual e em organismos, chegando até os niveis
hierarquicos mais altos (BAZANA et al., 2016). Recentemente, as estratégias cldssicas de
monitoramento biolégico tem sido modificadas, iniciando para considerar os organismos e
alguns dos seus peculiares processos para representar novos biomarcadores . H4 um aumento
significativo da utilizacdo dos invertebrados marinhos na avaliacdo impactos de poluentes
ambientais. Por isso, nos ultimos anos grandes esforcos tem como objetivo identificar o
organismo modelo mais relevante para testar toxicidade olhando primeiro para caracteristicas
como uma abundancia na natureza, a importancia ecoldgica e comercial e a posi¢cao emcadeias
alimentares marinhas , especialmente para o que diz respeito a transferéncia de energia
(ANKLEY; JOHNSON , 2004). Os modelos preditivos t€ém a informacdo, o método e o
resultado como elementos basicos (WARREN, 1990).

Modelos matematicos (preditivos) de dados biolégicos foram utilizados em peixes e
caranguejos, para a correlacdo de biomarcadores bioquimicos e histopatolégicos
(CARVALHO-NETA et al., 2014); e genotoxicos e histopatologicos (PINHEIRO-SOUSA,
2015) em peixes de diferentes regides do Maranhdo. Outros estudos poderdo aplicar tal

metodologia para outras espécies bioindicadoras, como € o caso de Callinectes danae.



4 MATERIAL E METODOS
4.1 Area de estudo

A drea conhecida como Golfao Maranhense (Fig. 2) é formada por duas grandes Bafas,
a Baia de Sdo Marcos e a Baia de Sdo José. No Golfao desembocam duas drenagens
independentes; o sistema Mearim/ Pindaré/ Grajad, na baia de Sao Marcos, e o rio Itapecurd,
na Bafa de Sdo José. As duas baias que constituem o Golfao maranhense tem ligacdo distinta

com o mar aberto (NUGEOQO, 2009).

A baia de Sao Marcos, a mais longa, € um estudrio ativo, com um canal central bem
desenvolvido e dominado por correntes de vazante, onde sucedem-se bancos arenosos, em série,
desde a foz da bafa, até dezenas de quildometros para o interior. Na bafa de Sao José, ndo existe
canal de maré desenvolvido como na baia de Sdo Marcos. Em frente ao Golfao maranhense, a
plataforma continental apresenta uma depressdo, que ¢ chamada de “depressdo maranhense”

(EL-ROBRINI, 2006).

Legend
9 Study Area
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Figura 2 - Golfao Maranhense. Fonte: Andrade (2016).

4.1.1 Raposa - érea de Referéncia (Al)

A darea de referéncia (A1) utilizada neste estudo (Fig. 3), localiza-se no municipio de
Raposa, que fica na faixa litoranea, trecho central da costa maranhense e extremo nordeste da
ilha de Sao Luis, estando situado entre as coordenadas geograficas 02°21° - 02°32°S e 44°00° -
44°12°W. O municipio possui uma populacdo de 26.327 habitantes, com uma densidade
demogréfica de 409,10 hab/Km2 (IBGE, 2010), e estd inserido na bacia hidrografica do Rio

Paciéncia que drena uma drea de 171,74 km?.
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Figura 3 - Localizacdo da drea de referéncia (Al) e potencialmente contaminada (A2). Mapa
elaborado por SILVA (2012).

4.1.2 Regido de influéncia do complexo portudrio - Coqueiro (A2)

A regido de influéncia do Complexo Portudrio de Sao Luis foi considerada impactada
em virtude de estudos anteriores realizados na regido (CARVALHO NETA et al., 2014). As
coletas foram feitas no estreito dos coqueiros, que apresenta altitudes que variam de
aproximadamente 0 a 5 m, declividades de 6 a 12%, gerando estreitas planicies de maré; € uma
area protegida da acdo das ondas em virtude de sua situacdo geogréfica, na por¢ao frontal para
a ilha de Taua-Mirim, separada desta apenas por um canal denominado estreito dos Coqueiros.
Por isso, ndo hd ocorréncia de praias arenosas nesta por¢cdo costeira da Ilha do Maranhdo

(SILVA, 2012).

4.2 Amostragem

As coletas trimestrais foram realizadas no periodo chuvoso e de estiagem de 2017 nas
areas portudria e de referéncia. Com a ajuda de pescadores artesanais, 138 siris foram coletados
por arrasto (Fig.4). Os animais foram capturados em pontos aleatdrios nos hordrios de baixa-
mar. Os animais foram imediatamente dissecados com o uso de uma tesoura, amostras de
hepatopancreas, branquias e gonadas foram removidas com auxilio de pingas esterilizadas (Fig.

4). Para fins de padronizagdo, foram analisados apenas machos em intermuda.



Figura 4 - Pesca do siri com rede arrasto realizada na regio.

As amostras de hepatopancreas (Fig. 5) foram armazenadas em tubos Eppendorf e
mantidas em nitrogénio liquido e transportado ao Laboratdrio de Biomarcadores em organismos

aquéticos da UEMA (LABOAQ).

Figura 5 - Dissecacdo do organismo: retirada das gonadas e branquias e hepatopancreas.



4.3 Biometria

O peso total (Pt) foi medido em balanga eletronica. Com um paquimetro de precisao

(0,05mm) foram aferidas as seguintes varidveis (Fig. 6):

LC — Largura da Carapagca — medida da maior distancia entre as duas extremidades laterais da

carapaga, excluindo os espinhos laterais;

LCe - Largura da Carapaca com espinho - medida da maior distancia entre as duas

extremidades laterais da carapaca, incluindo os espinhos laterais;
CQd — Comprimento do quelipode direito - da base do propodo até sua extremidade;
CC — Comprimento da Carapaca.

As medidas da largura do cefalotérax podem ser citadas tanto com os espinhos
laterais (LCe) ou sem os espinhos (LC). Decidiu-se levar em consideracdo as duas medidas
(BRANCO; THIVES, 1991; BAPTISTA-METRI et al., 2005, PEREIRA et al., 2009). As
médias e desvio padrdo dos dados biométricos dos siris das duas dreas e nas duas épocas do ano

foram testadas estatisticamente através do Test t (Student).



Figura 6 — Biometria. A) macho; B) Medida - CC; C) Medida LCe; D) Medida CQD.

4.4 Analises das enzimas Catalase (CAT) e Glutationa-S-transferase (GST)

A metodologia para as anélises das atividades de GST e Catalase foram realizadas no
Laboratério LABOAq da Universidade Estadual do Maranhao (UEMA), enquanto as dosagens
de proteinas foram realizadas no laboratério de Genética da Universidade Federal do Maranhao

(UFMA).

As amostras de hepatopancreas foram homogeneizadas em tampao fosfato e
centrifugadas, sendo o sobrenadante utilizado para determinacdo da atividade enzimadtica da
glutationa-S-transferase (GST) e da catalase (CAT). A atividade da GST foi quantificada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 340 nm a 25° C, conforme Ken et al. (1976) e
modificado por Camargo e Martinez (2006), utilizando-se glutationa reduzida (GSH) e 1-
chloro-2.,4 dinitrobenzene (CDNB) como substrato, em tampao fosfato de potéssio (0,1M), pH

7,0. Ja a atividade da CAT foi avaliada, a 240nm, a leitura foi realizada em espectrofotdmetro



por 2 min e a atividade enzimatica foi expressa em pmol H>O> consumido/min/mg proteina. de

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

4.5 Analises histologicas

Foram removidos dos espécimes as branquias e as gdnadas com o auxilio de pingas. Os
orgaos de cada exemplar foram fixadas em solu¢do de Davidson durante 24 horas. Em seguida,
foram lavadas e mantidas em élcool 70% até o processamento histolégico usual. S6 entdo os
orgaos foram desidratados em séries crescentes de dlcoois, diafanizados em xilol, impregnados
e inclusos em parafina. Os blocos de parafina foram seccionados em cortes de espessura de
Sum com auxilio de microtomo (Leica RM 2125 RT), seguidas de secagem a temperatura
ambiente no Laboratério LABOAq (UEMA). Os cortes foram corados com Hematoxilina e
Eosina (HE). Em microscopia de luz, foram analisados dois cortes para cada 6rgdo de cada
animal. As alteracdes foram identificadas com base em Maharajan et al. (2015), Negro (2015),
Vasanthi et al. (2014), Rebelo et al. (2000). Ap6s a identificacdo foram fotomicrografadas com
auxilio de microscépio AXIOSKOP - ZEIS.

Uma quantificagdo aproximada dos efeitos histopatologicos foi realizada conforme
Rebelo et al. (2000), através da contagem do nimero de lamelas afetadas por cada patologia,
em relacdo ao ndmero total de lamelas em cada branquia. Uma lamela foi considerada afetada
(e, portanto, contada) independente da gravidade da lesio (REBELO et al., 2000).
Posteriormente foi realizada uma quantificagdo conforme Rebelo et al. (2000), que leva em
consideracdo a quantidade de lesdes por cada branquia analisada. A severidade das lesdes foi
classificada de acordo com Poleksic e Mitrovic—-Tutundzic (1994) em estagios I (leve), 11

(moderado) e III (irreversiveis).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Biometria dos siris das duas areas analisadas
Foram capturados 138 individuos ao longo de 4 coletas trimestrais; no periodo chuvoso,
entre os meses de janeiro a julho de 2017 obteve-se 79 individuos, 28 provenientes da drea

portudria e 51 da drea de referéncia. Em relagdo ao periodo seco, nas coletas de agosto a



dezembro de 2017, foram coletados 59 individuos; 25 espécimes da drea portuéria e 34 da drea

de referéncia.

Os espécimes foram capturados com menor esfor¢o na darea de referéncia, e a presenca
da espécie foi registrada todos os meses do ano na drea de referéncia. Esse registro foi diferente
na drea portudria, visto que nos meses de fevereiro a abril ndo houve registro da espécie nas
pescarias realizadas. Esses dados sdo importantes e coincidem com informacgdes da pesca
realizada na regido de Raposa (MA), visto que os siris sdo considerados parte da fauna

acompanhante da pesca camaroneira (ALVERSON et al., 1994).

Nas tabelas 1 e 2 sdo mostrados os dados biométricos de exemplares de C.dannae
analisados sazonalmente (época chuvosa e de estiagem). Com a andlise estatistica, observou-se
que nao houve diferencas significativas nas médias nos dados biométricos dos exemplares da
primeira coleta (Tab.1). Na segunda coleta do periodo chuvoso, houve diferencgas significativas

nas medidas do Peso (Pt), Comprimento da Carapaca (CC) e Largura da Carapaga com Espinho

(LCe) (Tab.1).

Tabela 1. Média e Desvio padrao das medidas dos espécimes coletados no periodo chuvoso.

Coletas Area Portusria Area de referéncia
JAN- MAR

Pt (g) 60,99 + 2232 85,82 + 18,75
CC (cm) 4,58 + 0,59 4,85 + 0,34
LCe (cm) 10,35 + 2,04 11,14 + 1,40
LPQ (cm) 1,55 + 0,34 1,69 + 0,20
LC (cm) 7,6 + 14 8,77 + 0,50
CQD (cm) 5,125 + 1,2 5,77 + 0,47
ARIL - JUN

Pt (g) 82,80* +20,16 89,43 + 10,58
CC (cm) 5,0% +0,34 4,73 +0,25
LCe (cm) 11,26% + 0,69 11,43 +0,54
LPQ (cm) 1,57 +0,16 1,6 +0,23
LC (cm) 9,54 +1,18 8,78 +0,43
CQD (cm) 5,76 +0,52 5,53 + 0,69

Pt — peso total / CC — comprimento da carapaga/ LCe — comprimento da carapaca com espinho/
LC — largura da Carapaga / CQD — comprimento do quelipode direito/ * indica uma diferenca
estatistica p<0,05



Os siris coletados na drea de referéncia apresentam medidas maiores que na 4rea
potencialmente contaminada também no ultimo trimestre do periodo de estiagem, a
significancia da andlise estatistica foram registrados para Comprimento da Carapaga-CC,
Largura da Carapaca com espinho-LCe, Largura da Carapaca - LC e Comprimento do

Quelipode Direito — CQD.

Tabela 2. Média e Desvio padrao das medidas dos espécimes coletados no periodo de estiagem.

Coletas Area Portudria Area de referéncia
JUL- SET
Pt (g) 42 +12,02 105,3571 £33,23402
CC (cm) 3,761 + 00,8485 5,014286 +0,636396
LCe (cm) 8,23 + 3181 11,40714 +1,626346
LPQ (cm) 1,05 + 0,494 1,721429 +0,212132
LC (cm) 7,023 + 0,989 8,807143 +1,202082
CQD (cm) 3,838 + 1,060 6,27143  +0,848528
OUT -DEZ
Pt (g) 59,41667  +4,949747 89,470 +9192
CC (cm) 4,233333* +0,070711 4,623 +0,353
LCe (cm) 9,991667* +0,777817 11,147 +0,989
LPQ (cm) 1,325 +0,070711 1,652 +0,282
LC (cm) 7,9% +0,565685 8,617 +0,848
CQD (cm) +0,636396 5,564 +0,282
4,55%

Pt —peso total / CC — comprimento da carapaca/ LCe — comprimento da carapaga com espinho/
LC — largura da Carapaga/ CQD — comprimento do quelipode direito / * indica uma diferencga
estatistica p<0,05

No inicio da estiagem as médias ndo apresentaram diferencgas significativas, somente no
ultimo trimestre, de outubro a dezembro. Nas dreas cujas coletas foram realizadas esperou-se
encontrar os maiores tamanhos, pois os siris juvenis abrigam-se no interior do estudrio, € os
adultos sdo encontrados mais proximos ao mar. De um modo geral, esses dados indicam que os
siris da drea portudria sdo menores (p<0,05) e menos pesados do que os siris da area de
referencia. Nao existem dados comparativos na literatura para essa espécie no estado do
Maranhao. Todavia, dados relacionados com o caranguejo Ucides cordatus indicaram o mesmo
padrdo, com individuos menores € menos pesados na mesma drea portudria (ANDRADE,

2016).

5.2 Atividade enzimatica dos siris



Pela atividade da glutationa-S-transferase (GST) representada no grafico (Fig. 7),
observa-se que os siris oriundos da drea de referéncia apresentaram maior atividade enzimatica
nos trés primeiros periodos de coleta. Porém, na area portudria a atividade da GST foi em todas
as coletas 0,00 umol /mg, indicando um sistema enzimdtico exaurido. Esses dados indicam
maior ocorréncia de contaminacdo nesse local e, consequentemente, mais danos sobre os
organismos residentes. Resultados semelhantes foram observados por Carvalho-Neta et al.
(2012) para bagres da regido portudria da Baia de Sdo Marcos e por Andrade (2016) utilizando
como bioindicador Ucides cordatus. Nesses dois estudos, os valores muito baixos ou nulos para
a atividade da GST foram atribuidos a exaustio do sistema enzimatico dos peixes em funcao

de contaminantes quimicos e organicos na drea portudria.
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Figura 7 - Atividade da GST nos siris nas dreas portudrias e de referéncia.

Os niveis de CAT dos siris analisados mostraram-se exauridos na segunda e ultima
coleta da drea portudria (Fig.8). O aumento da atividade especifica da catalase (CAT) tem sido
mencionado como indicador de estresse oxidativo. A intensidade de produ¢do da mesma indica
que o organismo apresenta um mecanismo de defesa contra os agentes oxidantes, pois € uma
enzima chave para remover peroxido de hidrogénio e evitar a formagao de radicais hidroxil que

danificam as células (GIULIO et al., 1989; VAN DER OOST et al., 2003).



2000
1800

1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

la Coleta 2a Coleta Abril 3a Coleta Julho 4a Coleta
Janeiro Outubro

Atividade da Catalase

B Raposa M Coqueiro

Figura 8 - Atividade da Catalase nos siris nas dreas portudrias e de referéncia.

Comparando os periodos chuvosos e de estiagem, os niveis de GST e CAT na drea de
referéncia foram maiores no segundo trimestre do periodo chuvoso, provavelmente periodo em
que houve maior indice de pluviosidade. Estudos indicam que no periodo chuvoso muitos

contaminantes podem ser lixiviados para as regides de manguezais (MMA, 2017).

5.3 Histopatologias identificadas nos siris e modelo metodolégico

A andlise das branquias dos exemplares coletados indicou a presenca de vérias
alteracdes morfoldgicas em individuos tanto da 4rea potencialmente contaminada (A1), quanto
da area de referéncia (A2). Os principais tipos de alteragdes histolégicas encontradas foram:
hiperplasia, estreitamento lamelar, aneurisma, fusdo das lamelas secundarias e descolamento

do epitélio das lamelas secunddrias (Tab. 3).



Tabela 3: Patologias observadas, fator de importancia (w) e percentual de lesdes (%)
em Callinectes danae capturados na area de referéncia- Raposa (A1) e na area Portuaria (A2).

Orgio Alteracgoes % em Al % em A2
Hiperplasia 28,3 69,1
Branquias Parasitos 10 0
Colapso 3,65 15,7
Lamelar
Inchacgo da 10* 50%*
lamela priméria
Deformag¢ao do 9.8 71,41
canal marginal
Rompimento 60 25
das células
pilastras
Ruptura do 45 12
canal marginal
Deslocamento 24 7,4
da cuticula
Necrose 0 0

* percentual calculado do total de branquias examinadas

Na area de referéncia as alteragdo mais comuns foram ruptura do canal marginal (Fig.

9) e deformagdes nos canais marginais (Fig. 10) dos siris com maiores tamanhos. Em seguida

o estreitamento das lamelas ou inchago nas extremidades proximas ao canal marginal. Estas

adaptagdes contra os distirbios do ambiente aquatico reduzem a area da superficie respiratoria

ou apresentam sinais de alteragdoes que comprometem as trocas gasosas que ali ocorreriam

normalmente, sdo dificultadas visto o decréscimo na capacidade de difusao podendo levar o

animal a asfixia (OJHA, 1999).



Figura 9 - Fotomicrografia das lamelas secundarias em C.danae coletados na area de
referéncia. Setas = inchago na extremidade proximo ao canal marginal. Barra = 50 pm.

Figura 10 - Fotomicrografia das lamelas secundarias das branquiais de exemplares de C.
danae coletados na area de referéncia. Seta amarela = deformagao do canal marginal. Seta
preta = rompimento do canal marginal.

Na 4rea portudria ocorreram mais lesdes do tipo hiperplasia, colapso lamelar (Fig. 11),
aneurismas (Fig. 12), inchaco das lamelas (Fig. 13) nos siris que apresentaram menores
tamanhos. Foram observadas alteragdes vasculares nas lamelas, como aneurismas, estrutura
essa que se forma quando os animais estdo sob estresse mais severo. Assim, um aumento do
fluxo sanguineo para o interior da lamela ou mesmo a agdo direta dos contaminantes pode

desestruturar as células pilares ou até mesmo rompé-las, com a liberagdo de grande quantidade



de sangue, empurrando o epitélio lamelar para fora (HINTON; LAUREN, 1990), o que pode

causar a ruptura do epitélio e consequentemente hemorragia (HEATH, 1987).

Figura 11 - Fotomicrografia das lamelas secundérias das branquias de exemplares de C.
danae coletados na area portuaria. Setas = indicam colapso lamelar. Barra = 50 pm.

Figura 12 - Fotomicrografia das lamelas branquiais de exemplares de C. danae coletados na
area portuaria. Seta preta= Detalhe de filamentos branquiais mostrando aneurisma em lamelas
secundarias. Barra =20 pm (A).



Figura 13 - Fotomicrografia da lamela primaria das branquiais de exemplares de C. danae
coletados na area portuaria. Seta preta = inchago da lamela primaria.

O espessamento do epitélio filamentar e lamelar ocorre devido a proliferacao de células
de cloro e de células indiferenciadas (DANG et al., 1999), provavelmente essa lesdo ¢ uma

resposta adaptativa dos individuos para aprimorar as fungdes branquiais.

De acordo com Poleksic e Mitrovic—Tutundzic (1994), o espessamento do tecido
proliferativo filamentar e lamelar ¢ uma alteracdo de estagio II, considerada mais severa e
comprometem a funcdo da branquia; em caso da melhoria da qualidade da agua, essas lesdes
podem ser reparaveis, mas, se o nivel de polui¢do aumentar, podem progredir para o terceiro
estagio. As alteracdes de estagio I ndo permitem a restauragdo da estrutura branquial, mesmo

em caso de melhoria da qualidade da agua.

O levantamento do epitélio lamelar (Fig. 14), altera¢do classificada como sendo de
estagio I, foi encontrada com alta frequéncia nos exemplares da area portudria. Essas alteragdes,
consideradas lesdes leves, permitem a recuperacdo da estrutura e da fun¢do dos tecidos
branquiais em caso de melhoria das condi¢cdes ambientais (POLEKSIC; MITROVIC —
TUTUNDZIC, 1994). Esta alteracao caracteriza-se pela elevagdo de uma lamina continua do
epitélio lamelar para longe do sistema de células pilares, aumentando assim a distancia entre o
meio externo e o sangue. Ocorre a formagao de um espaco que pode ser preenchido por 4dgua,

podendo levar a formacdo de um edema ( THOPHON et al., 2003).



Figura 14 - Fotomicrografia das lamelas secundarias de C.danae coletados na area portuaria.
Seta preta = detalhe de filamentos branquiais mostrando deslocamento da cuticula. Barra = 50
pm

Os parasitos (Fig. 15) foram encontrados somente nos individuos coletados na area
de referéncia em um percentual de 10%. Estudos indicam que em dareas ecologicamente
equilibradas existe uma relagdo estreita entre parasito e hospedeiro, especialmente em

organismos aquaticos (RICKLEFS, 2005).

.

Figura 15- Fotomicrografia das lamelas secundarias de C.danae coletados na area portudria.
Seta preta = parasito em corte longitudinal. Barra = 50 um



O modelo metodologico com a combinagdo de analises de biomarcadores bioquimicos
(GST e CAT) e histologicos (lesdes branquiais) mostrou que os siris da area portudria
apresentam GST nula e varias lesdes em todos os estagios de severidade (estagios I, 11 e III).
Esse padrdo nao foi observado para os siris da area de referencia, que apresentaram atividade

da GST e lesdes branquiais em um estagio leve de severidade.

Esses dados apresentados refor¢am a importancia do uso das mais diferenciadas
metodologias de biomonitoramento com uso de biomarcadores em espécies nativas dos

ecossistemas costeiros e estuarinos.

Observa-se que as diferencas observadas nas andlises enzimaticas e na biometria dos
espécimes da drea portudria e area de referéncia provavelmente sdao um reflexo do impacto
ocasionado por metais pesados e compostos organicos a que esta drea portudria estd submetida.
As respostas bioldgicas alteradas dos siris foram registradas apenas no complexo portudrio, em
cujas dguas e sedimento ja foram detectados anteriormente varios poluentes acima dos niveis
permitidos pela legislacdo ambiental brasileira (CARVALHO-NETA et al., 2012). Portanto, o
presente trabalho contribui com informagdes relevantes sobre o uso de biomarcadores
bioquimicos em siris C.danae para esta drea. Corrobora também com uma abordagem
integrada, rapida, sensivel, e relativamente barata para o monitoramento de manguezais a partir

de uma espécie nativa com acentuada importancia ecoldgica e econdmica.



6 CONCLUSAO
Os resultados obtidos neste trabalho com C. danae permitiram concluir que:

. A atividade da Glutationa-S-Tranferase (GST) e da Catalase (CAT) em C. danae
indicou que esses biomarcadores bioquimicos diferenciaram os siris das duas areas analisadas,

indicando que a area portudria apresenta maiores impactos sobre essa espécie;

. as lesdes branquiais identificados em C. danae foram mais frequentes na area

portudria, especialmente hiperplasia, colapso lamelar, aneurismas e inchago das lamelas.

. os dados biométricos comparados com os resultados dos biomarcadores
histolégicos indicaram que os siris com lesdes branquiais mais frequentes na area de referéncia

eram maiores do que os siris da area portudria;

. o modelo metodolégico com a combinacdo de analises de biomarcadores
bioquimicos (GST e CAT) e histoldgicos (lesdes branquiais) mostrou que os siris da area

portuaria apresentam GST nula e vérias lesdes em todos os estadgios de severidade;

. a utiliza¢do de lesdes branquiais em espécies nativas como biomarcadores de
contaminag¢do aquatica podem ajudar na avaliacdo mais criteriosa da qualidade ambiental, com

um baixo custo e rapidez;

. atividade enzimética, biometria e histologia foram sensiveis, indicando respostas
bioldgicas com alteragdes nos siris, tornando esta abordagem adequada para o monitoramento

ambiental sem a pretensdo de quantificar o acimulo de poluentes.
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