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RESUMO

Estudos de biomonitoramento com espécies biomonitoras adequadas para andlises de
biomarcadores histolégicos (em 6rgdos como branquias e hepatopancreas) tém sido
considerados importantes na avaliacdo de ambientes impactados. Dessa forma, neste
trabalho objetivou-se avaliar lesdes em branquias e hepatopancreas de Ucides cordatus,
como indicativos de impactos antrépicos na Ilha de Sdo Luis, Maranhdo. Os caranguejos
foram coletados pela técnica de braceamento com auxilio de um catador profissional em
duas dreas uma na Baia de Sdo José: Raposa (com menor impacto) e Porto Grande Baia
de Sao Marcos (4rea potencialmente impactada). Em laboratério foram obtidos os dados
biométricos de cada exemplar de caranguejo e feita a dissecacdo dos espécimes, para
remocgao e fixacdo das branquias e hepatopancreas em solucao de Davidson por 24 horas.
As amostras dos tecidos foram submetidas a técnica histolégica padrido, onde foram
desidratadas em séries crescentes de dlcoois, diafanizadas em xilol, impregnadas e
incluidas em parafina. Em seguida, cortes transversais de 5 micrometros de espessura
foram corados com Hematoxilina e Eosina e as 1aminas foram analisadas em microscépio
de luz. Os dados biométricos dos caranguejos das duas areas foram expressos em médias
e desvio-padrdo. Os dados mostraram lesdes branquiais e hepdticas significativas nos
caranguejos das duas dreas. As principais lesdes encontradas para as branquias foram
rompimento das células pilastras; deformacdo do canal marginal e necrose em ambos os
periodos chuvoso e de estiagem. As lesdes hepaticas mais observadas foram deformacao
do limen, células B vacuolizadas, ndcleos picnéticos e necrose, também nas duas
estacoes. As médias de largura e comprimento da carapaca, demonstram que o0s
caranguejos de Raposa (drea menos impactada) foram menores que os caranguejos da
area potencialmente impactada, em ambos os periodos sazonais, contudo também nado
apresentaram diferencas significativas entre estas (p>0,05). O indice de Bray-Curtis para
as alteracOes branquiais de U. cordatus para a estag@o de estiagem e chuvosa demostrou
para ambas as regides um agrupamento maior que 0.9 (ou 90%) das lesdes do tipo
rompimento das células pilastras e deformagdo do canal marginal; a lesdo necrose se
agrupou hierarquicamente formando o conjunto de “lesdes mais frequentes”. Para as
lesdes hepaticas verificou-se que os dados para os caranguejos da regido de Raposa
mostra agrupamento com similaridade (>80%) na estiagem e (>70%) para o periodo
chuvoso, reunindo as lesdes nucleos picnoéticos, células B vacuolizadas, deformagdo do
limen e necrose; para a regidao de Porto Grande, o cluster indicou um agrupamento
(>80%) para ambos os periodos sazonais, reunindo as lesdes necrose, deformacgdo do
limen, células B vacuolizadas e nicleos picnéticos demostrando estas lesdes em ambas
as regides como o conjunto de lesdes mais frequentes. As respostas biologicas alteradas
(alteragOes branquiais e hepaticas em U. cordatus) comprovam que esses caranguejos
estdo submetidos a niveis de estresse que estdo comprometendo as fungdes vitais dos
caranguejos.

Palavras-chaves: Biomonitoramento, Histologia, Caranguejo, Regido Portudria



ABSTRACT

Biomonitoring studies with biomonitor species suitable for the analysis of histological
biomarkers (in organs such as gills and hepatopancreas) have been considered important
in the assessment of impacted environments. Thus, this study aimed to evaluate lesions
in gills and hepatopancreas of Ucides cordatus, as indicative of anthropic impacts on Sao
Luis Island, Maranhdo. Crabs were collected by the braceamento technique with the help
of a professional collector in two areas, one in S3o José Bay: Raposa (with less impact)
and Porto Grande Baia de Sao Marcos (potentially impacted area). In the laboratory, the
biometric data of each crab specimen were obtained and the specimens were dissected to
remove and fix the gills and hepatopancreas in Davidson's solution for 24 hours. Tissue
samples were submitted to the standard histological technique, where they were
dehydrated in increasing series of alcohols, diaphanized in xylene, impregnated and
embedded in paraffin. Then, 5 micrometer-thick cross-sections were stained with
Hematoxylin and Eosin and the slides were analyzed under a light microscope. The
biometric data of the crabs in the two areas were expressed as means and standard
deviation. The data showed significant gill and liver lesions in crabs from both areas. The
main lesions found for the gills were rupture of the pilaster cells; deformation of the
marginal channel and necrosis in both rainy and dry seasons. The most observed liver
lesions were lumen deformation, vacuolated B cells, pyknotic nuclei and necrosis, also in
both seasons. The averages of carapace width and length show that crabs from Raposa
(less impacted area) were smaller than crabs from potentially impacted area, in both
seasonal periods, however, they also did not show significant differences between them
(p>0.05). The Bray-Curtis index for the gill alterations of U. cordatus for the dry and
rainy season showed for both regions a grouping greater than 0.9 (or 90%) of lesions such
as rupture of pilaster cells and deformation of the marginal canal; the necrosis lesion was
grouped hierarchically forming the set of “most frequent lesions”. For liver lesions, it was
found that the data for crabs from the Raposa region show similarity (>80%) in the dry
season and (>70%) for the rainy season, gathering the lesions pyknotic nuclei, vacuolated
B cells, lumen and necrosis; for the Porto Grande region, the cluster indicated a grouping
(>80%) for both seasonal periods, bringing together necrosis lesions, lumen deformation,
vacuolated B cells and pyknotic nuclei showing these lesions in both regions as the set of
lesions more frequently. The altered biological responses (gill and liver changes in U.
cordatus) prove that these crabs are subjected to stress levels that are compromising the
crabs' vital functions.

Keywords: Biomonitoring, Histology, Crab, Port Region
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1 INTRODUCAO
Os recursos aquaticos tém sido historicamente impactados (PINTO et al., 2020),

sendo diversos os estressores de origem antrdpica, tais como: crescimento da populagdo,
urbanizacdo descontrolada, expansdao de processos produtivos e das atividades
econdmicas (FIRMINO et al., 2011; SOARES et al., 2016; GUIMARAES et al., 2017,
LEMKE et al., 2018), além da acdo de poluentes quimicos oriundos de residuos
industriais, esgotos domésticos e residuos da agricultura (CAPPARELLI; MCNAMARA;
GROSELL, 2017). A exemplo de ambiente suscetivel a estes impactos temos as regides
costeiras que no Brasil, por exemplo, sdo locais em que se instalam muitos
empreendimentos portudrios, devido as condi¢cdes favordveis que estes locais possuem
para a movimentacdo de navios de grande porte (RAGUNATHAN, 2017), o que nessas
dreas geram contaminantes que sdo deletérios aos organismos aquaticos (VAN DER
OOST et al., 2003; CARVALHO-NETA; ABREU-SILVA, 2010).

Os complexos portudrios em regides costeiras sao responsdveis por introduzirem
no ambiente aquatico muitas substincias potencialmente toxicas que podem causar sérias
alteracoes na biota aquatica (BURUAEM et al., 2012). As operacdes portudrias geram
residuos que poluem o ar, a 4gua, o solo, o subsolo, além de alterar a paisagem (ANTAQ,
2015). Essas substancias toxicas comprometem também a biota aqudtica, causando
efeitos mais significativos nesses organismos, uma vez que estes vivem em regides que
apresentam sedimentos finos, como € o caso dos manguezais, considerados como um dos
ecossistemas mais produtivos em termos ecoldgicos, envolvendo diferentes ciclos,
importantes para a zona costeira (carbono e do nitrogénio) (BAYEN, 2012).

A Baia de Sao Marcos possui um complexo portudrio (Complexo Portuario da
Ilha de Sdo Luis-MA) com empresas como VALE e ALUMAR/ALCOA, sendo o
segundo mais importante em termos de movimentacoes de cargas da América Latina, que
mais movimenta (metais diversos, petrdleo, fertilizantes, graos) no Brasil (CARVALHO-
NETA et al., 2012).

Estudos anteriores desenvolvidos no Complexo Portudrio de Sdo Luis
(FURTADO, 2007; SOUSA, 2009; CARVALHO-NETA et al., 2012; ROCHA, 2017;
OLIVEIRA et al., 2019) descreveram que essa regido estd sujeita a diversos impactos
antrépicos origindrios das atividades portudrias, domésticas e agricolas, que contribuem
para o surgimento de poluentes quimicos, tais como os metais pesados, benzeno, fendis

totais, tributilestanho (TBT) e bifenilas policloradas (PCB). Entretanto o monitoramento




da biota aqudtica dessa area ainda nado € realizado de forma sistemadtica, assim, sendo
importante os estudos com espécies biomonitoras com diferentes biomarcadores para o
monitoramento das regides portudrias do Maranhao.

O ecossistema manguezal, da Bafa de Sdo Marcos, no Maranhdo, tem sido alvo
de constante contaminacao quimica ocasionada por substancias téxicas vindas de fontes
difusas e pontuais liberadas no meio ambiente (OLIVEIRA e al., 2019). Entretanto o
entendimento sobre os efeitos dos contaminantes oriundos de regides portudrias nos
manguezais maranhenses ainda € insuficiente e estudos posteriores podem preencher
lacunas sobre os impactos ocasionados pela polui¢do quimica sobre os ecossistemas de
manguezais e sobre as pessoas que dependem destes ambientes para seu sustento
(BAYEN, 2012).

A ampla quantidade de matéria organica presente nos sedimentos finos (argila e
silte) dos manguezais desempenham um papel importante na mobilizacdo de poluentes
(especialmente metais pesados) por adsor¢io (SOTO-JIMENEZ; PAEZ-OSUNA 2001;
CHATTERIEE et al.,, 2007, ZHANG et al., 2014). Estudos tém mostrado que
particularmente os manguezais que recebem inputs antropogénicos, contém uma
infinidade de contaminantes quimicos (sobre uma vasta gama de concentracdes) que sao
potencialmente téxicos para os organismos (KRAHN et al., 1994; AMARAL et al.,
2009).

Nacionalmente, essas areas de manguezais sdo ambientes estuarinos que vém
sendo degradados devido aos impactos de instalagdes portudrias e urbanas em seu entorno
(CARVALHO NETA et al., 2017; PINHEIRO ef al., 2012; PINHEIRO; OMAS
TOLEDO, 2010) e a biota aquética € a que mais sofre com os impactos. Os crusticeos,
por exemplo, sdo organismos de baixa mobilidade e estdo em contato direto com a dgua
e o sedimento sendo capazes de bioacumular metais pesados em seus tecidos com
facilidade (PINHEIRO et al., 2012).

Dessa forma, a espécie de caranguejo Ucides cordatus caracteriza-se como um
importante recurso oriundo de manguezais brasileiros, que se alimenta principalmente de
serrapilheira e desempenha um papel ecolégico importante na ciclagem de nutrientes
(NORDHAUS et al., 2006).

Esse recurso pesqueiro é muito explorado pelas comunidades ribeirinhas,
contudo, ainda ndo se conhecem os niveis de contaminacao desses caranguejos. Portanto,
estudos que esclarecam o potencial e a dindmica dos xenobidticos nas populacdes de

importancia econdmica para o Estado do Maranhdo sdo de grande importancia dentro do




contexto de desenvolvimento atual (PINHEIRO-SOUSA et al., 2013), uma vez que assim
como 0s peixes, sdo organismos sensiveis aos poluentes de origem antrdpica e podem
mostrar alteracdes bioquimicas e morfologicas em diferentes tecidos (CARVALHO-
NETA e ABREU-SILVA, 2013).

Estudos com moluscos e crusticeos, segundo alguns pesquisadores, sdo bem
vantajosos, uma vez que estes grupos possuem uma série de caracteristicas, como
longevidade, facilidade amostral e de identificacdo, reduzida vagilidade, ocupacdo
diferencial de posi¢Oes nas cadeias tréficas e presenga em uma grande variedade de nichos
ecoldgicos, que permitem com rapidez o desenvolvimento das pesquisas, (BARBOUR et
al., 1999; BAPTISTA et al., 2003; SILVA, 2012).

As populacdes de organismos bénticos que vivem em ambientes no entorno do
complexo portudrio de Sao Luis estio suscetiveis a condi¢des fisiologicas extremas, uma
vez que estdo em substratos que recebem contaminantes oriundos das cargas e descargas
dos navios (SILVA et al., 2016).

Assim, os estudos de biomonitoramento, principalmente em dreas portudrias
como a do Porto do Itaqui em Sao Luis, (area de estudo) proporcionam abordagens tanto
sobre a espécie alvo quanto sobre as dreas estudadas, podendo auxiliar em gestdo e
conservacgao dos recursos naturais, uma vez que os estudos de monitoramento ambiental
com biomarcadores em crusticeos representam uma metodologia eficaz em dreas
impactadas como no Porto do Itaqui (SILVA et al., 2016).

Nesse contexto, este trabalho visa contribuir com conhecimento cientifico
relacionado a validacdo de biomarcadores histolégicos no caranguejo Ucides cordatus,
destacando-se a seguinte hipétese: os caranguejos U. cordatus de manguezais impactados
por acdes antropogénicas desenvolvem respostas bioldgicas em branquias e
hepatopancreas que podem ser utilizadas como biomarcadores de contaminagdo aquatica
na Ilha de Sao Luis (MA). Ao se testar essa hipdtese, busca-se subsidiar politicas publicas

que visem o biomonitoramento da regido da ilha de Sao Luis e a conservacao da espécie.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar lesdes em branquias e hepatopancreas de Ucides cordatus como

indicativas de impactos antrépicos na Ilha de Sao Luis, Maranhao.




2.2 Objetivos especificos
v Quantificar biomarcadores nas brinquias e hepatopancreas de U. cordatus;

v’ Verificar possiveis diferencas sazonais periodo chuvoso e de estiagem nos
biomarcadores histolégicos nos caranguejos;

v" Comparar os biomarcadores na espécie em dois pontos da Ilha do Maranhio,
(Raposa e Porto Grande);

v Identificar possiveis diferencas biométricas entre os individuos das diferentes

areas analisadas.

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 O ecossistema manguezal
Os manguezais desempenham importantes papéis ecoldgicos como ber¢ério

natural, fonte de abrigo e alimento para muitas espécies (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995;
SCHAEFFER-NOVELLI et al.,2016). Sao ecossistemas costeiros dotados de grande
complexidade, permeando processos de diferentes origens e intensidades, resultando na
interacdo entre ambientes terrestre, marinho e de dgua doce em regides tropicais e
subtropicais (SCHAEFFER-NOVELLI,1995; SPALDING et al., 2010). Ainda, segundo
Schaeffer-Novelli; Cintrén Molero (1999), possuem importancia histérica e
socioecondmica, servindo como sitio de pesca e mariscagem para muitas comunidades
ao longo da costa brasileira.

O manguezal é um ambiente altamente produtivo com grande importincia na
ciclagem de nutrientes; além disso, ajudam a evitar o assoreamento do leito estuarino e
atuam como barreiras biogeoquimicas a exportacdo de metais, seja por sua retengao nos
sedimentos, nos tecidos vegetais e animais (PINHEIRO et al., 2012). Entretanto, esse
ecossistema tem se mostrado como um dos ecossistemas tropicais mais ameacgados,
especialmente por poluentes oriundos de atividades antrépicas (BAYEN, 2012;
NORDHAUS, 2006).

O manguezal presente na regido portudria de Sdo Luis (Maranhdo) abriga varias
espécies de crustidceos que estdo ameagadas pelos impactos causados por poluentes
oriundos das atividades deste complexo portudrio. Essa regido portudria apresenta o porto
publico (Itaqui) e os terminais industriais da Ponta da Madeira e Alumar, que sdo

importantes em niveis internacional, nacional e local, permitem o embarque e




desembarque de produtos geradores de renda relevantes para o crescimento da economia
global (CARVALHO NETA et al., 2019).

Pesquisas indicam a magnitude desse complexo portudrio, pois “Nele aportam
consecutivamente indimeros navios de grande calado, transportando os mais
diversificados produtos industrializados, além de sub-produtos extraidos do petréleo,
embarcando também uma grande quantidade de minério para varias partes do mundo”
(ALCANTARA; SANTOS, 2005). Entretanto, esses produtos contribuem para
contaminac¢do por meio dos poluentes oriundos da atividade portudria, como por exemplo
6leo ou substancias derivadas, que acentuam os efeitos devastadores desses compostos
sobre o equilibrio da cadeia ecoldgica (CANTAGALLO et al., 2007), especialmente em
regides de sedimentos finos como € o caso dos manguezais.

No ecossistema manguezal, U. cordatus € um dos recursos pesqueiros mais
importantes em toda sua drea de ocorréncia (IVO; GESTEIRA, 1999), sendo a sua
exploracdo uma das atividades extrativistas mais antigas em dreas litoraneas, que gera
emprego, renda e subsisténcia as comunidades pesqueiras ribeirinhas (PINHEIRO;
FISCARELLI, 2001). Esta espécie tem sido capturada além de sua capacidade de
crescimento e recomposicao populacional, (PINHEIRO et al., 2005). Esses organismos
sdo0 sensiveis aos poluentes de origem antrépica e podem mostrar alteragcdes bioquimicas
e morfoldgicas em diferentes tecidos (CARVALHO-NETA; ABREU-SILVA, 2013).

Essas alteracdes podem ser validadas para diferentes espécies e sdo conhecidas
como biomarcadores (VAN DER OOST et al., 2003). Dessa forma, a utilizacdo de
biomarcadores em U. cordatus, direcionardo intervengdes em tempo hébil visando
monitorar 0s impactos ambientais e que consequentemente contribuirdo para a geracao

de informagdes cientificas para o monitoramento da mesma.

3.2 Monitoramento ambiental

O crescimento populacional urbano nas dltimas décadas tem sido responsavel pelo
aumento significativo das atividades antrépicas sobre os recursos naturais (GOULART;
CALLISTO, 2003). O que tem auxiliado para a aceleracio de processos de degradac¢do
dos rios, lagos e mares, especialmente da qualidade ambiental desses ecossistemas
(CORGOSINHO et al., 2004; CALLISTO et al., 2001). Originando graves consequéncias
para o ambiente, para as espécies e para a satde publica das populacdes (MARCHESAN
et al., 2007, SONDERGAARD, 2007). Portanto, observa-se a uma alta necessidade de se




avaliar e monitorar as alteracdes ambientais e suas consequéncias sobre 0s recursos
hidricos, principalmente com metodologias que auxiliem servem de instrumento para
medir a sanidade dos ecossistemas aquaticos (PIVETTA et al., 2001).

Monitoramento ambiental consiste no conjunto de medi¢des e/ou observacdes de
parametros de forma frequente, sendo usado para controle ou medida de informacgdo da
qualidade ambiental. Mas o foco, as estratégias de amostragem e os métodos analiticos
utilizados no monitoramento devem ser bem-definidos, a fim de se obter resultados
confidveis (POZZA; SANTOS, 2017).

Segundo o Ministério do Meio Ambiente - MMA (2009) entende-se por
monitoramento ambiental o conhecimento e acompanhamento sistematico da situacdo
dos recursos ambientais do meio fisico e bidtico, visando a recuperac¢dao, melhoria ou
manutencdo da qualidade ambiental. O monitoramento ambiental permite, compreender
melhor a dialética da relacdo sociedade e natureza, bem como possibilita o entendimento
do resultado das inser¢des antrdpicas ocorridas no ambiente, além disso, proporciona o
diagndstico sobre os fatores que influenciam o estado de degradacdo, preservacgdo,
conservagdo e recuperagdo ambiental da drea estudada. Também subsidia medidas de
remediacdo, recuperacdo, ordenamento e planejamento, além de legitimar a defini¢do de
politicas ambientais Embrapa (2016).

Esses estudos auxiliam como atividade preventiva, desenvolvida para evidenciar
ou medir um risco. Assim, os estudos de monitoramento ambiental tém fornecido
subsidios para uma analise mais detalhada sobre a situagdo dos ambientes (RODRIGUES
et al., 2008). Portanto, percebe-se assim, que o uso dessas técnicas de avaliacdo da satide
ambiental, pode trazer resultados satisfatérios no monitoramento das regides aquéaticas

(TORRES, 2015).

3.3 Monitoramento ambiental em manguezais

Os estudos de contaminantes sobre o ambiente e sua biota fornecem informagdes
detalhadas sobre a situacdo do ambiente (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006); além disso,
o efeito de contaminantes sobre o ecossistema e sua fauna é um processo complexo e
dispendioso, pois os efeitos macroecoldgicos (alteracdes em populagdes e comunidades),
somente sdo evidentes apds periodos de exposi¢ao crénica ou aguda (MOORE et al.,
2004).

Assim, o monitoramento ambiental e acompanhamento da situac¢do dos recursos

ambientais auxiliam na recupera¢do, melhoria ou manutencdo da qualidade ambiental




(Ministério do Meio Ambiente - MMA, 2009). Dessa forma, monitorar os ambientes
auxilia a elucidagdo dos mecanismos iniciais de degradacdo (por exemplo, nivel
molecular e/ou celular) podendo garantir uma compreensao mais rapida sobre a situacao
do meio ambiente (SOUZA, 2016).

Nesse contexto, destacam-se 0S manguezais como ambientes que oferecem
condig¢des propicias a alimentacio e reproducdo de muitas espécies, desempenhando um
importante papel ecolégico como bergario natural, fonte de abrigo e alimento
(SCHAEFFER-NOVELLI, 1995; PINHEIRO et al., 2008; SCHAEFFER-NOVELLI et
al.,2016). Além disso, sao ambientes altamente produtivos que fornecem considerdveis
beneficios ecoldgicos, econdmicos e culturais (ANDRADE, 2016).

Os manguezais sao Areas de Preservagdao Permanente (APPs) de acordo com o
Codigo Florestal (Lei n® 7.803, de 15 de julho de 1989). Estas areas apresentam relevancia
ecologica sobre o ciclo de vida de varias espécies de moluscos, crustdceos e peixes (FAO,
2007; SPALDING et al., 2010), servindo como habitat e area de ber¢ario para muitos
espécimes juvenis de peixes e crusticeos que possuem importancia socioecondmica, tanto
direta quanto indireta (MACFARLANE et al., 2007). Além disso, por ser uma &rea
costeira rica, 0 manguezal exerce papel importante na vida da populacgdo ribeirinha, visto
que € dele que € retirado o préprio alimento humano, como mariscos, peixes e crustaceos
(ONOFRE et al., 2007), pois representam excelentes fontes de proteina animal com
grande valor nutricional (SCHAEFFER-NOVELLI, 2002).

Apesar de sua importancia, este ecossistema tem sofrido impactos severos, onde
menos da metade da extensao original de manguezais permanecem no mundo atualmente,
e metade desses “habitats” remanescentes estdo degradados (CARNEIRO et al., 2018),
estimando-se que cerca de 50% de sua drea total ja tenha tido sua vegetacdo suprimida ou
convertida por atividades antrépicas, como a implantacdo de industrias, portos,
infraestruturas de urbanidade e tanques de aquicultura (FAO, 2007; SPALDING et al.,
2010). Essas atividades tém causado a lenta extin¢do da fauna, flora e microrganismos
associados ao ambiente natural pela emissido de contaminantes (AGORAMOORTHY et
al., 2008) que tém agido de forma continua como estressores aos organismos desses
ambientes (ABESSA, 2008; PINHEIRO et al.,2008).

Conforme Souza (2016), as a¢des antrdpicas tém acarretado expressivo aporte
de compostos quimicos aos ambientes aquaticos, onde sdo acumulados na forma inerte
ou toxica, particularmente nos sedimentos. Os contaminantes ficam biodisponiveis e

podem ser encontrados nos diferentes nichos tréficos, causando desequilibrios




fisiolégicos nos niveis individual, populacional, de comunidade ou até mesmo
ecossistémico.

Por isso, entdo, a necessidade de avaliacdo e monitoramento de dreas que sofrem
com fatores antropogénicos, uma vez que essas atividades podem causar grandes
impactos ao ambiente, sendo relevante citar também que as espécies capturadas proximas
aos locais contaminados e que servem de alimento podem trazer consigo riscos a saude
publica (ANDRADE 2016).

Estes aspectos evidenciam a necessidade de monitoramento dos efeitos dos
contaminantes nos organismos aqudticos destes ecossistemas (TORRES, 2015), sendo
necessdrias andlises para avaliar a toxicidade e a capacidade de suportarem compostos
toxicos que causam efeitos danosos aos organismos (CESAR et al.,1997).

Pesquisas com biomarcadores de contaminacdo aquatica em crusticeos de areas
influenciadas por atividades antrdOpicas sdo eficazes para o monitoramento ambiental
(CARVALHO-NETA et al., 2012; PINHEIRO-SOUSA et al., 2013; SOUSA et al., 2013;
CARVALHO-NETA et al.,, 2014), uma vez que possibilitam resultados em curto prazo,
além de ser metodologia de facil execucdo que ajuda de forma preditiva, possibilitando
melhor gestdo ambiental e contribuindo com a conservacido dos estoques pesqueiros,
minimizando danos severos nesses ambientes. Existe, portanto, a necessidade do uso de
biomarcadores para investigar a qualidade dos manguezais, especialmente com a
validacdo de grupos bioldgicos bénticos como espécies biomonitoras de qualidade

ambiental.

3.4 Monitoramento ambiental em regioes portuarias

Nas regides portudrias muitos sdo os agentes potencialmente contaminantes
(SCHAEFFER-NOVELLI, 1995), resultantes de suas atividades, que ndo se resumem
apenas aos aspectos de manuseio de carga, que acontecem proximo ao cais € em suas
adjacéncias mais também envolvem consequéncias ambientais, sendo que, muitas vezes,
essas consequéncias vao além dos limites legais desses portos (AAPA, 1998; PORTO,
2011).

As atividades portudrias ocasionam alteracdes na dindmica costeira, podendo
induzir alteracdes na linha de costa, supressdo de ecossistemas marinhos ou costeiros,
alteracdoes na paisagem, além do comprometimento dos recursos ambientais, essas

atividades causam alteracOes graves nas comunidades aquaticas (CUNHA, 2008).




No Brasil, pesquisas descrevem que as instalagdes portudrias geram residuos
quimicos que sdo prejudiciais aos organismos; esses estudos relatam impactos
significativos nos animais que foram submetidos ao estresse ambiental decorrente da
exposi¢ao a substancias quimicas (metais pesados, benzeno, fendis totais, tributilestanho
- TBT e bifenilas policloradas - PCB) oriundas das atividades portuarias (CARVALHO
NETA; ABREU SILVA, 2010; PINHEIRO et al, 2012; SOUSA; ALMEIDA;
CARVALHO NETA, 2013; DE ALMEIDA DUARTE et al., 2017;; BATISTA, 2019,
JESUS et al., 2020).

Nesse contexto, na regido portudria da Bafa de Sdo Marcos no Maranhdo, estdo
localizados o porto do Itaqui e os terminais privados das empresas VALE e
ALUMAR/ALCOA, e que foram implantados em areas de manguezais (CARVALHO-
NETA; ABREU-SILVA, 2010), um local de intensa atividade portudria, que corresponde
como o segundo maior e importante complexo portudrio da América Latina (OLIVEIRA
et al., 2019). O complexo portudrio de Sdao Luis-MA € importante, pois permite o
embarque e desembarque de produtos geradores de renda que contribuem para o
crescimento da economia global (CARVALHO NETA et al., 2019).

O que nessa regido proporciona uma extensa drea, onde ocorre a movimentagao
de navios que transportam diferentes produtos quimicos (ferro, manganés, bauxita, soda
caustica, alumina) que sdo comercialmente importantes para o estado e para o Brasil
(CARVALHO NETA; TORRES; ABREU-SILVA, 2012; SOUSA; ALMEIDA;
CARVALHO NETA, 2013; CASTRO et al., 2018).

O monitoramento da biota aqudtica dessas dreas ainda ndo € realizado de forma
sistemdtica, mesmo sendo ambientes legalmente protegidos e com comprovada
importancia ecoldgica e socioecondmica (ANDRADE, 2016).

O que dessa forma, revela que investigagdes sobre a qualidade de areas como essas
sdo relevantes, uma vez que os manguezais correspondem a ambientes tropicais bastante
ameacados e pesquisas contribuem para preencher tais lacunas, contribuindo com a
avaliacdo do impacto da poluicdo quimica sobre os ecossistemas de manguezais e sobre
as pessoas que dependem destes ambientes para seu sustento, explorando, por exemplo,

peixes e crustdceos (especialmente camardes e caranguejos) (BAYEN, 2012).




3.5 Ucides cordatus como espécie biomonitor

Dentre os recursos extraidos dos manguezais destaca-se Ucides cordatus. A
captura dessa espécie ¢ uma atividade econdmica importante conduzida em escala
comercial no Brasil (VIEIRA et al., 2004; SAINT-PAUL, 2006). Esse crusticeo € um
dos principais recursos extraidos dos manguezais da Ilha de Sdo Luis, sendo um produto
bastante consumido pela populacio maranhense (SOUSA et al, 2007). Wolff et al.
(2000), Santos (2002), Glaser; Diele (2004), ressaltaram que U. cordatus é uma espécie
de grande importincia econdmica, constituindo fonte de renda para parte da populagdo
com baixo poder aquisitivo das regides Norte e Nordeste do Brasil.

U. cordatus também desempenha funcdes importantes dentro do manguezal,
como processamento da serrapilheira, fluxo energético, ciclagem de matéria orgéanica e
bioturbacdo do sedimento (NORDHAUS et al., 2006). E uma espécie resistente com
habilidade de suportar condi¢des adversas como disponibilidade limitada de d4gua (devido
as inundacdes da maré e exposi¢do do substrato), alta salinidade intersticial e baixa
concentracdo de oxigénio nas galerias (LIMA er al., 2010), sendo considerada
bioturbadora e tendo participac@o na ciclagem de nutrientes (ALMEIDA et al., 2011).

E uma espécie considerada como importante biomonitor de qualidade ambiental,
pois além de ser encontrado em grande parte do litoral brasileiro, demonstra grande
sensibilidade a diversos poluentes (SANTOS, 2002).

Nudi et al. (2007), descreveram a espécie U. cordatus como biomonitor da
presenca de 6leo em manguezais. A espécie também pode ser utilizada como biomonitor
da presenca de metais, uma vez que a exposi¢do a estes poluentes revelou sinais de
comprometimento do seu sistema hormonal (CORREA JR. er al, 2000; HARRIS;
SANTOS, 2000). Toledo et al. (2007) destacaram a eficiéncia de U. cordatus como
biomonitor de genotoxicidade em areas de manguezal, propiciando a conservagdo € o
biomonitoramento ambiental.

Muitas espécies de invertebrados aquaticos t€m sido utilizadas para avaliacdo da
qualidade ambiental (DEPLEDGE; FOSSI, 1994). A utilizacdo de U. cordatus, por
exemplo, como biomonitor € importante nos estudos de biomonitoramento, pois uma
breve exposicdo dessa espécie a poluentes € capaz de causar mudancas metabodlicas
significativas, podendo comprometer processos vitais (TOLEDO, 1999; SANTOS,
2002).




A espécie U. cordatus tem se revelado uma espécie importante nos estudos de
biomonitoramento uma vez que pode sofrer alteracdes bioquimicas e morfoldgicas em
diferentes tecidos a partir da exposi¢do a um contaminante (ANDRADE, 2016). Nesses
casos, quando se analisam as respostas bioldgicas (biomarcadores) em U. cordatus em
ambientes impactados e naqueles relativamente livres de impactos, a espécie pode ser
validada como biomonitora (CARVALHO NETA et al., 2019). Assim, estudos com a
espécie de maior consumo no Brasil, onde sua carne € bastante apreciada sdo relevantes,
tendo em vista que esta sofre com os impactos decorrentes das atividades humanas nos
manguezais (ANDRADE, 2016). Dessa forma, o conhecimento das respostas bioldgicas

da espécie € importante tanto no contexto ambiental quanto de satide publica.

3.6 Biomarcadores histologicos em branquias

Bioindicadores e biomarcadores t€ém sido amplamente utilizados para avaliar a
contaminacdo de dreas impactadas (NUNES et al., 2015; TABASSUM et al., 2016). Os
biomarcadores podem ser mensurados a partir de diferentes 6rgaos dos caranguejos, como
por exemplo, hepatopancreas (respostas bioquimicas) e branquias (respostas
morfolégicas) (ANDRADE, 2016). Ao escolher um bioindicador, o pesquisador precisa
observar algumas caracteristicas importantes € de acordo com o estudo a ser
desenvolvido, j4 que um bioindicador “ideal” deve apresentar abundancia no ambiente,
deve sobreviver em ambientes sauddveis, mas também apresentar resisténcia a
contaminantes a que possivelmente serd exposto, assim como se adaptar a ensaios
laboratoriais (AKAISHI, 2003). Dessa forma, alteracdes branquiais e hepaticas em
tecidos funcionam como metodologia sensivel para detectar efeitos de compostos
quimicos em oOrgaos-alvo (SCHWAIGER, et al., 1997).

As branquias por estarem em contato direto com a d4gua, tornam-se um importante
6rgdo bioindicador pois possuem a capacidade de acumular muitos compostos toxicos
(AYADI et al., 2015; GOMES et al., 2012; GARMENDIA et al., 2010; ILENA et al.,
2012), que sdao nocivos e desencadeiam processos degenerativos de suas células
(AMEUR, 2015; MAHARAIJAN et al., 2015; VASANTHI et al., 2014).

Este oOrgdo € responsdvel por vdrias funcdes, como trocas gasosas,
osmorregulacdo, excre¢do de produtos nitrogenados e balanco 4cido-base. Portanto, se
este orgao for comprometido, a saide do organismo estara em risco (CENGIZ; UNLU,

2005). Além disso, as branquias sdo consideradas rota importante para a excregio,




bioconcentracdo e absor¢ao de contaminantes por sua ampla drea de superficie (AMEUR,
2015; RODRIGUES-BATISTA et al., 2018).

As mudancas morfoldgicas das branquias sdo importantes abordagens no
diagndstico e nas consequéncias fisiolégicas do organismo quando expostos a ambientes
contaminados (ROMAO et al., 2006), uma vez que representam um dos primeiros 6rgaos
a serem afetados por xenobidticos que se encontram dissolvidos na dgua, e entram em
contato direto e permanente com potenciais agentes toxicos (BERNET et al., 1999), as
branquias também se tornam permedveis a outros materiais (RUPPERT et al., 2005),
apresentando-se como O6rgdos de grande relevancia cientifica para a drea de

Ecotoxicologia Aquética (ANDRADE, 2016).

3.7 Biomarcadores histologicos em hepatopancreas

Em crustaceos, o hepatopancreas € o principal local de armazenamento de lipideos
(O°CONNOR; GILBERT, 1968; PELLON-MAISON et al., 2009). E um orgdo andlogo
ao figado, combinando as fun¢bes do figado, pancreas e intestino de vertebrados,
possuindo também como fungdes absorcdo, digestdo, armazenamento e secre¢do de
substancias (CARNEIRO et al., 2018).

E um 6rgdo que auxilia na desintoxicacdo de um organismo, pois possui a
capacidade de transformar compostos em moléculas menores para excreta-las (COSTA
et al., 2015), além disso, em crusticeos, € conhecido por reduzir os efeitos adversos de
metais toxicos na circulacio (MAHARAJAN et al., 2015; NEGRO; COLLINS, 2017).

Este 6rgdo na maioria dos crustaceos estd associado ao intestino médio e apresenta
diferentes niveis de complexidade estrutural entre as espécies, dentre os decapodes, o
hepatopancreas € particularmente bem desenvolvido e forma uma rede complexa de
ductos e tibulos que ocupa a maior parte da cavidade cefalotordcica (GIBSON;
BARKER, 1979).

O hepatopancreas exerce muitas funcgdes nos crusticeos, especialmente
relacionada com a digestdo, agindo na regulagdo do metabolismo (aminodcidos,
carboidratos, vitaminas, carbono e nitrogénio), ajuda na sintese e secre¢do de enzimas,
absor¢do de nutrientes, armazenamento de lipidios, glicogénio e célcio, excrecdo
metabolitos nitrogenados e sintese e liberacio de hormdnios e proteinas (e.g.
vitelogenina) (VOGT, 2019; WEEL, 1974). Este 6rgdo, nos crusticeos auxilia na defesa
imunoldgica, (ROSZER, 2014), auxilia ainda na detoxificacdo de xenobidticos (BHAVAN;




GERALDINE, 2001; SOUSA; PETRIELLA, 2007) e também € considerado o maior centro
metabolico responsavel pela producdo de espécies reativas de oxigénio em crusticeos
(ARUN; KRISHNAMOORTHY; SUBRAMANIAN, 1999).

Assim, quando expostos aos contaminantes presentes no ambiente, as fungdes do
hepatopancreas sao comprometidas, bem como suas estruturas podem sofrer deformagdes
(BATISTA, 2017; WALKER et al., 2010).

Trabalhos j4 evidenciaram a presenca de alteracdes histolégicas como necrose,
células B vacuolizadas, camada mioepitelial danificada, alteragdes no formato do limen
(BATISTA, 2017; BATISTA, 2019; JESUS et al., 2020), e, portanto, essas lesdes servem
como sinais de agentes estressores e auxiliam para a avaliacdo dos efeitos dos poluentes
presentes nos manguezais (MAHARAJAN et al., 2015; NEGRO, 2015).

Dessa maneira, o monitoramento dos efeitos dos xenobidticos nos organismos
aqudticos se faz necessario e de forma continua para um diagndstico mais detalhado e
seguro sobre a sadde dos organismos e populacdes desse ecossistema na costa
maranhense, tornando cada vez mais a utilizacdo de biomarcadores como metodologia
eficaz nesse diagndstico (CARVALHO-NETA, 2010; CARVALHO-NETA; ABREU-
SILVA, 2010, 2013; CARVALHO-NETA; TORRES; ABREU-SILVA, 2012; SOUSA;
CARVALHO-NETA, 2012; ANDRADE, 2016).

4 METODOLOGIA

4.1 Area de estudo
O estado do Maranhao estd situado na porcao norte brasileira, contém uma area

de aproximadamente 333.365,6 km limitando-se ao norte com o Oceano Atlantico, numa
extensao litordnea de 640 km, (MARANHAO, 2002), estendendo-se pela foz do Rio
Gurupi, na divisa com o estado do Paré, até o Delta do Parnaiba, no limite com o estado
do Piaui, sendo o segundo litoral mais extenso do Brasil.

A drea conhecida como Golfdo Maranhense é formada por duas grandes baias
(Sao Marcos e Sao José) separadas pela Ilha de Sdo Luis e abriga quatro municipios: S@o
Luis, Sao José de Ribamar, Raposa e Paco do Lumiar. Esta regido faz parte de uma zona
costeira marcada por estudrios e reentrancias no noroeste do Maranhdo, que apresenta
cerca de 5.414 km? de manguezais. (SOUZA FILHO, 2005).

Esta zona costeira, que constitui o maior sistema continuo de manguezais do

mundo, foi designada por Souza Filho (2005) como Costa de Manguezais de Macromaré




da Amazonia (CMMA). Na darea litordnea do Golfdo Maranhense encontram-se
caracteristicas comuns ao litoral ocidental com formac¢do de apicuns, baias, bracos de
mar, corddes arenosos, furos, ilhas, manguezais, dreas de varzea, e ao litoral oriental como
corddes arenosas e praias.

O clima € do tipo quente e timido, com dois periodos estacionais bem distintos,
um chuvoso (janeiro a junho) e outro de estiagem (julho a dezembro). De acordo com
Ferreira (1988), a regido destaca-se ainda por possuir dupla penetragdao de onda de maré
através das bafas de Sdo Marcos e Sdo José, consequentemente, processos hidrodindmicos
e de mistura (adveccdo e difusdo) estdo diretamente relacionados com as correntes de
marés provenientes dessas baias.

No ambito deste trabalho dentro do Golfao Maranhense, a pesquisa foi dividida
em duas dreas, sendo o municipio de Raposa, que estd situado cerca de 30 km de Sao
Luis, utilizado como drea de menor impacto, uma vez que nao apresenta empreendimento
portudrio de grande porte e ndo ha moradia por perto. Além disso, € um local onde a pesca
por esse recurso, o caranguejo ainda é muito forte pelos catadores locais, sendo que os
mesmos fazem coletas nesses locais em que as comunidades exploram o caranguejo-ugé.

Esse recurso pesqueiro serve para 0 consumo e para a economia, tendo em vista
que esses caranguejos sdo distribuidos em feiras como forma de renda dos pescadores
(ANDRADE, 2016) (Figura 1). A regiao de Raposa encontra-se no quadrante nordeste da
ilha do Maranhao entre as coordenadas de 02° 25” 22°°S e 44° 05° 21’W. A vegetagdo
nessa regido é predominante de mangue e apresenta rica fauna e flora (SANTOS et al.,
2011).

Figura 1. Area de captura do caranguejo U. cordatus, Bafa de Sio José — Raposa — drea de menor impacto)

.l
| VBrasi [t

Legenda
@ Ponios de coleta
7] Limig memicioal

Espacial

Fonte: ANDRADE, (2016), adaptado por BARROS (2021)




A segunda drea de coleta localiza-se no municipio de Sdo Luis (Porto Grande)
(02° 45> 777 S e 44° 21° 28” W) utilizado como area mais impactada. Em fun¢do da
instalacao do complexo portudrio ¢ uma regido onde a atividade portudria € intensa diante
das movimentacdes de navios cargueiros e graneleiros, das instalacdes de portos e de
cerca de 30 empresas nas proximidades, caracterizando-se como o segundo porto que
mais movimenta cargas no Brasil (ANTAQ, 2019).

Nessa regido observa-se um local de intensa movimentacdo de navios no
Terminal da ALUMAR/ALCOA, onde ocorre a movimentacdo de produtos quimicos
como o aluminio/alumina e bauxita. Além disso, nas proximidades sdo observados locais
com embarcagdes atracadas e outros servindo para a limpeza de embarcacdes (BATISTA
2017) (Figura 2). Esses impactos ja foram descritos em alguns trabalhos realizados com
a espécie para essa regido e ja foram publicados em artigos cientificos, dissertacdes de
mestrado e TCCs (Tabela. 1). Esses trabalhos descrevem que a Baia de Sdo Marcos é uma
regido que vem recebendo impactos decorrentes de contaminantes quimicos oriundos de

atividades humanas.

Figura 2. Segunda drea de captura do caranguejo U. cordatus, Baia de Sdo Marcos (Porto Grande, Regifo

Portudria - drea potencialmente contaminada, Maranhdo, Brasil.
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Fonte: ANDRADE, (2016), adaptado por BARROS (2021)




Tabela 1. Lesoes descritas em brinquia na Bafa de Sdo Marcos- Sdo Luis Maranhdo e dreas de referéncia

Lesao Localizacao Referéncia Tipo de
Trabalho
Dilatacdo do canal marginal Ilha dos Caranguejos (02°50° 26 S”;
Ruptura das células pilastras 44°30° 61> W), Coqueiro (02° 40’
Deslocamento cuticulas 217'S; 44° 217657 W), Jesus et al., Artigo
Rompimento da cuticula 2021
Colapso lamelar ‘ Porto Grande (02°45777” S; 44°21
Colapso 1amelqr e e~dema do tecido 28” W), Cajueiro (02°36° 93” S;
Desorganizagio lamelar A 1s e
Necrose 44°21° 52” W)
Hiperplasia.
Rompimento das células pilastras Ilha dos Caranguejos (02°50°26 S” e
Deformacio do canal marginal 44° 30°61” W), Coqueiro (02°40°,21”
Deslocamento da cuticula S ¢ 44° 21765” W), Jesus et al., Artigo
Ruptura da cuticula. 2020
Porto Grande (02° 45”77 S e 44°
21°28” W), Cajueiro (02°36°93” S e
44°21°52” W)
Colapso lamelar Baia de Sao Marcos
Colapso lamelar e inchaco do tecido
Hiperplasia (02 °43'13"S, 44 ° 21'39"W), Jesus et al., Artigo
Infiltragdo de hemdcitos 2020
No6dulos melanizados Iha do Facao, Raposa, Baia de Sao
Ruptura de cuticula José (02 ° 25'13"S, 44 ° 05'12"W)
Cuticula destacada
Necrose
Ruptura das células da pilastra
Dilatacdo do canal marginal
Zona portudria (P1) (2°42'57.3"S
Deformacao do canal marginal 44°21'43.4"W). Préximo a
Rompimento de células pilastras comunidade de Coqueiro e ao porto Protazio, 2020 Dissertacdo
Colapso lamelar da Alumar/ALCOA no municipio de
Necrose a ~ J P
Hiperplasia; Séo Luis,
rio Paciéncia (P2) (2°26'37.8"S
44°03'39.6"W). regido localizada na
ilha do Facdo, municipio de Raposa
Deformacdo do canal marginal
Necrose Baia de Sao Marcos, I1ha do Facio, Carvalho-Neta Artigo

Infiltragdo hemocitica
Inchaco das lamelas
Colapso das lamelas

Baia de Sao José (02 °25'13"S, 44 °
05'12"W)

etal., 2019




Deformacao do canal marginal
Rompimento das células pilastras

Hiperplasia Baia de Sao Marcos (regiao Costa, 2020 TCC
Colapso lamelar portudria) (02 © 43'13"S, 44 °
Ruptura da cuticula 21'39"W) e Bafa do Tubario
Necrose
Descolamento da cuticula
Redugdo do espaco inter lamelar
Inchago e alargamento das lamelas secundérias
Parasitos
Colapso Lamelar, Complexo Estuarino Sdo Marcos Oliveira, 2019 Artigo
Deformacio do canal marginal, (2°42'57,27 "S 44° 21'43,43" W);
Deslocamento Cuticula
Rompimento das células pilastras Estudrio do rio Paciéncia
Necrose
(2°26 ~37,8"S 44° 03 ~ 39,6" W).
Deformacio do canal marginal baia de Sdao Marcos (complexo Oliveira, 2018 Dissertacdo
Colapso lamelar estuarino de Sdo Marcos) (02 °
Ruptura de células pilastras 43'13"S, 44 ° 21'39"W), estudrio do
Descolamento da cuticula . A £ situad ~
Necrose rio Pacwnm'a estd 51t11a 0 na por¢ao
nordeste da ilha de Sao luis (2 ° 26 ~
37,8"S44°03 ~ 39,6" W).
Ruptura de células pilares Baia de Sdo Marcos, (02 ° 43'13"S, Andrade 2016 Dissertacdo

Necrose
Deslocamento e rompimento da cuticula
Deformacio do canal Marginal
Infiltragdo Hemocitica
Desarranjo das lamelas secunddrias
Aumento das lamelas secundérias

44 ° 21'39"W)
ilha de Facdo na Baia de Sdo José

(02 °25'13"S, 44 ° 05'12"W)

4.2 Taxon Ucides cordatus

Conhecido popularmente no Brasil como caranguejo-uca, Ucides cordatus

(Linnaeus, 1763) (Figura 3), um caranguejo semiterrestre pertencente a Familia ucididae

¢ espécie endémica do ecossistema manguezal (COSTA, 1979), distribui na costa

atlantica ocidental, desde o estado da Flérida (Estados Unidos) até no (Brasil) (De

OLIVEIRA et al., 2013) do Amap4 até o estado de Santa Catarina (MELO, 1996).




Figura 3. Exemplar de caranguejo Ucides cordatus

Fonte: Arquivo pessoal/2021

O caranguejo-u¢d € definido como um caranguejo eurialino de grande porte
(MELO, 1996), capaz de suportar variacdes bruscas de salinidade, de 2 a 33 ppm,
(MARTINEZ et al., 1998). Sao organismos que vivem na zona de mesolitoral e
supralitoral, em substrato preferencialmente de silte e argila (ALENCAR, 2011). Habita
galerias ou tocas com profundidade de até dois metros, ocupadas geralmente por um tnico
individuo (BRIGHT; HOGUE, 1972).

Apresenta hdbito alimentar essencialmente herbivoro, estocando folhas
senescentes de mangue em suas galerias subterraneas, o que possibilita sua participacao
no processo de ciclagem de nutrientes (PEROTE, 2010) e no aumento do fluxo de energia
na cadeia alimentar do manguezal (SCHORIES et al., 2003). O alimento € forrageado
durante a baixa-mar, nas proximidades das tocas. A dieta deste crustdceo € constituida
por folhas de mangue (61,2%), material vegetal ndo identificado e detritos (28,0%), raizes
(4,9%), sedimento (3,3%), casca de arvores (2,5%) e material animal, como crustiaceos,
poliquetas, insetos, bivalves e gastropodes (0,1%) (NORDHAUS, 2003).

A atividade de captura de U. cordatus é uma das mais antigas prdticas de
extrativismo nos manguezais do Brasil, com muitas comunidades ribeirinhas ainda
sobrevivendo de sua extra¢do (Geo Brasil, 2002), principalmente no litoral nordeste do
Brasil (ALENCAR et al., 2014) gerando emprego, renda e subsisténcia as comunidades
pesqueiras (PINHEIRO; FISCARELLI, 2001).

De acordo com Amaral; Jablonski (2005), os aspectos como: sobrepesca, captura

seletiva e degradacdo do habitat dessas espécies podem ser fatores que, em parte,




contribuiram para que U. cordatus tenha sido classificada como espécie ameagada de
extingdo e, posteriormente, passado para a relacdo de espécies sobrepescadas ou
ameacadas de sobrepesca (MMA n° 5/04).

Além disso, é uma espécie com baixa taxa de crescimento e longo ciclo de vida
(PINHEIRO et al., 2005), abundantes e facil de se capturar no campo (PINHEIRO;
FISCARELLI, 2001) sendo considerada como importante organismo biomonitor de
contamina¢do (PINHEIRO er al., 2012; ALMEIDA et al., 2016). Possuem a capacidade
de acumular contaminantes quimicos (por diferentes vias), mas sdo resistentes a sua
toxicidade e podem ser utilizados no controle da contamina¢do do ambiente marinho
(NUDI et al., 2007).

Nesse sentido, o caranguejo-ucd (U. cordatus) € um excelente bioindicador de
polui¢do dos manguezais que pode sofrer diversos tipos de alteragdes sob a influéncia de

xenobidticos (PINHEIRO et al., 2013).

4.3 Procedimento em campo

A autorizacdo legal para execucdo da pesquisa foi obtida junto ao SISBIO
(Numero de autoriza¢do 76372-1) que emitiu parecer favordvel a coleta dos exemplares.
As coletas foram realizadas nos meses de setembro, outubro e novembro de 2020, periodo
que corresponde ao de estiagem e nos meses de fevereiro e maio de 2021 que
correspondem ao periodo chuvoso. Em cada area foram coletados 10 espécimes
totalizando 100 individuos adultos machos, que para fins de padronizacdo, foram
coletados na fase de intermuda, afim de evitar quaisquer efeitos do estdgio da muda e do
sexo (PINHEIRO E FISCARELLI, 2001; PINHEIRO et al., 2012, ANDRADE, 2016,
JESUS, 2019).

Com ajuda do catador (pescador artesanal) os caranguejos foram coletados
dentro de suas tocas pela técnica de braceamento, que consiste na retirada do caranguejo
utilizando-se do brago esticado até o fundo das mesmas (BATISTA, 2019), (Figura 4).
Os animais foram capturados em pontos aleatérios pelo manguezal e logo depois foram
acondicionados em caixas de isopor e transportados ao laboratério de Biomarcadores em

Organismos Aquéticos da UEMA.




Figura 4. Coleta de Ucides cordatus em galerias pela técnica de braceamento

Va‘.;"i

. Fonte Aruvo pessoal, 2020

Paralelamente a captura dos caranguejos foram registrados os parametros fisico-
quimicos da dgua superficial (pH, O2 dissolvido em ppm, temperatura °C, salinidade em
ppm e condutividade mg/L) nas duas dreas de estudo (A1, A2) no periodo de estiagem e

chuvoso, utilizando o equipamento multiparametro de marca AKS88 (Figura 5).

Figura 5. Aferi¢do dos dados pardmetros fisico-quimicos da dgua nos locais de coleta

Fonte: Arquivo pessoal, 2020

4.4 Procedimento laboratorial

4.4.1 Dados biométricos
Em laboratério os espécimes de caranguejos-ucd foram imediatamente

processados para a obteng¢do dos dados biométricos com auxilio de um paquimetro de
digital. Foram obtidos largura (LC) e comprimento do cefalotérax e (CC), largura e

comprimento do prépodo quelar (LPQ, CPQ) e comprimento do dedo mével (CDM). O




peso total (PT) de cada individuo foi registrado com uma balanca digital de precisdo 0,1g

(PINHEIRO et al., 2012) (Figura 6).

Figura 6. Imagem de obten¢do das medidas LC e CC (PINHEIRO; FISCARELLI, 2001) e registro do LC,
CC, LPQ, CPQ, CDM e peso total a partir de um paquimetro e balanga digital

Conprimenio

Legenda: (A) largura do cefalotérax (LC); (B) comprimento do cefalotérax (CC); (C e D) largura e comprimento do
prépodo quelar (LPQ, CPQ); (E) comprimento do dedo mével (CDM); (F) peso total (PT)

4.4.2 Retirada dos tecidos e fixagdo
Logo apds a obtencdo dos dados biométricos as amostras foram dissecadas com

auxilio de tesoura e pincas para a remocao dos tecidos do hepatopancreas e branquias
(Figura 7). As branquias e hepatopancreas foram removidos de cada exemplar e fixados
em solucdo de Davidson durante 24 horas em potes identificados e lacrados. Apos 24

horas os tecidos foram lavados e mantidos em alcool 70% até o processamento histolégico

usual (VASANTI et al., 2014).




Figura 7. (A) Remocao das branquias e dos hepatopancreas de U. cordatus, (B) preservacdo dos tecidos

-

s

Hepatopancreas

Fonte: Arquivo pessoal, 2021
4.4.3 Andlise histologica
Para a andlise dos tecidos, as amostras de branquias e hepatopancreas foram
desidratadas em série crescente de dlcoois, diafanizadas em xilol, impregnadas e incluidas
em parafina. Logo em seguida foram obtidos cortes de aproximadamente Sum de

espessura, foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE).

Em microscopia de luz, foram analisados um corte 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) e Bernet et al. (1999) "modificado"
por Andrade, (2016), Oliveira, (2018), Batista, (2019) e Jesus (2020) e fotomicrografadas
com auxilio de microscopio AXIOSKOP — ZEISS, utilizando-se da contagem do nimero
de lamelas afetadas por cada patologia, em relacdo ao nimero total de lamelas em cada
branquia de acordo com Rebelo et al. (2000), e a contagem dos tiibulos de hepatopancreas

identificando o numero total de tibulos afetados por cada patologia.

4.5 Analise estatistico dos dados
Os dados biométricos dos caranguejos sdo apresentados em média e desvio-

padrao. Foi aplicado o teste t de Student para comparar as médias entre as dreas (contando
com auxilio do programa estatistico PATS 4.03), levando-se em consideragdo o nivel de
significancia de p<0,05.

Os dados histoldgicos foram submetidos a andlise multivariada de Bray-Curtis

para verificacdo de dissimilaridade entre as lesdes branquiais e hepdticas encontradas por
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area. Para a comparacao dos valores médios das lesdes entre as dreas, foi aplicado o teste

t de Student utilizando-se o programa estatistico PAST 4.03.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dados biométricos de Ucides cordatus e parametros fisico-quimicos da agua
Os resultados da andlise biométrica de U. cordatus capturados em Raposa

(drea menos impactada) e em Porto Grande (potencialmente impactada) no periodo de

estiagem e chuvoso podem ser observados na tabela 2.

Tabela 2. Média, desvio —padrao e valor de p pelo teste t de Student dos dados biométricos de U. cordatus
capturados em duas dreas diferenciadas, durante o periodo de estiagem e chuvoso.

ESTIAGEM CHUVOSO

Parametros Raposa Porto Grande Teste t de Raposa Porto Grande Teste t de

Student Student

(p>0,05) (p>0,05)
PT 145,8 +322  137,8 19,75 0,25 1253 +27,0 139,3+325 0,15
LC 68,4 £ 6,28 68,8 £5,06 0,75 63,3 £5,08 64,5 +49 0,47
CC 49,6 + 4,36 50,5 +3,56 0,38 44,6 + 3,69 46 +£4.8 0,32
CPQ 59,5+ 13,2 59,3+ 104 0,94 54,6 +791 583+11,7 0,26
LPQ 248 +5,8 22,9 +5,11 0,18 23,8 £3,59 21,3+5.2 0,09
CDM 33,9 +8,39 33,5+6,80 0,82 28,4 +5,67 303+7,5 0,38

Legenda: PT = peso total; LC= largura da carapaga; CC= comprimento da carapaga; CPQ= comprimento do prépodo
quelar; LPQ= largura do prépodo quelar; CDM= comprimento do dedo mével.

Os exemplares de U. cordatus coletados na regido portudria (drea mais impactada)
apresentaram maiores médias de peso no periodo chuvoso. Ja os espécimes capturados
no periodo de estiagem apresentaram maiores médias de peso para a regido de Raposa
(4rea menos impactada), entretanto os valores de peso ndo apresentaram diferencas
significativas entre os periodos sazonais e entre as dreas (p>0,05), diferenciando-se dos
resultados encontrados por Batista (2019); Oliveira (2018) e Andrade (2016) para a
mesma espécie na regido portudria, onde os autores descrevem que os exemplares
coletados no periodo chuvoso obtiveram médias de pesos menores do que os da drea de
menor impacto.

Entretanto os dados biométricos desta pesquisa corroboram com os resultados

descritos por Carvalho-Neta et al. (2019); Oliveira et al. (2019); Jesus et al. (2020), para




espécie onde estes descrevem que os caranguejos de dreas menos impactadas sao
significativamente mais pesados quando comparados com aqueles de dreas impactadas
como as regides de zona portudria.

Pesquisas ja descreveram concentracdes elevadas de poluentes em regides
portudrias (CARVALHO-NETA et al., 2012; SOUSA et al., 2013; ANDRADE, 2016;
CARVALHO-NETA et al,, 2019; de OLIVEIRA et al., 2019; JESUS, 2020), como por
exemplo, metais pesados, HPAs, entre outros, quando comparados com dreas de
referéncias o que pode influenciar negativamente no desenvolvimento dos organismos
aqudticos na regido portudria de Sao Luis.

Sabe-se que uma populagdo que vive em um ambiente rico em recursos
alimentares, seus individuos possivelmente crescerdo mais rapido (CASTIGLIONI et al.,
2013). Ao contrario, se nao existem recursos alimentares suficientes, a populacdo podera
sofrer com esse impacto por falta de alimento. Como a regido de Porto Grande é um local
de intensa atividade portudria, essa atividade pode influenciar negativamente na
quantidade de alimento disponivel e, consequentemente, na manutencdo das populacdes
de caranguejos desse ecossistema (BATISTA 2017).

Os dados para as médias de largura e comprimento da carapaca, demostram que
os organismos de Raposa (4drea menos impactada), foram menores que os caranguejos da
area potencialmente impactada, em ambos os periodos, contudo, ndo foram encontradas
diferengas significativas entre os periodos sazonais e entre as areas (p>0,05).

Estes dados podem sugerir que a drea de Raposa ndo estd livre de impacto, que
a mesma pode estar sendo influenciada por agcdes antrdpicas, tendo em vista que este local
€ rota de turismo e passeios na regido. Nesse local, a espécie pode estar recebendo algum
tipo de estresse, de origem domésticas, industriais e/ou agricolas que podem estar
alcancando niveis de interagdo muito proximos aos organismos e influenciando na
quantidade de energia investida no crescimento. Esses estresses origindrios dos impactos
antropicos podem levar a uma redu¢do no tamanho corporal desses individuos
(MOUREAUX et al., 2011; JESUS 2020).

Estudos conduzidos com vertebrados Carvalho-Neta et al. (2014) e com
invertebrados Andrade (2016) e Ocana; Riviera (2016), Oliveira, (2019) e Jesus et al.
2020), relatam diferencas relacionadas ao tamanho e peso dos organismos quando estao
sujeitos a ambientes com perturbacdes antropicas. Isso ocorre devido ao investimento de
energia para a desintoxicacdo de substancias nocivas em seu organismo (MOUREAUX

etal, 2011; SANTOS et al., 2016)




Pesquisas indicam que o nivel de impacto dos manguezais t€ém influenciado
negativamente nos parametros populacionais de espécies de crusticeos (JERGENTZA et
al., 2004; VIANA et al., 2014; BARRILLI et al., 2015; MORAES et al., 2015), e fatores
como temperatura, salinidade, pesca predatéria e exposi¢do a xenobidticos tém
contribuido para reduzir o crescimento de organismos aquéticos (OLIVEIRA, 2018), uma
vez que estes espécimes desviam sua energia de crescimento para desintoxicacdo
(SANTOS et al., 2016).

Os valores para os parametros abidticos da dgua estio apresentados na tabela 3.
Os dados de pH entre as dreas e entre os periodos de estiagem e chuvoso na presente
pesquisa ndo apresentaram variacdes significativas. Os dados para a regido de Porto
Grande estdo proximos aos descritos nos trabalhos de Carvalho-Neta et al. (2012), Batista
(2019) e Jesus et al. (2020). Ja para a regido de Raposa, os resultados corroboram com os
descritos por Oliveira (2019) e Andrade (2016), onde estes autores descrevem o (pH 8)

em ambas estacoes para a localidade préximo ao resultado desta pesquisa.

Tabela 3. Dados abiéticos da dgua de Raposa e Porto Grande areas de coleta de U. cordatus capturados no
periodo de estiagem e chuvoso.

PORTO GRANDE RAPOSA
ESTIAGEM CHUVOSO ESTIAGEM CHUVOSO CONAMA/valores
pH 7.5 7,5 7,7 7.8 5-9°
Oxigénio dissolvido mg/L 5,3 5,7 3,5 5,7 3>mg/L
Temperatura °C 31,3 29,2 28,4 25,9 28-32 °CP
Salinidade ppm 25 29,1 39,7 35,3 0,5- 30%o

Legenda: pH (potencial hidrogenionico); DO (oxigénio dissolvido); °C (celsius); ppm (partes por milhdo); mg/L
(miligramas por litro)

A temperatura para a regido de Porto Grande no periodo de estiagem foi de
31,3°C e para a época chuvosa 29,2°C. Resultados diferentes foram observados no
periodo de estiagem por Batista, (2019), Ribeiro, (2020), Oliveira, (2019) e Protazio
(2020) que descreveram para a regido portudria temperaturas constantes de 29°C. Ja para
o periodo chuvoso a presente pesquisa obteve resultados semelhante aos descritos pelos
mesmos autores com temperatura de 29°C.

Para aregiao de Raposa a temperatura esteve em torno de 28,4°C para a estiagem

resultado semelhante aos observados por Ribeiro, (2020), Oliveira, (2019) e Protazio




(2020) que relatam temperatura na regiao em torno de 29°C. Ja para o periodo chuvoso,
nesta pesquisa a temperatura foi de 25,9°C dado que ndo corrobora com os resultados
descritos pelos mesmos autores para a mesma época nessa regiao.

O oxigénio dissolvido (0O2) apresentou valores de 5,3ppm na estiagem e no
periodo chuvoso 2,8ppm na regido de Porto Grande. Para a regido de Raposa foi de
3,5ppm na estiagem e 5,7ppm no periodo chuvoso.

A salinidade nas duas areas foi diferente, sendo menor em Porto Grande em
ambos os periodos sazonais. Carvalho-Neta et al. (2012) e Jesus (2019), para a mesma
regido, descrevem valores proximos ao observado na presente pesquisa, entretanto, para
aregido de Raposa o valor da salinidade foi diferente dos descritos por esses autores em
2012 (15ppm) e 2019 (20 ppm). Na presente pesquisa esse dado se apresentou mais
elevado (39,7ppm) na estiagem e (35,3ppm) no chuvoso. O que permite inferir que
somente os valores de salinidade para a regido de Raposa ndo estdo de acordo com
Resoluc¢ido Conama n°357/2005 para dguas salobras, todos os demais parametros abidticos
para a regido estdo de acordo com a resolugdo.

Para a regido portudria todos os dados abidticos aferidos estdo de acordo com a

Resolug¢do Conama n°357/2005 para dguas salobras classe 3 (BRASIL, 2005).

5.2 Lesoes branquiais encontradas em Ucides cordatus em Raposa (drea menos
impactada) e na regido portuaria (area mais impactada)

A histologia da estrutura branquial em U. cordatus apresentou um padrdo
semelhante ao ja exposto na literatura (MAHARAIJAN et al,, 2015; NEGRO, 2015;
ANDRADE, 2016; BATISTA, 2017; BATISTA, 2019; JESUS, 2020), (Figura 8A). As
branquias apresentam células pilastras (Figura 8B), que normalmente se caracterizam por

apresentarem um formato de T (BATISTA, 2019).




Figura 8. Estruturas branquiais em U. cordatus coletados nas dreas de estudo Raposa (drea menos
impactada) e Porto Grande (drea mais impactada), A) Branquia normal: CM — canal marginal; LS — Lamela
secunddria; LP — Lamela primdria B) Célula pilastra normal (circulo), visualizada em microscopia éptica
na objetiva 40x.

Nos caranguejos as branquias sdo 6rgidos formados por um epitélio fino e
sensivel que se diferencia em algumas estruturas. Esse padrdo descreve as branquias de
crustdceos como sendo constituidas por um nimero de lamelas dispostas ao longo de um
eixo de comando branquial onde no centro encontra-se a lamela primdria (LP), que € a
partir de onde se ramificam as lamelas secundarias (LS) entre as quais existem canais de
agua; no apice das lamelas secundarias existe um canal marginal (CM), que também

apresenta células pilastras, (MAHARAJAN et al., 2015).

Além disso, as branquias dos crustdceos sdo constituidas por uma fina cuticula
que as envolve e que servem como protecdo a impactos e agentes indesejaveis,
funcionando como barreira (MAHARAIJAN et al., 2015; NEGRO, 2015). Todo esse

conjunto € importante para o funcionamento normal do sistema respiratorio desses

organismos (COSTA, 2020).

, .

O epitélio da branquia € a principal superficie de contato com o ambiente,
constituindo importante alvo de poluentes presentes na dgua devido a sua extensa drea
superficial (WONG; WONG, 2000). O fato desse Orgao estar exposto diariamente as
impurezas da dgua provoca uma série de problemas, pois este é o primeiro a estar em
contato com a poluicdo ambiental; e sdo altamente vulnerdveis a produtos toxicos, que
em muitos casos podem causar a morte dos organismos devido a sensibilidade do epitélio

branquial a substancias toxicas. A alta carga de poluentes presente na dgua pode causar




lesdes irreversiveis as branquias, levando o animal a morte (FREITAS et al., 2013;
NEGRO, 2015).

Quando essas estruturas branquiais sofrem ac¢do de substancias quimicas, por
exposicdo a esses contaminantes ou por estresse ambiental, elas tendem a se desorganizar
e promover uma série de respostas bioldgicas indicativas de contaminagdo, ao que

denominamos biomarcadores (BUSS, 2003, 2008).

As alteracdes do tipo rompimento das células pilastras, deformagdo do canal
marginal, ruptura da cuticula, colapso lamelar, deslocamento da cuticula (figura 9E),
hiperplasia e necrose foram alteragdes comumente encontradas na estrutura branquial dos
crustaceos (U. cordatus) analisados. Essas alteragcdes sdo consideradas graves uma vez
que estdao envolvidas na perda da estrutura das células e tecido (NEGRO; COLLINS,
2017).

Figura 9. Lesdes observadas na estrutura branquial de U. cordatus coletados nas dreas de estudo Raposa e
Porto Grande, Maranh@o. A) Rompimento das células pilastras (seta), B) Deformag@o do canal marginal
(seta), C) Ruptura da cuticula (seta), D) Colapso lamelar (asterisco), E) Deslocamento da cuticula (seta),
Necrose (asterisco) e F) Hiperplasia (asterisco), visualizada em microscopia dptica na objetiva 40x.




Legenda: RCP (Rompimento das células pilastras rompidas); DCM (deformagdo do canal marginal); RUP.C (Ruptura
da cuticula); COLP.L (Colapso Lamelar); DESL. C (deslocamento da cuticula).

As lesdes encontradas em U. cordatus em Raposa e na regido portudria sao
expressas na tabela 4. Alguns tipos de lesdes se mostraram mais frequentes, como
rompimento das células pilastras (RCP), deformacdo do canal marginal (DCM) e necrose
e estas ndo tiveram variagdo significativa entre as dreas e entre os periodos sazonais
(p>0,05).

Outras alteragdes se expressaram em menor propor¢ao, como ruptura da cuticula
(RUP. C), colapso lamelar (COLP. L), deslocamento da cuticula (DESL. C), hiperplasia
e colapso com inchago (CL. com inchaco), ndo havendo variacdo significativa destas
lesdes para o periodo de estiagem, entretanto lesdes do tipo ruptura da cuticula,
hiperplasia e colapso com inchaco apresentaram variacdes significativas no periodo

chuvoso (p<0,05).




Tabela 4. Média, desvio —padrdo e valor de p pelo teste t de Student para as altera¢des branquiais em

caranguejos (U. cordatus) coletados em duas diferentes areas durante o periodo de estiagem.

ESTIAGEM CHUVOSO
Lesoes Raposa Porto Grande  Teste t de Raposa Porto Grande  Teste t de
branquiais Student Student
P>0,05 P>0,05
RCP 71,78 £29,37 60,78 + 22,93 0,29 60,38 £29,52 70,15 £32,11 0,52
DCM 86,92 £22,28  68,5+29,55 0,08 55,23+ 35,97 61,84 £21,81 0,59
RUP.C 1,71£6,18 3,71+13,11 0,62 1,15+ 2,14 3,76 + 3,82 0,04
COLP.L 14,92419,35  13,78+19,15 0,88 6,53+ 11,69 16,23 +£32,27 0,33
DESL.C 2,35+£3,79 10,28+19,66 0,16 2,15+ 3,34 2,23+ 3,74 0,95
Hiperplasia 4,71+£5,93 6,35+6,62 0,51 5+4,16 10,76+ 6,77 0,01
Necrose 52,14+£27,38 48,0+£27,32 0,72 54+ 38,30 60,46+ 30,97 0,65
COLP.1 5,21£13,15 2,0+4,17 0,4 0+£0 1,53+ 2,53 0,04
Parasita 1,35+2,52 1,57£2,12 0,81 0,15+ 0,36 0,76+ 1,42 0,15

Legenda: RCP Rompimento das células pilastras rompidas; DCM (deformagdo do canal marginal); RUP.C (Ruptura
da cuticula); COLP.L (Colapso Lamelar); DESL. C (deslocamento da cuticula), COLP.I com incha¢o (Colapso com
inchaco).

Pesquisas vém demostrando que essas lesdes sao os principais efeitos observados
em caranguejos, conforme resultados apresentados por Andrade, (2016), Oliveira, (2018),
Rebelo et al. (2000), Batista, (2019), Carvalho Neta et al. (2019), que descrevem que

esses tipos de lesoes, tais como hiperplasia, necrose e rompimento de células pilastras em




conjunto, podem gerar um dano maior ao tecido branquial tendo como consequéncia o
colapso lamelar.

Dentre as lesdes em crustdceos encontradas neste estudo, foi possivel observar
que houve prevaléncia de trés tipos de lesdes branquiais, consideradas mais frequentes
(Figura 10). Estas foram deformacdo do canal marginal em Raposa no periodo de
estiagem com 86,92%, e no chuvoso com 29,91%, para a regido de Porto grande DCM
obteve frequéncia de 68,5% na estiagem e 27,15% na chuvosa. Rompimento das células
pilastras para a época de estiagem em Raposa a frequéncia foi de 71,78% e na estacdo
chuvosa de 32,70%, em Porto Grande RCP, se apresentou com frequéncia de 60,78% na
estiagem e 30,8% na estacdo chuvosa. Necrose para a drea de Raposa a frequéncia foi de
52,14% na estiagem e 29,25% para o periodo chuvoso, para Porto Grande esta lesdo na
estiagem foi de 48% e 26,54% para o chuvoso.

As lesdes descritas acima em ambas as dreas de coleta e em ambos os periodos
sazonais, foram as mais frequentes. Além disso, também foram encontradas outras lesdes

em menores porcentagens na estrutura respiratorias de U. cordatus.

Figura 10. Percentuais de lesdes branquiais dos caranguejos (U. cordatus) capturados na zona portudria
(Area mais impactada) e Raposa (Area menos impactada).
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Legenda: RCP Rompimento das células pilastras rompidas; DCM (deformagdo do canal marginal); RUP.C (Ruptura
da cuticula); COLP.L (Colapso Lamelar); DESL. C (deslocamento da cuticula), COLP.I com inchaco (Colapso com
inchaco).

As lesdes mais frequentes nesse estudo também foram descritas nas pesquisas
feitas por Rebelo er al. (2000) e por Andrade (2016), Jesus (2020), Oliveira (2019),

Jerome (2017), Negro; Collins, (2017). As alteracdes encontradas podem ser indicativas




de exposicao a contaminantes ou estresse ambiental visto que em uma das areas ha dados
de contaminagdo por metais, como Arsénio, Cadmio, Cobre, Cromo, Niquel e Zinco

(BATISTA, 2019).

Estudos recentes como de Oliveira ef al. (2019); Jesus et al. (2020) destacaram
a presenca significativa da lesdo rompimento das células pilastras em individuos
capturados em dreas portudrias da Bafa de Sdo Marcos, que também foram registradas
nessa pesquisa. De acordo com as autoras, o rompimento das células pilastras promovem
o desarranjo das lamelas secundérias podendo agravar o estado de sanidade respiratdria
dos individuos. Além disso, a persisténcia dessas alteracdes desencadeia o colapso

lamelar e a necrose dos filamentos (COSTA, 2020).

As branquias estdo em contato com o ambiente circundante e devido a sua
grande darea de superficie isso facilita a interacdo e absorcdo de poluentes e
consequentemente sao as primeiras a reagirem aos xenobilticos presentes no meio
aqudtico, as alteragdes encontradas nos tecidos destes organismos indicam a presencga de

contaminantes (NEGRO, 2015).

As branquias, num contexto geral, tém um papel importante para as espécies que
dependem deste 6rgdo para a respiracio, osmorregulacdo e excre¢ao de ions dentre outras
funcgdes; no entanto, quando estas precisam desempenhar uma atividade maior, como por
exemplo, a desintoxicagcdo de metais pesados ou pesticidas, elas acabam sofrendo dano

em sua estrutura (REBELO et al., 2000).

Nos caranguejos foi possivel observar também a presenca de parasitas (Figura
11) que segundo Ventura et al., (2018) seu aparecimento € facilitado em locais em que ha
ma qualidade da 4gua, atrelada as varidveis fisico-quimicas 0 que ocasiona estresse nos

organismos (PAVANELLI et al., 2008; VARGAS et al., 2015).




Figura 11. Fotomicrografia das lamelas secundarias de U. cordatus com parasitos (setas) (ndo identificados
a nivel taxondmico), visualizada em microscopia 6ptica na objetiva 40x.

Para Torres (2016), a presenca desses patdgenos causa efeitos importantes nas
branquias, como o comprometimento de sua eficiéncia respiratéria, que pode ser reduzida
ou comprometida pela presenca desses organismos. Segundo lkerd; Burnett; Burnett,
(2015), esses organismos sensibilizam o epitélio respiratério dos individuos que levam a

distirbios severos comprometendo a fisiologia (trocas gasosas) dos crusticeos.

Eiras (1994), estudando parasitas em peixes debate que estes organismos, sao
prejudiciais, tanto pela sua presenga, que causa pressao nos tecidos do hospedeiro, como
por sua fixagao, criando efeitos significativos por meio da sua agdo mecanica. Além disso,
a alimentacdo do parasita através do hospedeiro resulta em perda de sangue, efeitos esses
que podem levar a perda de peso, diminuicdo da taxa de crescimento e eventualmente,

morte do hospedeiro (ROBERTS ef al., 2004).

A branquia € um 6rgdo multifuncional responsédvel pela respiracao, sendo
também principal local para excrecdo de produtos nitrogenados possuindo importante
papel no balango de fons (NOGA, 2010). Este 6rgdo € altamente suscetivel a infec¢do, e
o dano branquial resultante contribui consideravelmente para os efeitos letais causados

por parasitas (DICKERSON, 2006).

Dessa forma pesquisas com branquias de crustidceos revelaram que estas
apresentam diversas alteragdes quando expostas a contaminantes quimicos, comprovando
que elas sdo sensiveis a esses agentes (ANDRADE, 2016). O que nos reforca a
importancia do uso de diferentes metodologias de biomonitoramento dos ecossistemas
estuarinos, destacando a utilizacdo de lesdes branquiais como biomarcadores de

contaminacdo aquatica (TORRES, 2016).




Assim, os estudos dos efeitos que o caranguejo U. cordatus sofre com os efeitos
de poluentes, principalmente no estado do Maranhdo, sdo insuficientes e se tornam
extremamente importantes, pois permitem um olhar mais detalhado sobre o
biomonitoramento da espécie em dareas potencialmente impactadas, uma vez que sao

capazes de auxiliar na avaliagdao mais precisa da qualidade ambiental (TORRES, 2016).

5.3 Dendrograma e similaridade entre as lesdes branquiais em U. cordatus nas
areas estudadas para o periodo de estiagem e chuvoso

A andlise de similaridade para as alteragdes branquiais encontradas em U.
cordatus entre as areas e periodos sazonais, mostra um comportamento semelhante das
médias e entre a frequéncia das lesdes no histograma, que sao reunidos em dois grupos

principais.

O indice indicou um primeiro grupo com similaridade maior que 0.9 (ou 90%)
formado pelas lesdes do tipo rompimento das células pilastras e deformacdao do canal
marginal para a regido portudria e de Raposa na estacdo de estiagem (Figuras 12A e 12B).
Em seguida nesses mesmos clusters, aparece a lesdo necrose que se agrupam
hierarquicamente formando o conjunto de “lesdes mais frequentes”, distanciando-se as
lesdes do tipo ruptura da cuticula, deslocamento da cuticula para a drea de Raposa, e
ruptura da cuticula e colapso com inchaco para a regido de Porto Grande. Segundo Jesus
et al. (2020) alteragdes, como necrose e ruptura das células pilastra em conjunto, podem
originar grandes danos ao tecido branquial resultando em colapso lamelar e perda
funcional do 6rgio.

O segundo grupo similar de lesdes para a estiagem aparece com 0.8 (ou 80%)
causadas por alteracdes graves como colapso lamelar, hiperplasia e colapso com inchago
para a regido de Raposa (Figura 12A). Para a regido de Porto Grande esse segundo cluster
¢ formado por alteracdes do tipo colapso lamelar, hiperplasia e deslocamento da cuticula

(Figura 12B).

Essas lesdes branquiais ja foram descritas em outras trabalhos, para as regides,
onde os autores verificaram em branquias de caranguejos esse mesmo padrao de variagdao
entre dreas potencialmente impactada e dreas de referéncia (ANDRADE, 2016;
CARVALHO-NETA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019; JESUS et al., 2020;

PROTAZIO 2020;). Assim, a ocorréncia dessas lesdes no tecido desses organismos




compromete as fun¢des desempenhadas pelo 6rgdo ocasionando consequéncias severas
nas células e estruturas desses animais (DUARTE et al., 2016; FREITAS; REBELO et
al., 2000). Portanto, esses dados corroboram e evidenciam alteragdes registradas na
andlise branquial desses organismos, reafirmado pelo agrupamento dessas alteracdes

registradas na presente pesquisa.

Figura 12. Dendrograma da similaridade do indice de Bray-Curtis das lesdes branquiais em Ucides
cordatus baseada em uma matriz de agrupamento considerando as lesdes nas areas estudadas A) Raposa e

B) Porto Grande (estiagem)
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Legenda: COLP.L- colapso lamelar); HIP- (Hiperplasia); COLP. Incha (Colapso com inchaco); NECR- (Necrose);
DCM- deformacdo do canal marginal; RCP- rompimento das células pilastras; RUP.C- (ruptura da cuticula); DESL. C
(Deslocamento da cuticula).

O indice de Bray-Curtis para as alteragdes branquiais de U. cordatus para o
periodo chuvoso (Figura. 13 A e B) indicou um forte agrupamento (> 90%) das lesdes do
tipo rompimento das células pilastras, necrose e deformacdo do canal marginal, as
alteracdes encontradas nas branquias foram similares nas duas dreas menos e mais

impactada.




Similarity

Figura 13. Dendrograma da similaridade do indice de Bray-Curtis das lesdes branquiais em Ucides
cordatus baseada em uma matriz de agrupamento considerando as lesdes nas areas estudadas A) Raposa e
B) Porto Grande (chuvoso)
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Legenda: COLP.L- colapso lamelar); HIP- (Hiperplasia); COLP. Incha (Colapso com inchaco); NECR- (Necrose);
DCM- deformacéo do canal marginal; RCP- rompimento das células pilastras; RUP.C- (ruptura da cuticula); DESL. C
(Deslocamento da cuticula).

As alteragdes mais frequentes nas branquias de U. cordatus observadas neste
estudo, como rompimento das células da pilastra, deformacdo do canal marginal e
necrose, também foram comumente encontrados nas branquias de U. cordatus analisados
por Jesus et al. (2020); Oliveira et al. (2019).

Desta mesma forma, Carvalho-Neta er al. (2019) e Andrade. (2016) verificaram,
em branquias de caranguejos, este mesmo padrdo de variacdo das lesOes entre areas
potencialmente impactadas e dreas de menor impacto.

Batista (2019), trabalhando com a espécie U. cordatus na mesma regiao portudria
descreve em seu trabalho na estagdo chuvosa a lesdo rompimento das células pilastras
como uma alteracdo frequente, o que se assemelha ao da presente pesquisa para a regidao
de Porto Grande na estagdo chuvosa. Para esta mesma autora a incidéncia desta lesdao
pode estar relacionada com a alta concentragdo de poluentes que sdo langados e estdo
disponiveis na estacdo chuvosa na regido portudria, uma vez que, para essa época 0s
poluentes sao lixiviados com maior facilidade para o meio aquaético.

Resultados similares também foram descritos por Protazio (2020), para estacdo
chuvosa, trabalhando em uma regido portudria no municipio de Sdo Luis, Maranhdo o

autor descreve para a estacdo chuvosa rompimento das células pilastras (RCP), e




deformacdo do canal marginal (DCM) como lesdes mais frequentes. Essas lesoes, tais
como necrose € rompimento de células pilastras em conjunto, podem gerar um dano
grande ao tecido branquial tendo como consequéncia o colapso lamelar (BATISTA,
2017).

A lesao do tipo rompimento das células pilastras € uma alteragdo que é definida
como a quebra celular, e que resulta em morte celular, o que leva a necrose (FREITAS-
REBELO et al., 2000).

Para a regido de menos impacto, drea de Raposa Carvalho-Neta er al. (2019) e
Andrade (2016), descrevem as lesdes do tipo DCM, RCP e necrose como as mais
frequentes, resultados que corroboram com o descrito neste estudo. Essas alteracdes nao
causam a morte imediata dos organismos, mas representam distirbios importantes que
impedem o organismo de desempenhar suas fungdes no ecossistema (CARVALHO-

NETA et al., 2019).

5.4 Histologia das lesoes hepaticas de U. cordatus

O hepatopancreas apresenta como padrao histolégico a presenca de tibulos com
tecidos marrom-amarelados e ocupa a maior parte da cavidade cefalotérax (BATISTA,
2017) (Figura 14). Esta conectado com o estdmago pildrico por meio de ductos e cobre
parte do intestino médio (CUARTAS; DfAZ; PETRIELLA, 2003; FRANCESCHINI-
VICENTINI et al., 2009). Observam-se, ainda glandulas circulares ou elipticas, que
consiste em um tecido epitelial composto por diferentes tipos de células E-células
(embriondrias), o F-células (fibrilares), as células B (blister like), e células-R
(reabsorcdo), este 6rgdo apresenta um limen normal com forma de estrela na maioria dos

crustaceos (BATISTA, 2017).




Figura 14. Fotomicrografia da estrutura normal de hepatopancreas de U. cordatus coletado na regido de
Raposa e Porto Grande, visualizada em microscopia éptica na objetiva 40x. Seta preta indicando um tibulo
com limen normal formato de “estrela”.

T

As alteragdes observadas no tecido do hepatopancreas de U. cordatus estdao

apresentadas na tabela 5.

Tabela 5. Percentuais das lesdes em hepatopéancreas de U. cordatus observados na Area Portudria e na de

menor impacto.
ESTIAGEM CHUVOSO
Lesoes Raposa Porto Grande  Teste t de Raposa Porto Grande Teste t de
hepaticas Student Student
P>0,05 P>0,05
DEF.L 18,33 £5,64 20,89 £ 11,99 0,43 18+3,39 20,92+13,19 0,49
CEL.B. VAC. 30,28+17,68 46+29,45 0,33 59,6748,80  48,75+27,99 0,23
DEF. EP. 3,2243,12 3,89+4,76 0,63 4,92+4,01 3,83+3,00 0,48
N.PIC. 53,33+27,79 81+55,45 0,07 118,75£8,81  96,42+47,00 0,14
C. M. DAN. 3,94+5,63 5,84+4.85 0,28 8,75+3,00 5,17%£4,90 0,05
NECROSE 12,5+£7,68 15,39+13,41 0,45 15,83£7,20  15,92+11,04 0,98

Legenda: DEF.L (deformacdo do limen); CEL. B. VASC. (células B vacuolizadas); DEF. EP. (deformacéo do epitélio);
N. PIC (ntcleos picnéticos); C. M. DAN. (camada mioepitelial danificada).




A andlise dos dados demonstrou que para ambos os pontos de coleta, e para os
periodos sazonais as lesdes no hepatopancreas com maiores médias foram nucleos
picnéticos (N. PIC), células B vacuolizadas (CEL. B.VAC.), deformacao do limen (D.L)
€ necrose.

Para a drea portudria os percentuais de lesdes foram maiores do que nos
caranguejos da drea de menor impacto para a estiagem e ndo apresentaram diferencas
significativas.

J& para o periodo chuvoso a regido de menor impacto drea de Raposa apresentou
maiores valores para as lesdes de células B vacuolizadas e nicleos picndticos sem
diferencgas significativas. Entretanto a andlise estatistica demonstrou haver diferenca
significativa, apenas para a lesdo camada mioepitelial danificada onde obteve maiores
valores para a regido de Raposa. Resultados descritos por Batista, (2017); Batista, (2019);
Jesus et al. (2020) apontam que para a regido portudria os percentuais de lesdes foram
maiores que para a regido de menor impacto, resultados similares aos encontrados neste
estudo.

Segundo Maharajan et al. (2015) alteracdes evidentes como a proliferacdo de
células B, indicam uma alta taxa de excre¢do pelo hepatopincreas, o que pode estar
relacionado ao fato de que este € um 6rgdo de armazenamento e de desintoxicagdo, dessa
forma a eliminac¢do dos xenobidticos ocorre quando se eleva o niimero de células F e
converte-as em células B.

O hepatopancreas ndo € apenas um 6rgdo digestivo que possui habilidades de
absorc¢do, digestdo, armazenamento e secre¢do, mas também um importante local onde as
biotransformagdes e desintoxica¢do ocorrem nos crusticeos (MAHARAJAN et al,
2015).

Assim, as lesdes nos tubulos do hepatopancreas observadas nos caranguejos nas
areas estudadas sugerem que a integridade do tecido afetado pode ser devido a exposi¢ao
deste 6rgdo por contaminantes. Portanto, estas lesdes descritas e consideradas graves
indicam danos nas células e nos tecidos de forma irreversivel (BERNET et al., 1999).

As frequéncias das lesdes em hepatopancreas encontradas nas duas dreas estdo
expressas na figura 15. Verificou-se que a porcentagem de lesdes foi maior para a regiao
portudria em ambas estagdes (estiagem e chuvosa). Estes dados corroboram com os
trabalhos de Jesus et al. (2020) e Jesus et al. (2021) trabalhando com a espécie U. cordatus
em uma regido portuaria de Sao Luis, MA, que descrevem para a regido de maior impacto

uma frequéncia maior de lesdes. Esses dados, podem inferir que os caranguejos da drea




portudria estdo tendo respostas em diferentes 6rgdos decorrentes de contaminantes
quimicos presentes no ambiente (BATISTA, 2017).

Este 6rgdo desempenha fungdes importantes em varios processos metabdlicos nos
crustiaceos (CACECI et al., 1988; BHAVAN; GERALDINE, 2000). Estudos testando
efeitos de contaminantes mostram que estes tipos de alteracdes nos tecidos do
hepatopancreas de crustdceos estio relacionados a sua exposicao a substancias quimicas

contaminantes (JESUS et al., 2020).

Figura 15. Frequéncia total de lesdes nos hepatopancreas de U. cordatus encontradas na Area Portudria e
na de menor impacto.
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Legenda: DEF.L (deformacio do limen); CEL. B. VASC. (células B vacuolizadas); DEF. EP. (deformacéo do epitélio);
N. PIC (ntcleos picndticos); C. M. DAN. (camada mioepitelial danificada).

5.5 Dendrograma e similaridade entre as lesoes hepaticas de U. cordatus nas areas
estudadas periodo de estiagem e chuvoso

A figura 16 apresenta a similaridade das varidveis das lesdes hepdticas de U.
cordatus coletados na drea portudria e de menor impacto. Os dados do cluster para a
regido de Raposa mostra agrupamento com similaridade (>80%) na estiagem e (>70%)
para o periodo chuvoso, reunindo as lesdes nucleos picnoéticos, células B vacuolizadas,
deformacdo do limen e necrose e distanciando em ambas estacdes as lesdes delaminagdo

do epitélio e camada mioepitelial danificada.




Para a regido de Porto Grande, o cluster indicou um agrupamento (>80%) para
ambos os periodos sazonais, reunindo as lesdes necrose, deformacgdo do limen, células B
vacuolizadas e nucleos picnéticos e distanciando assim como em Raposa, as lesdes

delaminacgdo do epitélio e camada mioepitelial danificada.

Figura 16. Dendrograma da similaridade do indice de Bray-Curtis das lesdes hepaticas em Ucides cordatus

Raposa A (estiagem) B (chuvoso); Porto Grande C (estiagem) D (chuvoso).

Legenda: DEF.L (deformacio do limen); CEL. B. VASC. (células B vacuolizadas); DEF. EP. (deformacéo do epitélio);

N. PIC (ntcleos picnéticos); C. M. DAN. (camada mioepitelial danificada).
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O hepatopancreas dos espécimes decdpodes crusticeos € o principal 6rgao
envolvido na digestdo, absorcdo e reserva de nutrientes, secre¢do de enzimas digestivas e
excrecao de residuos (OLIVEIRA et al., 2004). Este 6rgdo também desempenha um papel
importante no equilibrio idnico do organismo (ZHUANG; AHEARN, 1996) e na
desintoxica¢do de substancias (SOUSA, 2003; COLLINS, 2010).

A lesdes deformagdo do limen, células B vacuolizadas, nicleos picnéticos e
necrose foram alteracdes também descrita nos trabalhos de Jesus ef al. (2020); Jesus et
al. (2021) onde estas se apresentaram como a mais frequente nos caranguejos estudados.
Para os autores as alteracdes observadas nos diferentes 6rgaos de caranguejos sio devidas
a doencas quimicas cronicas de contamina¢do no ambiente. Assim, o hepatopancreas de
crusticeos desempenha papéis importantes em varios processos metabdlicos e a
exposi¢cdo a contaminantes quimicos podem levar a alteragdes estruturais (BHAVAN;
GERALDINE, 2000).

A figura 17 mostra as lesdes mais encontradas nos hepatopancreas de U. cordatus
encontradas na drea portudria e drea de menos impacto (Raposa). Sao elas: deformacao

do lumen, células- B vacuolizadas, nicleos picnéticos e necrose.

Figura 17. Lesoes em hepatopancreas de U. cordatus capturados na drea portuaria e de menor impacto,
visualizada em microscopia Optica na objetiva 40x.
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Legenda: A- deformagdo do limen (DL); B- células- B vacuolizadas (asterisco) (CEL. B. VASC); C- nicleos picnéticos
(seta) (N.PIC) e necrose (seta).




Portanto as lesdes aqui descritas afetam diretamente o tecido e causam danos nas
células, as alteracdes citadas sdo consideradas “graves”, por isso, indicam danos nas

células e nos tecidos de forma irreversivel (BERNET et al., 1999).

5.6 Comparacio das lesdes branquiais e hepaticas de U. cordatus capturados na
area portuaria (Porto Grande) e na area de menor impacto (Raposa)

A figura 18 apresenta de forma comparativa o quantitativo de lesdes encontradas
nas branquias e nos hepatopancreas de U. cordatus, capturados na drea de menor impacto
e na area de maior impacto. Esses dados indicaram que as lesdes foram bem

representativas tanto nas branquias quanto no hepatopancreas de U. cordatus.

Figura 18. Grafico comparando o total de lesdes encontradas em brinquias e hepatopancreas de U.
cordatus na Area Portudria (Porto Grande) e na Area de menor impacto (Raposa).
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Dessa forma, a hipétese proposta sobre os espécimes de caranguejos que vivem
na regido portudria estarem sofrendo com impactos, oriundos de polui¢do por
contaminantes, mostrou-se por meio das lesdes graves aqui identificadas, que os
caranguejos estdo expostos a um ambiente poluido e desenvolvendo mecanismos de
defesa.

Esses 6rgdos, em conjunto, atuam como importantes estruturas que auxiliam em
andlises de biomarcadores, podendo fazer parte de metodologias para o

biomonitoramento de dreas impactadas.




A utiliza¢do de biomarcadores em outros organismos como peixes, por exemplo,
trazem respostas bioldgicas ao estresse provocado pelos poluentes e podem ser utilizadas
para identificar sinais iniciais de danos, sendo excelentes para monitorar a saide do
ecossistema aqudtico e tém sido incluidos em véarios programas modernos de
monitoramento ambiental de paises desenvolvidos (WALKER et al., 1996).

Além disso, outras classes como peixes e moluscos por exemplo, sdo 6timos
organismos sentinelas em programas de biomonitoramento de rotina, tanto em nivel
nacional como internacional, os moluscos costumam ser escolhidos como espécie
bioindicadora, devido a sua ampla distribuicdo geografica e possibilidade de féacil
aquisicdo no campo. Por outro lado, os peixes nestes estudos sdo de grande importancia
devido a posi¢ao-chave destes organismos na cadeia tréfica e seu elevado valor comercial
(VIARENGQO et al. 2007). Dessa forma a utilizacdo de biomarcadores em outras classes
servem para documentar e quantificar tanto a exposicao quanto os efeitos de poluentes
ambientais, e a utilizacdo dessas diferentes espécies nos estudos de biomonitoramento
pode ser uma abordagem bastante Util para a avaliacdo dos efeitos da contaminagdo

ambiental nas populagdoes (WINKALER et al., 2001).

6 CONCLUSAO

Os dados do trabalho relacionados com a andlise de biomarcadores de
contaminac¢do aqudtica com a espécie U, cordatus, em Raposa e Porto Grande, Maranhao
permitiram concluir que:

o os exemplares de Ucides cordatus, pelas lesdes branquias e hepaticas
observadas, estao em um ambiente submetidos a estressores decorrentes
de algum tipo de contaminante que ocasionou ao aparecimento das lesdes;

o os percentuais das lesdes nos caranguejos de Raposa e regido portudria,
demostram que os organismos das duas dreas estdo respondendo a
exposi¢cao por contaminantes lancados no ambiente;

o apesar dos caranguejos de Raposa (drea menos impactada) serem mais
pesados também apresentaram lesdes significativas, indicando que a
Regido de Raposa ja deve estar apresentando presenca de contaminantes,
J4 que essas lesdes estdo aparecendo de forma significativa nos

caranguejos;




o quanto a similaridade entre as lesdes branquiais, os resultados permitem
concluir que essas alteracdes sdo um dos principais efeitos de resposta
quando o animal foi exposto a concentragdes elevadas de poluicdo o que
leva a rompimento e degenera¢do celular, que ndo causam a morte
imediata dos organismos, mas que representam perturbag¢des importantes
que impedem que o organismo realize suas funcdes no ecossistema;

o asimilaridade das lesdes nos hepatopancreas de U. cordatus, mostrou que
as alteracdes mais frequentes indicam que a integridade do tecido afetado
pode ser devido a exposicdo deste 6rgdo por contaminantes;

o os dados aqui expostos revelam que as branquias e hepatopancreas de U.
cordatus apresentaram lesdes significativas revelando que estes sdo
Orgdos sensiveis a contaminagdo aqudtica em ambientes possivelmente
impactados e que U. cordatus é uma boa espécie biomonitora porque
expressou respostas morfoldgicas que sdo importantes para avaliacdo da
polui¢do ambiental;

o a branquia do caranguejo foi caracterizada como Orgdo mais sensivel
devido a presenca de lesOes significativas e graves, uma vez que este orgao
permanece em contato direto com o ambiente externo e € particularmente
sensivel a mudancas na qualidade ambiental, tornando-se o principal

“alvo” dos contaminantes.
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