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RESUMO

Em estuérios, a salinidade é considerada um parametro ambiental chave por apresentar
altas e constantes variagdes, que afetam a fisiologia e a ecologia dos organismos. Além disso,
organismos estuarinos estdo sujeitos a uma série de diferentes tipos de atividades antropicas
gue geram contaminantes descartados em regides costeiras. A biodisponibilidade e toxicidade
de contaminantes no ambiente aquético sdo influenciadas pela variacéo de salinidade. Na Baia
de Japerica (nordeste paraense), atividades mineradoras trazem danos tanto ao meio ambiente
quanto a populacao residente nas proximidades. Este estudo é uma avaliagcdo das respostas de
biomarcadores bioguimicos de exposicdo e efeito analisados no caranguejo residente Ucides
cordatus frente as flutuagcdes sazonais da salinidade local. Os caranguejos foram coletados
manualmente em dois locais da baia: Japerica, local com maior influéncia de agua salina,
estuario inferior e Tapud, estuario superior, localizado préximo a regido de implantacdo de
uma fabrica de cimento com possivel potencial poluidor. As coletas foram realizadas durante
4 periodos: Jun/2013 (transicdo 1), Setembro (estiagem), Novembro (transicdo 2) e Fev/2014
(chuvoso). Temperatura, pH, oxigénio dissolvido (OD) e salinidade foram medidos durante a
coleta. Os animais foram biometrados para peso total e largura da carapaga, branquias e
masculos foram os tecidos selecionados. Nestes tecidos foram dosados biomarcadores
bioquimicos de exposicdo: capacidade antioxidante total (ACAP) e atividade da enzima de
detoxificacdo glutationa s-transferase (GST); e de efeito: determinagdo do contetdo de danos
oxidativos em lipideos (LPO). Os dados abioticos obtidos demonstram que a temperatura e
pH ndo apresentaram uma variacdo significativa entre locais de coleta. A salinidade
apresentou variacao, tanto entre os locais como entre os periodos de coleta. Tapud mostrou
valores menores de salinidade, porém maior variagdo sazonal. Os niveis de OD foram em
Tapud foram maiores em relacdo a Japerica. A ACAP tanto em branquias quanto em musculo
se manteve estavel ao longo dos periodos de coleta. A atividade da GST e do contetudo de
lipidios nos dois tecidos foram altos em Tapud no periodo de transicdo 2 e no periodo
chuvoso, sendo este o local onde ha maior variagdo do gradiente salino ao longo do ano. Os
resultados indicam variagfes sazonais de salinidade, aliada a maior disponibilidade de
contaminantes e a diminuicdo da atividade dos biomarcadores expdem os animais ao efeito

desses xenobioticos e consequentes de danos ecoldgicos.

Palavras-chave: Ucides cordatus. Caranguejo — Para, Nordeste. Salinidade — Para, Nordeste.



ABSTRACT

In estuaries, the salinity is considered a key environmental parameter because it
presents high and constant variations that affect the physiology and ecology of organisms.
Furthermore, estuarine organisms are subject to different types of human activities that
generate pollutants discharged into coastal regions. The bioavailability and toxicity of
contaminants in the aquatic environment are influenced by changes in salinity. In the Bay of
Japerica (northeastern Para), mining activities cause damage to the environment and to nearby
residents. This study is an evaluation of the responses of biochemical markers of exposure and
effect analyzed in crab resident Ucides cordatus front of the seasonal fluctuations of the local
salinity. The crabs were manually collected at two locations from Bay Japerica, a place with
greater influence of saline water, lower estuary and Tapud, upper estuary, located near the
implantation region of a cement plant with pollution potential. Samples were collected during
four periods: June/2013 (transition 1), September (dry season), November (transition 2) and
February/2014 (rainy). Temperature, pH, dissolved oxygen (DO) and salinity were measured
during collection. The animals were length and weighed for total weight and width of the
shell, gills and muscles were selected tissues. These tissues were measured biochemical
biomarkers of exposure: total antioxidant capacity (ACAP) and activity of detoxification
enzyme glutathione S-transferase (GST); and effect: determination of the content of oxidative
damage in lipids (LPO). Abiotic data showed that temperature and pH no significant variation
between sampling sites. Salinities showed variation both local and between collection periods.
Tapua show lower salinity values, but higher seasonal variation. The do levels were Tapua
were higher than Japerica. The ACAP both gills and in muscle has remained stable over the
collection periods. The GST activity and lipid content in both tissues were higher in Tapué the
transition period and 2 in the rainy season, which is where there is greater variation in the salt
gradient throughout the year. The results indicate that seasonal variations in salinity, together
with the increased availability of contaminants and decrease the activity of biomarkers expose

animals to effect these xenobiotics and consequent ecological damage.

Keywords: Ucides cordatus. Crab — Par4, Northeastern. Salinity — Para, Northeastern.
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1 INTRODUCAO

1.1 Manguezal e estuario

Ambientes da zona costeira abrigam um mosaico de ecossistemas de relevancia
ambiental, como estuarios e manguezais.  Estuério é definido como um corpo de agua semi-
fechado que tem uma livre conexdo com o mar aberto e dentro a &gua marinha sofre diluicdo
pelo aporte de agua continental (DAY JR et al., 1989; ELLIOTT; MCLUSKY, 2002), assim,
a interacdo entre a 4gua doce e dgua do mar € a caracteristica fundamental de um estuario.
Nesse ambiente ha uma reduzida corrente que flui depositando sedimentos finos, formando
extensa faixa de areia intertidal e lodacais, suficiente para formar depdsito de sedimentos
(ROMADO, 1996).

Ambientes estuarinos possuem gradientes acentuados em relacdo as suas condi¢des
fisico-quimicas como salinidade, nutrientes dissolvidos, quantidade de oxigénio, pH,
composicao dos sedimentos e um elevado grau de turbidez. A capacidade de tolerar variacGes
da concentracdo de oxigénio e salinidade no ambiente é um dos pré-requisitos para 0s
organismos viverem em &reas estuarinas (MACIEL et al., 2008). Independentemente a sua
origem, estuarios de todo 0 mundo sdo dominados por fatores ecoldgicos complexos como:
areas em constante movimento, aguas relativamente rasas, 0 que impede a acdo excessiva de
onda ou correntes rapidas; um gradiente de salinidade com valores préximos a zero ou
superiores a 30; apresenta ainda uma diversidade de tamanhos de particulas sedimentares,
transporte de agua; e interagdes moleculares tanto em agua e sedimentos, com locais de

abundancia de matéria organica e microorganismos.

Ecossistemas de manguezais sdo ambientes estuarinos especiais, caracterizados por
fatores ambientais varidveis, tais como a temperatura, sedimentacdo e correntes de mare,
apresentam ainda apresentarem densa vegetacdo de haldfitas (plantas tolerantes a gradientes
salinos) (CLARK, 1974). As raizes aéreas de manguezais estabilizam parcialmente esse
ambiente e proporcionam um substrato sobre o qual vivem espécies de plantas e animais,
assim como na parte superior das arvores de mangue. O substrato desse ambiente forma o
habitat de varias espécies infaunal e epifaunais, enquanto o espago entre as raizes fornece
abrigo e alimento para espécies como camardes, caranguejos e peixes. Os restos da vegetacao

de mangue sdo transformados em detritos, o que, em parte, suporta cadeia alimentar do
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manguezal. Devido a alta abundéncia de comida e abrigo, e baixa pressdo de predacdo, 0s
manguezais formam um habitat ideal para uma variedade de espécies animais, durante parte
ou a totalidade de seus ciclos de vida. Como tal, a densidade da vegetacdo e as condicdes
naturais dao aos manguezais uma condicdo que representa um dos habitats biologicamente
mais produtivos da Terra (KENNISH, 2002; McLUSKY, 2004), alem de funcionarem como
habitats de bercgario para as espécies comercialmente importantes a exemplo do caranguejo,
camarao e peixe. Manguezais sdo encontrados ao longo da zona costeira do Brasil, desde o
Cabo de Orange no Amapa até Laguna em Santa Catarina (MELO, 1996). Para as populagdes
humanas habitantes de areas costeiras, 0s crustaceos decapodos constituem a maior fonte
econdmica e as principais espécies comercializadas sdo: caranguejo guaiamum (Cardisoma
guamhumi), o siri (Callinectes spp) e o caranguejo semi-terrestre “caranguejo uga” (Ucides
cordatus) (ALVES et al., 2005).

Crustaceos da ordem Decapoda podem ser avaliados como biomonitores de poluicéo
em sistemas aquaticos (marinhos e fluviais) por ocuparem uma posicdo chave na cadeia
alimentar, além de estarem em contato direto com sedimentos e agua de ambientes poluidos,
acumulam poluentes de véarias maneiras por serem consumidores de depdsitos sedimentares,
matéria organica, matéria animal e plantas (MacFARLANE et al., 2000). Vérias espécies de
caranguejos estuarinos possuem um grande potencial como biomonitores devido a sua grande
diversidade, baixa mobilidade em relagdo a outros organismos, ampla distribuicdo geogréfica
com populagdo relativamente estavel durante todo o ano e sua tolerdncia as diferentes
concentracdes de metais no meio ambiente. Por apresentar a essas caracteristicas, utilizou-se a
espécie Ucides cordatus (Figura. 1) como biomonitora no presente estudo, para a analise de
biomarcadores bioquimicos. Ucides cordatus € um caranguejo pertencente a familia Ucididae
(STEVCIC, 2005), que se distribui no Oceano Atlantico Ocidental, desde a Florida (EUA),
ocorrendo em abundancia em toda a extensdo da costa do Brasil, do estado do Amapa até o
estado de Santa Catarina (COSTA, 1972), ocupando preferencialmente areas de manguezal
com sedimento lodoso (MELO, 1996). Possui expressiva importancia econémica no litoral
brasileiro (FAUSTO-FILHO, 1968; JANKOWSKY et al., 2006), sendo considerado um dos
principais recursos pesqueiros no Brasil, particularmente nas regibes norte e nordeste
(FAUSTO-FILHO, 1968). Serve como fonte de alimento e renda para uma grande populacéo
que se ocupa de sua extracdo e comércio (Di BENEDITTO, 2005; GLASER; DIELE, 2004;
PASSOS; IBAMA, 1994), o que tem gerado uma alta pressdo predatoria impactando suas

populacbes naturais nos ultimos anos (ALVES et al., 2005).0s caranguejos braquidros, junto
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com os moluscos, correspondem a maior parte da macrofauna de invertebrados associados a
esse ecossistema. Destacam-se tanto em riqueza de espécies como em biomassa, superando 0s
demais organismos do manguezal (GOLLEY et al., 1962). Em funcdo do grande porte que
pode atingir, o caranguejo Ucides cordatus representa o principal componente da macrofauna
dos manguezais da costa brasileira, com influéncia notoria sobre o fluxo energético nos
manguezais (KOCH, 1999), na bioturbacdo do sedimento (AMOUROUX; TAVARES, 2005),

e na ciclagem do carbono e da matéria organica (GUEST et al., 2006).

Além de ser um caranguejo encontrado em &reas terrestres na maré baixa, apresenta
comportamentos de construcdo de tocas e alimentacdo fora da agua (MARTINEZ et al.,
1999), desse modo fica diretamente exposto a contaminantes depositados no ambiente
(MARTINEZ e col., 1999; NUDI et al., 2007). O caranguejo Ucides cordatus é considerado
um bom osmorregulador, capaz tanto de hipo quanto de hiperosmorregular, e embora seja um
animal aquatico com adaptacdes (MARTINEZ et al., 1999), possui dispositivos respiratorios
que se assemelham aos dos caranguejos terrestres (SANTOS; SALOMAO, 1985). Essa
espécie é naturalmente uma espécie exposta a flutuacdes da salinidade, a qual pode variar de 2
a 33 (SANTOS; SALOMAO, 1985).

Figura 1- Caranguejo Ucides cordatus coletado em Tapud e Japerica, utilizado como organismo biomonitor no
estudo da Baia de Japerica — Pa. LC € representado como a maior medida da largarura da carapaca.

Fonte: Do autor.
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1.2 Salinidade

Dentre todos os fatores abidticos que caracterizam estuarios, a salinidade é
considerada um parametro ambiental chave por apresentar altas e constantes variagdes que
afetam a fisiologia e a ecologia dos organismos (ANGER, 2001; 2003). A salinidade pode ser
definida como a concentracdo de sais minerais dissolvidos na agua, que corresponde ao peso
em gramas de sais presentes em 1000g de agua (ESTEVES, 1998; SUGUIO, 1992). Célcio,
magnésio, sodio, potassio bicarbonato, cloreto e sulfato, estdo entre os principais ions e
anions responsaveis pela formacao de sais em aguas interiores (ESTEVES, 1998).

Em regides estuarinas a salinidade pode variar de 0,5 (agua doce) passando por
diversos graus de salobridade (oligohalina, mesohalina) seguindo para valores maiores que 35
(dguas hipersalinas) (SUGUIO, 1992). No entanto, esse valor pode sofrer variacdes devido a
niveis elevados de precipitacdo, entrada de agua doce proveniente de rios locais ou por
evaporagdo em &guas rasas (NYBAKKEN, 1988; SCHMIDT-NIELSEN, 1996). Estas
variacdes ocorrem, principalmente, pelo ciclo das marés, mas também sazonalmente, de
acordo com o indice pluviométrico de cada estacdo do ano (NYBAKKEN, 1988; MANN;
LAZIER, 1991).0 impacto de salinidade, tal como com outros fatores ambientais, € variado.
A salinidade pode afetar um animal também por meio de mudancas em propriedades quimicas
da 4gua (MCLUSKY; ELLIOTT, 2004). A temperatura, por exemplo, pode interagir com a
salinidade, e a resposta do animal a uma mudanca na salinidade pode ser diferente em
variadas temperaturas (MCLUSKY; ELLIOTT, 2004); (1) a concentracdo total de sais de
agua do mar é reduzida quando diluida com agua doce; (2) a concentracdo de gases
dissolvidos varia com a salinidade, a agua doce contém mais oxigénio do que a dgua mais
salina @ mesma temperatura. Desse modo, variagdes de salinidade podem afetar indiretamente
as condicOes normais de equilibrio do meio, causando potenciais danos aos organismos
habitantes ou a necessidade de emprego de energia para adaptacdo (MCLUSKY; ELLIOTT,
2004).

Para os crustaceos decapodos, a salinidade pode afetar o crescimento, a sobrevivéncia
e 0 desenvolvimento larval (ANGER, 1996, 2003; ANGER et al., 1990; ANGER et al., 2000;
COSTLOW et. al., 1960; LAREZ et al., 2000; LUPPI et al., 2003), assim como também a
atividade alimentar (ANGER, 2001), a taxa de acumulacgéo de carbono (ANGER et al., 1998)
e a composicdo bioquimica das larvas de algumas espécies (TORRES et al., 2002). Muitas

publicacBes sobre a &rea de distribuicdo das espécies e da diversidade das assembleias
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bentdnicas nos estuérios tém-se concentrado no gradiente de salinidade (BOESCH, 1977;
HEIP et al., 1995; MEES et al., 1995). A diversidade das espécies geralmente declina nas
margens afetadas pela baixa salinidade (DANKERS et al., 1981; JONES, 1988; YSEBAERT
et. al., 2003).

Este parametro induz ainda respostas comportamentais especificas (FORWARD,
1989) influenciando na distribuigdo vertical das larvas na coluna d’agua (SULKIN; VAN-
HEUKELEM, 1982; SULKIN, 1984; CRONIN; FORWARD, 1986), além selecionar o tipo
de estratégia reprodutiva adotada pelas espécies como, a exportacao larval (CHRISTY, 1982;
FORWARD et al., 1982; ANGER, et al., 1994), e orientacdo durante o recrutamento
(O’CONNOR; EPIFANIO, 1985), bem como no crescimento e manutencdo da populacéo.
Dessa forma a salinidade parece, portanto, ser um fator determinante dos padrbes de
abundancia e distribuicdo da fauna intertidal ao longo do gradiente longitudinal estuarino
(FUJII, 2007).

Gradientes de salinidade, e os problemas relacionados a turbidez da agua e a um
substrato lamacento, expdem o0s organismos a um estresse fisiologico grave, ao qual
respondem com adaptaces de padrbes de comportamento, modificacdes fisiologicas de
sistemas de tecidos particulares, ou até evolucdo de novas espécies ou espécies adaptadas ao
ecossistema estuarino (MCLUSKY; ELLIOTT, 2004). Quando ocorre uma variacao brusca na
salinidade do ambiente os organismos apresentam diferentes estratégias para escapar, reduzir
0 contato com a agua mantendo o contetido osmético e idnico ou entdo o animal recorre a
respostas fisioldgicas. Estas respostas comportamentais e fisiol6gicas sao comuns em animais
estuarinos, podendo permitir que o ambiente interno (sangue, células, etc.) se torne
osmoticamente semelhante ao ambiente externo (dgua do mar ou de estuarios);
alternativamente, o organismo mantém ambiente interno em uma concentragdo osmotica
diferente do ambiente externo pelo processo de osmorregulagdo (MCLUSKY; ELLIOTT,
2004). Crustéaceos que habitam estuarios apresentam diferentes estratégias osmorreguladoras
diante das variagOes salinas do ambiente (RINDERHAGEN et al., 2000).

1.3 Contaminacdo aquatica

Além de variaveis naturais, 0s organismos estuarinos estdo sujeitos a uma série de
diferentes tipos de atividades antrépicas que geram uma quantidade significativa de
contaminantes direta ou indiretamente descartados em regifes estuarinas e manguezais.

Muitos destes processos antropicos sdo atividades extrativistas, como garimpagem de
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minérios preciosos, exploracdo de argila, areia, cascalho, calcério, etc. Assim como a prépria
extracdo dos recursos naturais é fonte de impacto ambiental, o beneficiamento de tais recursos
pode trazer danos adicionais. No caso do cimento, futuro impacto antropico em foco neste

estudo, muitos estudos vém demonstrando o potencial toxico desta atividade.
1.3.1 Producdo cimenteira

Fornos de cimento sdo considerados uma das maiores fontes de poluentes
atmosféricos perigosos (U.S.E.P.A.; SIDHU, et al.,, 2001). Estudos com animais de
laboratdrio indicam que exposicdo cronica a poluentes como dioxinas e furanos, substancias
encontradas dentre as presentes na fumaca dos fornos, podem causar deficiéncia imunolégica
e disrupcdo do sistema enddcrino (SWEETMAN, et al., 2004). Além do macro impacto
relacionado a emissdo de CO, e ao consequente aquecimento global, os impactos gerados pelo
processo produtivo do cimento podem ocorrer desde a extracdo, passando pela producdo, até a
sua disposicao final (MAURY; BLUMENSCHEIN, 2012). Segundo Santi e Seva (2004) o
processo de producdo da inddstria de cimento € composto basicamente pela mineracdo de
calcario e a fabricacdo do cimento, acarretando alteracdes ambientais como as emissdes de
gases e de poeiras, erosdes, cavas abandonadas e rios assoreados, modificacdes locais no ciclo
das aguas e a disseminacao de contaminantes em solos e cursos d’agua pelo uso de residuos
industriais como combustivel e durante a fase extrativa. A fabricacdo do cimento também
pode usar lenha, GLP (Gas Liquefeito de Petréleo) ou gas natural, contribuindo para poluicéo
atmosférica e aquecimento global. J& a contaminagéo do solo e cursos d’agua pode chegar a
cadeia alimentar pela ingestdo de organismos que habitam os ambientes receptores desta
atividade (MAURY; BLUMENSCHEIN, 2012).

Fatores externos ocasionados por impactos antrépicos podem acarretar em constantes
variagcbes em parametros ambientais chaves em ambientes estuarinos. No processo de
producdo cimenteira ha geracdo de material particulado suspenso, a deposicao desses residuos
no ambiente aquatico pode variar a proporcdo relativa de solutos dentro de &gua,
consequentemente alterando a salinidade com a diminuigdo de seu valor. Essa deposicdo
acarreta ainda problemas de salde na populacdo residente nas comunidades do entorno
fabricas (MAURY, 2008; BLUMENSCHEIN, 2004). Ainda como resultado da deposi¢do de
residuos, a variacao de salinidade implica no desequilibrio da disponibilidade de diversos ions

(cloro, sulfato, bicarbonato, bromo, flGor, acido boérico, sédio, magnésio, calcio, potassio e
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estroncio) indispensdveis para o desenvolvimento saudavel de alguns animais estuarinos
(MALLASEN, 1997).

VariagOes na salinidade ou em pardmetros fisico-quimicos como temperatura e pH,
afetam a biodisponibilidade de ions essenciais para animais estuarinos, a exemplo do célcio,
elemento importante na constituicdo e fortalecimento de tecidos rigidos como exoesqueleto
em crustaceos braquitros (OUYANG; WRIGHT, 2005) e na regulacdo das contracGes
musculares (MCARDLE; KATCH, 1994), sendo proveniente da alimentacdo e do meio
aquatico em algumas espécies adultas. A biodisponibilidade deste ion é variavel entre os
ambientes salobros, terrestres, de dgua doce e marinha, sendo neste Ultimo o quarto mais
abundante, com sua concentracdo mais elevada que no ambiente de agua doce (CASTRO;
HUBER, 2000). Uma reduzida salinidade na agua estuarina implica em baixa concentracdo
dos ions célcio e magnésio, necessarios para o enrijecimento da carapaca e desenvolvimento
dos braquiuros que crescem por meio de mudas, ou ecdises. Nessa troca da carapaca, ocorre
reabsorcdo de parte do exoesqueleto antigo e a formacdo de um novo, 0 que exige a
disponibilidade de célcio no ambiente (GORE, 1985; WHEATLY et al., 2002). Esse fato,
junto a pobre quantidade de substancias carbonatadas na dieta alimentar do caranguejo-uca,
faz com que esse animal se utilize dos recursos disponiveis na carapaga antiga
(GREENAWAY, 1993).

Ainda ocasionando impactos no ambiente aquatico, processos de mineracdo e
descarga de efluentes domésticos e industriais liberam metais no meio aquéatico
(EBRAHIMPOUR; MUSHRIFAH, 2008) e através de precipitacdo em areas com poluicdo
atmosférica (PEREIRA et al., 2006). O processo produtivo do cimento tem forte influencia no
aumento da quantidade de metais e compostos organicos disponiveis no ambiente, visto que a
extracdo de calcario deixa o0 solo exposto em cavas abandonadas e dissemina contaminantes
durante o processo de producdo (MAURY, 2008; BLUMENSCHEIN, 2004).

Animais estuarinos que vivem em contato direto com o sedimento, como o caranguejo
Ucides cordatus, estdo expostos a esses contaminantes, Vvisto que nesses ecossistemas
aquaticos tanto metais quanto outros compostos organicos tendem a acumular nos sedimentos
(SHRIVASTAVA et al., 2003) e, dependendo das condi¢bes ambientais, podem ser liberados

na coluna d’agua tornando-se biodisponiveis.
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1.3 Biodisponibilidade de metais

A biodisponibilidade de um metal e sua toxicidade dependem da forma quimica e
fisica na qual o metal se encontra (ALLEN; HANSEN, 1996), em geral, quando liberados na
agua os metais primeiramente sdo adsorvidos por particulas orgénicas ou inorganicas e sao
entdo incorporados ao sedimento pelo processo de sedimentacdo, fazendo com que os esse
compartimento tenha niveis mais elevados de metais (BOTTE et al., 2007), assim as
concentragdes de metais no sedimento s3o maiores do que na coluna d’adgua pois € no
sedimento que se depositam todos os compostos quimicos. Dessa forma, a composicdo do
sedimento ao longo do tempo € influenciada pela presenca de compostos oriundos de
atividades como desenvolvimento industrial, desflorestamento, mineracdo e aumento de
poluicdo (XUE et al., 2007). Nestas condi¢gdes metais e contaminantes organicos podem
afetar a biota, sendo incorporados ao longo da cadeia alimentar e consequentemente causar
danos também a saude humana (KHAN et al., 2005).

1.4 Crustéaceos decapodos como organismos biomonitores

Organismos biomonitores demonstram qualitativa e quantitativamente o impacto da
poluicdo ambiental sobre organismos vivos, usados em monitoramento da qualidade do ar, da
agua, do sedimento e do solo. Biomonitoramentos oferecem uma alternativa, além dos
métodos fisico/quimicos, para a identificacdo de areas de risco de poluicdo por diversos
contaminantes (THAWLEY et al., 2004), com a vantagem de ser possivel identificar efeitos

bioldgicos ocasionados pela exposi¢cdo aos contaminantes.

Crustaceos da ordem Decapoda podem ser avaliados como biomonitores de poluicdo
em sistemas aquéticos (marinhos e fluviais) por ocuparem uma posi¢do chave na cadeia
alimentar. Além disso, os decapodos estdo em contato direto com sedimentos e agua de
ambientes poluidos, acumulam poluentes de varias maneiras por serem consumidores de
depdsitos sedimentares, matéria organica, animal e vegetal (MacFARLANE et al., 2000).
Vérias espécies de caranguejos estuarinos possuem um grande potencial como biomonitores
devido a sua diversidade, sua baixa mobilidade em relacdo a outros organismos, sua ampla
distribuicdo geografica com populagdo relativamente estdvel durante todo o ano e sua

tolerancia as diferentes concentra¢des de metais no meio ambiente.
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Para os fins deste estudo e com base nas caracteristicas descritas anteriormente
descritas, utilizou-se a espécie Ucides cordatus (Figura. 1) como biomonitora para a anélise

de biomarcadores bioquimicos.
1.4 Biomarcadores

Contaminantes ambientais (como metais, produtos de combustdo incompleta e
residuos industriais), liberados no meio aquatico e em contato com 0s organismos possuem
potencial toxico, podendo causar alteracbes em todos 0s niveis de organizacdo bioldgica. No
entanto, a grande maioria dos contaminantes comega exercendo seus efeitos toxicos nos
menores niveis (nivel molecular, subcelular e celular). Os organismos podem responder
através de alteracbes moleculares e celulares como forma de defesa (FENT, 2004). A
interacdo entre o sistema bioldgico e poluente esta associada a biodisponibilidade dos
contaminantes, visto que ele pode estar associado a matéria organica dissolvida, particulada e
ao sedimento (FENT, 2004). Assim, sua concentracdo disponivel para ser absorvida pelos
seres vivos é variavel e suas consequéncias para o organismo dependem da relacdo entre sua

taxa de captacdo e eliminacdo (FENT, 2004).

Os biomarcadores possibilitam a detec¢do rapida de respostas bioldgicas na presenca
de contaminantes, podendo ser utilizados de maneira preventiva em baixos niveis de
organizacao bioldgica, o que pode servir de aviso antecipado de provaveis efeitos a niveis
superiores (populagGes, comunidades e ecossistemas), mais relevantes ecologicamente
(CAJARAVILLE et al., 2000). Esses marcadores bioldgicos sdo definidos como alteracfes
bioquimicas, moleculares, celulares ou mudancas fisiologicas nas células, fluidos corporeos,
tecidos ou tecidos de um organismo que s&o indicativos da exposi¢cdo ou efeito de um
xenobidtico (LAM; GRAY, 2003). Os biomarcadores podem ser divididos em classes
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2003; IPCS, 1993), de acordo com o tipo de
informagdo que proporcionam. Um biomarcador de exposi¢do é uma substancia exdgena, seu
metabolito ou o produto da interacdo entre o xenobidtico e uma molécula ou célula em um
organismo ou em uma subunidade deste. Ja os biomarcadores de efeito sdo definidos como
qualquer alteracdo bioquimica, fisioldgica ou outra alteracdo nos tecidos ou fluidos corporais
de um organismo que podem ser reconhecidos e quantificaveis indicando danos e prejuizo a
saude, como por exemplo, ruptura das membranas celulares e mutacbes do DNA
(MONSERRAT et al., 2003)



19

1.5 Defesas antioxidantes e estresse oxidativo

Biomarcadores de exposic¢éo e de efeito podem ser avaliados a partir de respostas do
sistema de defesa antioxidante (SDA) e danos oxidativos, respectivamente. Um agente de
defesa antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que atrase, previna ou
remova o dano oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007), diferentemente de um pro-
oxidante, que é uma substancia toxica que causa danos a lipidios, proteinas e acidos nucléicos,
resultando em efeitos patologicos e/ou uma doenca. Um antioxidante pode reduzir um pro-
oxidante a produtos de nenhuma ou baixa toxidade (PRIOR; CAO, 1999). Por outro, lado um
pré-oxidante pode ser um radical livre derivado do metabolismo do oxigénio e de outras
espécies, que também sdo muito reativo em decorréncia de sua instabilidade, capazes de gerar
efeitos deletérios em macromoléculas como lipidios, carboidratos e proteinas (RYTER;
TYRREL, 1998). Estes radicais sdo denominados espécies reativas de oxigénio (EROS)
(WINSTON; DI GIULIO, 1991). O efeito prejudicial das EROs ocorre quando elas estdo em
guantidade excessiva no organismo, ultrapassando a capacidade do sistema de defesa
antioxidante de neutraliza-los, o que causard danos em macromoléculas, caracterizando a
situacdo denominada de estresse oxidativo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BIANCHI;
ANTUNES, 1999; VALKO et al.,, 2007). EROs como anions superdxido, peroxido de
hidrogénio e radicais hidroxila sdo geradas durante a reducdo do O, e H,O em processos
metabdlicos normais. Assim, enzimas do sistema antioxidante atuam na decomposi¢do dos
anions superoxido e perdxido de hidrogénio, sdo ativadas a fim de neutralizar essas moléculas

gue poderiam danificar o tecido.

As defesas antioxidantes atuam a fim de evitar a formacdo de EROs, neutralizam estas
espécies reativas ou ainda atuam na reparagdo de danos ocasionados por elas (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007). A medida da capacidade antioxidante total (ACAP) é uma das
respostas preliminares importantes em situacdes de estresse ambiental, que quantifica a
capacidade que o tecido possui em neutralizar as EROs, incluindo tanto as defesas
antioxidantes enzimaticas como as ndo enzimaticas (WINSTON et al., 1998; REGOLI;
WINSTON, 1998).

Os danos oxidativos causados pelas EROs & biomoléculas incluem oxidagdo de
proteinas e danos ao DNA, provocando diversas alteragcdes na funcéo celular e, portanto,
tecidual. Outro mecanismo de lesdo é a peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacgéo, definida

como a deterioracdo oxidativa da camada lipidica da membrana celular (HALLIWELL,;
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GUTTERIDGE, 1999). Na peroxidacao de lipidios ha formacg&o de radicais livres a partir de
acidos graxos insaturados, esses radicais reagem com o0 oxigénio, resultando no radical
peréxido e formam hidroperdxidos instaveis e novos radicais livres de outros acidos graxos,
que contribuem para manter a reagdo em cadeia reagindo com mais oxigénio. Essas reacoes sO
terminam quando os radicais livres provenientes em grande parte de perdxidos lipidicos se

associam entre si formando compostos néo radicais (YU, 1994).

Nesse contexto, um grupo de respostas bioldgicas (alteracGes moleculares e celulares,
quantificacdo de danos oxidativos e os niveis de defesas contra danos celulares) tém o
potencial de serem usados como biomarcadores de poluicdo aquética Uteis para determinar o
grau de impacto na saude da biota, além de identificar os estressores ou poluentes
responsaveis por estes efeitos (FUENTES-RIOS et al., 2005; AHMAD; PACHECO;
SANTOS, 2006; FUNES et al., 2006).

Caranguejos, como qualquer organismo aerdbico, estdo suscetiveis ao estresse
oxidativo, resultado da acdo de EROs gerados pelo metabolismo do animal naturalmente ou
induzidos pela exposicdo aos poluentes. As EROs sdo formadas em diversas situacGes no
organismo como, por exemplo, na sintese de acidos nucléicos, na detoxificacdo de
xenobioticos, na atividade de células do sistema imunoldgico, e na transducdo de sinais
celulares. O proprio sistema imune de crustaceos através da atividade da profenol oxidase
(SODERHALL; CERENIUS, 1998) é fonte geradora de espécies reativas de oxigénio.

Para sobrevivéncia em ambientes estuarinos, crustaceos e invertebrados em geral,
possuem adaptacdes osmorregulatorias (PEQUEUX, 1995; FREIRE et al., 2003; FREIRE et
al., 2008) e um sistema de enzimas metabolizadoras de contaminantes altamente
desenvolvidas (INZUNZA et al., 2006), que exigem gasto energético com consequente
aumento na atividade metabdlica, promovendo um potencial aumento na concentracdo de
EROs.

Nesse sistema, a metabolizacdo dos compostos xenobioticos ocorre em trés fases: as
fases | e Il correspondem a biotransformacdo desses compostos e a fase Il corresponde a
excrecdo dos produtos resultantes da biotransformacdo (VAN DER OOST; BAYER;
VERMEULEN, 2003). A biotransformacdo de xenobidticos é acompanhada por uma
superproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (VALAVANIDIS et al., 2006),

durante os processos metabolicos, esses radicais atuam como mediadores para a transferéncia
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de elétrons nem vérias reagdes bioquimicas, por exemplo, em propor¢des adequadas
possibilita a geracdo de ATP (energia).

Apesar de a biotransformagcdo resultar na detoxificacdo de muitos xenobidticos para
metabolitos facilmente excretaveis, muitas vezes pode resultar na ativacdo de espécies
quimicas mais reativas, como a producdo de metabdlitos radicalares que se ligam a
macromoléculas, como DNA e lipidios, ou ainda podem resultar no aumento de geracdo de
EROs (SOLE et al., 1995). Porém, esses compostos toxicos podem ainda ser neutralizados
através da acdo de enzimas de biotransformacéo de fase 11 (SILVA, 2004).

Desse modo, 0s organismos estdo suscetiveis a danos oxidativo se ndo ocorrer
aumento das defesas antioxidantes, simplesmente por uma maior demanda energética frente

as variacOes impostas pelo ambiente estuarino e por processos naturais de detoxificacao.
1.7 Justificativa

O presente trabalho compreende um estudo das respostas do sistema antioxidante de
caranguejos Ucides cordatus frente as flutuacdes sazonais da salinidade. Cabe ressaltar que
este trabalho foi realizado durante o periodo de construgdo de uma fabrica de cimento na

regido amostrada.

Tendo conhecimento de que a poluicdo em manguezais afeta diretamente o ciclo de
vida do caranguejo Ucides, é relevante estudar os efeitos em baixos niveis de organizacédo
bioldgica, visto que, nestes niveis, os efeitos de contaminantes ocorrem mais rapidamente,
além do que a especificidade das respostas e a compreensdo sobre os efeitos dos
contaminantes sdo geralmente maiores nos menores niveis de organizagdo. Geralmente, 0s
efeitos em tais niveis podem ser diretamente ligados a exposi¢do aos agentes contaminantes.
Por exemplo, a presenca de residuos quimicos e metabdlitos € um indicador direto da
disponibilidade de contaminantes para os organismos. Dessa forma, tem-se um alerta a um
quadro de impactos ambientais que podem ocorrer em maiores niveis no futuro quando a
quando as atividades potencialmente poluidoras forem somadas as variagdes naturais do

estudrio.



22

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade de resposta do caranguejo Uca (Ucides cordatus) ao estresse

oxidativo em ambientes sujeitos a diferentes variagdes de salinidade.
2.2 Objetivos especificos

1) Analisar a capacidade antioxidante total em distintos tecidos (musculo e branquias)
de uma espécie de caranguejo ucga (Ucides cordatus) frente a variagdo natural de salinidade
local em distintos periodos hidrolégicos da regido (estiagem e periodo chuvoso);

2) Dosar a atividade da glutationa s-transferase (enzima de detoxificacdo) em distintos
tecidos (musculo e brénquias) de uma espécie de caranguejo uca (Ucides cordatus) frente a
variacdo natural de salinidade local em distintos periodos hidrologicos da regido (estiagem e

periodo chuvoso);

3) Determinar o conteudo de danos oxidativos em lipideos (lipoperoxidagdo) em
distintos tecidos (musculo e brénquias) de Ucides cordatus frente a variacdo natural de

salinidade local em distintos periodos hidrologicos (estiagem e periodo chuvoso);

4)Verificar as flutuagBes naturais dos biomarcadores bioguimicos citados a fim de
escolher os pardmetros mais estaveis para serem empregados no futuro como biomarcadores

de poluicdo em Ucides cordatus da regido de estudo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de estudo

A Baia de Japerica, situado no nordeste paraense, dista cerca de 164 km da capital
Belém. Localiza-se a uma latitude 00°56'25"S e a uma longitude 47°06'59", abrangendo uma
érea de 258,600 km? com uma populacdo com pouco mais de 10 mil habitantes (IBGE),
possuindo como base econémica a pecudria, agricultura e atividades mineradoras. De acordo
com a publicacdo da Secretaria e Estado da Integracdo Regional (2010), o uso do solo no
municipio é predominantemente destinado a minera¢do. O clima da regido é classificado, de
acordo com a classificacdo de Koppen e Geiger como Am, que denota um clima com

temperaturas elevadas com altos indices pluviométricos e pequena estiagem (RIMA - Projeto
Primavera/Pa-Votantim).

Fernandes et al. (2012) verificou que a partir da distribuicdo de médias climatoldgicas
da precipitacdo, os maiores indices estdo concentrados no Nordeste paraense (precipitacdo
superior a 2000 mm), onde localiza a area do presente estudo. No periodo das coletas (Figura)
0 més mais chuvoso ocorreu em maio (329 mm), més inserido na época definida como um
dos trimestres mais chuvosos dezembro a fevereiro e marco a maio (FERNANDES et al.,
2012). A época menos chuvosa, abrange os demais meses do ano, sendo que os periodos de
menores indices pluviométricos ocorreram em junho, setembro e novembro (Imm, Omm,
2mm respectivamente). Ha uma transi¢cdo (Junho; transicéo 1) do periodo chuvoso (Fevereiro)
para o periodo de estiagem (Setembro). Da mesma forma, verifica-se a transicdo (Novembro;
transicdo 2) do periodo de estiagem para o periodo chuvoso.

Figura 2- Grafico da precipitagdo mensal representada em milimetros (mm) para a Baia de Japerica referente a janeiro(2013)
até margo (2014).
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Em 2011, foram iniciados os estudos para constru¢cdo de uma nova fabrica da

Votorantim Cimentos na cidade, prevista para entrar em operacdo em 2015, porém ainda nédo
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estd em funcionamento. Sabendo que o ambiente pode ser impactado pelo sitio industrial
escolheu-se dois locais na regido para realizacdo do presente trabalho, Tapud e Japerica
(Figura 2). Tapua (00° 55” 12.7° S; 47° 05” 47.2° O) esta localizado proximo a regido de
implantacdo da fabrica; em termos de influéncia salina, espera-se que Tapua apresente menor
valor de salinidade j& que é localizado na parte mais interna do continente com pouca
influéncia de &gua marinha diferentemente de Japerica (00° 49° 44,0” S; 47° 04’ 24,1” O),
situado a aproximadamente 8km de distancia do sitio industrial, tomado como ponto de menor
influéncia do mesmo. Em geral, a descarga de rios tem uma significativa variagdo sazonal que
prova flutuagdes sazonais da salinidade em aguas costeiras. Por isso, Japerica sofre variacoes

de salinidade, porém com menor influéncia das descargas fluviais.

Figura 3 - Mapa referente ao local de estudo, Baia de Japerica, onde estéo representados os locais de coleta, Tapud e Japerica,

préximos ao municipio de Primavera - PA.
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3.2 Coleta

Ucides cordatus foi escolhido como organismo biomonitor por ser espécie comum nos
ecossistemas de manguezais da costa paraense, ter importancia comercial e ser adaptada a
viver nas condigdes instaveis do ambiente. Parametros abidticos como temperatura, pH e
oxigénio dissolvido da agua foram registrados durante as coletas com multiparametro digital
(HQ30D HACH) e a salinidade com refratdbmetro. Os caranguejos, todos machos, foram
coletados manualmente com ajuda de catadores da regido e ao final de cada coleta os
organismos foram acondicionados em gelo até subsequente biometria e retirada dos tecidos
selecionados (branquias e muasculo). Registraram-se 0s seguintes dados biométricos de cada
exemplar de Ucides cordatus: maior largura da carapaca (LC), e peso total (Pt). Em seguida
os tecidos foram armazenados em nitrogénio liquido e transportados para o laboratério, onde

foram estocados em ultra-freezer a -80° C, até o momento das analises.

A partir dos dados climatoldgicos conhecidos para a regido (Figura 2), as estacdes de
coleta foram definidas como transicdo chuvosa-estiagem (Junho; transicdo 1), estiagem

(Setembro), transicdo estiagem-chuvosa (Novembro; transicdo 2) e chuvosa (Fevereiro).
3.3 Preparacao das amostras para as analises dos marcadores bioquimicos

Para ambos os tecidos, a preparacdo das amostras foi a mesma. Em laboratério os
tecidos (musculo e branquias) foram pesados em eppendorfs (peso maximo de 150g) sobre
balanca eletrdnica de precisdo de 0,002 de 4 casas decimais (FA 2104N — BIOPRECISA), em
seguida homogeneizados em agitador mecanico tipo Potter (CT 136 — CIENTEC). Para
dosagem de GST e ACAP as amostras foram homogeneizadas em tampdo de homogeneizagéo
para invertebrados 10 mM (Tris-base 20 mM, EDTA 1 mM, Dithiothreitol (DTT) 1 mM,
sacarose 500 mM, KCI 150 mM, PMSF 0,1 mM) (BAINY et al., 1996; GERACITANO et al.,
2004) contendo PMSF (com proporg¢édo de 10:1) pH 7,4 centrifugados (centrifuga 2 K 15 —
SIGMA), a 10.000 g/min por 20 minutos (4°C). Para determinagdo da lipoperoxidagéo, os
tecidos foram homogeneizados com metanol (1:4), centrifugados a 10.000g g/min por 10

minutos (4°C). O sobrenadante foi utilizados para a determinacéo das atividades enzimaticas.
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3.4 Parametros bioquimicos

A metodologia empregada para as analises bioquimicas foi a mesma para ambos 0s

tecidos, como descrito a seguir e sumarizado na figura 3.
3.4.1 Determinacéo da capacidade antioxidante total (ACAP)

A medicdo da capacidade antioxidante total para o presente estudo foi baseada no
método de deteccdo de EROs por fluorometria com detecgdo a 530 nm utilizando 2',7'-
diclorodiacetato de fluoresceina (H,DCF-DA) como substrato de acordo com o protocolo
descrito por Amado et al. (2009). As EROs sdo detectadas nas amostras dos tecidos com e
sem exposi¢cdo a um gerador de radicais peroxil pela decomposicdo térmica do 2°2’-azobis-2-
metilpropiamidina dihidrocloreto (ABAP, 4 mM) a 35 °C (WINSTON et al., 1998). Para
realizacdo do ensaio utilizou-se o sobrenadante das amostras homogeneizadas e centrifugadas
a 10.000 g durante 20 minutos (4°C). Anteriormente, o conteldo de proteina total foi
determinada pelo método do Biureto (550 nm), em triplicata de cada amostra, usando o leitor
de fluorescéncia (Victor X3, Perkin Elmer). A partir da padronizacdo antes da analise e
determinacdo da quantidade de proteinas totais da amostra obteve-se 2 mg de proteinas/mL
necessarias para identificacdo da capacidade pelo método anteriormente citado. Assim, as
amostras foram diluidas com o mesmo tampdo da homogeneizacdo para atingirem essa
concentracédo proteica. Foram preparadas duas microplacas de fluorescéncia, uma com 270,5
uL de tampdo de reacdo do ACAP (Hepes 30 mM, KCI 200 mM, MgCl, 1 mM), 10 uL de
amostra de tecido, 7,5 uL de ABAP em temperatura ambiente e na segunda microplaca
substituiu-se 7,5 uL de ABAP por 7,5 pL de H,O miliQ para determinacéo do valor basal sem
a geracao de radicais. A leitura foi medida a 35 °C, a cada 5 min, durante 60 min em
espectrofluorimetro Victor X3 (Perkin Elmer). Os resultados foram expressos calculando-se a
area sobre a reta com e sem ABAP (20 uM, 16 uM de H2DCF) através da medicdo da
fluorescéncia ao longo do tempo. Para o calculo subtraiu-se os valores das amostras com
ABAP e sem ABAP para identificacdo de radicais gerados e o que foi interceptado pela
amostra (capacidade antioxidante total). A geracdo de fluorescéncia total (485 e 530 para
excitacdo e emissdo respectivamente) foi calculada pela integracdo da unidade de
fluorescéncia (UF) durante o periodo de leitura, apos ajustar os dados da UF para uma funcéo
polinomial de segunda ordem. A &rea relativa entre as areas com ABAP e sem ABAP é o
inverso da diferenca divida pela &rea sem ABAP, consideradas como medida da capacidade

antioxidante total, onde o tamanho da area significa capacidade antioxidante, onde a baixa
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fluorescéncia sera obtida apds adicdo de ABAP, indicando alta competéncia para neutralizar
radicais peroxil (AMADO et al., 2009).

3.4.2 Glutationa-s-transferase (GST)

O método para analise do biomarcador baseia-se na conjugacdo de 1Mm glutationa
reduzida (GSH) com o substrato clorodinitrobenzeno (CDNB) catalisada pela GST
produzindo um composto que detectado em 340 nm (¢ = 9.600 M-icm-1). A atividade
enzimatica € proporcional a velocidade de producdo do composto conjugado (HABIG;
JAKOBY, 1981). O ensaio enzimatico foi realizado em tampdo fosfato de potéssio (KH,PO,)
0,05M, pH 7,0 contendo 50 mM CDNB. Como substrato iniciador foi utilizada GSH 10 mM.
Na microplaca utilizou-se 20 ul de do sobrenadante da amostra pesada (em proporcéao
peso:volume de 1:4) e homogeneizada a 10.000 g por 20 minutos (4°C). Desta atividade é
descontada a reagéo basal obtida pela leitura da reacdo entre a GSH do ensaio e 0 CDNB, sem
a presenca da amostra. A absorbancia basal foi descontada a partir da leitura da reacdo do
ensaio na auséncia da amostra. Os resultados sdo expressos em unidade de GST, uma unidade
definida como a quantidade necessaria de enzima para conjugar 1umol de CDNB com GSH

em 1 min por mg de proteina, a 25°C em pH 7,00.
3.4.3 Determinacdo do conteudo de lipideos peroxidados (LPO)

A quantificacdo dos niveis de perdxidos lipidicos do sobrenadante do homogenato dos
tecidos de U. cordatus foi realizada a partir do método de FOX (GAY; GEBICKI, 2002)
modificado (HERMES-LIMA et al., 1995; MONSERRAT et al., 2003). A presenca de
peréxidos leva a oxidacdo do fon Fe**a Fe**, o qual reage em meio 4cido na presenca do
laranja de xilenol, um pigmento complexador de Fe (lll), gerando uma cor caracteristica
quantificada fotometricamente em 560 nm. O ensaio € realizado em acido sulfarico (H,SOy)
0,25 M, contendo laranja de xilenol 1 mM e sulfato ferroso FeSO4 ImM. As amostras foram
pesadas (aproximadamente 150 mg), homogeneizadas em metanol 100% resfriado numa
relacdo 1:4, centrifugadas a 1000 g/min, durante 10 minutos (4°C). Em seguida € retirado o
sobrenadante e utilizado para a analise dos lipidios peroxidados. Para a realizacdo do ensaio,
preparou-se uma microplaca a frio com as amostras (e metanol para o branco) na sequéncia a
ser colocada com pipeta multicanal na placa de reacdo: FeSO,4 (90 pL), H,SO,4 0,25 M (35
uL), laranja de xilenol 1mM (35 pL), H,O miliQ (170 pL) e 40 uL de amostra para branquias

e 20 uL para musculo. A quantidade de amostra necessaria, bem como o tempo de incubagéo
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para leitura foram obtidos apos testes de padroniza¢do com diluicdo de 1:4 e 1:6 com 20 e
40uL de amostra. As microplacas cobertas foram incubadas em temperatura ambiente por 90
minutos e 60 minutos para branquias e musculo respectivamente, seguidas da leitura no leitor
de microplaca Victor X3 a 550 nm, com adicdo de 10 uL de solugdo de CHP (0,175 mM) na
segunda fileira de branco e em todas as amostras (a quantidade de CHP adicionada foi 1
nanomol). Depois de 15 minutos a leitura é repetida. Este trata-se de um método simples para
determinacdo da lipoperoxidacdo, porém é inespecifico, pois pode sofrer interferéncias de
diversas substancias presentes na amostra. Estas substancias podem reagir com o xilenol ou
possuir absor¢cdo no mesmo comprimento de onda do complexo formado. Assim, reacoes
inespecificas foram quantificadas e subtraidas da reacdo a partir da analise de uma segunda
placa onde os 90 pL FeSO.é substituidos por 90 uL de H,O miliQ. Por fim, dividiu-se os
valores de absorbancia do extrato de tecido pela absorbancia contribuida pelos 1 nanomol de
CHP expressando o resultado de hidroperoxidos lipidicos (substancias reativas ao FOX)em

termos de equivalentes de CHP/g peso tmido.
3.5 Andlise estatistica

Os biomarcadores foram avaliados nos dois tecidos com um nimero amostral de 16
caranguejos por ponto e por periodo de coleta. Os dados foram testados para normalidade e
homocedasticidade das varidncias por Kolmogorov Smirnov e Levene, respectivamente,
guando ndo atingidos os pressupostos para analise paramétrica, os dados foram transformados
para log. Diferencas significativas foram avaliadas por ANOVA de duas vias, seguida do teste
a posteriori de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5% (a = 0,05) e os dados foram
expressos como médiaterro padrdo. Os resultados de atividade de GST nas branquias e a
comparagdo da biometria de todos os animais foram analisados por estatistica nao
paramétrica, com teste de Kruskall Wallis, por ndo serem dados homogéneos, nao atingindo
0s pressupostos de normalidade e homocedasticidade, neste caso, os dados foram expressos

com mediana+1quartil.
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Figura 4 - Metodologia de coleta e anélise do presente estudo em biomarcadores analisados no caranguejo Ucides cordatus.
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4 RESULTADOS
4.1 Parametros abioticos
Os parametros abioticos registrados estdo representados na Tabela 2.

As estacOes definidas previamente como transicdo 1 (Junho), estiagem (Setembro),
transicdo 2 (Novembro) e chuvosa (Fevereiro) foram mantidas pois corresponderam com 0s
dados coletados. Durante o periodo do estudo (Jun/2013 a Fev/2014) verificou-se duas
estacOes bem definidas quanto ao regime pluviométrico, a primeira vai de Janeiro a Junho,
caracterizando uma estacdo menos chuvosa, apesar de, em maio o indice pluviométrico
mensal ter sido 329 mm, fora da média esperada. A segunda estacdo definida, que vai de
Agosto a Dezembro, com média de 5,4 mm e pluviosidade minima de 0 mm. Entre as duas
estacdes houve dois periodos de transi¢do: transicdo 1, chuvosa-estiagem (Junho) e transicédo
2, estiagem-chuvosa (Novembro), com precipitacdo minima no més de Setembro (0 mm) e

maxima em Fevereiro (117 mm). No periodo do estudo pluviosidade média foi de 57,5 mm.

Na temperatura ndo se verificou uma variacdo significativa entre locais de coleta,
apenas em Japerica foi possivel verificar uma diminuicdo da temperatura seguindo do
primeiro até o ultimo periodo de coleta. Tanto em Tapua quanto em Japerica os valores de pH
ndo apresentaram variacdes consideraveis, sendo os valores médios de 7,5 em Tapud e 7,3 em
Japerica. Em Japerica foi possivel verificar um leve aumento nos valores de pH do periodo
transicdo 1 para o periodo de transi¢do 2. No periodo de estiagem o pH manteve-se alcalino, e
constante em Tapua (7,5) e maximo (7,7) em Japerica.

Tabela 1 - Parametros fisico-quimicos. Os locais Tapud e Japerica sdo definidos pelas siglas T e J respectivamente. A

pluviosidade é representada como a média de chuva em milimetros para 0 municipio durante o periodo das coletas.

Temperatura é expressa em °C e oxigénio dissolvido (OD) em mg/L.

Pluviosidade Temperatura Salinidade pH oD

T J T J T J T J

Transicdo 1 1 333 351 0 155 75 7,0 6,5 3,0
Estiagem 0 30,5 30,4 45 325 76 75 8,7 55
Transigdo 2 2 30,9 29,1 27,5 33 75 7,7 6,9 7,0
Chuvosa 117 _ 29,1 30 14 75 7,3 6,0 59
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A salinidade apresentou variagdo, tanto entre os locais como entre os periodos de
coleta. Tapud mostrou valores minimos de salinidade no periodo de transi¢do 1 (salinidade 0),
na estiagem (salinidade 4,5) e no periodo chuvoso (salinidade 3), com um acentuado aumento
apenas no periodo de transicdo 2 (salinidade 27,5). Japerica, apesar de ter apresentado menor
variacdo sazonal teve maior salinidade em relacdo a Tapud, com aumento dos valores
elevados em todos os periodos e maximo nos periodos de estiagem (salinidade 32,5) e

transicdo 2 (salinidade 33).

Os niveis de OD em Tapud foram maiores em relacdo a Japerica, nos periodos de
transicdo 1 (Tapud 6,53 mg/L e Japerica 3,01 mg/L) e de estiagem (8,75 mg/L em Tapud e
5,55 mg/L em Japerica).

4.2 Organismos biomonitores

Os resultados referentes a biometria dos caranguejos capturados (Tabela 2) indicaram
que em relacdo ao peso total, houve diferenca estatistica apenas entre os animais coletados em
Japerica nos meses de transicdo 1 e estiagem, no qual os individuos da transicdo 1

apresentaram maior peso (143,8 £ 94,1 g; n= 47).

Em Tapud os animais utilizados nas analises ndo apresentaram variagdes no tamanho

(6,7 £0,7 cm) e no peso (131,1 + 39,2 g) ao longo dos meses de coleta.

Ja em largura da carapaca, os animais capturados no periodo de estiagem em Tapud
foram maiores (6,9 = 0,7 cm; n=56) do que os de Japerica (6,3 = 0,7 cm; n=51). Neste ultimo
local, os exemplares utilizados nas analises mantiveram tamanho constante em todos 0s meses
coletados (6,4 + 0,7 cm).
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Tabela 2 - NUmero amostral de exemplares de U. cordatus selecionados para biometria e analise dos biomarcadores
bioquimicos. Os pesos totais dos animais estdo expressos em gramas (g), com média e + desvio padrdo. A largura da

carapaca é expressa em média de centimetros (cm) e + desvio padrdo.

Transicéo 1 Estiagem Transicéo 2 Chuvosa
Japerica
N amostral 47 51 46 51
Peso total 143,8 £ 94,1 1089+ 35,1 120,6 + 36,2 138,5+ 44,2
Largura 6,6 +0,7 6,3+0,7 6,4+0,7 6,7+ 0,7
Tapua
N amostral 44 56 44 41
Peso total 117,3+ 37,5 133,3+44,6 135,3+ 37,9 138,7 £ 36,8
Largura 6,5+ 0,7 6,9+0,7 6,8+ 0,7 6,5+ 0,7

4.3 Biomarcadores avaliados nas branquias

A capacidade antioxidante total nas branquias do caranguejo Ucides cordatus nao
apresentou diferencas estatisticas significativas (p>0,05) tanto entre locais como entre

periodos (figura 4-1).

Em relacdo a atividade da GST, os caranguejos coletados em Tapud e em Japerica
apresentaram variacdo sazonal semelhante (figura 4-11). Os organismos dos dois ambientes
apresentaram valores de atividade da GST superiores para o periodo chuvoso em relagdo ao
de estiagem, sendo que os animais de Tapud apresentam aumento significativo da atividade
desta enzima j& no periodo de transicdo 2, quando a salinidade ja sofreu um aumento

significativo neste local.

Os lipideos peroxidados (figura 4-111) nos organismos de Tapud apresentaram-se em
maior concentracdo nos periodos de transicdo 1 e 2 em relacdo aos periodos de estiagem e
chuvoso. Ja nos organismos de Japerica ha uma tendéncia a diminuigdo deste dano oxidativo
em direcdo ao periodo chuvoso, sendo os animais deste periodo 0s que apresentaram menores
teores de lipideos peroxidados em relacdo aos demais deste mesmo local. Quando comparados
0s organismos dos dois ambientes, apenas no periodo de transi¢cdo 2 (da estiagem para o



33

chuvoso) se observa diferenca significativa, havendo maior contetdo de LPO nos organismos
coletados em Tapua.

Em geral os resultados nas brénquias foram mais expressivos durante o periodo de
transicdo 2 em Tapud, onde ndo houve nem inducdo de defesas antioxidantes, tampouco
aumento da atividade da GST, o que possivelmente favoreceu a ocorréncia e acumulo de
lipideos peroxidados.

Figura 4 - Biomarcadores analisados em branquias de Ucides cordatus. (I) capacidade antioxidante total; (1) atividade da
glutationa S-transferase; (I11) conteddo de lipideos peroxidados. Letras mailsculas diferentes representam diferengas

significativas entre coletas realizadas em Tapud; letras minusculas diferentes representam diferengas significativas entre

coletas realizadas em Japerica; o asterisco representa diferencas entre locais para uma mesma coleta.
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4.4 Biomarcadores avaliados em musculo

A capacidade antioxidante em musculo ndo mostrou diferenca estatistica (p>0,05)
entre os locais e entre os periodos. Tanto os animais de Japerica quanto os de Tapud
expressaram alta capacidade antioxidante nos periodos da coleta.

A atividade da GST (figura 5-11) foi semelhante entre locais e periodos, exceto no
periodo de transicdo 2, quando animais foram expostos a maxima salinidade (33) registrada
durante o estudo. Nesse mesmo periodo, Tapud mostrou diferenca em relacdo aos periodos de

transicdo 1 e estiagem, e semelhanca com o periodo chuvoso.

Este mesmo 6rgao demonstrou um alto conteudo de lipideos peroxidados (figura 5-111)
nos caranguejos coletados no periodo de transicdo 2, corroborando o fato de a capacidade
antioxidante ndo ser suficiente para evitar o dano oxidativo nos organismos de Tapud. Nos
animais coletados no periodo chuvoso em Tapud o aumento da atividade da GST, somado aos

baixos valores de salinidade, foram suficientes para minimizar a lipoperoxidacéo.
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Figura 5 - Biomarcadores analisados em musculo de Ucides cordatus. (I) capacidade antioxidante total; (I1) atividade da
glutationa S-transferase; (I11) conteddo de lipideos peroxidados. Letras mailsculas diferentes representam diferencas
significativas entre coletas realizadas em Tapud; letras minusculas diferentes representam diferengas significativas entre

coletas realizadas em Japerica; o asterisco representa diferencas entre locais para uma mesma coleta.
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5 DISCUSSAO

Os resultados de temperatura e pluviosidade encontrados corroboram a literatura.
Quanto ao regime de chuvas, regifes tropicais, apresentam sazonalidade marcante com
estacdo seca e chuvosa em diferentes épocas do ano de acordo com a localizagcdo geografica
(FIGUEROA; NOBRE, 1989). A regido possui uma homogeneidade espacial e sazonal da
temperatura, o que ndo acontece em relagdo a pluviosidade. Foram verificadas duas estaces
quanto ao regime pluviométrico, caracterizando uma estacdo menos chuvosa, mesmo
apresentando uma média pluviométrica mensal fora da média (329 mm) e uma segunda
estacdo com média de 5,4 mm, ambas estacGes com periodos de transi¢do, mostrando uma
heterogeneidade da pluviosidade. Com relacdo as temperaturas, observa-se temperaturas
elevadas, com pouca variabilidade durante o ano, caracterizando o clima quente
(CPTEC/INPE, 2014).

FlutuacGes significativas em pardmetros abidticos como temperatura, pH, salinidade e
O, dissolvido da agua sdo responsaveis pela modulacdo da producdo de EROs que afetam
respostas antioxidantes em organismos estuarinos (CAILLEUAD et al., 2007; AN, CHOI,
2010; ROSS et al., 2001). Em determinadas condigdes esses parametros podem contribuir
para a precipitacdo de elementos quimicos toxicos, como metais pesados (POLEO et al.,
1997) e para a ativacdo de diferentes mecanismos responsaveis pela inducdo de estresse
oxidativo (LUSHCHAK, 2010).

Os resultados indicaram uma diminuicédo valores de pH da estiagem para o chuvoso. O
valor mais baixo de pH no periodo chuvoso pode estar associado ao aumento no teor de
matéria organica que € lixiviada para os rios durante os meses chuvosos (MAIER, 1987). O
processo de decomposicdo da materia organica reduz o pH pelo aumento da concentragdo de
gas carbonico que, ao dissolver-se na agua, forma o acido carbdnico, diminuindo a quantidade
de oxigénio dissolvido disponivel na 4gua. Ja a elevacdo nos valores de pH durante o periodo
de estiagem pode estar associada a penetracdo de aguas oceanicas, que possuem pH
geralmente alcalino em torno de 8,1 (LIBES, 2009). Assim, os valores de pH do estuario da
Baia de Japerica apresentaram uma faixa de pH alcalina em decorréncia da contribuigdo

marinha.

De acordo com Esteves (1998) a relagdo inversa entre o oxigénio dissolvido (OD),
salinidade e a temperatura deve-se ao fato de que da solubilidade do oxigénio na agua, 0

aumento da temperatura e da salinidade diminuem a solubilidade do oxigénio. Tal situagéo foi
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possivel verificar no estudo. A quantidade de minerais ou a presenca de elevadas
concentracfes de sais dissolvidos na agua em decorréncia de atividades potencialmente
poluidoras podem influenciar o teor de OD na agua (FIORUCCI; BENEDITTI FILHO,
2005). Desta forma, a implantacdo e o funcionamento da fabrica na regido de estudo pode ter
o potencial de alterar de forma significativa a salinidade do ambiente e, consequentemente,
ocasionar na diminuicdo de OD, o que poderé trazer efeitos que interferem na homeostase dos

organismos residentes.

O aumento da matéria orgénica, oriunda de langamento de esgotos domésticos e de
efluentes industriais, resulta na maior taxa de respiracdo de organismos, dando origem ao
aumento das quantidades de CO, e metano, produzido por degradacdo anaerdbica (ZUIN et
al., 2009) e elevagdo da demanda de oxigénio e das atividades metabdlicas. A variacdo dos
parametros abidticos junto a essa atividade metabdlica é acompanhada do aumento da geracédo
de espécies reativas de oxigénio (EROs), dada a maior demanda de ATP e consequentemente
maior atividade da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1989). Assim, reducdes nas defesas antioxidantes, e em processos de
detoxificacdo pode levar ao aumento de danos oxidativos aos lipideos nos organismos
residentes no ambiente sazonalmente mais variavel, que é o local o local mais préximo do

ponto de implantacdo da fabrica de cimento.

A ndo variacdo da capacidade antioxidante tanto em branquias quanto em masculo dos
animais sujeitos as variacdes sazonais e mudancas de salinidade supde que este biomarcador
(ACAP) serd um potencial indicador de respostas biolégicas quando utilizado no
monitoramento dos organismos expostos a contaminantes da fabrica, ja que sua resposta néo é
alterada por variaveis naturais. Entende-se entdo que este marcador biol6gico pode responder

aos efeitos de poluentes industriais sem ser afetado por variaveis abioticas naturais.

A atividade da GST nos dois tecidos foi significativa em Tapud no periodo de
transicdo 2 e no periodo chuvoso. Nos periodos anteriores (transicdo 1 e estiagem) esta
enzima manteve sua atividade baixa. A partir dai pode-se inferir que a GST sofre influéncia
da sazonalidade, pois nesses periodos ha um aumento da pluviosidade e da salinidade (27,5 na
transicdo 2 e voltando a diminuir no chuvoso). Nos animais de Japerica a atividade desta
enzima aumentou no periodo chuvoso quando comparado ao periodo de estiagem. Esse
resultado mais expressivo nos dois locais no periodo chuvoso pode ainda ser um efeito do

aumento da descarga fluvial nesse periodo. E possivel observar a relagio entre essa resposta
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enzimética e o peso total dos animais, os animais de Tapua tiveram 0S maiores pesos nos
ultimos periodos de coleta, o peso dos animais aumenta em direcdo ao periodo chuvoso. O
alto indice pluviométrico nesse periodo ndo somente torna as aguas superficiais menos
salinas, como também as tornam mais ricas em nutrientes, carreados pelas chuvas. Nesse
periodo hd maior disponibilidade de alimentos para os organismos pelo aporte desses
nutrientes pelas reacdes de decomposicdo da matéria organica (LOWE-McCONNELL, 1987),
isso implica em aumento do metabolismo acompanhando de gasto energético e
consequentemente geracdo de espécies reativas de oxigénio que resultam na ativacdo das
enzimas antioxidantes e de detoxificagdo como a GST. Essa influéncia da variagdo sazonal da
salinidade foi observada por Ding et. al (2009) que verificou que a variagcdo sazonal interfere
no metabolismo do camardo Fenneropenaeus chinensis. No ambiente natural enzimas
especificas reduzem o estresse osmotico da hemolinfa, com gasto de energia na forma de
ATP, essa regulacdo pode provocar diminuigdo da quantidade de energia disponibilizada para
o crescimento do animal, além da formacdo de EROs e consequente ativacdo do sistema

antioxidante.

Nas branquias e no muasculo dos animais de Tapud, foi quantificado um alto contetdo
de lipideos peroxidados no periodo de transicdo 2. Tapud € o local onde a salinidade possui
maior variacdo ao longo do ano, e justamente nesse periodo o ambiente apresenta alta
salinidade (a salinidade vai de 0 a 27,5). A inducdo da atividade da GST pelos motivos
citados acima (salinidade, sazonalidade e alimentacdo) pode ter influenciado o aumento do
conteddo de LPO. Além disso, inUmeras espécies de crustaceos decapodos investem em
maturacdo gonadal e reproducdo, acarretando assim em uma maior demanda energética
(DUTRA et al., 2008; LANE et al., 2010; ROSA; NUNES, 2003). De acordo com Dutra et al.
(2008), ocorre um aumento da concentracdo de lipidios no hepatopancreas. Todos o0s
exemplares coletados para estudo eram machos maduros, porém a demanda metabdlica se
eleva em periodos de reproducdo. Esse investimento em reproducdo pode colocar em risco a
sobrevivéncia das espécies quando aumenta a vulnerabilidade a poluentes e a fatores
estressores. Altos niveis de conteudo lipidico podem estar relacionados ainda ao fato de
lipidios serem o principal substrato energético em crustaceos (ROSA; NUNES, 2003), assim
pode existir a necessidade deste substrato estar disponivel nos tecidos para sustentar as
funcbes basicas além dos comportamentos reprodutivos (DUTRA et al., 2008; GUERRERO;
SANDOVAL, 2012). O aumento desse conteudo lipidico e manutencdo metabdlica expbe o

tecido & formacdo de radicais livres, induzindo um possivel dano oxidativo.
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No periodo chuvoso um aumento da atividade da GST e uma diminuic¢do salinidade
foi associada a lipoperoxidagdo do tecido dos animais. Entretanto, nas branquias dos
caranguejos foi possivel observar uma diminuicdo no dano oxidativo em direcdo ao periodo
chuvoso. A quantidade de O2 em Tapud foi diminuida ao longo dos periodos de coleta,
principalmente nos dois Gltimos periodos, transicdo 2 e chuvoso, justamente quando houve
um aumento da atividade da GST e do conteudo de LPO. Um aumento na atividade da GST
durante periodos de anoxia ou quando a quantidade de OD é baixa, pode ser uma forma de
preparacdo para o estresse oxidativo, com o objetivo de proteger os tecidos contra um possivel
dano (HERMES-LIMA; STOREY, 1996; HERMES-LIMA et al., 1998). A atividade desta
enzima também responde as variagdes na concentracdo do oxigénio do ambiente. Uma
diminuicdo da quantidade de oxigénio provoca minimizacdo na producdo do radical
superdxido (O2e-), que pode inibir a atividade de outras enzimas antioxidantes pela menor
oferta de substrato e, a0 mesmo tempo pode estimular a atividade da GST (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1999).

E relevante atentar para o fato de que areas inundaveis como manguezais, podem
remover e converter poluentes como material organico, sélidos suspensos, metais e nutrientes
gue podem estar em excesso, e ainda podem impedir a mobilizacdo desses poluentes por
processos fisicos ou quimicos (HAMMER, 1992). Entre os principais contaminantes desse
ambiente destacam-se metais pesados oriundos de efluentes de mineracao, aguas de residuos
industriais, escoamento superficial de aguas pluviais, residuos solidos, efluentes de areas
urbanas, residuos agricolas, fertilizantes e combustiveis fosseis (DOMENICO; SCHWARTZ,
1997). De acordo com dados obtidos e em andlise pelo grupo de pesquisa Biopag da UFPa
(Biomarcadores de Poluicdo Aquatica na Amazonia) os dois locais do estudo, Tapud e
Japrerica, ja demonstram teores de metais no sedimento. Tapud é o local mais proximo da
area onde funcionara a fabrica e, atualmente, possui menores niveis de metais toxicos como
As (arsénio) e Cr (cromo) em relacdo a Japerica. Assim, 0s organismos de Tapud estariam
menos adaptados a potenciais impactos ambientais. Dessa forma, € importante considerar que
0S organismos que vivem em contato direto com os sedimentos® estdo vulneraveis a presencga

e efeito de contaminantes.

1Sedimentos de manguezais possuem caracteristicas anaerdbias e redutoras, além de serem ricos em sulfetos e

matéria organica, favorecendo a retencdo de metais pesados trazidos carreados pela agua, e a subsequente oxidacdo dos

sulfetos entre as marés, permitindo a sua mobilizagao e biodisponibilidade (BORGES et. al., 2007).
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Processos industriais de mineracdo influenciam na disponibilidade de contaminantes
no meio ambiente (EBRAHIMPOUR; MUSHRIFAH, 2008) a partir da liberacéo de poluentes
atmosféricos no processo de producdo e durante a extracdo calcaria. Em pH menor que 5,
contaminantes metalicos sdo mais facilmente solubilizados e tornam as aguas mais toxicas,
em situacdo oposta, em valores elevados tendem a precipitar (MESTRINHO, 2006).
Poluentes metalicos langados no estuario precipitam e geralmente sdo encontrados no
sedimento ao fundo dos rios. Alguns desses poluentes como o cadmio (Cd), apresentam
grande mobilidade, e migram para profundidades maiores em solo, ou para a coluna d’agua, e
podem ocorrer na forma mais toxica em ambientes aquéaticos que apresentem baixa salinidade
(SPRAGUE, 1986). Segundo Callahan et al. (1979) a concentragéo desse poluente em animais
marinhos pode ser centenas de vezes maior que na agua. Sprague (1986) analisou a
concentracdo de Cd em moluscos e crustaceos, encontrando teores relativamente baixos, entre
0,5 e 1,0 ug Cd/g. Em aguas poluidas, a média em ostra foi de 18 pg Cd/g e em crustaceos foi
de 2,7 ug Cd/g.

Aguas oceénicas, com alta salinidade, entram no rio pela parte inferior, proximo ao
sedimento devido sua densidade e peso, facilitando assim a troca ionica entre compostos no
sedimento e a agua devido ao contato entre esses compostos precipitados no sedimento
lamoso e a cunha salina presente no fundo das aguas (MARTINS, 2003; LIRA 2008). A
toxicidade e biodisponibilidade dos contaminantes presentes nesse meio sdo dependentes da
solubilidade, que aumenta com a diminuicdo do pH ou com o aumento da temperatura
(YILMAZ et al., 2010). Mudancas na salinidade ao longo do ano dependendo da chuva ou do
aporte de agua doce de rios contribuem também para a variacdo na concentracdo desses
compostos. Baixas salinidades aumentam a biodisponibilidade de alguns metais
(NUGEGODA; RAINBOW, 1995), da mesma forma que aguas salinas diminuem essa
biodisponibilidade pela presenca de ions que complexam esses ions metélicos. No periodo

chuvoso, ha uma diminuigdo da salinidade e portanto maior biodisponibilidade de metais.

A disponibilidade de um contaminante, o aumento do metabolismo por um maior
aporte de alimentos acompanhado do gasto energético e da geracdo de EROs podem resultar
na ativagdo do sistema de defesa antioxidante, ou ainda, como verificado no estudo, em
tecidos especificos como o muasculo, uma baixa atividade dos biomarcadores indica uma baixa
protecdo do sistema de defesa dos animais quando os animais estiverem sob efeito de

potenciais impactos ambientais, resultando em dano ecoldgico.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados pode-se concluir que:

O aumento nos valores de pardmetros abidticos, como pH, no periodo chuvoso,
valores elevados de salinidade em decorréncia de atividades potencialmente
poluidoras podem influenciar o teor de OD gerando efeitos que interferem na
homeostase dos caranguejos estuarinos.

A capacidade antioxidante total (ACAP) nos dois tecidos é um biomarcador estavel
em relacdo a varidveis abidticas naturais e pode responder aos efeitos de poluentes
industriais sem a influéncia de variaveis naturais.

A atividade da GST e o contetdo de LPO sdo influenciados pela sazonalidade
independente do local amostrado.

O aumento pluviosidade e diminuicdo da salinidade induziram a atividade da GST.

E possivel observar a relagio entre a resposta enzimatica e o peso total dos animais,
em um dos locais de coleta (Tapud) o peso dos animais aumenta em direcdo ao
periodo chuvoso.

A partir do funcionamento da fabrica havera potencial aumento da presenca de
contaminantes de origem cimenteira no ambiente. A presenca desses residuos,
somados as variagOes de salinidade representa condi¢do estressante para 0 meio
ambiente e organismos residentes.

Uma baixa da salinidade, aliada a maior disponibilidade de contaminantes e a
diminuigdo da atividade dos biomarcadores expdem os animais ao efeito desses

xenobioticos e consequentes de danos ecolégicos.
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