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RESUMO GERAL

Os estudrios estdo em zonas de transi¢do entre os ambientes de &gua doce e 0s
oceanos sdo desafiadores para 0s organismos, principalmente por possuirem um
gradiente de salinidade, que altera a biodisponibilidade dos poluentes e sua toxicidade.
Assim, este trabalho teve por objetivo analisar o efeito de poluentes sobre os
biomarcadores no camardo Macrobrachium amazonicum (Crustacea, Decapoda) e no
caranguejo Uca mordax (Crustacea, Decapoda). Foram realizadas quatro coletas, jul/14
(transicdo 1), nov/14 (estiagem), mar/15 (chuvoso) e jul/15 (transicdo 2), nos
municipios de Abaetetuba (ambiente com menor nivel de antropizacdo), Barcarena
(ambiente com elevados niveis de antropizacao), Belém (ambiente com elevados niveis
de antropizacdo) e Vigia (ambiente com menor nivel de antropizacdo). De ambos os
animais foram retiradas as branquias e por¢cdes do musculo para se testar 0s
biomarcadores de exposicdo ACAP (Capacidade Antioxidante Total) e GST
(Glutationa-s-transferase) e de efeito LPO (Lipoperoxidacdo). A PCA (Analise de
Componentes Principais) realizada para os biomarcadores dosados no Macrobrachium
amazonicum mostrou que a ACAP no musculo desse animal foi o que se destacou,
agrupando os dados no més de novembro de 2014, periodo seco. No més de marco de
2015, periodo chuvoso, os pontos de Vigia e Abaetetuba, mostraram que 0s niveis de
ACAP nas branquias foram os responsaveis pelo agrupamento desses dados. Quanto a
PCA dos biomarcadores no Uca mordax todos os pontos referentes ao més de julho de
2014 foram influenciados positivamente pela ACAP nas branquias e LPO no masculo.
O aumento da atividade GST nas branquias e musculo, LPO nas branquias e
osmolaridade da hemolinfa foram os dados mais relevantes para o agrupamento de
todos 0s pontos nos meses de novembro de 2014 e mar¢o de 2015. No més de julho de
2015 a ACAP do musculo foi o fator responsavel pelo agrupamento dos dados. A partir
dos dados obtidos, foi possivel observar que os biomarcadores foram fortemente
influenciados pela sazonalidade da regido e pelos ciclos enddgenos aos animais, como a
muda e reproducdo. Estes ciclos alteram o metabolismo dos animais modificando seus
investimentos energéticos causando alteracBes nos biomarcadores. Ainda pode-se
concluir que o Uca mordax apresentou respostas mais contundentes nos biomarcadores

avaliados em relagdo ao Macrobrachium amazonicum.

Palavras-Chave: Caranguejo chama-maré, Camardo amazonico, Glutationa,

Lipoperoxidacdo, Capacidade Antioxidante, Osmolaridade.



INTRODUCAO GERAL
Existem diversas fontes poluidoras do ecossistema aquético, resultando em
diferentes tipos de impactos. As atividades mineradoras causam alteracdes nas variaveis
fisico-quimicas da agua, como o aumento da acidez e turbidez, alem de liberar
compostos ricos em metais/metaloides com potencial toxico, como arsénio e mercirio
(Ashton et al, 2001; Farias, 2002).

Atividades portuarias afetam os sistemas hidricos de varias formas, como a
utilizacdo de quimicos nas embarcacgdes para sua manutencao, como o o0xido de cobre,
para evitar ferrugem (Rosa, 2002) e compostos organicos, como anti-incrustantes, que
previnem a colonizagdo do casco dos navios por organismos aquéaticos (Thomas et al.,
2003). Existe ainda a probabilidade de acontecer acidentes, podendo causar vazamento
das mais variadas substancias para os recursos hidricos. Destaca-se o recente ocorrido
com o navio Haidar, de bandeira libanesa que afundou no Porto de Vila do Conde no
municipio de Barcarena - PA, aproximadamente 700 mil litros de dleo e 4.900 cabegas
de gado se perderam na agua em outubro de 2015 (Ministério Publico Federal - MPF,
2015). Existem também os poluentes organicos como os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA's) que tem como fontes de origem a queima de combustiveis (6leo
diesel e gasolina), queima de carvdo além de processos industriais (Netto et al, 2000).

Muitos desses compostos quimicos utilizados em atividades humanas, assim como
0s que sdo gerados de forma residual, sdo despejados diretamente para os ambientes
aquaticos, quase sempre sem nenhum tipo de tratamento prévio (Corsi et al., 2003). No
ambiente esses compostos podem ser considerados contaminantes, que podem afetar
tanto os organismos residentes do corpo hidrico como o ser humano, via cadeia
alimentar (Rodriguez-Ariza et al., 1999).

Os estuarios sdo zonas de reproducdo para muitas espécies, ambientes de estoque
pesqueiro, e de importancia econémica e ecoldgica (Mclusky & Elliott, 2005). Por ser
uma zona de mistura de aguas esta sujeita a grandes alteracGes fisico-quimicas da agua.
Destaca-se a salinidade, com flutuacdes diarias formando um gradiente ao longo do
curso do estuario, seus valores diminuem a medida que a agua salgada se dilui na agua
doce dos rios, sendo um fator relevante na adaptacdo dos organismos que vivem neste
ambiente altamente instavel (Bianchini et al., 2007). O estuario amazoénico se localiza
na regido norte do pais, é formado pelo rio Amazonas ao norte, e pelos rios Para e
Tocantins ao sul, constituindo a maior bacia hidrografica do mundo. Sua dinamica

possui forte interferéncia do rio Amazonas e sofre alteracbes no decorrer do ano,



causadas pelo intenso regime de chuvas, que € caracteristica da regido norte brasileira
(Barthem; Goulding, 1997).

Quando o ambiente aquatico sofre um aporte de substancias estranhas ao meio
(xenobiodticos), e entram em contato com 0s organismos residentes causam danos em
componentes estruturais (Newman, 1998). Assim, a ampliacdo de estudos envolvendo
andlises em nivel molecular e celular observando alteracdes, é possivel se aproximar do
entendimento de modificacbes em niveis maiores de organizacdo bioldgica, como
populacdes e comunidades, sendo respostas rapidas aos impactos em larga escala
(Cajaraville et al., 2000). Essas alteracfes nos menores niveis biologicos, molecular e
celular sdo consideradas biomarcadores (Zanette et al., 2015)

Os biomarcadores representam alteracdes nas funcbes do organismo fornecendo
uma resposta biologica e indicando que o organismo esta fora das suas condicdes
normais. As alteraces podem ser causadas pela presenca de poluentes ou por
modificacbes nos fatores fisico-quimicos de seu ambiente (Amorim 2003).
Biomarcadores podem ser classificados em biomarcadores de exposi¢do, que nos
mostram respostas bioldgicas frente a um estressor ambiental, e biomarcadores de
efeito, que demonstram alteragdes na estrutura e/ou funcionamento de macromoléculas
interferindo no bem estar do organismo (Cajaraville et al., 2000).

Os organismos aerdbicos obtiveram uma significativa vantagem energética com a
utilizacdo do oxigénio na respiracdo celular (Storey, 1996). No entanto, Burdon (1999)
diz que neste este processo o0 oxigénio pode ser parcialmente reduzido originando as
espécies reativas de oxigénio (EROs), compostos toxicos, que sdo: Oy~ (radical anion
superdxido); H,O, (peroxido de hidrogénio) e OH" (radical hidroxila). Existe uma
producdo natural de EROs pelos organismos, assim a necessidade de manter suas
concentracdes em niveis tolerdveis, fez com que o0s organismos aerébios
desenvolvessem um Sistema de Defesa Antioxidante (SDA), que é formado por
compostos enzimaticos e ndo enzimaticos (Storey, 1996).

Agentes antioxidantes sdo aqueles retardam ou impedem a acdo de agentes
oxidantes, que sdo moléculas com o potencial de oxidar outras moléculas como as
EROs (Halliwell, 1997; Batista, 2010). Entre as moléculas antioxidantes enzimaticas
podemos citar a glutationa-S- tranferase, glutationa-peroxidase, glutamato-cisteina
ligase, catalase, etc. Dentre as moléculas antioxidantes ndo enzimaticas temos como
principal representante a glutationa reduzida (GSH), além de carotenoides, acido

ascorbico, vitamina E, &cido Urico e outras (Storey, 1996). AlteracOes causadas pelos



xenobidticos podem levar o organismo ao estado de estresse oxidativo, caracterizado
pela quebra da homeostase entre agentes oxidantes e antioxidantes e tem como
consequéncias danos em biomoléculas essenciais como lipideos, proteinas e DNA
(Halliwell & Gutteridge, 1999).

A producgéo das EROs pode ser intensificada ndo somente pela exposicdo dos
organismos a compostos xenobi6ticos, mas também por alteracdes sazonais que causam
flutuacbes nos fatores fisico-quimicos da &gua (temperatura, salinidade etc.),
disponibilidade de alimento e outras atividades normais ao organismo, como reproducéo
e crescimento (Niyogi et al., 2001b; Regoli et al., 2002). Tomando como exemplo as
constantes varia¢des de salinidade, os organismos devem se adaptar as novas condi¢oes
rapidamente, havendo realocacdo de energia que seria utilizada para detoxificacdo,
alimentacéo, reproducédo e ecdise para manutencdo do equilibrio osmético (Monserrat et
al., 2007). Para tanto, organismos osmorreguladores investem energia na manutengéo
uma concentracdo diferenciada de ions entre 0 meio interno e o externo (Schmidt-
Nielsen, 2002).

Diversos autores ja observaram em seus estudos que a salinidade é um importante
fator ambiental e organismos como crustdceos podem apresentar modificacbes no
balanco oxidativo e alteragdes morfologicas em locais onde essa variavel oscila
constantemente (Cailleaud et al., 2007; Liu et al., 2007; Batista, 2010; Paital & Chainy,
2010; Freire et al., 2011a; Chong-Robles et al 2014; Zanette et al., 2015). As flutuacGes
na salinidade ainda alteraram a biodisponibilidade de xenobi6ticos o que pode
intensificar ou reduzir seu potencial toxico (Freire et al., 2011b).

Um dos pontos mais importantes em estudos envolvendo biomarcadores de
poluicdo é a escolha dos organismos a serem utilizados como biomonitores. Que devem
ter ampla distribuicdo, elevada abundéncia, estar presente nos ambientes com e sem
historicos de contaminacéo, ser de fécil captura e possuir valor comercial (Newman,
1998).

Um grupo diverso (com aproximadamente 52.000 espécies descritas), em que
muitos individuos possuem uma série das caracteristicas citadas acima sdo 0s
crustaceos, invertebrados que ocupam diversas partes do ambiente aquatico, desde
fossas abissais até pocas de mare, variando de tamanhos microscopicos até individuos
com metros de envergadura (Martin & Davis, 2001).

Em sua maioria, os crustdceos sdo de ambientes marinhos, mas possuem

representantes adaptados a dgua doce. As especies que vivem em aguas com baixas



salinidades passaram por uma série de adaptagbes morfoldgicas, bioquimicas,
comportamentais e ecoldgicas (Augusto, 2005). Estas caracteristicas tém chamado a
atencdo de pesquisadores no uso destes organismos como biomonitores (Monserrat et
al., 2007; Paital & Chainy 2010; Freire et al., 2011; Zanette et al., 2015).

Os crustéaceos da ordem Decapoda possuem importancia por colonizarem diversos
habitats, como o0s caranguejos braquitros que ocupam regifes de pocas de maré até
ambientes semi-terrestres (Boschi, 2000a), e os camardes dendrobranchiata que ocupam
desde zonas costeiras até ambientes estuarinos (D'incao, 1995). Sua distribuicdo pode
depender de vérios fatores ambientais e ser atribuida tanto a estabilidade de
determinados ecossistemas como caracteristicas de tipo de fundo, disponibilidade de
alimento, variacdes de marés e nivel do mar, composi¢cdo da comunidade, relacéo presa-
predador, interacOes inter-especificas, estratégias reprodutivas, salinidade e etc. (Boschi,
2000b).

Além de serem encontrados ao longo do litoral paraense e regido costeira, 0s
crustaceos decapodos ocorrem no estuario da Bacia de Marajd, desde areas mais salinas
préximas ao oceano, em marismas, manguezais, e outros tipos de vegetacdo marginal da
regido como as aningas até nos rios e igarapés afluentes. H4 ainda de se salientar a
ocorréncia dos decapodos dulcicolas que estendem sua distribuicdo para o interior da
bacia Amazdnica como, por exemplo, Macrobrachium amazonicum que tem ampla
ocorréncia em lagos e rios da Amazénia Central e vivem em &guas interiores e
estuarinas (Chaves & Magalhdes, 1993). Esta espécie também € o principal camardo de
agua doce explorado comercialmente nos Estados do Pard e Amapa, pela pesca
artesanal (Odinetz-Collart, 1987) e também na aquicultura (Valenti, 1985).

Em termos de papel ecologico, as espécies de decapodos tem importancia
fundamental como elo entre niveis da cadeia trofica aquatica e manutencdo de
ecossistemas. Muitos caranguejos, por exemplo, agem como bioperturbadores,
consumidores de folhas e sedimentos, predadores de propagulos, além de presas para
muitas espécies de peixes (Lee, 1998; Kristensen, 2008).

No ambiente estuarino da Bacia de Marajo, sdo encontrados alguns caranguejos
considerados dulcicolas e outras 29 espécies mais correlacionadas a areas de maior
salinidade, dentre estas podemos encontrar espécies eurialinas que atingem regides com
aguas tipicamente doce como Uca mordax (Diele et al., 2010). Devido a alta
sensibilidade de caranguejos do género Uca a diversos estresses ambientais, tém-se

sugerido a sua utilizacdo como indicadores de ambientes sadios (Barnwell, 1986).



O fato destes crustaceos terem habito bentdnico aumenta as chances de entrarem
em contato com poluentes, j& que os sedimentos sdo considerados sumidouros de uma
série de contaminantes ambientais (Simpson et al., 2005). Muitas substancias possuem
caracteristicas hidrofobicas e acabam se depositando no sedimento, como os HPA's
(Jacques et al., 2007) e compostos metalicos. Devido a processos de ressuspensao,
podem retornar a coluna d'agua ou ainda ligar-se a compostos organicos sendo
assimilados pelos organismos e entrando na cadeia alimentar aquéatica através de
crustaceos bentonicos (Rodriguez-Ariza et al., 1999).

O grupo dos crusticeos, devido suas caracteristicas adaptativas, estratégias de
forrageio, ecologia e metabolismo podem oferecer respostas interessantes, visto que,
entram em contato direto com compartimentos importantes do ambiente aquéatico, como
0 sedimento e a coluna d'agua. Outro ponto importante para ampliar os estudos
envolvendo esses animais é o fato que alguns possuem valor comercial e podem por
meio da cadeia alimentar atingir a populacdo humana trazendo compostos toxicos
bioacumulaveis.

Neste contexto, o presente trabalho aborda a avaliacdo espaco-temporal do
ambiente, em diferentes pontos na baia de Marajo, PA, através do uso de biomarcadores
em dois crustaceos decadpodes, no camardo Macrobrachium amazonicum e no
caranguejo Uca mordax. Esses organismos selecionados como biomonitores neste
estudo, para observar possiveis alteracdes biogquimicas, e caso existam,se estdo
conectadas com possiveis variacdes do habitat, sejam elas de causas naturais ou
antrdpicas.

OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade ambiental a partir do uso de biomarcadores bioquimicos de
exposicdo e efeito em crustaceos (camardes e caranguejos) oriundos de diferentes

ambientes salinos e dulceaquicolas da Baia de Marajé, Estuario Amazdnico, Brasil.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Avaliar as respostas de biomarcadores de exposicdo e efeitos em camardes

(Macrobrachium amazonicum) e caranguejos (Uca mordax) capturados em



ambientes de distintos niveis de antropizacdo da baia do Marajd, Estuario
Amazonico, Brasil;

2) Mostrar se diferentes condi¢fes sazonais regionais alteram o0s niveis de
biomarcadores de exposicdo e efeito em camardes (Macrobrachium
amazonicum) e caranguejos (Uca mordax) da baia do Marajo, Estuario
Amazonico, Brasil

3) Avaliar as relac6es entre a disponibilidade de metais nos sedimentos de fundo
e 0s niveis dos biomarcadores de exposicdo e efeito em camardes
(Macrobrachium amazonicum) e caranguejos (Uca mordax) da baia do
Marajo, Estuario Amazénico, Brasil .
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Resumo

Com o intuito de analisar o efeito de poluentes sobre os biomarcadores do
camardo Macrobrachium amazonicum (Crustacea, Decapoda) e no caranguejo Uca
mordax (Crustacea, Decapoda) foram realizadas amostragens nos meses de jul/14
(transicdo 1), nov/14 (estiagem), mar/15 (chuvoso) e jul/15 (transicdo 2), nos
municipios de Abaetetuba, Barcarena, Belém e Vigia. Foram retiradas as branquias e
porcBes do masculo para testar os biomarcadores de exposicdo ACAP (Capacidade
Antioxidante Total) e GST (Glutationa-s-transferase) e efeito LPO (Lipoperoxidagéo).
Os biomarcadores do Macrobrachium amazonicum indicaram que a ACAP no mdsculo
se destacou no més de novembro de 2014 agrupando os dados desse periodo. No més de
marco de 2015, periodo chuvoso, os pontos de Vigia e Abaetetuba, mostraram boa
correlagcdo com os niveis de ACAP nas branquias. Quanto aos biomarcadores do Uca
mordax todos os pontos referentes ao més de julho de 2014 foram influenciados
positivamente pela ACAP nas branquias e LPO no musculo. O aumento da atividade
GST nas branguias e masculo, LPO nas branquias e osmolaridade da hemolinfa foram
mais importantes para todos os pontos dos meses de novembro de 2014 e marco de
2015 agrupando esses dados. Para o més de julho de 2015 todos os pontos foram
influenciados pela ACAP do masculo. Os resultados dos biomarcadores foram
influenciados pela sazonalidade da regido e pelos ciclos enddgenos aos animais, como a

muda e reproducdo. Estes ciclos alteram o metabolismo dos animais causando
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alteracdes nos biomarcadores. Ainda pode-se concluir que o Uca mordax apresentou
respostas mais contundentes nos biomarcadores avaliados em relagdo ao

Macrobrachium amazonicum.

Palavras-Chave: Caranguejo chama-maré, Camardo amazonico, Glutationa,
Lipoperoxidacdo, Capacidade Antioxidante.
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INTRODUCAO

Os estuarios séo relevantes aos ecossistemas aquaticos, pois sao zonas de mistura
entre 4guas continentais e costeiras. Nestes, as caracteristicas fisico-quimicas das aguas
se alteram em curtos periodos (Mclusky & Elliott, 2005). No encontro das &guas salinas
oceanicas com aguas doces dos rios, sdo formados gradientes de salinidade ao longo
destes corpos hidricos. Esses ambientes sdo locais propicios ao desenvolvimento de
inimeros organismos aquaticos e reproducdo de espécies com valor econémico
(Mclusky & Elliott, 2005).

O estuario amazonico é formado pelo rio Amazonas, ao norte, e pelos rios Paré e
Tocantins ao sul (Barthem; Goulding, 1997). Esse é composto por aguas brancas e
alcalinas com elevados niveis de material particulado disperso na coluna d'adgua
(Gregorio; Mendes, 2009). Neste, forma-se a baia do Marajé a partir do encontro dos
rios Pard e Tocantins nas proximidades da cidade de Abaetetuba. Logo a jusante de
Abaetetuba estdo localizadas cidades economicamente importantes como Barcarena,
Belém e municipios historicos para o estado, como o de Vigia.

Estas cidades possuem precérias condi¢fes de infraestrutura e servigos urbanos
bem como o despejo inadequado de lixo sobre o solo que resulta na formacéo de lixdes
a céu aberto, fatores que resultam no lancamento de esgotos e chorume nas aguas
superficiais de toda regido. Esta situacdo se agrava em Barcarena, com registros de
lancamentos de efluentes domésticos e industriais ndo tratados a partir da area portuaria
e industrial do distrito de Vila do Conde, e Belém, uma metropole densamente habitada
e crescimento desordenado cujo lancamento de efluentes transforma seus rios em valdes
a céu aberto.

Portanto, a baia do Marajé é o destino final de diversos tipos de efluentes
lancados a partir destas cidades localizadas as suas margens (Corsi et al., 2003). Estudos
mostram que estes efluentes, usualmente, contém compostos xenobioticos, substancias
que podem alterar os niveis de organizacdo bioldgica, incluindo desde moléculas até
estruturas populacionais (Newman, 1998), como ocorrido na Lagoa dos Patos, Amado
et al. (2006) observou danos no DNA do peixe Paralichthys orbignyanus causados
pelas altas concentragdes de xenobidticos, Martinez-Diaz et al. (2007) afirma um inicio
de poluicdo afetando fémeas da espécie de caranguejo Carcinus maenas e na concha

Ruditapes philippinarum na Peninsula Ibérica, (Espanha), Pereira et al. (2009) observou
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em seu estudo com o C. maenas na Lagoa Obidos em Portugal um sinergismo de fontes
poluidoras influenciando nos biomarcadores da populagdo desse caranguejo.

Nos organismos aquaticos, 0s xenobioticos podem aumentar a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e até causar o estresse oxidativo quando em
grande quantidade. Assim, o estresse oxidativo é caracterizado por um desequilibrio na
concentracdo de moléculas pré-oxidantes e antioxidantes no meio intracelular, situacéo
que tem o potencial de ocasionar danos em moléculas importantes, como proteinas,
lipideos e DNA (Halliwell e Gutteridge 1999).

A producdo de EROs causada pela exposicdo a xenobiéticos pode levar a
alteracOes nas atividades bioquimicas e celulares dos animais, levando a producdo ou
inibicdo de substancias que podem ser usadas como biomarcadores (Zanatte et al.,
2015). Muito embora os contaminantes sejam as principais causas do aumento de
EROs, héa registros de alteragdes nos niveis de biomarcadores associados a flutuagdes
sazonais de salinidade e temperatura, habito alimentar e ciclos enddgenos aos
organismos, como reproducéo e crescimento (Niyogi et al., 2001b; Regoli et al., 2002).

Neste contexto, existem enzimas para defender o organismo contra as EROs como
a Glutationa-s-transferase (GST) que, por biotransformacdo, retira xenobioticos de
dentro da célula evitando o aumento da producdo enddgena de EROs. Ainda existem
técnicas que medem as defesas contra EROs como a Capacidade antioxidante total
contra radicais peroxil (ACAP), ensaio desenvolvido por Amado et al. (2009) que
estima as defesas antioxidantes totais. As EROs podem oxidar molélulas lipidicas, o que
contribui para perdas de funges celulares, caracterizando o estado de estresse oxidativo
(Zanette et al., 2015) e a peroxidacdo lipidica (LPO) vem sendo utilizado como
biomarcador ( Hermes - Lima et al , 1995; . Hermes - Lima , 2004).

A quantificacdo de biomarcadores no meio bidtico para avaliar o estresse frente a
contaminantes ambientais sdo métodos que vem sendo aplicados em tecidos de
organismos biomonitores. Os biomonitores, normalmente, sdo caracterizados por serem
abundantes, de ampla distribuicdo, baixa mobilidade e de facil captura, e podem ser
usados para avaliacdo de exposicdo a substancias toxicas nos ecossistemas aquaticos e
terrestres (Newman, 1998; Amado et al., 2009; Zanette et al., 2015).

Nos ecossistemas aquaticos, 0s crustaceos sao cada vez mais utilizados para
avaliar o estresse oxidadativo a partir de dosagens de GST, LPO e o método TOSC,
(Capacidade total de eliminagdo de oxiradicais), analogo ao ACAP, como nos trabalhos

de Pereira et al. (2009) com o caranguejo Carcinus maenas, Dorts et al. (2009) com o
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camardo Penaeus monodon, Zanette et al. (2015) com a craca Balanus improvisus e
Souza et al. (2014) com o camaréo Litopenaeus vannamei.

Os camarbes (Macrobrachium amazonicum) sdo encontrados em ambientes
distintos na Amazonia (Porto, 2004; Pileggi & Mantelatto, 2010; Vergamini et al.,
2011). Estes habitam tanto rios estuarinos de aguas doces ou salobras (Odinetz-Collart
& Rabelo, 1996) quanto lagos e rios na Amazonia Central (Mello 20013). Entre suas
principais caracteristicas, podemos citar que esses animais se reproduzem o ano inteiro
(Bialetzkiet al., 1997; Sampaio et al., 2007) e suas maiores taxas reprodutivas ocorrem
nos periodos de maior intensidade pluviométrica (Odinetz-Collart, 1993; Silva et al.,
2002; Silva et al., 2005; Bentes et al., 2011), fato que pode estar relacionado com o
aumento da disponibilidade de alimento nesse periodo, ja que acontece 0 aumento na
densidade do de zooplancton (Costa et al., 2016 b).

Caranguejos do género Uca, como o U. mordax, sdo onivoros e se alimentam de
algas, protozoarios e matéria organica (Crane 1975). Nas zonas tropicais se reproduzem
0 ano todo, porém as atividades reprodutivas aumentam nos periodos mais chuvosos
(Adamczewska et al. 2000). Sdo animais diurnos com maior mobilidade nos periodos
entre marés e cavam tocas nos sedimentos, normalmente lamosos, fazendo a
bioperturbacdo do solo e promovendo a ciclagem de nutrientes e energia do ambiente
onde estdo inseridos (Crane 1975). Estes animais podem ser encontrados desde o Golfo
do Meéxico até o sul do Brasil e, uma caracteristica importante, € o fato de habitarem
regides mais proximas a foz de rios. Nestas zonas a 4gua do mar j& estd mais diluida e
ocorre reducdo da salinidade (Melo, 1996; Masunari 2006).),

Desta forma, pode ser observado que tanto os camardes (Macrobrachiium
amazonicum) quanto os caranguejos (Uca. mordax) possuem ampla distribuicdo e
sujeitos a exposicdo a varios contaminantes. Nestes, possiveis alteracdes a nivel
molecular poderdo significar respostas as modificacbes no meio, caracterizando estes
animais como potenciais biomonitores (Cajaraville et al., 2000). Assim, quantificar o0s
niveis de GST, ACAP e LPO em nestas espécies de crustaceos decapodes em areas da
baia do Maraj6 sdo informagGes importantes para avaliar as respostas desses

biomonitores frente a diferentes condi¢fes ambientais desta area estuarina.
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MATERIAIS E METODOS
AREA DE ESTUDO

Para avaliar diferentes efeitos sobre os animais, foram selecionados rios com
diferentes niveis de antropizacédo nas cidades de Abaetetuba, Barcarena, Belém e Vigia.
Em Abaetetuba, local mais distante do oceano, as amostragens ocorreram no rio
Campumpema, corpo hidrico que apresenta suas caracteristicas naturais bem
preservadas. Na sequencia foi selecionado o rio Dendg, localizado em Barcarena dentro
da area portuéria e industrial de Vila do Conde, onde as caracteristicas naturais foram
bastante modificadas e h& registros de impactos ambientais a partir do langamento de
efluentes &cidos do processo de beneficiamento de caulim diretamente no leito do rio.
Na cidade de Belém os estudos foram no rio Aura que recebe tanto o langcamento de
esgotos sanitarios ndo tratados quanto de chorume do lixdo do Aurd. Em Vigia, area
mais proximo do oceano, as amostragens foram feitas no rio Acai, drenagem que
mantém suas caracteristicas naturais bem preservadas (Figura 1).
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Figura 1. Sitios de amostragem na baia do Marajo.
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PLUVISIODADE

Para avaliar os efeitos da sazonalidade, dados da pluviosidade mensal, referentes
aos anos de 2014 e 2015, foram obtidos junto ao Instituto de Metereologia do Para
(INMET-PA).

AMOSTRAGEM

Nos rios selecionados foram realizadas quatro amostragens sazonais nos meses de
julho (transicdo) e novembro (seca) de 2014, marco (chuvoso) e julho (transicdo) de
2015. Nestes foram capturados camardes e caranguejos e coletadas amostras de aguas

superficiais e sedimentos de fundo, conforme descrito a seguir.

Camardes

Espécimes de camardes (Macrobrachium amazonicum) foram capturados com
auxilio de armadilhas regionais denominadas "matapi" e uso de iscas de coco de babacu.
As armadilhas foram instaladas durante a maré baixa e removidas apds 12 horas na
maré baixa seguinte. Como critério de exclusdo, as fémeas ovigeras quando capturadas
eram imediatamente devolvidas ao ambiente. Os animais capturados foram
imediatamente crio-anestesiados para diminuir interfereréncias nos resultados
associados ao estress nas etapas de captura.

No mesmo dia da captura, para todos os espécimes de camardo foram medidos o
peso (g), comprimento total (cm) e comprimento do cefalotérax, excluindo o rostro
(cm). Para padronizacao foram selecionados apenas camarfes com maturidade sexual,
ou seja, acima de 5,5 cm de comprimento total (Bentes, 2011). Os animais foram
dissecados e destes foram separados porgdes do tecido branquial e muscular e esse

material foi congelado e armazenado em - 80 °C até o momento das analises.

Caranguejos

Espécimes de caranguejos (Uca mordax) foram manualmente capturados. Como
critério de inclusdo, para este estudo foram selecionados apenas 0s machos, que foram
crio-anestesiados diminuir o estresse do animal durante a etapa de captura. Para o0s
estudos de osmolaridade da hemolinfa, os animais foram capturados separadamente e
retirado cerca de 1 mL de amostra do fluido a partir de um conjunto de 5 animais para
cada ponto de coleta, foram coletados 10 réplicas em todos 0s pontos amostrados.
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No mesmo dia da captura dos espécimes de caranguejos, foram medidos o peso
(9), comprimento (cm) e altura da carapaga (cm). Para padronizacdo foram selecionados
apenas caranguejos na maturidade sexual, com largura da carapaca maior que 1,1 cm
(Masunari & Dissenha, 2005; Fransozo et al., 2009). Os organismos passaram por uma
etapa de dissecacdo, onde porcGes do tecido branquial e muscular foram retiradas, os
tecidos foram congelas e armazenados em -80 °C até o momento das dosagens dos

biomarcadores.

Aguas Superficiais

Para analises de osmolaridade, em frascos de polipropileno de 50 mL foram
coletadas amostras de aguas superficiais durante a maré baixa. Todas as amostras foram
coletadas em contra fluxo a uma profundidade de aproximadamente 30 cm em relagéo a
coluna d’agua. Complementarmente, os dados de salinidade foram obtidos in situ a

partir do uso de refratbmetro manual.

Sedimentos

Para amostragens de sedimentos de fundo foram usados coletores em aco
inoxidavel do tipo draga. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos até o
momento das etapas de tratamento fisico e quimico. Para cada ponto de coleta foram
coletadas 5 réplicas.

ANALISES
Metais em Sedimentos

As amostras de sedimento foram secadas em estufa (50°), maceradas e separadas
granulometricamente em peneiras de aco-inox com 53 um (>240 mesh). O sedimento
fino foi pesado (0,2 g) e submetidos a abertura 4cida em micro-ondas (Anton Paar) por
trés etapas a 250°, 1) 3 mL HNO; (SIGMA - ALDRICH, 65%) + 1 mL HCI (J. T.
BAKER, 38%), 30 minutos, 2) 1 mL HF (SIGMA - ALDRICH, 40%) , 30 minutos, 3) 2
mL H3BOs, solucdo supersaturada, (MERK) PA), 30 minutos. A solugéo resultante foi
aferida para 25 ml com agua ultra pura (Milli Q, Millipore). As andlises foram
realizadas por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES,
Varian, VISTA-MPX). Por problemas logisticos ndo foi realizada a coleta de

sedimentos em julho de 2014.
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Osmolaridade da Hemolinfa e Aguas Superficiais

As analises de osmolirdade na hemolinfa e nas aguas superficiais foram realizadas
em micro-osmoémetro VAPRO-5520 VESCOR (Vapor Pressure Osmometer) utilizando
uma aliquota de 10 pL de amostra para cada leitura.

Biomarcadores

Para extracdo do contetdo intracelular, foram pesados 0,250 g de cada tecido e
quando necessario foram feitos pools génicos para atingir esta massa. No caso dos
camardes, o preparo de pools génicos seguiu o critério de 3 individuos para branquias e
1 para musculo. Para os caranguejos, o critério foi de 9 individuos para brénquias e 2
individuos para musculo. Na sequencia, para cada amostra foram acrescentados 1 mL de
solucdo tampdo, contendo Tris-HCI (100 mM), EDTA (2 mM), MgCI2.6H20 (5 mM) e
pH 8,0 (White et al.,, 2003). As amostras foram entdo processadas em agitador
mecanico, tipo Potter, e centrifugadas a 20.000 rpm a 4 °C por 20 min. Apés a
centrifugacdo o sobrenadante foi separado em aliquotas de 200 pL para as andlises da
atividade da Glutationa-S-transferase (GST) e da Capacidade antioxidante total
(ACAP). Para a analise de peroxidacédo lipidica (LPO) as amostras foram pesadas (0,100
g) processadas em agitador mecanico em metanol 100% (resfriado), centrifugadas
(1000xg, 4°C, 10 min) e o sobrenadante foi utilizado para determinacdo da

lipoperoxidacéo.

Glutationa-S-transferase (GST)

Os niveis de GST foram quantificados segundo o método proposto por Habig et
al. (1974). Neste, € avaliada a conjugacdo de 1 mM de glutationa (GSH; Sigma) com
1 mM do reagente 1-cloro-2,4 dinitrobenzeno (CDNB, Sigma). O processo é catalisado
pela GST em meio de reacdo de tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,00. A atividade da GST é
expressa em Ugst/mg de proteina, onde uma unidade (U) é a quantidade de enzima
necessaria para conjugar 1 pumol de CDNB/min/mg de proteina, a 25 °C e pH 7. O
coeficiente de extingdo molar (g) utilizado para a formacdo do conjugado CDNB-GSH
foi 9,6 mM™.cm™. A placa de anélise foi montada a partir da adicdo de 5 a 20 pL do
extrato de tecido, 220 a 235 pL do meio de reacdo (80 uL de CDNB + 3,8 mL de
tampéo fosfato) e 10 uL de GSH.
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As dosagens de atividades enzimaticas foram normatizadas pela quantidade total
de proteinas presentes nos extratos. A medida de proteinas totais foi efetuada com kit
comercial Doles. Para tanto, foi adicionado 15 pL de extrato de tecido, 700 pL de
reagente de cor (Biureto) e uma gota de NaOH (6 M) em um microtubo e dividido em
duas aliquotas ja na placa de reacdo. As leituras foram realizadas em leitor de
microplaca (Victor X3, Perkin Elmer) na faixa de 550 nm .Os resultados foram

relativizados com a absorbancia de uma quantidade conhecida de proteinas.

Capacidade antioxidante total (ACAP)

Os niveis de ACAP foram analisados a partir da determinacdo da concentracao de
espécies ativas de oxigénio (EAQ) nas amostras com e sem exposicdo a um gerador de
radicais peroxil. Os radicais peroxil foram produzidos por decomposicdo termal (35°)
de 2°2’-azobis-2-metilpropiamidina dihidrocloreto (ABAP, 4 mM; Aldrich) (Winston et
al., 1998). As leituras foram realizadas em leitora de microplaca de fluorescéncia
(Victor X3, Perkin Elmer), em um meio contendo 30 mM de HEPES (pH 7,2), 200 mM
KCI, 1 mM MgCl,, 40 uM H2DCF-DA. A geracdo de fluorescéncia total (lida em 485
nm e 530 nm para excitacdo e emissdo respectivamente) é 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 diferenca relativa entre as areas com
e sem ABAP foram consideradas como medida da capacidade antioxidante total, onde a
maior area significa uma menor capacidade antioxidante, uma vez que uma alta
fluorescéncia foi obtida ap6s adicdo de ABAP, indicando baixa competéncia para
neutralizar radicais peroxil (Amado et al., 2009). A capacidade antioxidante total é
expressa pelo inverso da area relativa. Assim, na placa de analise foram adicionados
127,5 pL do meio de reacdo, 10 pL do extrato de tecido, 7,5 pL de ABAP (7,5 pL de
agua ultra pura na leitura de branco) e 10 pL de H2DCF-DA.

Lipoperoxidacéo (LPO)

O contetdo de lipideos peroxidados foi determinado segundo o método FOX,
descrito por Hermes-Lima et al. (1995) e adaptado por Monserrat et al. (2003). A
peroxidacao lipidica foi determinada usando FeSO,4 (0.25 mM), preparado no momento
da analise, H,SO,4 (0.25 mM) e laranja de xylenol (1 mM), o aumento na absorbancia
foi registrado a 550 nm em leitor de microplaca, apds o tempo de incubacdo especifico

para cada tecido. Os resultados foram comparados ao hidroperéxido cumeno (CHP),
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que é adicionado as amostras apds o periodo de incubacéo, e expressos em nmol CHP/g
tecido umido. A placa de anélise foi feita a partir de 90 puL de FeSQOy, 35 pL de H,SOy,
35 uL de laranja de xylenol, 170 pL de &gua ultra pura, 20 pL de extrato de tecido e 10
puL de CHP.

ESTATISTICA

Para a observacdo da distribuicdo dos dados de biomarcador para cada animal e
concentracdes de metal no sedimento nos diferentes periodos sazonais para 0s quatro
pontos analisados, foi realizada a anélise Componentes Principais (PCA) (Legendre &
Legendre, 2012) no programa Minitab 16 (Minitab Inc., USA). Ainda foi feita uma
analise de Correlacdo de Pearson entre os resultados de metais no sedimento e
biomarcadores, a fim de se observar possiveis alteracées nos biomarcadores causadas
pelas concentracdes dos metais analisados nesse compartimento, utilizando-se 0 mesmo
programa.

Para testar as diferencas significativas entre os locais e entre 0s periodos
amostrados realizou-se a Analise de variancia (ANOVA) seguido do teste a posteriori
de Tukey (p<0,05).

RESULTADOS
SAZONALIDADE

A figura 2 mostra que no ano de 2014 a maxima e minima precipitacdo média
mensal ocorreu, respectivamente, nos meses de fevereiro (683 mm®) e novembro
(41 mm?), enquanto em 2015 a maxima e minima foram em abril (627 mm?) e setembro
(53 mm®). Estes dados mostram niveis maximos e minimos numericamente semelhantes
em ambos o0s anos e também evidenciam diferentes ciclos sazonais entre 0s mesmos. Os
periodos entre 0 maximo e minimo duram 8 meses e 5 meses em 2014 e 2015,
respectivamente. Isto mostra que em 2014 as chuvas atingem seu apice mais cedo e seu
minimo mais tarde quando comparado com 2015, dificultando amostragens sazonais em
periodos uniformes.

Quanto aos meses de amostragem, os meses de julho de 2014 (188 mm®) e julho
de 2015 (125 mm®) foram caracterizados como periodos de transicdo (chuvoso-seco)
enquanto os meses de novembro de 2014 (41 mm?®) e marc¢o de 2015 (571 mm?®) foram

identificados como seco e chuvoso, respectivamente. Esses dados mostram que o
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delineamento amostral foi bem distribuido e os dados de pluviosidade podem ser usados

para avaliar correlagdes com os periodos sazonais.
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Figura 2. Precipitacéo nos anos de 2014 e 2015(dados do INMET-PA, Estacdo 82191).

SALINIDADE

Somente o ponto localizado em Vigia apresentou valores de salinidade diferentes

de zero. O maior valor de salinidade (13,00) foi registrado no més de novembro,

periodo de menor intensidade pluviométrica. Provavelmente este nivel esta associado a

maior intrusdo das aguas salinas do oceano atlantico no estuario. Ao contrario, no

periodo de maior volume de chuvas a salinidade diminui (7,70), pois nesse caso haveria

menor influéncia das dguas oceanicas (Figura 3).
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Figura 3. Salinidade nos quatro ambientes nos diferentes periodos analisados.

SEDIMENTOS

A maioria dos metais analisados nos sedimentos apresentou valores dentro do
permissivel pelo CONAMA (2012). O niquel (Ni) teve concentracdes maiores para
todos os periodos nos pontos de Abaetetuba e Vigia, e em Belém e Barcarena esse metal
apresentou concentracdes elevadas em marco e julho de 2015. O chumbo (Pb)
apresentou valores acima dos regulamentares em marco de 2015 apenas no ponto em
Barcarena. Nos meses de marco e julho de 2015 foi observado um aumento nas
concentragcfes de metais nos sedimentos com destaque para as médias de Co, Ni, Mn e
Cu.
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Tabela 1. Metais (ug.g™*) em sedimentos de fundo.

Ponto Periodo* Co Cr Cu Mn Ni Pb Zn Fe
Nov/14 11,36+1,30 50,22+5,84 850+197 390,37 +73,69 19,45+1,93** 17,56+3,01 61,24 £6,66  28239,16 £ 2421,73
Abaetetuba Mar/15 13,75+2,12 62,02+2,89 14,62+0,88 641,03 +409,25 28,54 +53** 11,72+10,57 73,86+22,98 35795,11 + 6088,38
Jul/15 12,32+5,19 50,57 +22,47 8,92+ 3,66 440,23 +201,38 18,43+9,85** 1996+1255 102,24 +94,33 24714,71 + 11403,60
Nov/14 591+0,64 5399+6,25 3,44+048 196,77+4262 14,81+3,18 22,66 = 4,04 48,82 +17,81 20094,23 + 2523,67
Barcarena Mar/15 10,81+1,71 81,07+9,38 12,62+2,18 402,89 +8575 26,75+28** 4147 +36,48** 62,05+52,04 32502,67 +2951,61
Jul/15 9,02+441 70,19+2190 11,06+1,39 288,22+78,06 1857 +4,25** 2947+2123 59,11+41,84 26694,70 + 8349,18
Nov/14 6,36+0,24 5558+4,79 2,89+136 201,61+4327 14,74+2,36 20,31+ 3,04 4798 +17,22 20669,47 + 2579,43
Belém Mar/15 10,78 +3,98 54,52+2,43 10,21+1,65 413,80 + 144,56 20,31 +3,77** 14,69+ 10,21 106,23 + 153,63 24485,04 + 3017,10
Jul/l5 14,73+3,26 60,38+4,47 16,03+2,93 397,97 +88,00 29,49+ 3,38** 12,79+7,75 5255+7,69  30190,40 + 5277,70
Nov/14 9,60+0,97 53,69+4,48 8,87+0,87 306,51+6651 19,36+ 1,80** 24,49+248 62,44 +6,35  24626,91 + 2302,46
Vigia Mar/15 13,83+6,21 62,43+8,02 14,52+3,00 519,25+64,94 22,01+6,09** 2186+1468 70,30+17,16 31039,91 +6215,15
Jul/l5 11,97 +5,26 56,35+12,13 12,18 +4,19 404,29 + 160,59 25,17 +8,03** 1599+11,17 102,50+ 109,50 28386,67 +5313,11

* Por problemas logisticos, ndo houve coleta de sedimentos no més de julho de 2014.

** Destaque em negrito para os valores alterados segundo a Resolu¢io CONAMA 454/2012.
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OSMOLARIDADE DA HEMOLINFA E AGUAS SUPERFICIAIS

Os maiores niveis de osmolaridade da hemolinfa foram registrados no ponto em
Vigia em todos os periodos amostrados, com valores de 521,82 em julho de 2014,
579,72 em novembro de 2014, 486,55 em marco de 2015 e 524,35 mmol.kg™em julho
de 2015. Os outros pontos amostrados apresentaram valores em torno de 415,00
mmol.kg™, ndo se diferenciando entre si. A osmolaridade na &gua, assim como na
hemolinfa, mostrou os maiores valores (48,00 a 172,00 mmol.kg™) no ponto de Vigia
em todos os periodos amostrados (Tabela 2), valores que podem estar associados ao

ambiente de maior salinidade devido a maior proximidade dessa regido com o oceano.

Tabela 2. Osmolaridade (mmol.kg™) da hemolinfa e da agua.

] Hemolinfa )
Ponto Periodo Média Desvlo Agua
Padréo
Jul/14 406,00 *+ 34,28 27,00
Abaetetuba Nov/14 421,00 + 16,76 *NC

Mar/15 405,70 + 20,62 22,00

Jul/15 409,56 + 11,37 35,00

Jul/14 396,36 + 51,89 29,50

Barcarena Nov/14 44945 + 12,13 34,50
Mar/15 420,55 + 36,83 27,50

Jul/15 410,00 *= 24,46 33,00

Jul/14 384,40 + 30,06 28,50

Belém Nov/14 431,20 + 1351 36,00
Mar/15 423,40 + 26,51 41,00

Jul/15 400,72 + 34,99 36,00

Jul/14 521,82 + 24,53 172,00

Vigia Nov/14 579,72 + 26,68 72,00
Mar/15 486,55 + 45,42 48,00

Jul/15 52435 + 21,8 75,00

* NC: Nao coletado.

BIOMARCADORES

A PCA (Figura 4A e 4B) realizada para os biomarcadores dosados no
Macrobrachium amazonicum mostrou a influéncia da sazonalidade nas respostas
bioquimicas deste organismo. Foram formados trés grupos, Grupo A, B e C. A PC1
separou bem o grupo A dos grupos B e C, enquanto que a PC2 separou bem os grupos B

e C. O Grupo B reuniu todos os pontos do més de novembro de 2014, periodo seco,
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mostrando boa correlagdo entre os niveis de ACAP no musculo. O grupo C agrupou

apenas os pontos de Vigia e Abaetetuba do més de marco de 2015, mostrando boa

correlagdo com os niveis de ACAP nas branquias. O grupo A reuniu 0s demais pontos,

exceto o0 ponto de Vigia em julho de 2014. Estes resultados foram associados aos

maiores niveis de LPO no musculo.
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Figura 4. Anélise de Componentes Principais (PCA) dos biomarcadores analisados nos

tecidos do Macrobrachium amazonicum. (A) Score plot para os dois primeiros

componentes; (B) Loading plot para os dois primeiros componentes.
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A PCA dos biomarcadores no Uca mordax separou os resultados em 3 grupos
Grupo A, B e C. A PC1 separou bem o grupo B dos grupos A e C, enquanto a PC2
separou bem o grupo B do grupo C. No Grupo A foram reunidos todos os pontos
referentes ao més de julho de 2014, e este foi influenciado positivamente pela ACAP
nas branquias e LPO no musculo. O Grupo B esta correlacionado com o aumento da
atividade GST nas branquias e musculo, LPO nas branquias e osmolaridade da
hemolinfa e € composto por todos os pontos dos meses de novembro de 2014 e marco
de 2015. O Grupo C reuniu todos os pontos no més de julho de 2015 e foi influenciado
pela ACAP do musculo (Figura 5A e 5B).
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tecidos muscular e branquial do Uca mordax. (A) Score plot para os dois primeiros

componentes e (B) Loading plot para os dois primeiros componentes.

Os resultados para os biomarcadores testados foram organizados por periodos
sazonais cada biomonitor (camardo e caranguejo) e seus tecidos (branquias e musculo)
na figura 6, onde (A) LPO, (B) ACAP e (C) GST.
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Figura 6. Niveis de biomarcadores (LPO, ACAP e GST) nos biomonitores (Ma:
Macrobrachium amazonicum e Um: Uca mordax) por tecidos (Brq: Branquias e Mus:

Mdsculo).

LP

Ndo foram observadas diferencas temporais nos teores de LPO nos tecidos
muscular e branquial do camardo (p=0,862), entretanto, foram observadas diferencas
espaciais na lipoperoxidacdo do muasculo desse animal (p<0,000), com valores minimos
e méximos de 17,36 (Barcarena, julho de 2014) e 57,34 nmol CHP.g tecido (imido™
(Vigia, julho de 2014), respectivamente.

Em todos os pontos coletados no més de julho de 2014, o tecido muscular dos
caranguejos tiveram os maiores valores de LPO (com minimo de 38,82 nos animais de
Barcarena e maximo de 50,16 nos de Vigia), em comparacdo aos demais periodos de
amostragem (p<0,012). Os valores médios para cada més de coleta, foram 44,60 (julho
de 2014); 26,20 (novembro de 2014); 29,52 (marco de 2015) e 23,06 nmol CHP.g
tecido Umido™ (julho de 2014). O tecido branquial ndo apresentou diferenca
significativa ao longo do tempo e locais estudados.

A lipoperoxidacdo no camardo, de modo geral, foi numericamente semelhante
entre os tecidos analisados com médias totais de 17,51 nas branquias e 23,27 nmol
CHP.g tecido Umido™ no musculo, quanto ao U. mordax, a quantidade de lipideos
peroxidados teve médias maiores no tecido muscular (30,71 nmol CHP.g tecido Gmido™
no msculo) que nas branquias (21,84 nmol CHP.g tecido Gmido™). A LPO nas
branquias das duas espécies, ndo foi numericamente diferente, enquanto que a
peroxidacao lipidica no musculo do U. mordax apresentou maior quantidade que no M.

amazonicum.

ACAP

Os niveis de ACAP no camardo ndo mostraram diferencas espaciais em nenhum
dos tecidos coletados (p=0,186). No entanto a ACAP no musculo do camaréo foi maior
em novembro de 2014 com média de 1,17 (p=0,003). Nos outros periodos as médias
foram 0,42; 0,25 e 0,50 em julho de 2014, margo de 2015 e julho de 2015

respectivamente. Nao houve diferencas temporais nas branquias do camaréo (p=0,505).
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No caranguejo a ACAP nas branquias foi maior em julho de 2014 com média de
3,44 (p<0,012). As médias dos outros periodos foram 0,85; 1,56 e 1,63 em novembro de
2014, marco de 2015 e julho de 2015, na ordem. No mesmo periodo, também foram
observadas diferencas espaciais para esse biomarcador nas branquias dos animais, com
valores minimos nos animais de Abaetetuba (1,39) e maximos nos de Belém (5,75)
(p=0,000). N&o foram observadas diferencas temporais ou espaciais no musculo desse
animal para esse biomarcador.

Os teores de ACAP no camardo ndo mostraram variaces numericas notaveis
entre os tecidos analisados (0,64 nas branquias e 0,55 no musculo), diferentemente do
caranguejo, no qual, as branquias apresentaram maior capacidade (1,87), em relacdo ao
musculo (0,13), numericamente falando. Ao se comparar os niveis de ACAP entre 0s

dois animais, o caranguejo mostrou valores maiores para 0s dois tecidos analisados.

GST

A atividade da GST no camardo diferenciou-se temporalmente apenas nas
branquias (p=0,000), o menor valor médio mensal foi registrado em julho de 2014
(12,48 Ugst.g de proteina™), periodo de transicéo, enquanto que a maior atividade desta
enzima foi periodo seco, novembro de 2014 (34,04 Ugsr.g de proteina™).
Espacialmente, os tecidos analisados ndo apresnetaram diferencas (p=0,405)
significativas na atividade da Glutationa S-Transferase.

Assim como nos camarfes, a atividade dessa enzima apresentou diferengas
temporais somente nas branquias dos caranguejos (p=0,001), os menores e maiores
valores médios mensais foram observados em julho de 2015 (40,89 Ugst.g de proteina’
1) e novembro de 2014 (122,91 Ugst.g de proteina™), respectivamente.

A atividade da enzima Glutationa-s-transferase foi numericamente maior nas
branquias de ambos os organismos estudados. Quando se compara a atividade desta
enzima nos diferentes animais, foram obsevados maiores teores em ambos 0s tecidos do
caranguejo quando comparados aos do camarédo (23,50 nas branquias e 7,35 Ugst.g de
protefna™ no musculo do camaréo, 93,66 nas branquias e 30,84 Ugst.g de proteina™ do

caranguejo).
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DISCUSSAO

Na regido amazbnica h& predominancia de dois periodos sazonais, seco e
chuvoso, e alguns meses de transicdo entre oS mesmos. Esses periodos sdo
caracterizados por indmeros fatores, entre estes, as oscilagbes dos indices
pluviométricos da regido (Moraes et al., 2005; Amanajés et al., 2010; Costa et al.,
2016a; Costa et al., 2016b). Essas diferentes pluviosidades influenciam nos habitats dos
seres vivos no bioma amazobnico e auxiliam na definicdo da colonizacdo pelos
organismos (Costa, 1991).

A variagdo de salinidade somente nas 4guas do municipio de Vigia decorre de sua
localizacdo geografica, a nordeste do estado do Para, mais proxima ao oceano atlantico,
o chamado salgado paraense (Barthem; Goulding, 1997). Os valores de salinidade no
estuario amazénico sdo influenciados pelos ciclos sazonais da regido, no periodo
chuvoso ocorre 0 aumento da vazdo dos rios e das massas d'agua, reduzindo a
concentracdo de sais dissolvidos, no seco, as &guas ocednicas atingem areas mais
internas do estuario, elevando os valores de salinidade (Cohem et al., 1995; Gregério e
Mendes, 2008).

As oscilagdes de salinidade observadas no ponto em Vigia fazem com que 0s
animais realizem mais trabalhos osmorregulatérios. Chong-Robles et al. (2014) em um
experimento realizado com o camardo Litopenaeus vannamei, observou que variacdes
de salinidade durante a ontogenia do animal sdo favoraveis ao se desenvolvimento. Os
caranguejos da espécie U. mordax sdo caracterizados como bons hipo-
osmorreguladores, mantendo os valores de osmolaridade interna relativamente
semelhantes ao do meio externo (D’ Orazio e Holliday 1984; Wright et al. 1984;
Holliday 1985; Zanders e Rojas 1996; Lin et al. 2002). A hipo-osmorregulacdo é um
processo possibilita o animal passar muito tempo em terra durante o forrageio e
reproducdo, mantendo a osmolaridade interna constante enquanto exposto ao ar (Jones,
1941; Thurman, 2002).

As concentracdes dos metais no sedimento acompanharam as oscilacdes na
pluviosidade da regido. O aumento no indice pluviométrico aumenta 0 movimento de
massas d'‘agua promovendo a lavagem do solo e a agitagdo do sedimento, liberando
constituintes metalicos i6nicos adsorvidos desse compartimento para coluna d'agua.
Esse carreamento de ions metélicos torna 0s organismos aquaticos mais expostos a
essas substancias que, dependendo da toxicidade, podem ser nocivas a estes animais
(Pisanelli et al., 2009; Zheng et al., 2012; Brinkmann et al., 2013).
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Por serem bentonicos, o camardo e 0 caranguejo possuem relacdo direta com o
sedimento e entram com contato com substancias adsorvidas nesse compartimento,
como 0s compostos metalicos (Aviz et al., 2012). Varios estudos relatam a influéncia
desses metais no metabolismo e atividades enzimaticas de organismos aquaticos (Chen
e Chia, 1997; De Boeck et al., 2003; Valko et al., 2005; Grosell et al., 2007; Das et al.,
2008; Lee et al. 2010; Cai et al., 2012; Gabriel et al. 2013; Martinéz-Ruiz e Martinéz-
Jeronimo, 2015).

O Co pode causar danos em genes responsaveis pela sintese de moléculas
antioxidantes em Zebrafish (Cai et al., 2012), além de elevar a producéo intracelular de
EROs (De Boeck et al., 2003). O Ni é outro metal que pode induzir respostas de defesas
antioxidantes nos organismos (Valko et al., 2005; Das et al., 2008), assim como foi
observado por Martinéz-Ruiz e Martinéz-Jerénimo (2015) onde esse metal levou uma
populagéo da alga Ankistrodesmus falcatus ao estado de estresse oxidativo.

A exposicdo ao Mn pode levar o organismo a condigdo de desbalanco oxidativo,
elevando as quantidades de lipideos peroxidados e ativacdo das vias de defesa
enzimatica em peixes (Gabriel et al. 2013). O Cu, em altas concentra¢fes, prejudica a
absorcdo de sodio pelos organismos, que é essencial para a manutencdo da regulacéo
osmodtica, ja que ambos se encontram no ambiente nas formas Na?* e Cu**, e competem
pelos mesmos sitios de absorcdo nos organismos (Grosell et al., 2007). Tendo a
absorcdo do sédio prejudicada o organismo intensifica as atividades osmorregulatérias,
0 que aumenta 0 gasto de ennergia elevando a producdo de ATP, aumentando a
producdo de EROs enddgena (Chen e Chia, 1997).

Com base nas correlacbes feitas entre os resultados dos biomarcadores e as
contracdes de metal, o Cu foi correlacionado positivamente com LPO nas branquias do
M. amazonicum (p=0,01; r=0,71) e com ACAP no musculo do U. mordax (p=0,03;
r=0,62). Dados mostram que esse metal em altas concentracdes pode interferir nos
processos osmoregulatérios, aumentando as taxas desse mecanismo e alterando 0s
investimentos energéticos do animal, interferindo em seu metabolismo e
desenvolvimento (Lee et al. 2010).

No periodo seco os crustaceos estdo realizando o processo de muda (Luvizotto-
Santos et al, 2003), que consiste na substituicdo do exoesqueleto, durante a muda
acontecem alterages no metabolismo do animal, onde os gastos de energia séo maiores,
podendo elevar a producdo de EROs intracelular (Silveira, 2008) e o incremento na

producdo de tais substancias pode estimular o as defesas antioxidantes nos animais
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(Halliwell & Gutteridge, 1999), fato que explica o aumento da ACAP no tecido
muscular desses organismos, que é o principal fator no periodo seco para o M.
amazonicum. Além disso, nesse periodo como consequéncia da reducdo da intensidade
pluviométrica acontece a ressuspensao dos contaminantes por meio da sua ligacdo com
particulas presentes na &gua e no sedimento (Lacerda, 2011) o que pode acarretar no
aumento da producdo interna de ERO's.

Em marco de 2015 foi observado o aumento na quantidade de lipideos
peroxidados e maior ACAP no tecido branquial do M. amazonicum nos pontos em
Vigia e Abaetetuba, considerados como menos antropizados, apesar de distintos
ambientes salinos. Durante esse periodo aumenta a densidade da comunidade
zooplanctonica, uma das principais fontes de alimento dos camarbes (Fisher, 1979;
Martins et al., 2006; Costa et al., 2016a; Costa et al., 2016 b). Com o aumento na
disponibilidade de alimento, o animal aumenta as atividades de forrageio (Maciel, 2007)
com o intuito de armazenar lipidios como reserva energética (Luvizotto-Santos et al.,
2003), com maior quantidade de lipideos as chances de serem peroxidados aumentam,
fazendo com que haja a ativacao das vias de defesas metabdlicas totais, como a ACAP.

Os quatro pontos de coleta nos periodos de julho de 2014 e julho de 2015 e os
pontos em Barcarena e Belém para marco de 2015 foram influenciados, principalmente,
pelo aumento na quantidade de lipideos peroxidados no tecido muscular. Os meses de
julho foram considerados periodos de transicdo, onde acontecem alteracfes climéticas
em curtos periodos afetando o metabolismo do animal. As constantes alteracGes
também podem alterar a disponibilidade de alimento, fator que altera o metabolismo do
organismo. O M. amazonicum é um animal que, de modo geral, reproduz-se o ano
inteiro, e ciclos endogenos, como a reproducdo, alteram os investimentos energéticos do
animal, causando o desbalango oxidativo no mesmo. (Niyogi et al., 2001b; Regoli et al.,
2002).

Nos meses de novembro de 2014 e mar¢o de 2015, considerados periodos seco e
chuvoso, respectivamente, € onde acontecem o0s ciclos endégenos do animal,
reproducdo e muda, respectivamente. No caranguejo da espécie Gecarcoidea natalis,
Adamczewska et al. (2000) verificaram a existéncia de diferencas sazonais na
intensidade de exercicios dos animais, que durante o periodo mais chuvoso, migram
para reproducdo, e no seco evitam atividades fora das tocas. Os estudos também

sugeriram haver diferencas na fisiologia e no metabolismo energético destes
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organismos, que sdo consequéncias das diferencas comportamentais entre as estacoes
chuvosa e seca.

No periodo chuvoso existe, ainda, 0 aumento na disponibilidade de alimento para
0 caranguejo e para o camarao (Fisher, 1979; Martins et al., 2006), assim durante essa
estacdo os animais estdo investindo em estocagem de lipideos como reserva energética
para prover energia durante a seca, para 0 momento da muda (Luvizotto-Santos et al.,
2003). Assim durante os periodos de maior e menor intensidade pluviométrica o
metabolismo dos animais reage de forma diferente, principalmente por conta das
diferentes estratégias adotadas para cada periodo. Portanto, as alteracBes metabdlicas
nesses periodos podem ser causadas pelos diferentes investimentos energeticos adotados
e pela ecologia do animal.

Os meses de julho de 2014 e 2015 apresentaram padrdes diferentes entre si e dos
outros periodos. Tendo sido considerado meses de transicdo, onde as oscilagfes
climéticas sdo constantes. O clima é um dos fatores que podem alterar o metabolismo
dos animais, assim o0s padrdes metabolicos diferentes podem ser causas das
inconstancias climaticas. (Niyogi et al., 2001b; Regoli et al., 2002). Entretanto é
possivel observar alguns provaveis fatores para as alteragdes metabdlicas observadas.
Em 2014 a reducdo da intensidade das chuvas diminuiu de forma mais gradual, o que
pode ter dado mais tempo aos animais para se acostumar ao novo clima, tendo um custo
energético-metabdlico menor para o animal. Em julho de 2015 as a intensidade
pluviométrica reduziu rapidamente podendo ter causado ao animal um estresse
metabdlico maior, e causando as diferengas nos padrdes metabolicos para os meses de
julho de 2014 e 2015.

O caranguejo e o camardo possuem ecologias semelhantes, sdo bentonicos,
onivoros na fase adulta (Aviz et al., 2012), e em periodos de maior intensidade
pluviométrica aumentam a taxa de reproducao (Odinetz-Collart, 1993; Silva et al., 2002;
Silva et al., 2005; Bentes et al., 2011) Apesar de bentbnico o M. amazonicum passa
parte da vida adulta na coluna d'agua, onde se alimenta do zooplancton (Bentes et al.,
2011) ja o U. mordax passa toda a vida adulta em contato direto com o sedimento, onde
constréi suas tocas (Crane 1975). Esse maior contato com o0s sedimentos onde 0s
contaminantes estdo mais concentrados, pode ter sido o fator responsavel pelas
respostas mais altas observadas nos biomarcadores do tecido do U. mordax,
principalmente nas branquias, ja que esse tecido é o primeiro a entrar em contato com o

meio externo via respiracdo. Fato que comprova a intima relacdo desses animais com o
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sedimento é que sdo considerados como bioperturbadores desse compartimento (Crane
1975).

CONCLUSAO

A sazonalidade é importante para a determinagdo de investimento energético dos
animais, e em defesas antioxidantes. O periodo de transi¢do, pela sua inconstancia
climatica, demonstrou ser o mais impactante para os animais com sensiveis efeitos
sobre seus metabolismos. A maior disponibilidade de metais nos sedimentos nesse
periodo pode ter contribuido para estas alteracbes metabolicas. Nos periodos chuvoso e
seco ficou evidenciada a influéncia dos ciclos enddgenos no balanco energético e
investimento metabdlico dos animais.

O U. mordax foi o animal mais sensivel as respostas dos biomarcadores,
indicando este ser um melhor biomonitor em comparacdo com o M. amazonicum,
apesar de serem necessarios estudos complementares para melhor comprovacédo. Outras
pesquisas envolvendo a andalise de metais em crustdceos estuarinos devem ser
futuramente desenvolvidas, considerando que foram observadas correlacbes entre a
atividade dos biomarcadores e a concentracdo de metais no sedimento. Analisar a
concentracdo de metais em outros compartimentos ambientais ou nos tecidos dos
animais pode delinear melhor a relacdo da concentracdo de metais com 0s

biomarcadores.
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