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Resumo

As regides costeiras apresentam elevado adensamento populacional humano, com a disposi¢ao
final de véarios poluentes, como os metais. Devido a esse perfil, a avaliagio da
citogenotoxicidade em organismos presentes nesses locais sdo extremamente relevantes, uma
vez que possibilita avaliar o status de conservagdao desses ambientes. Para isso, o uso de
biomarcadores de efeito tem sido amplamente utilizado para identificar a toxicidade génica e
fisiologica de animais, com intuito de fornecer respostas a contaminacao ambiental. Dessa
forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os danos citogenotdxicos no camarao-fantasma
(Callichirus corruptus), em relagdo a possivel contaminacdo ambiental por metais,
confrontando uma praia em ambiente pristino (JUR, Estacdo Ecologica Juréia-Itatins) a outra
impactada antropicamente (ST, Santos). Foram quantificados 10 elementos metalicos (4s, Cd,
Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, V e Zn), associados ao sedimento arenoso e em trés tecidos do camarao
(gbnadas, hepatopancreas e musculatura). Os animais e os sedimentos foram coletados com o
auxilio de uma bomba de sucgo. O sedimento passou por analise granulométrica (sete fragdes)
e do teor de matéria orginica (MO%). Para as andlises citotoxicas foram analisados 12
exemplares/setor praial, quantificando o tempo de funcionamento lisossomal (Ensaio NRRT),
enquanto cinco animais/setor foram utilizados para avaliar a frequéncia de hemocitos
micronucleados (MN) e com anormalidades nucleares (AN). O sedimento da Praia de Santos foi
categorizado como areia muito fina (7MG, tamanho médio do grdo = 0,096 mm), diferindo
daquele da Praia da Juréia, categorizado como areia fina (TMG = 0,150 mm). A matéria
organica no sedimento de S7'S (0,12%) foi quatro vezes superior ao de JUR (0,03%), existindo
uma correlagdo negativa e significativa para a relagdo MO vs. TMG (p =—0,67 p < 0,01). Em
relagdo aos metais, 88,9% apresentaram uma maior concentragao nos sedimentos de STS em
relagdo a JUR (¢t < 7,84; p <0,01; W=0; p <0,01). Quanto ao acimulo de metais nos tecidos
de C. corruptus, o As foi o Unico que diferiu, com os camardes de JUR (17,3 £+ 2,7 ng/g)
acumulando quase o dobro em rela¢do aqueles de S7S (9,1 £ 1,4 pg/g) (W=81; p<0,01). A
hierarquia de acimulo de metais entre os tecidos foi > M > G. O NRRT apresentou uma média
70% maior nos camardes da Juréia (100 &+ 24 min), do que em Santos (59 £ 29 min) (W = 11,4,
p <0,01). As maiores frequéncias de MN e AN (total) ocorreram nos individuos de S7S (12 £ 4
%0; € 465 £ 60 %o, respectivamente), correspondendo a cerca do dobro do que foi registrado na
Juréia (MN: 5 £ 1 %o0; AN: 240 £ 46 %o). A partir de andlises de associagdo foi possivel observar
que NRRT apresentou uma correlacdo negativa e significativa com MN%o € AN%o (r = —0,81;
p < 0,01). Em contrapartida, foi observado uma correlagdo positiva e significativa entre os
metais do sedimento e os biomarcadores MN%o € AN%o (r > 0,71; p < 0,01). As maiores
concentracoes de metais nos sedimentos de S7S esta relacionada ao elevado adensamento
populacional humano e diversos impactos antrdpicos, como a presenca do Porto de Santos. Os
maiores teores de MO% no sedimento da Praia de Santos aumenta a adsor¢ao de metais nesta
matriz abidtica. Ja o maior acumulo de metais entre tecidos, ocorreu no hepatopancreas, devido
a sua bioquimica peculiar, que permite a maior adsor¢do de metais. Para os camardes de JUR,
houve um maior tempo de retengdo do vermelho neutro, confirmando a efetividade da
preservacdo pela estacdo ecoldgica. No entanto, a relacdo entre a genotoxicicidade e as
concentragdes metalicas no sedimento de ST, apontam elevado grau de antropizagao, trazendo
impactos a frequéncia mutagénica de C. corruptus. Dessa forma, foi confirmado que as praias
diferiram quanto ao seu grau de conservagdo (S7S: antropizada; e JUR: preservada). Tais
informacdes, aliadas aos biomarcadores de efeito, permitem o uso de C. corruptus como espécie
sentinela ambiental, para categorizar o status de conservagdo de praias arenosas.

Palavras-chave: Biomarcadores, conservacao, contaminacao, micronucleo, toxicidade.
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Abstract

Coastal regions present high human population density, leading to the disposal of various
pollutants, such as metals. Given this profile, assessing cytogenotoxicity in organisms within
these areas is extremely relevant, as it allows for the evaluation of the conservation status of
these environments. The use of effect biomarkers has been widely employed to identify genetic
and physiological toxicity in animals, aiming to provide insights into environmental
contamination. Thus, the objective of the present study was to evaluate cytogenotoxic damage
in the ghost shrimp (Callichirus corruptus) in relation to potential environmental contamination
by metals, comparing a pristine beach environment (JUR, Juréia-Itatins Ecological Station)
with another anthropogenically impacted (ST, Santos). Ten metallic elements (As, Cd, Cr, Cu,
Hg, Mn, Ni, Pb, V, and Zn) were quantified, both in the sandy sediment and in three shrimp
tissues (gonads, hepatopancreas, and musculature). The animals and sediments were collected
using a suction pump. The sediment underwent granulometric analysis (seven fractions) and
organic matter content analysis (OM%). For the cytotoxic analyses, 12 specimens per beach
sector were analyzed, quantifying lysosomal function time (NRRT assay), while five animals
per sector were used to assess the frequency of micronucleated hemocytes (MN) and those with
nuclear abnormalities (NA4). The sediment from Santos Beach was categorized as very fine sand
(MGS, mean grain size = 0.096 mm), differing from that of Juréia Beach, categorized as fine
sand (MGS = 0.150 mm). The organic matter in the sediment of STS (0.12%) was four times
higher than that of JUR (0.03%), with a negative and significant correlation observed between
OM and MGS (p =-0.67, p <0.01). Regarding metals, 88.9% showed higher concentrations in
the sediments of S7.S compared to JUR (t < 7.84; p < 0.01; W = 0; p < 0.01). As for the
accumulation of metals in the tissues of C. corruptus, arsenic was the only element that differed
significantly, with shrimp from JUR (17.3 £ 2.7 pg/g) accumulating almost twice as much
compared to those from STS (9.1 £ 1.4 pug/g) (W = 81; p < 0.01). The hierarchy of metal
accumulation among the tissues was H > M > G. NRRT showed a 70% higher average in shrimp
from Juréia (100 £ 24 min) than in Santos (59 £ 29 min) (W = 11.4; p < 0.01). The highest
frequencies of MN and NA (total) occurred in individuals from S7'S (12 + 4 %o and 465 £ 60 %o,
respectively), corresponding to about double the frequencies recorded in Juréia (MN: 5 £ 1 %o;
NA: 240 + 46 %o). Association analyses revealed that NRRT showed a negative and significant
correlation with MN%o and NA%o (r = —0.81; p < 0.01). Conversely, a positive and significant
correlation was observed between metals in the sediment and the biomarkers MN%o and NA%o
(r>=0.71; p<0.01). The higher concentrations of metals in the sediments of S7S are related to
the high human population density and various anthropogenic impacts, such as the presence of
the Port of Santos. The higher OM% levels in the sediment of Santos Beach increase the
adsorption of metals in this abiotic matrix. The greatest accumulation of metals among tissues
occurred in the hepatopancreas, due to its unique biochemistry, which allows for higher metal
adsorption. The shrimp from JUR showed a longer neutral red retention time, confirming the
effectiveness of the ecological station's preservation efforts. However, the relationship between
genotoxicity and metal concentrations in the sediment of S7S indicates a high degree of
anthropization, impacting the mutagenic frequency of C. corruptus. Thus, it was confirmed that
the beaches differed in their degree of conservation (S7S: anthropized; and JUR: preserved).
This information, combined with effect biomarkers, supports the use of C. corruptus as an
environmental sentinel species to categorize the conservation status of sandy beaches.

Keywords: Biomarkers, conservation, contamination, micronucleus, toxicity.
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Introducio Geral e Descricdo da Area de Estudo

A ocupagdo dos ambientes aquaticos ocorre desde o inicio da humanidade, com o
estabelecimento do homem junto aos rios, seja pela necessidade por agua potavel e plantios,
como por ser via de acesso as areas interiores do territorio (Oliveira ef al., 2008; Pinheiro ef al.,
2013). Com o advento da revolugdo industrial, houve uma aceleragao crescente do
desenvolvimento destes processos, principalmente em regides costeiras, com intensificagdo das
atividades antropicas e da diversificacdo dos poluentes nestes locais, acarretando em diversos
efeitos nocivos ao ecossistema marinho e outros adjacentes (Pinheiro et al., 2017; Angeli et al.,
2021; Wu et al., 2023).

A partir do Século XX houve o surgimento de diferentes tecnologias que intensificaram,
ainda mais, a contaminagdo dos ambientes litoraneos, com uma gama de poluentes de
expressiva toxicidade (p. ex., metais; bifenilas policloradas, PCBs; pesticidas organoclorados,
POC:s; e hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos, HPAs), que passaram a ser frequentes, tanto
em aguas salinas como nas salobras (Stegeman & Hahn, 1994; Cajaraville ef al., 2000;
Schmaltz et al., 2020).

Entre esses poluentes, os metais se destacam por sua ocorréncia (Costa et al., 2021),
incremento associado ao desenvolvimento industrial (Cajaraville et al., 2000; Buzzi et al.,
2022), toxicidade e permanéncia, tanto nos sedimentos como na biota marinha (Rainbow, 2007;
Ahearn et al., 2004; Luoma & Rainbow, 2008; Duarte ef al., 2016). Esses elementos metalicos
sao divididos em dois grupos: (1) metais essenciais (p. ex., cobre, Cu; cromo, Cr; e mangangs,
Mn), por fazerem parte de processos bioldgicos e serem encontrados na natureza em
concentragdes seguras as espécies, porém sendo toxicos quando em altas concentragdes (Duarte
et al., 2017); e (2) metais nao essenciais (p. ex., arsénio, 4s; cadmio, Cd; chumbo, Pb; e
mercurio, Hg), onde As ¢ um metaldide, aqui considerado metal por sua persisténcia ambiental
e grau de toxicidade (Carmo et al. 2004). Os metais ndo essenciais podem causar contaminacao
aos ambientes e organismos que ali vivem, mesmo quando em pequenas concentracdes (Eisler,

2010; Duarte et al., 2017; Trevizani, 2018).

Dessa forma, as areas costeiras tornaram-se um local de disposicdo final desses
contaminantes, seja pelo descarte irregular direto ou mesmo a lixiviagdo de terras emersas,
contaminac¢ao de dguas subterraneas, dos rios € mar, além daqueles contaminantes provenientes

da poluicao atmosférica (Stegeman & Hahn, 1994; Wu et al., 2023).
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Nos ultimos anos esta situacdo tem sido potencializada pelos contaminantes
encontrados nos ecossistemas marinhos, que tem aumentado, sistematicamente, com a
diversificacao das atividades antrdpicas, em sua maioria nao sustentaveis e ambientalmente
impactantes (Truchet et al., 2023). Esses contaminantes sao provenientes de diversas fontes,
podendo ser oriundas de esgotos domésticos ndo tratados, efluentes industriais, pelo uso
indiscriminado de pesticidas, durante os derramamentos de petroleo (ou de seus derivados) e
por poluicao atmosférica por queima de combustiveis fosseis, entre outros (Goulart & Callisto,
2003; Rainbow, 2007; Eisler, 2010; Cesar et al.,2012; Duarte et al., 2016; Pinheiro et al., 2017).

Tais substancias potencialmente téxicas comprometem a qualidade ambiental,
contaminando a agua ¢ os sedimentos, podendo ser incorporados aos ciclos biogeoquimicos e
mesmo as cadeias alimentares (Burton & Macpherson, 1995; Burton et al., 2001; Pinheiro et
al.,2013; Kim et al., 2016; Cabrini ef al., 2018). Esses poluentes sdo capazes de gerar respostas
fisiolégicas e genéticas a biota aquatica, promovendo danos respiratorios, reprodutivos,
somaticos e até mesmo populacionais, bem como perturbagdes aos processos fisico-quimicos
dos ecossistemas (Eisler, 2010; Pinheiro et al., 2013; Duarte et al., 2017).

A mobilidade e persisténcia dessas substancias nos compartimentos abidticos, assim
como sua bioacumulagdo e biomagnificagdo ao longo da cadeia trofica, podem afetar
gravemente a saide humana (Borga & Souza, 2001; Trevizani et al., 2016). Para entender como
os contaminantes influenciam as areas costeiras, a concentracao destas substancias tem sido
avaliada em seus compartimentos abioticos (d4gua e sedimento). Os sedimentos possuem uma
maior permanéncia de metais associados, em especial quando relacionados as particulas mais
finas € com maior teor de matéria organica associado (Martincic ef al. 1990). Tal fato difere da
contaminag¢do aquatica, que ¢ mais difusa e onde ocorre a dispersao de uma (ou mais) fonte(s)
poluente(s) (Raknuzzaman et al., 2016). No entanto, procedimentos de quantificacio em
matrizes abioticas apresentam elevado custo financeiro, o que poderia ser minimizado pelo uso
de biomarcadores de efeito, em espécies sentinelas da qualidade ambiental (Adam et al., 2023).

Os biomarcadores em espécies sentinelas possibilitam um alerta precoce a intoxicagao por
contaminantes, antes que aspectos cronicos possam ocorrer, como danos genéticos mais
severos, elevacdo da mortalidade, declinios populacionais (Adams, 1990; Fishelson et al., 1999;
Duarte et al., 2017; Adam et al., 2023) e até mesmo reducdes na riqueza (Tavares & Carvalho,
1992) e diversidade bioldgica (Abessa ef al., 2001). No entanto, para que uma espécie animal
possa ser considerada sentinela ambiental, ¢ necessario conhecer as respostas geradas aos
biomarcadores de efeito, bem como sua intensidade diferencial em areas mais contaminadas,

\

assegurando sua sensibilidade a exposi¢ao (Schwacke et al., 2013). Além disso, algumas
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caracteristicas sdo de extrema importancia para que uma espécie possa ser considerada uma
sentinela ambiental, entre elas: (1) ser abundante e de facil amostragem; (2) apresentar ampla
distribuicao geografica; (3) ser resiliente a bioacumulagdo de substincias toxicas; (4) ser
preferencialmente endémica ao ambiente analisado; e (5) apresentar reduzida mobilidade
ambiental (Van der Schalie et al., 1999; Basu et al., 2007; Stewart et al., 2008; Schwacke et
al.,2013; Pinheiro et al., 2022). Além disso, seu nicho de ocorréncia (p. ex., planctonica,
pelagica e bentonica) e posi¢ao trofica na cadeia alimentar (p. ex., herbivora, carnivora ou
onivora), também repercutem em diferentes respostas aos contaminantes (vide Pinheiro et al.,
2021 e Adam et al., 2023).

Neste sentido, alguns invertebrados marinhos tém sido confirmados como importantes
bioindicadores de contaminagdo, com varios grupos taxondmicos ja empregados como espécie
sentinela. Entre eles, os crustaceos detém excelente resposta em estudos de biomonitoramento
(Livingstone, 1998), com algumas espécies ja utilizadas como indicadoras da contaminago por
pesticidas, elementos metalicos ou outros xenobioticos, desde os pequenos peracaridos (p. ex.,
Gammarus pulex — por Xuereb et al., 2007), até alguns macrocrustaceos (p. ex., Aristeus
antennatus — por Antd et al., 2009; Nephrops norvegicus — por Anto et al., 2009; e Ucides
cordatus — por Pinheiro et al., 2017, 2022).

Entre os crustaceos utilizados como sentinelas ambientais destacam-se as “espécies-
chave” de ecossistemas, por sua capacidade de promover alteracdes de parametros fisico-
quimicos a comunidade local (Birkeland, 1989; Jones et al., 1994). Neste sentido, os camardes-
fantasma (familia Callianassidae) compreendem macrocrustaceos que promovem expressiva
bioturbagdo dos sedimentos de praias arenosas, trazendo alteragdes significativas em sua
composi¢do quimica e textural (Klerks et al., 2007), como a espécie Callichirus corruptus,
encontrada no Brasil, antigamente reconhecida como Callichirus major (vide Herndez et al.,
2022).

Até recentemente, a distribuicdo de Callichirus major (Say, 1818) (Callichiridae)
abrangia desde a Carolina do Norte (EUA) até Santa Catarina (Brasil). No entanto, evidéncias
acumuladas por longo tempo (Staton & Felder 1995; Rodrigues & Shimizu 1997; Felder &
Robles 2009; Souza et al., 2018), somadas ao estudo desenvolvido por Hernaez et al. (2022),
acabaram demonstrando que C. major representa um complexo de espécies e que sua
populagdo no Brasil, anteriormente identificada como C. major, na realidade representa uma
nova identidade especifica, distinta molecular e morfologicamente. Esta espécie, nomeada C.
corruptus Herndez, Miranda, Rio & Pinheiro, 2022, se distribui desde o Par4 até Santa Catarina

(Brasil), podendo ser identificada pelos seguintes caracteres: carapaga com rostro triangular
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pequeno e duas projegdes anterolaterais arredondadas; pedinculos oculares contiguos, que nao
ultrapassam o segundo articulo antenular; e os machos apresentando um quelipodo maior,
dotado de um gancho meral proeminente na margem inferior (Herndez et al., 2022). Além
disso, os machos desta espécie possuem gdénadas compreendendo duas segdes, uma delas
masculina (testiculo) e outra feminina (ovario), ambas funcionais morfologicamente, porém
sem uma explicacdo convincente numa perspectiva comportamental (Souza et al., 2018, 2020).

O camardao C. corruptus possui expressivo potencial como espécie sentinela da
qualidade ambiental, pois ¢ um “engenheiro ecossistémico”, construindo suas galerias em
sedimentos arenosos, onde desempenham importantes fun¢des ecoldgicas (Rodrigues &
Shimizu, 1997; Rosa et al., 2018; Hernaez et al., 2019). Suas galerias permitem um grande
fluxo hidrico, a incorporagdo de matéria organica e dos poluentes aos sedimentos (Berkenbusch
& Rowden, 2003), interferindo, portanto, em processos funcionais de praias arenosas marinhas
(Souza et al., 1995; Rodrigues & Shimizu, 1997; Constantino et al., 2024). Pelo exposto, o
biomonitoramento de seus parametros fisioldgicos e genéticos, por meio de biomarcadores de
efeito, pode ser empregado como um método vidvel para a avaliacdo do status de qualidade
ambiental desses ambientes (Livingstone, 1993; Souza et al., 2022; Adam et al., 2023).

O uso de populagdes de espécies bem-adaptadas e estabelecidas em certo ambiente,
pode ser uma importante ferramenta para qualificar a satde ambiental, permitindo a
comparagdo dos resultados de toxicidade com estudos ecoldgicos e de biodiversidade
(Valbonesi et al., 2003; Pinheiro et al., 2021). Pelo conhecimento toxicoldgico genético e
fisioldgico, muitos autores sugerem o uso de ensaios para estimar, precocemente, os efeitos de
contaminantes aos organismos. Entre eles estio o Ensaio Vermelho Neutro (NRRT), que
quantifica a citotoxicidade com base no tempo de retengao do vermelho neutro pelos lisossomos
de hemocitos (Scarpato et al., 1990; Duarte et al., 2016; Souza et al., 2022), o Ensaio
Microntcleo (MN%.), que tem a genotoxicidade expressa pela frequéncia de células
micronucleadas em 1.000 analisadas (Pinheiro et al, 2017; 2021), e as Anormalidades
Nucleares (4N%o), que avaliam a frequéncia de varias anomalias nucleares em 1.000 células,
(Adam et al., 2023). Neste contexto, tais biomarcadores sdo conhecidos como indicadores pré-
patologicos (Duarte ef al., 2019, 2020).

O NRRT ¢ um biomarcador fisioldgico que quantifica a citotoxicidade de um organismo
pelo tempo de funcionamento lisossomal de seus hemocitos, gerando menores valores de tempo
em espécimes de ambientes contaminados, com o inverso ocorrendo em ambientes mais
preservados, onde o tempo de integridade ¢ mais expressivo, podendo chegar a horas (Duarte

et al.,2016; Souza et al. 2022). O MN%o, por outo lado, ¢ um marcador genético que quantifica
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macrolesdes ao DNA que foram sofridas por exemplares de uma espécie em determinada area
de interesse, acarretando em aumento crescente das células micronucleadas em ambientes mais
contaminados (Duarte et al., 2017; Pinheiro et al., 2017), bem como de valores reduzidos
(basais) em ambientespreservados (<2 MN%o em invertebrados e de 3-5 MN%o em vertebrados
(vide Pinheiro et al., 2021 e Adam et al., 2023, respectivamente). J4 as Anormalidades
Nucleares (AN%o), também conhecidas como Alteragdes Morfologicas Nucleares, quantifica
as diferentes categorias andmalas assumidas pelo ntcleo, podendo revelar a sensibilidade de
uma espécie a agentes estressores ambientais, sendo considerado um procedimento
complementar ao Ensaio de Micronucleo (Adam et al., 2023).

Os resultados basais para estes biomarcadores, previamente quantificados em areas
preservadas, sdo de extrema relevancia como ferramenta de analise, por serem valores de
referéncia confrontados aqueles de areas contaminadas (Pinheiro et al., 2017; Souza et al.,
2022; Adam et al., 2023). Assim, eles podem variar interespecificamente, segundo o estilo de
vida e habito alimentar da espécie considerada (Pinheiro et al., 2021). Até o0 momento, nenhuma
espécie de camardo-fantasma ainda havia sido avaliada neste sentido, em especial C. corruptus,
possibilitando a validagao de seu uso como espécie sentinela da qualidade de praias arenosas
no Brasil.

Considerando os diferentes contrastes de adensamento populacional humano e das
atividades antrépicas ao longo do litoral brasileiro, o uso de areas contrastantes possibilita
avaliar a plasticidade das respostas destes biomarcadores de efeito, que podem ser explicadas
por um contaminante (ou conjunto deles), independentemente de sua origem e constituicao
quimica (Duarte et al., 2016, 2017).

Conhecendo a situacao ambiental do Litoral Centro do Estado de Sao Paulo, bem
como o desafio em avaliar o uso destes trés biomarcadores genocitotoxicos para o camarao-
fantasma Callichirus corruptus, espera-se que os resultados gerados possam permitir outros
estudos, inclusive de um protocolo para que esta espécie possa ser utilizada como sentinela da

qualidade ambiental das praias arenosas brasileiras.
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Descri¢iio da Area de Estudo

O presente estudo foi realizado em duas praias arenosas do Estado de Sao Paulo (SP),
Brasil (Fig. 1 e Quadro 1): (1) Praia de Santos (S7.S) — Municipio de Santos (SP), na orla da
cidade de Santos, no Litoral Centro SP; e (2) Praia da Juréia (JUR) — Municipio de Peruibe
(SP), proxima a Barra do Rio Una, na Esta¢ao Ecoldgica Juréia-Itatins (JUR), no Litoral Sul
SP.

Em cada praia foram considerados trés setores amostrais (4, B e C), com os pontos de
coleta na orla de Santos estabelecidos pela distdncia dos canais de drenagem da cidade e entrada
do canal portuario no estudrio, conforme descritos a seguir: (1) Setor A — Trecho Praial do
José Menino (23°58'1"S—46°20'35"0 a 23°58'14"S—46°20'33"0), localizado entre os Canais 1
e 2, com distdncia média de 278 metros, bem como a 4.760 metros do Canal Portuario; (2)
Setor B — Trecho Praial do Boqueirao (23°58'26"S—46°19'35"0 a 23°58'26"S—46°19'33"0),
localizado entre os Canais 3 e 4, com distancia média de 361 metros, bem como a 3.170 metros
do Canal Portuario; e (3) Setor C — Trecho Praial Nossa Senhora Aparecida (23°58'54"S—
46°18'48"0 a 23°58'56"S—46°18'46"0), localizado entre os Canais 5 e 6, com distancia média
de 406 metros, assim como a 1.598 metros do Canal Portuario. Ja para os setores amostrais da
Praia da Juréia, os pontos foram estabelecidos segundo a distancia do Estuario do Rio Una, a
saber: (1) Setor A — Trecho Praial Proximal (24°26'35"S—47°04'15"0 a 24°26'31"S—
47°04'970), mais proximo do canal estuarino, a uma distancia de 450 metros; (2) Setor B —
Trecho Praial Mediano (24°26'26"S-47°04'00”0 a 24°26'21"S—-47°03'54”0), cm distancia
intermediaria em relacdo ao canal estuarino, a 943 metros; e (3) Setor C — Trecho Praial Distal
(24°26'17"S—-47°04'4670 a 24°26'13"S-47°03'40”0), mais distante do canal estuarino, a 1.400
metros.

O Municipio de Santos (SP) esté localizado no Litoral Centro do Estado de Sao Paulo,
fazendo parte da Regido Metropolitana da Baixada Santista (RMBS), que se caracteristica por
elevado adensamento populacional humano (1,9 milhdes de habitantes, segundo o IBGE, 2021).
Comporta, também, uma das principais dareas industriais do pais, com 23 complexos de
industrias, 111 fabricas e mais de 300 fontes poluentes (Galvao—Filho, 1987; Pinheiro et al.,
2013;2017), além do Porto de Santos, o maior da América do Sul (Angeli et al., 2021). Devido
a tais impactos antrdpicos, apresenta varias fontes poluentes, que agem sobre os ecossistemas
costeiros e seus organismos (Oliveira et al., 2008; Perina et al., 2018).

No Municipio de Peruibe (SP), estd situada a Estacdo Ecologica Juréia-Itatins (ESEC

Juréia-Itatins), uma Unidade de Conservacao (UC) sob égide estadual, reconhecida pelo
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Decreto n°® 24.646/1986 e regulamentada pela Lei n® 5.649/1987 (Sao Paulo, 1987), que foi
convertida em Mosaico de Unidades de Conservagdo pela Lei n° 12.406/2006 (Sdo Paulo,
2006), tendo a Barra do Una como Reserva de Desenvolvimento Sustentavel (RDS). Tendo isso
em vista, a Praia da Juréia ¢ considerado um local com elevado grau de conservagdo ambiental,
possuindo um baixo adensamento populacional humano (162 habitantes, segundo Duarte et al.
2016).

Importante destacar que estas duas areas foram escolhidas por diferirem quanto a sua
qualificagcdo ambiental historica, sendo uma delas antropizada (S7S: Praia de Santos —
Municipio de Santos) e outra preservada (JUR: Praia da Juréia — Municipio de Peruibe), tendo

como respaldo os estudos de Pinheiro et al. (2013) e Duarte et al. (2016).
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Figura 1. Localizacdo dos setores amostrais (A, B e C) das duas praias do Estado de Sdo Paulo
(STS, Praia de Santos; e JUR, Praia da Juréia), estabelecidos para a coleta das amostras de
sedimento e dos camardes-fantasma (Callichirus corruptus).
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Capitulo I — Contaminac¢do por metais no Camario-Fantasma Callichirus
corruptus e nos sedimentos de duas praias arenosas do Estado de Sao Paulo,

com diferentes niveis de antropizacao.

Resumo

O presente estudo teve como objetivo central, a avaliagdo da concentracdo de 10 elementos
metalicos (As, Cd, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, V e Zn), em tecidos do camardo-fantasma
Callichirus corruptus (G, gonadas; H, hepatopancreas; e M, musculaturas), assim como no
sedimento onde ele vive, considerando duas praias arenosas do Estado de Sao Paulo, que
contrastam quanto ao seu status de antropizagdo (JUR, Juréia: praia preservada; e ST, Santos:
praia antropizada). Para isso, tanto os camardes como o sedimento de cada praia foram
coletados com o auxilio de uma bomba de suc¢do. As amostras de sedimento passaram por
analise de granulometria, matéria organica e quantificagdo de metais, sendo registrada a fragao
granulométrica predominante, o tamanho médio do grao (TMG), o teor de matéria organica
(MO%) e as concentragdes metalicas, respectivamente. Para a composi¢do das amostras
bidticas foi utilizado um pool de sete individuos, estabelecendo uma amostra composta de cada
tecido (n = 3 pools/setor praial). A analise de concentragdo metalica foi realizada pela técnica
de Espectrometria de Emissao Otica com Plasma Indutivamente Acoplado (/CP-MS). Também
foi avaliado o fator de bioacumulagdo (B), com base na razao entre a soma da concentragao
total de metais nos tecidos do camarao pela concentragao de tecidos associados ao sedimento.
No sedimento da praia de Santos preponderou a fracdo Areia Muito Fina (AMF= 0,096 mm),
enquanto a Juréia foi categorizada como Areia Fina (4F= 0,150 mm). O teor de MO apresentou
uma relacdo inversa com 7MG, com menores valores em JUR (0,04 %), quando comparados a
STS (0,14 %). A praia de Santos apresentou concentragdes metalicas superiores as da Juréia
para 88,9% dos metais estudados, com destaque ao cobre e arsénio, que foram de 1,6 a 3,2
vezes maiores em S7TS, respectivamente. As concentracdes de metais no sedimento
apresentaram correlagdo positiva com o teor de MO (p > 0,63; p < 0,01). Ao compararmos as
concentragdes de metais com os valores de Limite Maximo Toleravel (LMT) da Anvisa, que
trata da contaminacdo de crustaceos, foi confirmado que As, Cd e Cu foram os Unicos que
superaram estes limiares, indicando inadequacao para consumo humano, em ambas as praias.
A hierarquia de acumula¢do metélica nos tecidos de C. corruptus foi H> M > G, independente
da praia considerada. Foi verificada uma bioacumulagao (B) dos elementos (Cu € Zn) em ambas
as praias, como também de A4s apenas nos exemplares da Juréia. A associacdo de MO com os
metais no sedimento pode ser explicada pela maior complexagdo destes elementos nesta matriz
ambiental na praia de STS, decorrente de seu sedimento ser mais fino e com maior MO,
alterando a biodisponibilidade desses metais. A maior concentragdo metalica em Santos pode
ser explicada pelo elevado adensamento populacional e efeito de diversas fontes poluentes,
entre elas com destaque as atividades portudrias. A maior concentracdo de metais no
hepatopancreas advém da importancia desse 6rgao na detoxificagdo dos crustaceos, por possuir
grandes concentragdes de metalotioneinas. Portanto, o presente estudo fornece informagdes
inéditas e uteis a respeito do status de contaminacdo do sedimento das duas praias avaliadas,
assim como dos individuos de C. corruptus, podendo gerar politicas publicas de conservacao
deste ecossistema costeiro no Estado de Sdo Paulo.

Palavras-chave: Bioacumula¢ao, camarao-fantasma, Juréia, Santos, toxicidade.
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1. Introducao

Os ambientes costeiros t€ém sofrido grande influéncia por impactos antrépicos, devido
ao elevado adensamento populacional humano em areas litoraneas, em especial aquelas
associadas aos rios (Luoma & Rainbow, 2008; Pinheiro et al., 2017). Tais interferéncias
contribuem para a elevacdo das taxas de desmatamento (especialmente da mata ciliar de rios),
constru¢do de moradias irregulares em areas de prote¢do ambiental e, principalmente, o
aumento do descarte inadequado de contaminantes liquidos (p. ex., esgotos domésticos e
industriais ndo tratados) e residuos sélidos nas regides litoraneas (Goulart & Callisto, 2003;

Rainbow, 2007; Eisler, 2010; Cesar et al., 2012; Pinheiro et al., 2017).

As praias arenosas estdo entre os ecossistemas mais afetados, ja que vém sofrendo
alteragdes fisico-quimicas significativas, que tém afetado a distribui¢do de varias espécies de
invertebrados (Cardoso et al., 2016; Cabrini et al., 2017; Wu et al., 2023), bem como sua
abundancia (Osuala et al., 2018; Koziol et al., 2021) e diversidade (Nwabueze et al., 2020; Wu
et al., 2023). Devido as suas caracteristicas peculiares, as regides costeiras e estuarinas sao
importantes barreiras naturais aos poluentes (Karloniene et al., 2021; Hyndes et al., 2022; Corte
et al., 2023), além de oferecerem outros relevantes servigos ecossist€émicos, como a ciclagem
organica e de nutrientes, purificagdo da agua, entre outros (Defeo et al., 2009, 2021; Buzzi et
al., 2022; Liang et al., 2024). Apesar da relevancia dos ecossistemas costeiros marinhos, os
estudos sobre poluentes em praias arenosas sao escassos na literatura (Jonathan et al., 2011;

Santhiya ef al., 2011; Nagarajan et al., 2013; Corte et al., 2023).

Entre os poluentes de maior abrangéncia nos ecossistemas marinhos, os metais se
destacam por sua ocorréncia (Costa et al., 2021), com incremento associado ao
desenvolvimento industrial (Cajaraville et al., 2000; Buzzi et al., 2022) e expressiva toxicidade
e permanéncia, tanto nos sedimentos como na biota marinha (Rainbow, 2007; Ahearn et al.,
2004; Luoma & Rainbow, 2008; Duarte et al., 2017; Pinheiro et al., 2017). Esses elementos
metalicos podem essenciais (p. ex., Cobre, Cu; Cromo, Cr; e Manganés, Mn), por fazerem parte
de processos biologicos (Duarte et al., 2017) ou nao essenciais (p. ex., Arsénio, 4s; Cadmio,
Cd; Chumbo, Pb; e Mercurio, Hg), devido ao seu grau de toxicidade e persisténcia ambiental,
podendo causar contaminacdo mesmo em pequenas concentragdes (Eisler, 2010; Duarte et al.,
2017; Trevizani, 2018). De acordo com a dosagem, esses metais podem promover elevado risco
de poluig¢do, ocorrendo uma maior mobilidade na agua, onde sdo facilmente dissolvidos,

transportados e modificados quimicamente (Abdennor, 2000; Harris & Santos, 2000;
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Raknuzzaman et al., 2016), enquanto se acumulam nos sedimentos e tecidos organicos, onde
sua toxicidade ¢ mais persistente (Ahearn et al., 2004; Rainbow, 2007; Luoma & Rainbow,

2008; Vilhena et al., 2012; Duarte et al., 2017).

A agua atua no transporte dos elementos metalicos, que nela podem se dissolver e
modificar quimicamente, fazendo com que sua concentracdo varie ao longo do tempo em
funcdo da distancia das fontes poluentes (Harris & Santos, 2000; Raknuzzaman et al., 2016;
Lin et al., 2021). Por outro lado, esses elementos sdo adsorvidos pelos sedimentos, se
acumulando fortemente nessa matriz (Ahearn et al., 2004; Rainbow, 2007; Vilhena et al., 2012;
Banci et al., 2017; Perina et al. 2018). Do mesmo modo, os metais também podem se concentrar
nos organismos, podendo ocorrer a biomagnificacdo na cadeia trofica, causando danos
irreversiveis a biota local (Luoma & Rainbow, 2008; Duarte et al., 2017; Trevizani et al., 2023).
Dessa forma, apenas 1% da poluicdo estd associada a agua, enquanto os sedimentos figuram
como os principais reservatorios abidticos dos 99% restantes (Gaur et al., 2005; Bartoli et al.,
2012). Portanto, através de suas caracteristicas cumulativas, os sedimentos e os organismos
tornam-se excelentes indicadores do status de contaminagao nos ecossistemas (Hortellani et al.,

2008; Pinheiro et al. 2017).

O processo de acumulagdo organica possibilita diferenciar quais sdo as concentragdes
metalicas normais para um local e uma espécie, bem como aquelas potencialmente toxicas
(Souza et al., 2022). Concentragdes de metais que superam o nivel de normalidade podem
desencadear disturbios a comunidade de invertebrados benténicos, como a elevacao dos casos
de doengas, mudancas nas taxas de mortalidade e declinios populacionais (Fishelson et al.,
1999; Duarte et al., 2016; Cabrini et al., 2017), até a deplecdo da riqueza e diversidade bioldgica
(Tavares & Carvalho, 1992; Abessa, 2002; Osuala et al., 2018; Wu et al., 2023).

A principal via de contaminacdo dos invertebrados bentonicos, seja por elementos
metalicos e outros poluentes, ocorre pelo contato cutdneo direto ou ingestdo do sedimento
contaminado (Rainbow, 2007; Duarte et al., 2020), repercutindo em redugdo do estado de
preservacdao ambiental e efeitos deletérios a biota (Garcia-Alonso et al. 2011; Castilioni ef al.,
2018). Tal fato ja foi confirmado para véarias espécies de invertebrados, que respondem
fisioldgica e/ou geneticamente a diferentes niveis de contaminantes metalicos (Ryu et al., 2011;
Rumisha et al., 2012; Cabrini et al., 2017). Por isso, o uso de invertebrados na avaliagcdo e
monitoramento de impactos antropogénicos t€m sido considerados fundamentais (Goulart &

Callisto, 2003; Costa et al., 2021).

26



Entre as espécies bentOnicas, merecem aten¢do especial as “espécies-chave” de
ecossistemas, devido a sua capacidade de promover alteragdes dos parametros fisico-quimicos
e da comunidade local (Birkeland, 1989; Jones et al., 1994). Neste sentido, os camarodes-
fantasma pertencentes a familia Callianassidae, constituem um grupo de -crustaceos
bioturbadores dos sedimentos de praias arenosas, promovendo alteracdes significativas na
quimica e textura dos sedimentos (Staton et al., 1995; Rodrigues & Shimizu, 1997; Klerks et
al.,2007; Costa et al., 2022).

Callichirus corruptus (Hernaez et al., 2022) ¢ um camarao-fantasma (Callianassidae),
endémico, que se distribui ao longo de toda a costa brasileira (Hernaez et al., 2022), onde escava
galerias nos sedimentos, desempenhando importantes func¢des ecoldgicas, como: (1) mudancas
estruturais nas comunidades proximas; (2) alteragdes no ciclo biogeoquimico local; e (3)
modificac¢des nas propriedades fisico-quimicas do sedimento (Posey, 1986; Ziebis et al., 1996;
Rodrigues & Shimizu, 1997; Constantino et al., 2024). Suas galerias permitem grande fluxo de
agua, incorporagdo de matéria organica e de poluentes a ela associados (Constantino et al.,
2024), assim de interferirem em processos funcionais de praias arenosas marinhas (Rodrigues

& Shimizu, 1997; Hernaez et al., 2019).

Devido a influéncia do adensamento populacional humano na qualidade dos ambientes
costeiros, o que ocorre pela intensificagao das atividades industriais e domésticas, espera-se que
as praias do Municipio de Santos (SP) se encontrem com um status de contaminag¢do mais
evidente (vide os estudos de Santana et al., 2021; 1zar et al., 2022; Pusceddu et al., 2022). Da
mesma forma, o Sistema Estuarino Santos-Sdo Vicente (SESSV) também apresenta elevado
historico de contaminacao por conta do Porto de Santos, Parque Industrial de Cubatdo, além do
grande adensamento populacional humano nos municipios que abrange (Hortellani et al.,
2008). Segundo os relatorios da Cetesb (2001), existem varias indistrias com fontes potenciais
de contaminagdo por metais, em especial nos canais estuarinos de Santos e Piagaguera
(Cubatdo), nas seguintes areas de atuacao: industria siderurgica (Cu, Mn, Ni e Zn); refinaria de
petroleo (Cu, Cr, Ni, Hg e Zn); industrias quimicas e petroquimicas (Cd, Cu, Cr, Mn, Ni, Pb,
Zn e Hg); e industrias de fertilizantes (Pb, Ni e Zn). O Porto de Santos também causa sérios
impactos ecossistémicos, o que intensifica o efeito local por ser o maior da América do Sul
(Angeli et al., 2021), onde as atividades de importagdo/exportagdo envolveram cerca de 57
milhdes de toneladas de mercadorias por 452 embarcacdes de grande porte, apenas em
abril/2024 (Dineg/Supor/Gerin, 2024). A maior dindmica de embarcagdes pode acarretar

aumento das concentragdes de contaminantes metéalicos (p. ex., Cu, Cr e Ni — Forstner &
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Wittmann, 1981; Gongalves et al., 2013), com alteracdes fisico-quimicas substanciais ao meio

aquatico.

A situacdo ambiental do Litoral Centro do Estado de Sao Paulo, onde se localiza a cidade
de Santos, aliada as caracteristicas bioecologicas do camardo-fantasma Callichirus corruptus,
espera-se que ela possa ser utilizada como espécie sentinela ambiental, indicando areas com
diferentes niveis de contaminagao. Para comprovar tal possibilidade, os dados foram registrados
para duas praias arenosas, uma delas preservada, localizada na Estacdo Ecologica Juréia-Itatins
(ESEC Juréia-Itatins), com 90% de seus ambientes sob prote¢ao integral (Sanches, 2004), em
contraste @ uma praia urbana do Municipio de Santos, onde o histdrico de impactos antrdpicos

¢ notorio.
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2. Objetivos e Hipoteses

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os niveis de 10 elementos metélicos (4s, Cd, Cr, Cu, Hg, Mn Ni, Pb, V e Zn),
presentes no sedimento de duas praias paulistas (Juréia e Santos), assim como sua concentracao
em tecidos de C. corruptus (musculatura, hepatopancreas e gonadas), obtidos nestas mesmas

praias.

2.2. Objetivos Especificos

» Avaliar os niveis de 10 elementos metalicos (4s, Cd, Cr, Cu, Hg, Mn Ni, Pb, V € Zn) no
sedimento arenoso de duas praias do Estado de Sao Paulo, com diferentes adensamentos
populacionais humanos, sendo uma delas preservada (Praia da Juréia) e outra urbana

(Praia de Santos);

* Associar a relagdo entre a concentragdao dos 10 elementos metalicos (4s, Cd, Cr, Cu,

Hg, Mn Ni, Pb, V e Zn), com a granulometria e teor de matéria organica do sedimento;

* Avaliar a concentragdo de 10 elementos metalicos (4s, Cd, Cr, Cu, Hg, Mn Ni, Pb, V e
Zn), em trés tecidos (gonadas, hepatopancreas e musculatura) de exemplares do
camarao-fantasma C. corruptus, com avaliacdo de um possivel contraste entre duas
praias arenosas do Estado de Sao Paulo, com diferentes niveis de adensamento

populacional humano: praia preservada (Juréia) vs. praia urbana (Santos).

2.3. Hipoteses
e Hipotese I: Um maior acimulo de metais no sedimento arenoso ocorrera na praia com

maior teor de matéria organica (MO%) e menor tamanho médio do grao (TMG), com

associacao negativa significativa entre as variaveis;
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Hipétese I1: Havera uma maior concentragcao metalica associada ao sedimento da praia
em local com maior adensamento populacional humano (S7S), em contraste aos

menores valores preconizados para a praia preservada (JUR); e

Hipotese III: A concentracao metalica nos tecidos de C. corruptus sera mais elevada
em uma praia antropizada (Santos), em contraste a praia preservada (Juréia), com a
seguinte hierarquia de contaminacdo para os tecidos: hepatopancreas > goénadas >

musculatura.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Area de Estudo

Consulte o topico “Introducdo Geral e Descri¢do da Area de Estudo”.

3.2. Delineamento Amostral

Em cada praias, em seus trés setores pré-estabelecidos (A, B e C), foram capturados 21
exemplares fémeas de C. corruptus, por serem maiores do que os machos e, também, por
apresentarem gonadas de maior porte (Rodrigues & Shimizu, 1997; Hernéez et al., 2022). Desta
forma, os animais tiveram seus tecidos agrupados segundo trés pools amostrais (I, I e I1I), com
sete exemplares cada (vide Fig. 2). Assim, para cada pool/ amostral os sete individuos foram
dissecados e seus tecidos (M, musculatura; G, gobnada; e H, hepatopancreas), agrupados quanto
ao tipo para uma analise de quantificacdo dos elementos metalicos (vide item correspondente,
a seguir), totalizando trés amostras de cada tecido por setor praial (n=9 amostras/praia). Em
cada setor praial também foi obtida uma amostra composta do sedimento, tanto para o estrato
superior (STRI: 0—15cm), como para o inferior (STRII: 30-45 cm), totalizando duas amostras
por setor, cada uma delas dividida em duas porgdes para posterior processamento (vide item

“Amostragem e Processamento do Sedimento ™).

3.3. Amostragem e Processamento dos Sedimentos

Em cada setor praial foram realizadas amostras compostas de sedimentos, obtidas com
auxilio de uma bomba de sucgdo, posicionada em local ndo bioturbado pela espécie, sempre
entre as aberturas de galerias. Assim, cada amostra composta foi obtida a partir de cinco colunas
de sedimento (45 cm), que apds sucgdo, foram cuidadosamente dispostas sobre lona pléstica
para remocao do estrato superior (STRI: 0—15 cm) e inferior (STRII: 3045 cm). As cinco
por¢oes de cada estrato de sedimento (STRI e STRII) foram dispostas em sacos devidamente
identificados, homogeneizadas manualmente, totalizando cerca de 1 kg/estrato/setor praial, e

acondicionadas em um freezer até o momento das analises.
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DELINEAMENTO AMOSTRAL POR SETOR PRAIAL
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Figura 2. Delineamento amostral empregado para cada Setor Praial, nas duas praias em estudo.
Onde: C1 a C7, identificagdo numérica de cada camarao por pool amostral; G, gobnada (ovarios);
H, hepatopancreas; M, musculatura; MO, matéria organica associada ao sedimento; STRI,
estrato de sedimento superior (0 a 15 cm); STRII, estrato de sedimento inferior (30 a 45 cm).

As andlises granulométricas e do teor de matéria organica nos sedimentos foram
realizadas no Laboratorio de Biologia e Conservagdo de Crustaceos e Ambientes Costeiros
(LBC), do Instituto de Biociéncias da UNESP Campus do Litoral Paulista (IB/CLP), sede do
Grupo de Pesquisa em Biologia de Crustdaceos (CRUSTA), seguindo os métodos indicados por
Negreiros-Fransozo et al. (1991).

De cada uma das amostras de sedimentos foram reservadas trés réplicas de 100 g para
a analise granulométrica por setor amostral, as quais foram submetidas a uma estufa de
ventilagdo forgada de ar (60°C, por 72h), até a estabilizagdo do peso seco, com posterior
aplicacdo da técnica de peneiramento diferencial em sete fragcdes granulométricas (C, cascalho:
> 2mm; AMG, areia muito grossa: 2~ Imm; AG, areia grossa: 1-0,5mm; AM, areia média:
0,5-0,25mm; AF, areia fina: 0,25-0,15mm; AMF, areia muito fina: 0,15-0,05mm; e S+A4, silte
e argila: < 0,05mm). Para cada praia a média de peso (em gramas) foi estabelecida para cada
fracdo granulométrica, utilizando as amostras por setor praial (n = 3), com posterior somatdria
para gerar 1.000 gramas para o total delas. Estes dados foram submetidos ao programa Sysgran
(vide Camargo, 2006), para a categorizagdao verbal da composicao do sedimento, bem como

calculo do tamanho médio do grao (TMG), expresso pela equacdo TMG = (¢ 84 — ¢ 16)/ 4+ (¢
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95 — ¢ 5)/ 6,6 (vide Folk & Ward, 1957), que no presente estudo foi transformado de ¢ para
milimetros, pela equagdo TMG (mm) = 1/27.

Para cada setor praial cinco réplicas de 10 g de sedimento seco e com peso estabilizado
foram submetidas a um forno mufla (500°C, por 3 horas), para a quantificacao do teor de
matéria organica do sedimento (em %), pelo método do peso livre das cinzas.

Subsequentemente foram reservadas amostras de 15 g de sedimento seco por setor, que
foram acondicionadas em tubos Falcon (15 mL), devidamente etiquetados e reservados para
transporte ao Laboratorio de Quimica Inorganica Marinha (LaQIMar), do Instituto
Oceanogrdfico da Universidade de Sdo Paulo (I0/USP), onde foram executadas as analises de
quantificagdo de elementos metalicos (vide item “Andlise Quantitativa de Elementos

Metalicos™).

3.4. Amostragem de Callichirus corruptus

Os camardes foram capturados com uma bomba de sucgdo simples (vide Rodrigues &
Shumizu, 1997), sendo cada galeria sendo submetida a no maximo cinco sucg¢des seguidas. O
material sugado a cada tentativa foi disposto sobre uma peneira (55 cm didmetro ¢ 6 mm de
malha). Apos serem capturados, os exemplares foram colocados vivos em um balde com agua
do mar do local de coleta e mantidos sob aeracdo por um compressor a pilhas, para seu
transporte até a UNESP IB/CLP.

Em cada setor praial foram coletados 21 exemplares de C. corruptus, totalizando 63
exemplares por praia e 126 exemplares para o presente estudo. Além disso, 16 exemplares (08
machos e 08 fémeas) compuseram dois lotes testemunho (n=4 exemplares cada), que foram
depositados na Coleg¢do de Crustaceos Decdpodos, do Grupo de Pesquisa em Biologia de

Crustdaceos (CRUSTA), na UNESP IB/CLP.

3.5. Biometria de Callichirus corruptus

Os animais capturados foram medidos com um paquimetro analdgico de precisao (0,05
mm), com oregistro de trés variaveis biométricas: comprimento de carapaga (CC), desde a margem
pOs-orbital até a margem posterior do cefalotorax; comprimento da area oval (CAO), pela maior
dimensdo desta estrutura na regido dorsal do cefalotérax; e comprimento total (C7), pela

distancia desde a margem pds-orbital até a extremidade distal do telson. Cada individuo também
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teve seu peso umido total (PE) registrado em balanga digital de precisao (0,01g). Os exemplares

com perda de apéndices ou quebra das estruturas ja referidas ndo foram utilizados nas analises.

3.6. Preparo das Amostras de Tecidos

Os exemplares foram dissecados com auxilio de tesouras e pingas, visando a remog¢ao
de tecidos das trés estruturas corpdreas em estudo (gonadas, G; hepatopancreas, H; e
musculatura, M). A musculatura foi coletada na regido abdominal de cada exemplar, enquanto
os demais tecidos foram removidos apos incisdo longitudinal-mediana, na regido dorsal do
abdomen, visando a composi¢do do pool amostral ja citado (n = 7 exemplares/pool), cada um
deles armazenado em tubo Falcon (50 mL). Cada tubo teve seu conteudo devidamente
homogeneizado, recebendo identificagdo quanto a praia (S7S, Santos; ou JUR, Juréia), setor
praial (A, B ou C), pool amostral (I, IT ou III) e tecido de referéncia (G, H e M), finalizando em
um codigo abreviado (p. ex., JUR-B-II-H).
Os tubos Falcon (n=9/tecido/praia) foram pesados individualmente em uma balanca
analitica (0,01g), para registro do peso imido de cada amostra de tecido (PU), bem como seu
peso seco apos liofilizagao (PS), sendo reservados para a analise dos elementos metalicos — vide

item “Analise Quantitativa de Elementos Metalicos”.

3.7. Anadlise Quantitativa dos Elementos metdlicos

Todas as amostras de sedimentos e tecidos em tubos Falcon (15mL) foram submetidas
a liofilizagdo (VirTis BenchTop Pro® — Scientific Products®, do Laboratério de Bioprospec¢do
de Produtos Naturais, da UNESP/IB/CLP. Apos este processo, as amostras foram reservadas
sob refrigeragdo e transportadas em caixas térmicas com gelo-gel, até o LaQIMar do I0/USP,
onde foram efetuados os procedimentos de digestdo das amostras e quantificacdo de elementos

metalicos (4s, Cd, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, V e Zn).

As amostras de sedimentos secos foram submetidas a digestdo seguindo a Técnica
3050B (USEPA, 1996), com uso de 1g/estrato (STRI e STRII), para cada setor praial, que foram
dispostas em chapa térmica (95°C), com adi¢do de HNOs concentrado, em trés etapas (1*: 5
mL, por 10 min; 2% 2,5 mL, por 30 min; e 3*: 2,5 mL, por 90 min). Em seguida, ainda sob a
chapa, foi adicionado 1 mL de H,O, com 1,5 mL de 4gua Milli-Q® (2 h), com posterior adi¢io

de 1mL de H»O; (a cada 30 min), até¢ serem completados 5 mL de solugdo. Posteriormente,
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foram acrescentados SmL de HCI (15 min) até o final do processo, quando a solucdo foi retirada

da chapa e colocada para resfriar e avolumar a 50 mL, com agua Milli-Q®.

As amostras bioticas foram submetidas ao método de digestao acida, adaptado de
Moreira et al. (2010) e detalhado por Trevizani et al. (2016), onde 0,15 g do peso seco de cada
pool amostral/tecido receberam 4 mL de acido nitrico, por 8 h, além de 1 mL de H,O», por 15 h.
Assim, foram processados um total de 18 pools amostrais/tecido para as duas praias em estudo
(9 pools amostrais/praia). Apos 15 horas, os analitos tratados foram dispostos em um bloco

digestor aquecido (90°C, durante 3 h). Apds o resfriamento, foi acrescida dgua Milli-Q®, até

que a solugdo final chegasse a 15 mL, para a quantificagdo de nove elementos selecionados (A4s,
Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V e Zn).

No caso do mercurio (Hg), a quantificagdo nas amostras exigiu uma digestdo
diferenciada, utilizando uma adaptacdo do Método 7471A (USEPA, 1994), no qual foram
utilizados 0,6 g por amostra seca (tecido ou sedimento), que foram acondicionadas em tubos
Falcon, com adigdo de 1,7 mL de 4gua régia (1 HNOs: 3 HCI) + 1,7 mL de agua Milli-Q®.
Ap6s essas adigdes, a solugao passou por um banho de agua (90°C, por 2 min) e, posteriormente,
por um processo de resfriamento. Em seguida, ocorreu o acréscimo de 4,9 mL de permanganato
de potassio (5%) e de 16,4 mL de agua Milli-Q®, seguida de um novo banho de 4gua (90°C,
por 30 min). Apos isso, a solugdo passou por outro resfriamento e adicao de 2 mL de cloridrato
de hidroxilamina (12%), com elevagao do volume da solugdo para 40 mL, seguido de filtragem.

As amostras abidticas e bioticas tiveram os elementos metalicos (4s, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni,
Pb, V e Zn) quantificados pela técnica de Espectrometria de Emissdo Otica com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP-OES — Varian, Modelo 710ES). As concentragdes de elementos
metalicos foram expressas em fungdo do peso seco (pg/g = mg/kg).

Os valores de referéncia para os elementos metalicos presentes nos tecidos foram
estabelecidos de acordo com os limites permissivos em alimentos designados como crustaceos,
conforme a Resolugdo ANVISA n° 42/2013 (Brasil, 2013). Para as amostras de sedimentos
foram utilizados os valores estipulados pela Canadian Environmental Quality Guidelines (CCME,
2002), utilizando os limites aceitaveis para a concentracdo de elementos metalicos, a saber:
ISOGs (Interim Sediment Quality Guidelines), abaixo do qual ndo ocorre efeito adverso a
comunidade bidtica; e PEL (Probable Effects Level), acima do qual € provavel que ocorram

efeitos adversos a comunidade biotica.
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3.8. Fator de Bioacumulac¢do

O fator de Bioacumulacao (B) foi estipulado com base no estudo de Trevizani et al.
(2023), seguindo a equa¢do B = CMcum/CMses, onde o valor de B resulta da divisdo da
concentracdo metalica em C. corruptus (CMcam) pela concentracdo metéalica do sedimento
(CMs.q). Para calcular concentracdo metalica no camarao-fantasma, foi utilizada a seguinte
equacdo CMcum—CMpoo/n, onde ¢ calculada a concentracdo individual pela razido da
concentragdo do pool amostral (CMpeer) pelo nimero de individuos em cada pool (n). A
confirmacao da bioacumulacao foi baseada no trabalho de Trevizani et al. (2016), quando o

valor foi superior a unidade.

O estudo estipulou ainda, a diferenga textual entre os termos: (1) Bioacumulagao, com
referéncia aos valores relacionados ao fator B do presente estudo; ¢ (2) Acumulo,
Bioconcentra¢ao ou Concentracio, para o caso das concentragdes resultantes da analise de

quantificagdo dos elementos metalicos.

3.9. Matriz de Associacdo

Para arealizacao da anélise de componentes principais (PCA), assim como para os testes
de correlagdes adequados (Pearson ou Spearman), foram construidas duas matrizes abioticas,
com as variaveis do sedimento. A Matriz 1 (12x10) — Elementos Metalicos, Matéria
Organica e Tamanho Médio do Grio, foi construida com 12 linhas (06 amostras de cada
estrato do sedimento: 06 STRI + 06 STRII) vs. 10 colunas (08 variaveis metalicas: As, Cr, Cu,
Mn, Ni, Pb, V e Zn; teor de matéria: MO; e tamanho médio do grao: TMG). J& a Matriz 11
(12x9) — Avaliacdo das Caracteristicas Sedimentares, teve sua constru¢do com 12 linhas
(idem a Matriz 1) vs. 09 colunas (08 fracdes granulométricas: C, AMG, AG, AM, AF, AMF, AS;

teor de matéria: MO, e tamanho médio do grao: TMG).

Devido as diferentes ordens de grandeza das varidveis de cada matriz, elas foram

inicialmente log-transformadas por Y = Log(X+1), para uma padronizacao anterior as analises.
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3.10. Anadlises Estatisticas

Os dados registrados foram digitados e organizados em planilhas eletronicas do
Microsoft Excel® 2019, enquanto o R Studio v. 1.4.1106 (Ihaka & Gentleman, 1996) foi
empregado para as andlises estatisticas e constru¢do dos gréficos.

As variaveis quantitativas das concentracdes de elementos metalicos nas amostras
bioticas e abioticas foram previamente submetidas aos testes de pressupostos de
homogeneidade das variancias (L, Levene) e de normalidade (SW, Shapiro—Wilk). Para os
dados confirmados como homocedasticos € normais (p > 0,05), foram submetidos a testes
paramétricos como a ANOVA (F) ou teste-t de Student (), para o confronto de médias para um
mesmo parametro para mais do que trés situacdes ou numa abordagem entre as duas praias
(STS vs. JUR), respectivamente. Porém, os dados confirmados como ndo normais e
heterocedasticos (p < 0,05), foram submetidos a testes ndo paramétricos, como Kruskal-Wallis
(H) ou Wilcoxon (W), confrontando medianas de uma mesma varidvel para acima de trés ou
apenas duas situagdes, respectivamente.

Foram aplicados testes de comparacao simples (t ou W) para contrastar as medidas de
tendéncia central entre as duas praias, levando em consideragdo as seguintes variaveis: (1)
biométricas (CC, CAO, CT e PE); (2) abidticas, representadas por aquelas metélicas (4s, Cr,
Cu, Mn, Pb, V, Ni e Zn), granulométricas (C, AMG, AG, AM, AF, AMF, AS), MO e TMG; ¢ (3)

bidticas, abrangendo as metélicas (4s, Cd, Cu, Mn, Ni, V e Zn) J& para o confronto das medidas
de tendéncia central das concentragdes dos elementos metalicos (4s, Cd, Cu, Mn, Ni, V e Zn)
entre os tecidos (G, H e M) de C. corruptus de uma mesma praia, foram utilizados uma anélise
de variancia (ANOVA ou Kruskal-Wallis), seguidos de um teste a posteriori (Tukey e Dunn,
respectivamente), com corre¢ao pelo método de Bonferroni para analises repetidas.

As fragdes granulométricas (C, AMG, AG, AM, AF, AMF, S+A, em gramas), tamanho
médio do grao (TMG, em milimetros) e teor de matéria orginica (MO, em porcentagem)
associado ao sedimento, foram avaliadas em associacao a concentracao de cada um dos nove
elementos metalicos nas amostras desta matriz abidtica (n = 12). Para isso, os dados foram
submetidos a uma andlise de correlagdo de Spearman (p), empregando a fungao cor, do pacote
stats.

Em todas as andlises anteriores, o nivel de significancia estatistica foi estabelecido em

5%.
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4. Resultados

4.1. Variaveis Abioticas: Granulometria, TMG e MO% dos Sedimentos

Quando comparamos a concentragdo dos elementos metalicos entre os estratos de
sedimentos (STRI e STRII) das duas praias, foi observado que nao houve diferenga significativa
entre eles, para qualquer um dos 10 elementos metalicos avaliados, seja para JUR (¢ > 0,41;
p>0,58) oupara STS (¢>1,05; p > 0,26). Tal fato possibilita utilizar indistintamente as amostras

destes estratos, por ocasido do confronto entre as duas praias em estudo.

O tamanho médio do grao (TMG) diferiu significativamente entre as praias (W = 324,00;
p <0,01), com uma mediana 64% menor em Santos (0,096 mm), em comparagdo a da Juréia
(0,150 mm). Isso se coaduna a fracdo granulométrica predominante em cada praia (JUR: AF,
areia fina; STS: AMF, areia muito fina), explicada pela diferenca significativa constatada para
quatro fragdes granulométricas (AMG, AG, AF e AMF: W <324; p <0,01), em especial para
AF (JUR: 702,7 g # STS: 138,2 g), com a mediana da Juréia sendo cinco vezes superior a de
Santos, e para AMF (JUR: 255,9 g # STS: 820,4 g, que em Santos superou trés vezes a mediana
da Juréia JUR (Tab. 1). No caso do teor de matéria organica associado ao sedimento (MO), as
amostras dessas duas praias também diferiram significativamente (W = 2,00; p < 0,05), sendo

quatro vezes maior no sedimento das praias de Santos (0,12 %), em relagao aos valores da Juréia

(0,03 %).

4.2. Variaveis Abioticas: PCA e Andlise de Associa¢do de Variaveis nos Sedimentos

Na analise de componentes principais (PCA) (Fig. 3) foi identificado que 96,3% da
variancia foi explicada por duas componentes principais (PCI e PC2). Os vetores das variaveis
MO e TMG apresentaram sentidos antagdnicos, com maiores valores de MO direcionados ao
sedimento de Santos, enquanto os maiores valores de TMG estdo voltados para a Juréia. A
analise também torna evidente, que os vetores de sete concentragdes metalicas estdo
direcionados aos trés setores de Santos, junto ao vetor de MO, mostrando sua associagdo aos

referidos elementos metalicos.
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Tabela 1. Composi¢ao do sedimento em duas areas praiais (JUR, Juréia; e STS, Santos —
n=6/praia), registrada em novembro e dezembro/2022, respectivamente, em relagdo as sete
fragdes granulométricas (C, cascalho; AMG, areia muito grossa; AG, areia grossa; AM, areia
média; AF, areia fina; AMF, areia muito fina; e SA4, silte + argila), tamanho médio do grao (TMG)
e teor de matéria organica (MO). Onde: Min, valor minimo; Max, valor méximo; x, média; s,
desvio padrao; Md, mediana; W, teste de Wilcoxon.

Variaveis Sumario de Valores (g)

, Local Teste W
Edaficas Min Max xts Md
JUR 0,1 0,2 0,1 +0,0 0,1 a
C 150
STS 0,2 0,3 0,3+0,1 03 a
JUR 0,0 2,1 0,7+0,6 04 a
AMG 0
STS 3,8 8.9 58+1,5 57 b
C JUR 0,1 7,1 32425 29 a
2 AG 1
2 STS 6,2 7,1 10,3+2,0 104 b
R
£ JUR 6,1 99,7 39,9 + 36,4 219 a
= AM 221
g STS 11,5 17,7 14,0+ 1,7 144 a
)
3 JUR 649.3 721,3 693,7+251 702,77 b
S AF 324
g STS 125,1 146,5 1379 + 6,1 1382 a
JUR 180,6 311,1 250,1+343 2559 a
AMF 0
STS 811,9 835,5 821,6 + 6,7 820,4 b
JUR 73 27,5 12,5+ 4,5 11,8 a
As 201
STS 1,2 16,7 10,4+3.8 10,9 a
JUR 0,1 0,2 0,15+ 0,01 0,15 b
TMG (mm) 324
STS 0,1 0,1 0,09 + 0,00 0,09 a
JUR 0,1 0,1 0,04 + 0,02 0,03 a
MO (%) 2
STS 0,1 0,4 0,14 + 0,06 0,12 b

* Médias de uma mesma variavel, seguidas por letras distintas, evidenciam diferenca significativa entre as praias em relagao as medianas, pelo
teste de Wilcoxon (p < 0,05).
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Figura 3. Analise de componentes principais (PCA) empregando as concentracdes de sete
elementos metalicos (4s, arsénio; Pb, chumbo; Cu, cobre; Cr, cromo; Mn, manganés; V, vanadio;
e Zn, zinco), tamanho médio do grao (TMG) e teor de matéria organica (MO), em amostras de
sedimento superficial nas praias da Juréia (JUR) e Santos (S7S), obtidas em trés diferentes
setores (A, B, C), em novembro e dezembro/2022, respectivamente.

A analise de associacdo entre variaveis biodticas (n = 12 amostras totais) revelou uma
correlagdo negativa e significativa entre TMG e MO (p =—0,67 p <0,01). Para a concentragao
de metais, foi confirmada uma associagdo positiva e significativa entre oito elementos metalicos
(4s, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V e Zn) com MO (p > 0,63; p <0,01), sendo observado o inverso em
relacdo ao TMG (p <—0,65; p <0,01) (Fig. 4-A).No caso da composi¢do granulométrica, o teor
de matéria organica apresentou uma correlagdo positiva e significativa com trés fragdes
granulométricas (AMG, AG e AMF; p > 0,66; p < 0,01), mas uma correlagdo negativa
significativa com AF (p =-0,86 p < 0,01 (Fig. 4-B).
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Figura 4. Correlacdo de Spearman (n=6/praia) entre as variaveis abidticas do sedimento em
duas praias arenosas (JUR, Juréia; e STS, Santos), registrada em novembro e dezembro/2022,
respectivamente, relacionando o teor de matéria organica (MO) e tamanho médio do grao
(TMG) em relagdo aos: (A) elementos metalicos no sedimento (A4s, arsénio; Cr, cromo; Cu,
cobre; Mn, manganés; Ni, niquel; Pb, chumbo; V, vanadio; e Zn, zinco); e (B) fracdes
granulométricas (C, cascalho; AMG, areia muito grossa; AG, areia grossa; AM, areia média; AF,
areia fina; AMF, areia muito fina e S4, silte + argila). Onde, células em branco representam
auséncia de correlagdo a 5% (p > 0,05), enquanto as células com circulos vermelhos e azuis
compreendem correlacdes negativas e positivas, respectivamente, significativas a 5%
(p £0,05).

4.3. Variaveis Abioticas: Concentracdo de Elementos Metalicos nos Sedimentos

Nove elementos metélicos foram registrados nos sedimentos da praia de Santos (S759),
enquanto na Juréia (JUR) somente Cd nao foi detectado (Tab. 2). Assim, 88,9% dos elementos
metalicos no sedimento de S7S apresentaram concentragdes significativamente mais elevadas
do que em JUR (4s, Cr, Cu, Mn, Pb, Ve Zn: t <7,84; p<0,01; e Ni: W=0; p <0,01) (Fig. 5),
com destaque para o cobre e arsénio, que foram de 1,6 a 3,2 vezes maiores em ST,
respectivamente. A ordem hierarquica de concentragdo dos elementos metdlicos nas amostras
de sedimento em ST foi Mn > Zn > V> Cr> As > Pb > (Ni = Cu), variando pouco em relagao

a hierarquia de JUR, representada por Mn > Zn > V> Cr > (As = Pb) > Cu > Ni.
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Figura 5. Grafico comparativo das concentracdes de oito elementos metalicos (4s, arsénio; Cd,
cadmio; Pb, chumbo; Cu, cobre; Cr, cromo; Mn, manganés; Ni, niquel; V, vanadio; Zn, zinco),
em amostras de sedimento superficial nas praias da Juréia (JUR) e Santos (STS), obtidas em
novembro e dezembro/2022, respectivamente. Onde: Ponto (interior do violino), média; linha
vertical, desvio padrao; violino, distribui¢ao modal de cada variavel. Médias de concentracao de
um mesmo elemento metalico, seguido por letras distintas, diferiram significativamente entre as
praias em estudo (p <0,01).

Todos os elementos metalicos identificados apresentaram concentragdes abaixo dos
parametros Interim Sediment Quality Guidelines (ISOQG) e Problabe Effect Levels (PEL),
estabelecidos pela Canadian Environmental Quality Guidelines (CCME, 2002) (Tab. 2).

4.4. Variaveis Bidticas: Biometria de Callichirus corruptus

Em cada praia (S7S e JUR) foram utilizadas 63 fémeas (vide Tab. 3), sendo as de Santos
significativamente maiores (C7T: W = 1336,00; p < 0,01) e mais pesadas (PE: W =1576,5; p <
0,01) do que as da Juréia. No entanto, nenhuma diferenca significativa no tamanho destes

animais foi detectada para as variaveis CC (¢ = 0,07; p =0,95) e CAO (W =1691,50; p =0,15).
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Tabela 2. Concentracdes (média + desvio padrao, em pg/g) dos elementos metalicos no
sedimento (4s, arsénio; Cd, cddmio; Pb, chumbo; Cu, cobre; Cr, cromo; Mn, manganés, Ni,
niquel; ¥, vanadio; e Zn, zinco), usando seis amostras/praia (JUR, Juréia; e STS, Santos), em
novembro e dezembro/2022, respectivamente. Os valores foram confrontados aos de ISQG
(Interim Sediment Quality Guidelines) e PEL (Probable Effect Levels), pelo CCME (Canadian
Environmental Quality Guidelines). Onde: Min, minimo; Max, maximo; x, média; s, desvio
padrio; ¢, teste t; W, teste de Wilcoxon.

x . Teste
Concentracio de Eiementos Metalicos Estatistico CCME (2002)
Metal Local (ng/e) (tou W)
Min Max x+£s 1ISOG PEL
JUR 1,2 2,8 1,8+0,7 a*
As t=63 7,2 41,6
STS 4,1 6,4 49+09 b
JUR — - <LDM
Cd - 0,7 4,2
STS 0,1 0,1 0,1+0,0
JUR 1,5 4,6 3010 a
Cr t=06,7 52,3 160
STS 5,5 8.4 7,0£1,0 b
JUR 0,7 1,8 1,2+04 a
Cu t=4,1 18,7 108
STS 1,7 2,9 22+04 b
JUR 21,7 59,6 40,6 £12,5 a
Mn t=17,.8 — —
STS 74,0 98,0 90,794 b
JUR 0,5 1,5 0,8+£04 a
Ni w=20,0
STS 1,7 2,6 23+03 b
JUR 1,0 2,5 1,9+0,5 a
Pb r=6,8 30,2 112
STS 3,2 4,8 39+0,5 b
JUR 1,6 5,7 34+13 a
V t=63 — —
STS 6,7 11,3 89=x1,7 b
JUR 33 12,7 7,9+3,1 a
Zn t=169 124 271
STS 154 21,8 194+27 b

* Médias de concentragdo de um mesmo elemento metalico, seguido por letras distintas, diferiram significativamente entre as praias em
estudo (p <0,01), em relag@o ao teste estatistico estabelecido.
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Tabela 3. Pardmetros de biometria do comprimento da carapaga (CC), comprimento da area
oval (CAO), comprimento total (CT) e peso (PE) dos camardes C. corruptus coletados na Juréia
(JUR) e Santos (S7S), em novembro e dezembro/2022, respectivamente. Onde: Min, valor
minimo; Max, valor maximo; x, média aritmética; s, desvio padrao.

CC (mm) CAO (mm) CT (mm) PE (g)
Praia
Min Max x*s Min Max x+xs Min  Max x+ts Min Max xX*s

JUR 10,2 20,0 15,1+£22 a 8,2 13,8 122+13 a 52,4 106,9 85,5+104 a* 1,2 57 41+14 a

S7S 11,1 194 15,1+£2,1 a 90 163 124+16 a 67,9 1169 93,5+12,1 b 33 152 7,7£35 Db

* Médias de uma mesma variavel seguidas por letras distintas evidenciam diferenca significativa entre as praias analisadas (p<0,05). Obs: para
a variavel CC, foi utilizado um teste ¢ entre as médias, entanto para as variaveis CAO, CT e PE, foi aplicado o teste de Wilcoxon, para as
medianas.

4.5. Variaveis Bioticas: Concentragdo de Metais nos Tecidos de C. corruptus

Dos 10 elementos metalicos quantificados, Hg e Pb nao foi detectado nos tecidos de C.
corruptus, independente da praia analisada, o que também ocorreu com Cr, mas apernas para
Santos. O tnico elemento metalico que apresentou diferenca significativa de concentracdo para
C. corruptus nas praias em estudo foi 4s, com uma média 1,8 vezes superior em JUR
(17,3 £ 2,7 pg/g), em relagao a STS (9,1 £ 1,4 pg/g) (W=81,0; p<0,01). Ao compararmos as
concentragdes de elementos metalicos com os limites maximos toleraveis (LMT) estabelecidos
para os crustaceos pela Anvisa (Brasil, 2013), confirmamos que eles foram ultrapassados por
As, Cd e Cu nas duas praias. Assim, foi constatado que os maiores niveis de contamina¢do nos

camardes-fantasma de JUR foram 4 a 16 vezes superiores aos de STS.

Uma relagdo similar também foi verificada quanto a acumula¢do de metais em cada
tecido, evidenciando contraste para C. corruptus entre as duas praias estudadas. Nas gonadas
foi verificada uma bioconcentragdo significativa de 4s, mais expressiva em JUR (17,2 + 1,3
pg/g) do que em STS (10,1 £ 1,3 pg/g) (W=281; p<0,01). No hepatopancreas, ocorreu contraste
significativo para concentracdo de trés elementos metélicos (4s, Cd e Zn; W > 66,0; p < 0,01),
com médias também mais elevadas em JUR (4s: 18,0 ug/g; Cd: 4,5 ng/g; e Zn: 61,2 pg/g), do
que em S7S (9,8 ng/g; 1,3 ng/g; e 52,4 ng/g, respectivamente). O mesmo padrao foi encontrado
nas amostras de musculatura para As (W = 81; p < 0,01), também com valores mais elevados

de concentragdo na Juréia (Tab. 4)
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Quando comparamos as concentracdes de metais entre os tecidos de C. corruptus (Fig.
6), foi registrado um maior acimulo para Cu e Ni no hepatopancreas (H > 11,24; p < 0,01),
independentemente da praia em estudo, com concentragdes de 7,9 a 15 vezes superiores as dos
demais tecidos estudados. Isso também foi confirmado para Cd na Juréia (H = 16,1; p <0,01)
e Vem Santos (H=6,2; p <0,01). O segundo tecido com maior bioconcentracao de metais foi
a musculatura, com maior acumulo de Mn (H = 17,4; p <0,01), que superou as concentracdes
registradas no hepatopancreas e gonadas (JUR: > 12 vezes; e STS: > 15 vezes). O zinco ocorreu
com elevada concentracdo nas gonadas dos exemplares das duas praias estudadas (H > 10,8; p
<0,01), correspondendo a cerca do dobro registrado para o hepatopancreas (1,9 a 2,3 vezes) e
na musculatura (1,8 vezes). Por sua vez o arsénio apresentou concentragdes similares entre os

trés tecidos, o que foi confirmado nas duas praias em estudo.

Pelo exposto anteriormente, como sintese os exemplares de JUR e STS apresentaram a
seguinte hierarquia de acumulacdo de metais nos tecidos: H > M > G. J& em relacdo a
concentracdo média total de cada elemento metalico por praia, a hierarquia de acumulagao nos
camardes de JUR foi Cu > Zn > As > Cd > Ni > V> Cr, diferindo pouco da hierarquia de ST,

devido a posi¢do do cadmio e auséncia de cromo, a saber: Cu>Zn > As > Ni> Cd > V.
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Figura 6. Concentracdo acumulada (%) para cada elemento metalico nos trés tecidos (gonadas,
hepatopancreas e musculatura) do camardo C. corruptus, em duas praias arenosas do Estado de
Sao Paulo (JUR, Juréia; e STS, Santos), obtidas em novembro e dezembro/2022,
respectivamente. Os valores no interior das barras correspondem as médias de concentragdo nos
tecidos (em pg/g). Onde: A4s, arsénio; Cd, cadmio; Cu, cobre; Cr, cromo; Mn, manganés; Vi,
niquel; V, vanadio; e Zn, zinco.
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Tabela 4. Concentracdes (média = desvio padrdo, em pg/g) dos elementos metalicos (As,
arsénio; Cd, cadmio; Cu, cobre; Cr, cromo; Mn, manganés, Ni, niquel; V, vanadio; e Zn, zinco),
em 54 amostras de tecidos (G, gonadas; H, hepatopancreas; ¢ M, musculatura) de C. corruptus
nas praias em estudo (JUR, Juréia e STS, Santos), obtidas em novembro e dezembro/2022,

respectivamente, assim como o Fator de Bioacumulagao (B) para cada metal.

Concentracao de Elementos Metalicos nos Tecidos (x =% s)

Metal Local B 2]?)1:;51: "
G H M (2013)
JUR 17,2+ 1,3 A(b)* 18,0 =£3,8 A(b) 16,7+ 2,7 A(b) 4,5
As 1,0
STS 10,1 £ 1,3 A(a) 8,9+ 1,2 A(a) 8,4+1,1 A(a) 0,8
JUR 04+0,1 A 4,5+0,9 B(b) 03+0,1 A —
Cd 0,5
STS <LDM 1,3+£0,3 a <LDM —
JUR <LDM <LDM 0,34+ 0,12
Cr —
STS <LDM <LDM <LDM —
JUR 103,6 £ 33,6 A(a) 817,5+135,7 B(a) 161,8 £32,4 A(a) 110,5
Cu 30,0
STS 92,1 +£19,0 A(a) 697,8 £211,7 B(a) 149,1 £ 50,8 A(a) 55,6
JUR 6,0+ 1,0 A(a) 6,5+2,6 A(a) 76,6 28,9 B(a) 0,3
Mn —
STS 72+1,3 A(a) 6,9+1,8 A(a) 105,8 £ 50,7 B(a) 0,2
JUR 0,5+0,1 A 3,1+£3,3 B(a) 0,5+0,1 A(a) 04
Ni —
STS <LDM 1,8 £0,7 B(a) 0,5+0,1 A(a) 0,1
JUR <LDM 0,6 £0,5 A(a) 0,4+0,1 A(b)
14 _
STS <LDM 0,5+0,1 B(a) 0,1 £0,0 A(a)
JUR 115,9 £ 7,0 B(a) 61,2+ 8,1 A(b) 64,4+ 4,43 A(a) 4.4
Zn —
STS 118,4 +£4,0 B(a) 52,4+ 6,6 A(a) 65,0+ 3,5 A(a) 1,8

* Médias de concentragdo de um mesmo elemento metalico, seguido por letras mintsculas distintas, diferiram significativamente entre as
praias em estudo (p < 0,05), enquanto se acompanhadas de letras maiusculas distintas, estas médias diferiram significativamente entre os
tecidos em estudo (p < 0,02). ** Brasil (2013) apresenta o limite maximo de contaminagio toleravel por metais em crustaceos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa).
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4.6. Variaveis Bioticas: Fator de Bioacumulacdo

A bioacumulagdo (B) em C. corruptus ocorreu por trés elementos metalicos em JUR,
sendo muito expressiva para Cu (B = 110, 5) e em menor intensidade para o arsénio e zinco
(B =4,5 e 4,4, respectivamente), muito similar entre si. No caso de Santos, a bioacumulagao
ocorreu por dois elementos metalicos, ainda com o cobre em maior intensidade (B = 55,6),
seguido pelo zinco (B = 1,8), correspondendo a cerca de 50,3% e 40,9% dos valores registrados

nos individuos de JUR.
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5. Discussao

O presente estudo confirmou que as duas praias estudadas apresentam tracos de
elementos metalicos no sedimento arenoso, embora sem confirmacao de contaminagdo
ambiental promotora de danos a biota, no confronto com os parametros estabelecidos para o
sedimento (ISQG e PEL — CCME, 2002). No entanto, as maiores concentragdes metalicas foram
encontradas em Santos, onde alguns desses elementos quimicos apresentaram maiores registros
(4s, Cd, Pb e V), o que certamente estd associado ao seu maior adensamento populacional
humano e historico de impacto ambiental. Além disso, o camardo-fantasma (C. corruptus)
apresentou elevada concentracdo de elementos metalicos em seus tecidos, principalmente no
hepatopancreas. Alguns elementos metélicos (A4s, Cd e Cu) apresentaram valores acima
daqueles recomendados para o consumo de crustdceos pela Anvisa (Brasil, 2013), sendo
preocupantes aqueles nao essenciais (4s e Cd). Foi identificado, também, a bioacumulagao de
Cu e Zn nos camardes das duas praias, com os exemplares de JUR bioacumulando

adicionalmente o elemento 4s.

5.1. Variaveis Abioticas: Granulometria, TMG, MO% e Metais no Sedimento.

A maior concentracdo de elementos metdlicos no sedimento arenoso da praia de Santos
foi devido a sua granulometria mais fina (7MG: 0,09 mm), que favoreceu uma maior retengao
de matéria organica (MO: 0,14 %), potencializando o acimulo de metais, contrastando com os
valores antagdnicos registrados no sedimento da praia da Juréia (0,15 mm e 0,03 %,
respectivamente). No presente estudo, a andlise da associacdo entre a concentracdo de cada
elemento metalico (4s, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V, Zn) e o TMG confirmou correlacdes negativas
significativas para todos os casos (p < —0,65; p < 0,01), validando este recorrente padrao ja
registrado por Luoma & Rainbow (2008). Segundo Martincic et al. (1990), em um estudo sobre
a distribuicdo de Cd, Cu, Pb ¢ Zn em sedimentos de fundo com distintos valores de TMG,
aqueles com menor tamanho de grao estiveram associados a um maior percentual de MO
(r>0,90; p £0,01), aspecto também confirmado no presente estudo (p =—-0,67; p < 0,01). Nos
manguezais, por exemplo, os maiores teores de matéria organica encontram-se associados a
sedimentos onde predominam as particulas mais finas (p. ex., fragdes silte-argilosas),
favorecendo uma maior adsor¢do e complexacgdo de metais, que podem ser ali imobilizados, ou

por reducdo de seu estado de valéncia, apresentarem maior biodisponibilidade (vide Sauvé et
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al., 1998 e Uchimiya et al., 2010). Tal fato foi confirmado também no presente estudo, que
apresentou associa¢do positiva de cada elemento metalico em fun¢do de MO (p > 0,63;
p <0,01). Em Santos essa relagdao pode ser explicada pela proximidade que a praia em estudo
tem da foz do SESSV, abrigando o Canal Portuario de Santos, o que eleva os teores de matéria
organica particulada na Baia de Santos (Torres et al., 2009; Perina et al., 2018). De acordo com
Souza (2012), tal embaiamento e a posicao dessa praia em estudo ao fundo, favorece sua
morfodindmica dissipativa de baixa energia. Hernaez et al. (2017), ainda afirmam que essas
caracteristicas minimizam o fluxo hidrico local, permitindo uma maior deposic¢ao das particulas
mais finas e da matéria organica, j4 que sua exportacdo ¢ limitada. Ainda sobre o trabalho de
Souza (2012), a praia de STS contrasta bastante daquela em JUR, ja que esta ultima ¢ dissipativa
de alta energia, por ser uma praia denominada de “mar aberto” e por sofrer maior efeito das
correntes de deriva litoranea, que dificultam a sedimentagdo das particulas e incorporacdo da
MO aos sedimentos.

Quando analisamos a associa¢do de alguns metais com a matéria organica, temos que,
segundo Uchimiya et al. (2010), os sedimentos com maior teor de matéria organica natural
podem atrair o Cu (II). Tal fato foi confirmado no presente estudo pela correlagdo positiva e
significativa para a relacdo dos metais com MO, mesmo apresentando menor coeficiente de
correlacdo de Spearman (p = 0,63 p <0,01). J& Sauvé et al. (1998), registraram que a associacao
Pb vs. MO, também depende do pH do sedimento, pois a retengdo deste metal s6 acontece
quando o pH ¢ > 5,7, com tendéncia a neutralidade, fato frequente em areas com maiores teores
de MO, como registrado em S7S. Segundo Boechat et al. (2016), a acidificacdo do sedimento
promove uma maior biodisponibilidade dos elementos metalicos para 4gua, repercutindo em
menores concentragdes no sedimento. Além disso, essa relagdo explicaria a auséncia de Pb nos
tecidos de C. corruptus, apesar das concentragdes deste metal terem sido encontradas tanto nos
sedimentos de JUR (2,1 pg/g), como de STS (3,7 ng/g). No entanto, novos estudos levando em
consideragdo o pH do local deverdo ser realizados para confirmar a veracidade dessa
informag¢do. Vale lembrar que uma das formas de detoxificacdo do chumbo nos crustaceos
ocorre no momento da troca de seu exoesqueleto, pelo processo de ecdise (Ramos & Leite,
2022).

Pelo exposto, o estudo confirma a Hipétese I, mostrando a existéncia de uma forte
associacdo entre a concentragdo metalica no sedimento arenoso e o teor de matéria organica, o

que ficou evidente pela Andlise de Componentes Principais e foi confirmada pela correlagdo de
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Spearman para as relagdes Metais vs. MO% (p > 0,63; p < 0,01) e Metais vs. TMG (p <—0,65;
p <0,01), repercutindo na relagdo MO% vs. TMG (p =-0,67; p <0,01).

5.2. Variaveis Abioticas: Concentracdo de Metais nos Sedimentos

O registro de oito elementos metalicos (4s, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V e Zn) no sedimento
das praias em estudo, confirmou concentracdes mais elevadas para S7.S em relagao a JUR. Neste
sentido, o presente estudo se coaduna com outros ja desenvolvidos anteriormente, até mesmo
para ambientes costeiros adjacentes, como verificado para areas de manguezal do Estuario
Santos-Sao Vicente por Duarte ef al. (2016, 2017), onde a concentragdo média de Pb (6,5 pg/g)
correspondeu ao dobro da média encontrada no sedimento praial de Santos (3,2 + 0,5 pg/g) no
presente estudo. Banci et al. (2017) também registraram concentragdes de elementos metalicos
até 2,4 vezes superiores nos sedimentos dos manguezais de Cubatio (4rea interna do SESSV),
em relagdo aos da Juréia (Cr: 6,1 e 3,0 pg/g; Cu: 3,3 e 1,4 pg/g; e Pb: 4,8 e 3,3 nglg,
respectivamente). O presente estudo confirmou concentragcdes médias similares para estes
mesmos elementos metalicos nos sedimentos das praias de Santos e Juréia— Cr (6,7 e 3,4 pg/g),
Cu (2,1 e 1,3 pg/g) e Pb (3,7 e 2,1 ng/g), respectivamente —, embora com menor variagdo. A
concentragdo de elementos metalicos pode ser ainda mais expressiva em sedimentos de
dragagem, como aqueles oriundos de canais portudrios, fato confirmado no Canal do Porto de
Santos por Bordon et al. (2011), onde as concentragdes de metais atingiram niveis 10 vezes
superiores (p. ex., Cu: 29,9 pg/g; Ni: 20,6 ng/g; Pb: 37,8 ng/g; e Zn: 180,0 pg/g), comparados
aqueles registrados nos sedimentos arenosos de S7S (2,1; 2,2; 3,7, e 18,5 ng/g,
respectivamente). Essa mesma condi¢do também foi relatada neste mesmo local por Torres et
al. (2009), obtendo elevadas concentragdes médias de Pb (38,5 pg/g), além do estudo de Angeli
et al. (2021), com sedimentos de fundo do Sistema Estuarino Santos-Sao Vicente, revelando
registros de As (8,9 ng/g) e V(21,1 pg/g), que também foram confirmados no sedimento da
praia de Santos no presente estudo, porém em menores concentracdes (4,9 e 8,9 ug/g,
respectivamente).

O contraste nos niveis de concentragao desses estudos estd associado a granulometria e
teor de matéria organica no sedimento. Os estudos conduzidos por Banci et al. (2017) e Duarte
etal. (2017), foram realizados em manguezais, ambientes categorizados por possuirem maiores
teores de matéria organica (~5,5 %, de acordo com Gomes et al., 2013). Ja nos estudos de

sedimento de dragagem (Torres ef al., 2009 e Bordon et al., 2011), os metais estdo associados
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ao predominio de fra¢cdes mais finas no sedimento, em especial o silte e argila, que representam
de 65 a 86 % dos sedimentos de dragagem (Torres et al., 2009). O presente estudo confirma a
significancia da relacao MO vs. TMG (p = —-0,67; p < 0,01), encontrando uma relagao inversa
entre estas covariaveis em praias arenosas.

A contaminacdo de ambientes litordneos por metais (ou outros poluentes) tem relagdo
direta com o historico de ocupagdo e adensamento populacional humano, o que ¢ maximizado
em regioes portuarias € complexos industriais, como em Santos (SP) (Torres et al., 2009;
Pinheiro et al., 2017). Nos sistemas estuarinos e ambientes costeiros adjacentes, alguns metais
podem ocorrer em maior concentragdo, como € o caso do Zn, que ¢ oriundo de industrias
siderurgicas, quimicas e petroquimicas (p. ex., regioes internas do Sistema Estuarino de Santos-
Sdo Vicente — vide Cetesb, 2001), com concentragdo média de 18,5 pg/g nos sedimentos de
manguezal, em relagdo a 8,7 pg/g para a Juréia, padrao que foi identificado no presente estudo
(STS: 19,4 ng/g; e JUR:7,9 ng/g). Segundo este mesmo relatorio da Cetesb, tais industrias
também sdo responsaveis pela liberagdo de Mn (86,5 pg/g), o que contrasta da metade deste
valor para a Juréia (44,9 ng/g). Segundo Gongalves et al. (2013) e Angeli ef al. (2021), os niveis
elevados de Cu e Zn nessa regido estdo associados ao trafico de embarcacdes e industrias
portudrias, assim como ao descarte in adequado de esgotos nao tratados. Além disso, segundo
Costa et al. (2004), o Porto de Santos também € o responsavel por intensificar as concentracdes
de Cu, Cr e Ni, oriundos dos combustiveis, que sdo metais muito adsorvidos pelos sedimentos
de Santos. No caso do arsénio, ele ocorre naturalmente na costa brasileira devido a formagao
sedimentar (Kim et al., 2018; Angeli ef al., 2021), no entanto, altas concentragdes podem estar
associadas a industria metalurgica e, principalmente, pelo uso de fertilizantes (Baeyens ef al.,
2019). Por fim, a presenca do metal Pb na regido de Santos, também pode estar associada as
industrias petroquimicas, refinarias de petroleo e fertilizantes, como aponta os trabalhos de Kim
et al. (2019) e Angeli et al. (2021).

Uma comparagdo dos resultados de concentragdo metalica no sedimento arenoso do
presente estudo, com aqueles obtidos em 2017 por José-Silva et al. (no prelo), nas mesmas
praias do presente estudo, identificou 0 mesmo padrao para os quatro elementos metélicos (Cd,
Cr, Cu e Mn) (Tabela 5). Nesses estudos as concentracdes em Santos superaram em cerca de
duas vezes as da Juréia, embora a concentragdao de Cd em 2017 (José-Silva et al., no prelo),

tenha sido quatro vezes superior, demonstrando um declinio desse elemento metélico.
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Tabela 5. Comparacdo das concentragdes de metais (média + desvio padrdo, em pg/g), em
amostras de sedimento arenoso das praias de Santos e Juréia (SP), Brasil.

Concentracio de Metais (ng/g)

Local Autor (Ano)
Cadmio (Cd) Cromo (Cr) Cobre (Cu) Manganés (Mn)

Juréia <LDM 3,0£1,0 1,2+0,4 40,6 + 12,5 Presente Estudo

(JUR) < LDM 34+1,0 1,3+0,3 449 +13,6 José-Silva et al. (no prelo)

Santos 0,1+0,0 7,0+1,0 22+04 90,7 +9.4 Presente Estudo

(578) 0,5+02 6,7+1,0 2,140, 86,5+8,7  José-Silva et al. (no prelo)

Dessa forma, o presente estudo aceita a hipétese II, associando o sedimento arenoso de
Santos a uma maior concentracdo metalica devido ao elevado adensamento populacional
humano, o que intensifica as atividades poluidoras no local, como elencado nos estudos de
Cetesb (2001; 2023), Buruaem et al. (2013), Kim et al. (2016), Perina et al. (2018) e Angeli et
al. (2021).

5.3 Variaveis Bidticas: Concentragdao de Metais em C. corruptus

Quando analisamos a concentragdo de metais nos tecidos do camardo C. corruptus,
ficou perceptivel que os exemplares de JUR apresentaram uma maior concentragao para quase
todos os elementos metalicos observados, exceto para Mn. O manganés apresentou
concentragdes mais elevadas em Santos, tanto nas gonadas (JUR: 5,9 ng/g; e STS: 7,2 ug/g),
quanto na musculatura (JUR: 76,6 ng/g; e STS: 105,8 pg/g). Segundo Baden & Eriksson (2006),
0 Mn ¢ um metal essencial, que ¢ amplamente utilizado no metabolismo de animais
invertebrados, atuando como ativador de diferentes reagdes enzimaticas, e por possuir agao
antioxidante. Esse elemento participa como cofator enzimatico, atuando nos processos de
glicolise e no ciclo de Krebs (Napieska & Skorkowski, 2001), explicando os altos niveis
encontrados na musculatura, que € um tecido com elevada demanda energética (Thibodeaux et
al., 2009). Estes autores afirmam que nos crustidceos decapodos marinhos, a concentragdo
média de Mn € de 54,5 pg/g, embora possam ocorrer variagdes interespecificas nesse grupo.
Por ser o tnico elemento com maior concentragcao nos individuos de Santos e, conhecendo as
propriedades deste metal essencial, observada a concentracdo superior para os crusticeos na
musculatura, podemos deduzir que esses exemplares estejam utilizando Mn para alguma

finalidade especifica, possivelmente relacionada ao seu efeito antioxidante, conforme sugerido
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por Baden & Eriksson (2006) para crusticeos decapodos. Para outros elementos metélicos
essenciais, como o Zn (JUR: 80,5ng/g; e STS: 78,6 ug/g), a bioconcentragdo seguiu padroes
esperados para outros crusticeos decdpodos em ambas as praias, uma vez que, segundo
Rainbow (2002), o Zn ocorre numa concentracdo ideal de regulagdao entre 70 ¢ 90 ug/g no
camardo Palaemon elegans. Este autor ainda informa que o Zn ¢ um elemento chave na
regulacdo de diversas enzimas (p. ex., a anidrase carbonica), que atua como componente central
em receptores respiratorios e de transporte de ions (Henry, 1988). O cobre também ¢ um
elemento essencial para os decapodos, tendo ocorrido concentragdes mais elevadas nos
individuos da Juréia (324,4 ng/g), em contraste a Santos (298,5 pg/g), sendo que, os individuos
das duas praias possuem valores que ultrapassam em muito o limite maximo toleravel (LMT),
que ¢ de 30 pg/g segundo a Anvisa (Brasil, 2013). No entanto, como o cobre ¢ um metal
essencial, por ser o responsavel pela pigmentacdo e transporte de oxigénio combinado a
hemocianina nos crustaceos decapodos (Rainbow, 2002; Terwillinger (2013), seu excesso pode
ser realocado e mantido em elevadas concentragdes no hepatopancreas desses animais (p. ex.,
a lagosta Homarus Gammarus, com 2.000 pg/g — vide Clark, 2001). No presente estudo as
concentragdes médias de cobre no hepatopancreas de C. corruptus, foram elevadas,
independente da praia considerada (JUR: 817,5 pg/g; e STS: 697,8 pg/g), porém em menores
concentragdes do que no trabalho de Clark (2001).

Os camardes-fantasma da Juréia apresentaram elevadas concentragdes de elementos
metalicos ndo essenciais (4s: 17,3 pg/g; e Cd: 2,1 pg/g), quando comparado aos de Santos (9,1
e 1,3 ng/g, respectivamente). Independente da praia, o As foi registrado acima do limite maximo
toleravel nesses camardes (= 1,0 ng/g, segundo a Anvisa — Brasil, 2013), embora Clark (2001)
mencione que o limite de contaminacao para crustaceos marinhos bentonicos possa ser de até
57 ug/g. Segundo este autor, somente acima deste valor o arsénio promove danos de estresse
oxidativo, aumento dos processos inflamatoérios, apoptose e mesmo alteragdes imunes
humorais. Isso foi confirmado por Liao ef al. (2022), em experimento realizado com o camarao-
branco (Penaeus vannamei), submetido a diferentes concentracdes de A4s, onde ocorreu
elevadas taxas de aciimulo deste elemento metalico em seus tecidos, principalmente no
hepatopancreas (250,4 = 45,7 pg/g) e musculatura (77,3 = 11,3 pg/g). Para o camardo-fantasma
C. corruptus, embora o presente estudo tenha registrado valores mais modestos para o acumulo
maximo de A4s, mesmo assim podem ser considerados elevados, intendente dos tecidos
considerados, variando de 16,4 pg/g na musculatura até 18,0 pg/g no hepatopancreas,

considerando as duas praias avaliadas. Este elevado aciimulo de arsénio nos camardes pode ser
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decorrente deste elemento ocorrer naturalmente por toda a costa brasileira, conforme indicado
por Kim et al. (2018).

O cadmio também ultrapassou o LMT (0,5 ng/g), com registro de maior concentragao
no hepatopancreas de C. corruptus nas duas avaliadas (1,3 a 4,5 ug/g, para STS e JUR,
respectivamente), o mesmo informado por Nufes-Nogueira & Rainbow (2005) para o camarao
Penaeus indicus, os quais explicaram tal fato pela fun¢do detoxificadora deste 6rgdo. O
hepatopancreas detém a propriedade de acimulo de metais por possuir elevadas quantidades de
glutationa-S-transferase, lipidios e metalotioneinas, conforme indicado por Habig & Jakoby
(1981), Lobato ef al. (2013) e Liao et al. (2022), respetivamente. Segundo Vig et al. (2003) e
Cabrini et al. (2018), o cadmio ¢ um metal ndo essencial ¢ biologicamente toxico aos
organismos (3" posicdo de toxicidade, segundo Luoma & Rainbow, 2008), geralmente
ocorrendo em concentracdes mais expressivas nos organismos basais de uma cadeia alimentar
(Bargagli ef al., 1998) e depurado até os consumidores secundarios por processos fisiologicos
(p. ex., inibi¢do por metalotioneinas — Baudrimont et al., 2003; e pelo processo de muda que
caracteriza os crustaceos — Reichmuth et al., 2010).

Outro metal também disponivel com frequéncia em éreas costeiras ¢ o niquel, que ¢
utilizado na mineracao, refino do petréleo, incineracao de residuos e queima de combustiveis
fosseis (Eisler, 1998), também ocorrendo nos tecidos de C. corruptus nas praias em estudo, em
concentragdes que variaram de 1,4 a 2,0 pg/g. Segundo Eisler (1998), o Ni pode causar inibi¢ao
do crescimento somatico em invertebrados, mesmo ocorrendo em elevadas concentragdes nos
crustaceos decapodos (1,4 a 7,84 pg/g — Cabrini et al., 2018). A inibicdo de crescimento foi
observado para o presente estudo, uma vez que, os individuos de JUR apresentaram uma maior
concentracdo de niquel (3,1 pg/g) e um menor comprimento total (85,5 mm), quando
comparado aos exemplares de S7S (Ni=1,8 pg/g; C7=93,5 mm). O vanadio, por sua vez,
ocorreu em baixas concentragdes nas praias estudadas (0,4 a 0,5 pg/g), ndo possuindo
indicacdes de biomagnificagdo na cadeia alimentar (Costigan et al., 2001), o mesmo ocorrendo
para o cromo, apenas na Juréia (0,3 ug/g), nao possuindo fungao bioldgica conhecida (Ochiai,
1995; Cabrini et al., 2018) e podendo causar redu¢do na sobrevivéncia, fecundidade e inibi¢ao
do crescimento (Honig et al., 1980).

A hierarquia de acumulagdo metalica apontou semelhanga na posi¢ao de quase todos os
elementos quando foi confrontada entre as praias, com manutencao dos trés primeiros (Cu > Zn
> As), sendo as concentragdes de Cd e Ni similares em ST, e Cr com reduzidos teores, apenas
na Juréia. Cabrini ef a/. (2018) avaliaram a hierarquia de acumulagdo metalica em duas espécies

de tatuiras (Decapoda: Hippidae), que também sao filtradoras e ocorrentes em praias arenosas
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(p. ex., Emerita brasiliensis: Zn > Cu> Ni > Cr >V > Cd; e Lepidopa richmondi: Zn> Cu >V
> Ni > Cd > Cr). Em uma compara¢do com outro camarao-fantasma (Callichirus laurae), na
praia de Agba (Jordania), Abu-Hilal et al. (1988) identificaram uma hierarquia representada
por Cu>Zn> Ni> Mn > Cr> Cd), com destaque para metais essenciais para fungdes biologicas
(Zn e Cu) e menores concentracdes de metais ndo essenciais (Cr ¢ o Cd), com elevada
toxicidade.

As elevadas concentracdes de elementos metalicos na Juréia, quando comparados aos
resultados obtidos em Santos (vide As, Cu, Mn e Zn) podem ser devido a sua biodisponibilidade
no ambiente praial, sendo relacionadas diretamente com o reduzido percentual de matéria
organica associado aos sedimentos neste local. Segundo Martincic et al. (1990) e Uchimiya et
al. (2010), a matéria organica possui capacidade de adsor¢ao de contaminantes metalicos, no
entanto, os sedimentos de JUR apresentaram reduzido teor médio de MO (0,04 %) em relacao
a STS (0,15 %). O estudo confirma este padrao pelos coeficientes de correlagdo de Spearman
entre os elementos metalicos (4s, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V ¢ Zn) e o teor de MO, que foram
positivos e significativos (p > 0,63; p < 0,01). Possivelmente, o sedimento arenoso de maior
granulagdo média na praia da Juréia ndo possibilita igual complexagdo desses elementos,
deixando-os biodisponiveis na dgua intersticial e aos camardes-fantasma, que vivem em intima
associacdo ao sedimento. Espera-se que futuros estudos possam investigar se as maiores
concentragdes de metais encontradas nos tecidos da espécie sejam referentes aos seus niveis
naturais no sedimento ou na agua intersticial, ou mesmo se sdo associadas a outras fontes de
contaminagao.

A hierarquia de concentragdo entre os tecidos de C. corruptus seguiram como ordem
hierarquica crescente H > M > G, indicando um maior poder detoxificante para o
hepatopancreas e o menor para as gonadas. Segundo Pinheiro ef al. (2012), a contaminagao de
elementos metdlicos no caranguejo-u¢a (Ucides cordatus), espécie endémica de manguezais,
apresentou uma hierarquia similar entre o hepatopancreas e musculatura (H > M), no entanto,
os autores ndo analisaram o acimulo dos elementos metalicos nas gonadas. Segundo Ahearn et
al. (2004), o hepatopancreas ¢ o orgdo onde ocorre a maior concentracdo de elementos
metalicos nos crusticeos, sendo considerado por vérios autores como seu principal 6rgao de
detoxificagdo (Metian et al., 2010; Zhu et al., 2018; Rodrigues et al., 2022), fato também
confirmado no presente estudo, considerando as proporcdes e a hierarquia de contaminagao
entre estes tecidos. Segundo Luoma & Rainbown (2008) e Liao et al. (2022), o hepatopancreas
possui a propriedade de acumular mais metais devido as suas caracteristicas bioquimicas, com

elevada concentragao de alguns componentes, entre eles: 1) lipideos, em especial durante a fase
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de engorda dos crustidceos decapodos, quando se acumulam nos tecidos (Wu et al., 2008;

Lobato et al., 2013); 2) metalotioneinas, que sdo proteinas ricas em enxofre, responsaveis pelo

sequestro de elementos metalicos com proposito de desintoxicagdo, regulagao da homeostase
metalica e redistribuigcdo desses elementos para outros tecidos (Pourang et al., 2004; Liao et al.,

2022); e 3) glutationa—S—transferase, que sdo isoenzimas metabdlicas com capacidade

detoxificante, catalisando compostos xenobiodticos em substancias de menor toxicidade (Habig
& Jakoby, 1981; Lobato et al., 2013).

Desse modo, o presente estudo nega a hipétese III, pois as maiores concentragdes de
metais foram verificadas nos exemplares de camardo-fantasma oriundos de um ambiente mais
preservado, em comparagdo aqueles de um ambiente antropizado. Essa maior concentragdo de
metais estd associada a sua biodisponibilidade na matriz abidtica (sedimento), pois, como
explicado anteriormente, sedimentos arenosos com maior teor de matéria organica possuem um
maior potencial de retengdo desses elementos, deixando-os menos biodisponiveis para os
camardes-fantasma ali presentes. Quanto a hierarquia de acumulagdo metélica, o presente
estudo indicou H > M > G, diferindo da hipdtese inicial proposta (H > G > M). Assim, o presente
estudo confirma a maior eficiéncia do hepatopancreas no processo de detoxificagdo metalica
nos crustaceos decapodos, por apresentarem maior presenga de lipidios, metalotioneinas e
glutationa-S-transferase (Wu et al., 2008; Liao et al., 2022; Lobato et al., 2013,
respectivamente).

O estudo de biomarcadores de efeito em C. corruptus foram importantes para responder
se as concentragdes encontradas, afetam negativamente, a satide dos camardes estudados, ou se
as altas concentragdes ndo sao metabolizadas. Para isso, foi pensando em um segundo capitulo
complementar ao presente estudo, intitulado “O Uso de Biomarcadores de Efeito no
Camarao-fantasma C. corruptus, para Identificacio do Status de Conservacio de Praias
Arenosas no Sudeste Brasileiro”, que aborda os efeitos genocitotoxicos nesta espécie e sua

relagdo aos contaminantes.

5.4. Variaveis Bioticas: Fator de Bioacumulagdo de Metais em C. corruptus

Quando observamos a bioacumulacao (B) nos individuos de C. corruptus foram
confirmados os maiores valores para JUR (4s: 4,5; Cu: 110,5; Zn: 4,4) em relagdo a STS (Cu:
55,6; Zn: 1,1). A maior bioacumulagdo nos exemplares da Juréia pode estar relacionada a maior
biodisponibilidade dos metais na dgua intersticial, uma vez que o baixo teor de matéria organica

presente nos sedimentos reduziria a adsor¢do desses elementos metalicos, como sugere
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Martincic et al. (1990). Por outro lado, os animais de Santos apresentam uma menor
bioacumulagdo, onde se evidencia uma relacdo inversa devido aos maiores teores de MO%,
fato também evidenciado por Martincic et al. (1990) e Uchimiya et al. (2010), para o cobre e
chumbo, respectivamente. Os autores afirmam ainda que o pH também ¢ um fator que
influencia a biodisponibilidade dos elementos, no entanto, esses valores nao foram avaliados
no presente estudo.

O elevado grau de bioacumulagao do cobre e o zinco, podem ser explicados por serem
metais essenciais aos crustaceos. Segundo Henry (1988) e Rainbow (2001), o Zn ¢ um
importante regulador de enzimas, como a anidrase carbdnica, atuando nos receptores
respiratorios e de transporte de ions. No caso do cobre, trata-se de um elemento responsavel
por auxiliar a sintese de metaloproteinas e metaloenzimas (Engel & Brouwer, 1987). Os autores
Rainbow & White (1989) e Pourang et al. (2004), afirmam, também, que o Cu e Zn participam
de processos importantes, como o crescimento somatico, a muda e no metabolismo celular dos
decépodos marinhos.

O fator B para o arsénio foi significativo apenas para os camardes da Juréia. Segundo
Eisler (2009), em seu compéndio sobre metais na biota marinha, aponta que embora o arsénio
seja um metaldide ndo essencial, sua bioacumulagio pode estar relacionada a transformacao do
arsénio em arsenito em ambientes marinhos e costeiros, onde a temperatura e a salinidade
auxiliam no processo de transformacao, sendo sua forma arsenito mais biodisponiveis para os
animais presentes nessas regioes.

Por fim, a auséncia da bioacumulagao dos demais metais (Ni e Mn) no camarao C.
corruptus, podem estar associados a alimentacao desses individuos, uma vez que os animais
deste grupo se alimentam pela filtragem de material organico em suspensao na agua, conforme

indicado por Rodrigues & Shimizu (1997), Hernaez et al. (2019) e Constantino ef al. (2024).

57



6. Conclusoes

O presente estudo permitiu caracterizar a qualidade ambiental por analise do sedimento
praial, bem como do efeito sobre os tecidos do camardo-fantasma Callichirus corruptus, com
base no registro da concentragdo de 10 elementos metalicos em Santos (Litoral Centro) e Juréia
(Litoral Sul), no Estado de Sao Paulo. O sedimento arenoso de Santos apresentou um menor
tamanho médio do grao e, consequentemente, um maior teor de matéria organica associado,
ocorrendo o inverso no sedimento da Juréia. Assim, foi confirmado para a Praia de Santos uma
maior concentracao de metais no sedimento, em relacdo a JUR, o que traz preocupagdo para
esta drea estudada, por ser mais frequentada por turistas como balnedrio. O elevado
adensamento populacional de S7S certamente também potencializa a concentracdo metalica
local, uma vez que tais poluentes s3o oriundos do complexo industrial e portuario, afetando
todo o Sistema Estuarino de Santos-Sao Vicente. Aliado a isso, a rela¢do entre a concentragao
de metais e o teor de MO no sedimento, apontou sua maior complexacao em um sedimento
mais rico em matéria organica e com menores valores para o tamanho médio do grao. Assim,
os exemplares de C. corruptus da Juréia apresentaram um maior acimulo de metais do que os
de Santos, com trés deles (4s, Cd e Cu) em concentragdes que ultrapassam os Limites Maximos
Toleraveis estabelecidos pela Agéncia Brasileira de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Essa maior
concentragdo estd relacionada a biodisponibilidade dos metais no sedimento, uma vez que, a
presenca de MO torna os metais menos disponiveis para a biota local, com o inverso observado
na Praia da Juréia. Desta forma, a maior biodisponibilidade de metais ocorreu para os camardes-
fantasma da Juréia, que apresentaram uma hierarquia de concentracdo nos tecidos ja reportada
para outros crustaceos decapodos (H > M > G), com o hepatopancreas apresentando importante
funcao imobilizadora e detoxificante de metais, pela elevada concentragdo de metalotioneinas
que apresenta, entre outras substancias com propriedades igualmente detoxificantes. Uma
maior bioacumulacdo ocorreu para Cu e Zn nos camardes-fantasma, independente da praia
estudada, sendo essenciais aos processos biologicos dos crustaceos decapodos. Os individuos
da Juréia bioacumulam o arsénio, que apesar de ser um metaldide ndo essencial. Pelo exposto,
o presente estudo fornece informacgdes importantes sobre o status de conservagao dos ambientes
estudados, além de apresentar informagdes inéditas sobra a bioacumulacdo de metais noi

camardo-fantasma Callichirus corruptus.
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Capitulo IT — O Uso de Biomarcadores de Efeito no Camario-fantasma
Callichirus corruptus, para Identificacio do Estado de Conservacao de Duas

Praias Arenosas no Sudeste Brasileiro.
Resumo

O estudo visou quantificar os danos genocitotoxicos no camarao-fantasma (Callichirus
corruptus), em duas praias arenosas do Estado de Sao Paulo (Brasil), sendo uma urbana e mais
impactada (Santos) e outra preservada (Juréia). Para isso foram utilizados dois biomarcadores
de efeito, um deles genotdxico — ensaio micronucleo (MN%o), complementado pelo estudo de
anormalidades nucleares (4N%o) — € outro citotoxico — ensaio vermelho neutro (NRRT), para
avaliar o potencial uso desse macrocrustaceo como espécie sentinela de qualidade ambiental de
praias arenosas marinhas. Em cada praia foram estabelecidos trés setores amostrais, onde foram
capturados os exemplares de C. corruptus (n=36/praia), totalizando 72 individuos avaliado no
estudo. De cada exemplar foi obtida uma amostra de hemolinfa, que foi submetida a analise dos
biomarcadores supracitados, com as respostas geradas resultando em informagao sobre o efeito
citogenotoxico nos setores e praias avaliadas. O tempo médio de retencdo do vermelho neutro
(NRRT), foi significativamente maior na Juréia (100 = 24 min), quando comparado a Santos
(59 £ 29 min), indicando uma maior viabilidade fisioldgica celular e satide global dos camardes
na praia preservada. Nao foram detectadas diferencas significativas de citotoxicidade entre os
setores amostrais para cada praia. A frequéncia de células micronucleadas (MN%o) nos
exemplares de Santos (12 + 4 %o), foi cerca de 2 vezes superior a dos individuos da Juréia
(5 £ 1 %0), sendo este tltimo o nivel basal de genotoxicidade para esta espécie em um ambiente
preservado, indicando uma maior frequéncia de macrolesdes nos camardes da praia urbana. As
anormalidades nucleares seguiram a mesma tendéncia, com maior incidéncia em Santos, o que
reflete seu maior impacto e efeito de estressores ambientais. Os dados sugerem que C. corruptus
pode ser utilizado como espécie sentinela e indicadora da qualidade ambiental em praias
arenosas. O maior efeito citogenotoxico observado nos camardes-fantasma de Santos, refletem
0 maior impacto antrOpico dessa praia, existindo uma associagdo negativa entre o0s
biomarcadores da relagdo NRRT vs. MN%o (r =—-0,81; p < 0,01) e NRRT vs. AN%o (r =-0,93; p
< 0,01), indicando um menor tempo de estabilidade lisossomal em individuos com maiores
frequéncias de MN%o e AN%o. Através da relacdo dos dois biomarcadores (MN%o e NRRT) e a
concentracao de metais nos sedimentos das duas praias estudadas, foi observado uma correlagao
positiva para os danos genéticos MN%o € AN%o (r > 0,77 € 0,71; p < 0,01, respectivamente) e o
inverso com NRRT (r < -0,67; p < 0,01). Ja para as concentragdes metalicas presentes nos
camardes C. corruptus, foi verificada uma correlagdo positiva entre NRRT vs. quatro metais
(4s,Cd, Cre V) (r=>0,64; p<0,01), enquanto o inverso ocorreu para as variaveis genotoxicas
MN%o € AN%o (r < —-0,66 ¢ —0,60; p < 0,01, respectivamente). Os biomarcadores indicaram
elevados danos genéticos e prejuizos a satide global dos camardes em STS, certamente por conta
de sua maior antropizac¢do, onde tém sido registrados contaminantes emergentes (fluoxetina e
losartana), microplasticos (polimetilmetacrilatos etc.), hidrocarbonetos policiclicos aromaéticos
(PAHs) e metais. A correlagdo positiva entre o biomarcador citotoxico (NRRT) e quatro metais
(4s, Cd, Cr e V), indicam que por mais que os individuos da Juréia acumulem altas
concentracdes metalicas, elas ndo causaram alteragao na estabilidade da membrana lisossomal.
Os resultados obtidos sdo relevantes, possibilitando agdes de monitoramento em praias arenosas
e confirmando o uso de C. corruptus como espécie sentinela deste ecossistema no Brasil.

Palavras-chave: Anormalidades nucleares, camarao, citotoxicidade, micronucleo.
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1. Introducao

Os ecossistemas marinhos sdo responsaveis pela maior parte da biodiversidade do
mundo (Duarte et al., 2016), embora sofram a ameaca constante de varias substancias toxicas
que tém sido liberadas diretamente em corpos hidricos, muitas vezes sem qualquer tratamento
prévio, causando impacto negativo para a biota local (Pinheiro et al., 2013; Zhong et al., 2022).
Dependendo da dosagem, a presenga desses contaminantes € preocupante por sua
biodisponibilidade e toxicidade a biota (Ahearn et al., 2004; Rainbow, 2007; Duarte et al.,
2017). A acumulagao desses elementos serve como um parametro importante para quantificar
o nivel de contaminagdo em ambientes naturais (Rainbow, 2007; Luoma & Rainbow, 2008;
Angeli et al., 2021; Wu et al., 2023), porém, critérios recentes de avaliagdo de danos cito -

genotdxicos tém sido considerados como a melhor forma de monitorar ambientes naturais

(Pinheiro et al., 2017; 2021; Adam et al., 2023).

A presenca de xenobidticos pode gerar distirbios genéticos e fisioldgicos nos
organismos, os quais podem ser identificados e quantificados por biomarcadores de efeito
(Pereira et al., 2014; Nobre et al., 2022). Estes efeitos podem ser subletais e precoces, podendo
ser detectados e revertidos ao cessar a acdo do agente estressor, antes que possam causar
futuramente impactos mais graves e persistentes na populagao ou comunidade local (Duarte et

al., 2020; Pinheiro et al., 2022; Souza et al., 2022).

O uso desses modelos biologicos (bioindicadores) pode revelar uma espécie como
“sentinela” ambiental, alguns deles, inclusive, apresentando importante fun¢do ecossistémica
(Pereira et al., 2014; Duarte et al., 2016; Pinheiro et al., 2017; Falcao et al., 2020). Os
biomarcadores de efeito em espécies sentinelas possibilitam um alerta precoce a toxicidade por
contaminantes, antes que aspectos cronicos possam ocorrer, entre eles danos genéticos mais
severos e persistentes, elevacdo da mortalidade, declinios populacionais (Adams, 1990;
Fishelson et al., 1999; Pinheiro et al.,2017; Adam et al., 2023), ou mesmo redugdes substanciais

na riqueza e diversidade bioldgica (Tavares & Carvalho, 1992; Abessa et al., 2001).

No entanto, para que uma espécie possa ser considerada uma boa sentinela ambiental é
necessario conhecer sua resposta basal aos biomarcadores de efeito em areas preservadas, bem
como a amplitude dessa resposta em comparacdo as areas mais impactadas, assegurando
sensibilidade a exposicao ou um efeito associado (Schwacke et al., 2013). Além disso, algumas

caracteristicas sdo de extrema importancia para que uma espécie possa ser utilizada como

69



sentinela ambiental, para garantir seu uso em um protocolo de monitoramento futuro, tais
como: (1) ser abundante e de facil amostragem; (2) apresentar ampla distribui¢do geografica;
(3) ser resiliente a bioacumulagdo de substancias toxicas; (4) ser preferencialmente endémica
ao ambiente analisado; e (5) apresentar reduzida mobilidade ambiental (Van der Schalie et al.,

1999; Basu et al., 2007; Schwacke et al.,2013; Pinheiro et al., 2017, 2022).

Neste sentido, alguns invertebrados marinhos tém sido confirmados como importantes
bioindicadores de contaminagdo, com destaque a alguns grupos taxonomicos ja empregados
como espécie sentinela. Entre eles, figuram os crustaceos, que detém excelente resposta em
estudos de biomonitoramento (Livingstone, 1998), em especial aqueles relativos aos
macrocrustaceos (p. ex., Aristeus antennatus — por Anto et al., 2009; Nephrops norvegicus —
por Anto6 et al., 2009; e Ucides cordatus — por Pinheiro et al., 2017, 2022).

Entre os crustaceos utilizados como sentinelas ambientais, merecem atengdo os
organismos que sao considerados “espécies-chave” de ecossistemas, devido a sua capacidade
de alterar parametros fisico-quimicos utilizados pela biota local (Birkeland, 1989; Jones ef al.,
1994). Neste sentido, os camardes-fantasma (Callianassidae) sdo macrocrusticeos
bioturbadores dos sedimentos em praias arenosas, alterando sua composi¢do quimica e textura
granulométrica (Berkenbusch & Rowden, 2003; Klerks et al., 2007). Entre elas figura
Callichirus corruptus, anteriormente reconhecida com a identidade Callichirus major, que €
endémica em toda a orla marinha brasileira (Hernaez et al., 2022).

O camardao C. corruptus possuil expressivo potencial como espécie sentinela da
qualidade ambiental, pois ¢ considerado um “engenheiro ecossistémico”, construindo suas
galerias em sedimentos arenosos, onde desempenham importantes funcdes ecoldgicas
(Rodrigues & Shimizu, 1997; Rosa et al., 2018; Hernéez et al., 2019). Suas galerias permitem
um grande fluxo hidrico e incorporacdo de matéria organica e poluentes aos sedimentos
(Berkenbusch & Rowden, 2003), interferindo, portanto, em alguns processos funcionais
importantes de praias arenosas marinhas (Souza et al., 1995; Rodrigues & Shimizu, 1997;
Constantino et al., 2024). Pelo exposto, o biomonitoramento de seus pardmetros fisioldgicos e
genéticos, por meio de biomarcadores de efeito, pode ser empregado como um método vidvel
a avaliacdo do status de qualidade ambiental desses ambientes (Livingstone, 1993; Souza et al.,
2022; Adam et al., 2023).

O uso de populagdes de espécies bem-adaptadas e estabelecidas em certo ambiente,
pode ser uma importante ferramenta para qualificar a sade ambiental, permitindo comparar

resultados de toxicidade com estudos ecoldgicos e de biodiversidade (Valbonesi et al., 2003;
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Pinheiro et al., 2021). Pelo conhecimento toxicolégico genético e fisioldgico, muitos autores
sugerem o uso de ensaios para estimar, precocemente, os efeitos de contaminantes aos
organismos. Isso pode ser obtido com ensaios genotodxicos (Pinheiro et al., 2017; Adam et al.,
2023) e citotoxicos (Duarte ef al., 2016; Souza et al., 2022).

O ensaio que quantifica o tempo de retencdo do vermelho neutro (NRRT), também
conhecido como avaliacdo da satide global, ¢ um biomarcador citotdéxico que exprime a satde
geral do animal por assegurar o tempo de funcionamento celular sem que ocorra a apoptose.
Assim, os menores valores obtidos estdo associados a ambientes contaminados, com o inverso
ocorrendo em ambientes preservados, onde o tempo de integridade pode chegar a horas (Buratti
et al., 2012; Duarte et al., 2016; Souza et al. 2022; Nobre et al., 2024).

Outro ensaio quantifica as macrolesdes aos DNA, pela frequéncia de células
micronucleadas em relagdo a mil analisadas (MN%o), sendo um ensaio genotoxico, gerando
aumento um aumento crescente das células micronucleadas em animais que vivem em
ambientes mais contaminados (Bolognesi & Hayashi, 2011; Duarte et al., 2017; Pinheiro et al.,
2017; Guimardes et al., 2021), bem como de valores reduzidos (basais) em ambientes
preservados (< 2 MN%o para caranguejos de manguezal — Pinheiro ef al, 2021). J& as
Anormalidades Nucleares (AN%o), quantifica diferentes categorias de deformagdes nucleares,
oriundas da alteracdo na posicao dos cromossomos, podendo revelar a sensibilidade de uma
espécie a exposicao agentes estressores ambientais, sendo considerado um teste complementar
ao ensaio de microntucleo (Serov, 2004; Adam et al., 2023).

Os resultados basais para estes trés biomarcadores, previamente quantificados em areas
preservadas, sdo de extrema relevancia como ferramenta de andlise, por serem valores de
referéncia confrontados aqueles de areas contaminadas (Pinheiro et al., 2017; Souza et al.,
2022; Adam et al., 2023), podendo variar interespecificamente com o estilo de vida e habito
alimentar da espécie (Pinheiro et al., 2021). Até o momento, nenhuma espécie de camarao-
fantasma ainda havia sido avaliada neste sentido, em especial C. corruptus, o que pode auxiliar
o processo de validacdo de seu uso como espécie sentinela da qualidade ambiental em praias
arenosas no Brasil.

Conhecendo a situagao ambiental do Litoral Centro de Sdo Paulo, onde se localiza a
cidade de Santos, aliada as caracteristicas bioecologicas do camardo-fantasma Callichirus
corruptus, espera-se que ela possa ser utilizada como sentinela ambiental de praias arenosas
marinhas no Brasil. Isto sera possivel pela determinacdo do nivel basal desses biomarcadores

de efeito na Praia da Juréia, considerada preservada, na Estagdo Ecoldgica Juréia-Itatins (ESEC
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Juréia-Itatins), contrastando tais resultados aos registrados para uma praia urbana e antropizada,

como a Praia de Santos.
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2. Objetivos e Hipoteses

2.1. Objetivo Geral

Quantificar o efeito genocitotoxico no camardo-fantasma Callichirus corruptus, em
duas praias arenosas que contrastam quanto ao seu histoérico de impacto antropico (praia urbana
/ impactada vs. praia preservada), com identificacdo dos niveis basais para dois biomarcadores
de efeito, com possivel validagdo desse macrocrustdceo como uma espécie sentinela da

qualidade ambiental.

2.2. Objetivos Especificos

*  Quantificar os danos citotoxicos pelo tempo de retencao do vermelho neutro (NVRRT), para
individuos de C. corruptus em duas praias arenosas no Estado de Sao Paulo (Brasil), que
contrastam quanto a sua qualidade ambiental (Praia de Santos: urbana e impactada vs. Praia

da Juréia: preservada);

*  Quantificar os danos genotoxicos pela frequéncia de células micronucleadas (MN%o),
complementadas pela frequéncia de anormalidades nucleares (AN), para individuos de C.
corruptus em duas praias arenosas no Estado de Sao Paulo (Brasil), que diferem em relagao
ao seu status ambiental (Praia de Santos: urbana e impactada vs. Praia da Juréia:

preservada);

«  Avaliar o potencial uso de C. corruptus como espécie sentinela de qualidade ambiental em
praias arenosas marinhas, comparando valores registrados para dois marcadores de efeito
genotdxico (ensaio micronucleo) e citotdoxico (ensaio vermelho neutro), bem como para
anomalidades nucleares, pelo confronto dos niveis basais verificados em ambiente
preservado (Praia da Juréia), em relacdo a um ambiente urbano e antropizado (Praia de

Santos).
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2.3. Hipoteses

» Hipdtese I: Na Praia de Santos (ambiente urbano e antropizado) o tempo de
retencdo de vermelho neutro (NRRT) para C. corruptus apresenta valor médio
< 60 min, contrastando significativamente daquele registrado na Praia da Juréia
(ambiente pristino) para esta mesma espécie, que minimamente correspondera ao

dobro deste tempo (= 120 min);

» Hipdtese II: A frequéncia de anormalidades nucleares ¢ significamente maior em
um ambiente com estresse ambiental (S7), quando comparado a um ambiente com

maior preservagao (JUR);

* Hipotese III: A frequéncia basal de células micronucleadas para C. corruptus na
Praia da Juréia (ambiente pristino) apresenta valor médio < 2 MN%o, diferindo
significativamente do valor médio registrado na Praia de Santos (ambiente urbano e

antropizado).
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3. Materiais e Métodos

3.1 Area de Estudo

Vide topico “Introducdo Geral e Descri¢do da Area de Estudo”.

3.2 Delineamento Amostral

O projeto foi delineado para duas praias arenosas, sendo uma delas urbana e antropizada
(STS: Praia de Santos) e a outra preservada (JUR: Praia da Juréia). Para cada praia foram
estabelecidos trés setores amostrais (A, B e C — vide Fig. 2 — Capitulo I). Em cada setor foi
efetuada uma amostragem aleatoria com reposi¢do, para uso de 12 camardes destinados as
analises do biomarcador citotdéxico (NRRT, Ensaio Vermelho Neutro). Para o biomarcador
genotdxico (MN%o, Ensaio de Micronucleo), como também para a analise complementar de
anormalidades nucleares (4N%o), foram selecionadas as laminas de cinco animais por setor,
conforme realizado no trabalho de Duarte et al. (2016), compreendendo duas

laminas/exemplar/ensaio.

DELINEAMENTO AMOSTRAL POR SETOR PRAIAL

Analise Citotoxica Analises Genotoxicas
(Ensaio de Tempo de Retengio de (Ensaio de Microntcleo ¢

Vermelho Neutro) Anormalidades Nucleares)

Réplica b
N

SETOR PRAIAL

“ibidd | dbn
ARARR °

Réplica b

(O Exemplares nio selecionados
AN%,

Réplica a
NRRT

@ Eemplares selecionados para o ensaio NRRT

Exemplares do ensaio de NRRT, selecionados para
. o ensaio de MN%o e anilise complementar de AN%o,

Figura 1. Delineamento amostral empregado em cada um dos trés setores praiais amostrados
nas duas praias arenosas (Santos e Juréia). Siglas: AN%o., Anormalidades Nucleares; MN%o,
Ensaio Micronucleo; NRRT, Ensaio do Tempo de Retencdo do Vermelho Neutro. Formas:
Hexéagonos brancos, exemplares ndo selecionados; Hexdgono Vermelho, exemplares
selecionados para o ensaio NRRT; e Hexagonos Multicoloridos, exemplares do ensaio de NRRT,
selecionados para os ensaios MN%o, bem como AN%o.
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3.3. Amostragem de Callichirus corruptus

Vide topico “3.4. Amostragem de Callichirus corruptus”, presente no Capitulo I
“Contaminacao por metais no Camarao-Fantasma Callichirus corruptus e nos sedimentos de

duas praias arenosas do Estado de Sao Paulo, com diferentes niveis de antropizagdo.”

3.4. Biometria de Callichirus corruptus

Vide topico “3.5. Biometria de Callichirus corruptus”, presente no Capitulo I
“Contaminacdo por metais no Camarao-Fantasma Callichirus corruptus e nos sedimentos de

duas praias arenosas do Estado de Sao Paulo, com diferentes niveis de antropizagdo.”

Quadro 1. Classificagao do estado de satide dos exemplares de Callichirus corruptus.

Estado de Classificacio Postura do Batimento / Movimento Movimento dos
Saude (%) ¢ Exemplar dos Pleépodos Pereiopodos
100 - 75% Otima Regido Dorsal Muito frequente Muito frequente

para cima
75 - 50% Boa Regido Lateral Pouco frequente Pouco frequente
para cima
50 —25% Regular Regido Latera? ou Fraco Fraco
Ventral para cima
25-0% Péssima Regido Latera@ ou Ausente Ausente
Ventral para cima

3.5. Preparagdo para as Analises Citogenotoxicas

As laminas de microscopia utilizadas nos dois ensaios foram previamente lavadas com
solucdo de detergente (Extran Acido® 10%) e, em seguida, com 4gua deionizada em abundancia,

para a remoc¢ao da solucdo anterior. Posteriormente, as laminas foram secas em temperatura

ambiente e reservadas para uso.

Para o desenvolvimento da analise de Genotoxicidade (Ensaio Micronucleo, MN%o),

complementado pela anéalise de Anormalidades Nucleares (AN%o), foram realizadas 02 1aminas
com esfregaco de hemolinfa/exemplar, considerando cinco exemplares/setor (n=15

laminas/praia). Cada lamina foi devidamente identificada com o nome da praia (ST, Santos; ou
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JUR, Juréia), setor praial (4, B ou C), nimero do animal (1 a 5) e réplica amostral (lIamina: a ou
b), resultando em um codigo (p. ex., STS-B-3a), sendo selecionada no final apenas cinco ldminas

para analises desses ensaios.

Para a analise de citotoxicidade (Ensaio Vermelho Neutro, NRRT), cadalamina jalavada

e seca recebeu em sua face de trabalho 10 puL de Poly-L-lisina diluida em agua destilada
(proporgao 1:10), espalhados homogeneamente por toda a superficie, com posterior secagem
em temperatura ambiente. Para essa analise foram realizadas 02 laminas com esfregaco de

hemolinfa/exemplar, considerando 12 exemplares/setor (n=36 exemplares/praia).

Para cada setor praial foram selecionados, aleatoriamente, 12 exemplares por setor (vide
item “Delineamento Amostral”), que foram submetidos a pun¢ao de 0,25 mL de hemolinfa
com o auxilio de seringa (1 mL), munida de agulha 21 Gauge (0,8x40mm), para evitar danos
aos hemocitos. Em cada seringa também foram colocados 0,25 mL de solugdo anticoagulante
(vide Adam et al., 2023), adaptada a partir da formulacdo de Durliat & Vranckx (1981) e
Soderhall & Smith (1983), para crusticeos decapodos.

Para cada animal em andlise, apos leve homogeneizagdo da hemolinfa (0,25 mL) e
solugdo anticoagulante (0,25 mL), a agulha da seringa foi removida e uma gota utilizada para
o teste de genotoxicidade — vide o topico “Ensaio Micronucleo (MN%o)” — enquanto o contetido
restante da seringa (~ 0,45 mL) foi transferido para um Eppendorf (2 mL), para analise da

citotoxicidade deste mesmo exemplar — vide topico “Ensaio Vermelho Neutro (NRRT)”.

3.6. Ensaio Micronucleo (MN%o)

Apos os preparativos iniciais para o Ensaio Micromicleo - MN%o (vide item “Preparagdo

para as Andlises Citogenotoxicas”™), as laminas seguiram o processamento modificado de
Scarpato et al. (1990), ja empregado com sucesso para o caranguejo de manguezal Ucides

cordatus por Nudi et al. (2010) e Pinheiro ef al. (2013, 2017 e 2021).

Uma gota da hemolinfa de cada animal foi depositada proxima a uma das extremidades
da lamina histologica (n=2 laminas/exemplar — réplicas a e b), sendo imediatamente submetidas
a um esfregaco com uma lamina de arrasto. Em seguida, as laminas com esfregagos foram
dispostas sobre a bancada, para secagem a temperatura ambiente (30 min). Na sequéncia foram

fixadas em Solu¢do Carnoy (metanol + acido acético, na propor¢ao 3:1, por 20 min) e,
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novamente, dispostas para secagem ao ar (~ 30 min). A coloracdo das laminas ocorreu em
cubetas de histologia (12 min), com solu¢do de Azul Eosina de Metileno segundo Giemsa
(Merck® 1.09204.1022), sendo em seguida lavadas com 4gua deionizada em abundancia,
finalizando com nova secagem (30 min). Se necessario a lamina recebeu uma laminula
(24x32mm), aderida com Entellan® Merck®, sendo guardadas em laminario apds totalmente

secas (=~ 48 h).

A identificacdo e quantificagdo das células micronucleadas por 1.000 analisadas (MN%o)
foi efetuada para cada animal, por observagao de suas duas laminas, que foram levadas a um
microscopio éptico comum (Axiolab® Zeiss®), sob o aumento de 1.000x. Durante as analises
cada lamina o esfregaco foi percorrido num trajeto em zig—zag, com a contabilizagdo do total
de hemocitos micronucleados em relagdo a 1.000 hemocitos avaliados, com auxilio de um
contador manual. Os microntcleos foram reconhecidos segundo as caracteristicas propostas por
Countryman & Heddle (1976) e Souza et al. (2022), a saber: (1) tamanho < 1/3 do ntcleo
celular; (2) auséncia de ligagdo ao ntcleo celular; e (3) coloragdo (roxa) similar a do nticleo, mas
podendo possuir tonalidade mais clara. Além disso, esses autores recomendam desconsiderar

na contagem as células micronucleadas que apresentem mais do que trés micronucleos.

Embora a frequéncia basal das células micronucleadas em crustdceos decapodos possa
diferir interespecificamente, segundo o estilo de vida e héabito alimentar (Pinheiro et al., 2021),
geralmente ¢ < 2 MN%o. Tal informagao, associada a uma gradag¢do dos valores assumidos por
este biomarcador génico, pode ser utilizada para categorizar a qualidade ambiental de um local,
conforme proposto por Duarte ef al. (2017) e Pinheiro et al. (2017), neste caso utilizando Ucides

cordatus como espécie sentinela de manguezais.

3.7. Anormalidades Nucleares (AN%o)
As laminas citadas no topico anterior também foram empregadas na quantificacao de

anormalidades nucleares (4N%o), cada uma delas quantificada e expressa como frequéncia em

relagdo a 1.000 hemocitos analisados.
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Figura 2. Anormalidades nucleares encontradas nos individuos de C. corruptus. Onde: A,
Nucleo Normal (NO); B, Binucleada (B/); C, Nucleo Bolhoso (BL); D, Broto Nuclear (NB); E,
Nucleo Lobado (LB); F, Micronucleo (MN); G, Nucleo Entalhado (NN),; H, Retracao Nuclear
(RN); I, Nucleo Vacuolado (V'N); J, Nucleo Fragmentado (FN).
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Segundo Carrasco et al. (1990), Souza & Fontanetti (2006) e Adam et al (2023), tais
anormalidades nucleares sdo apresentadas com diferentes morfotipos génicos em funcao do
estresse sofrido pelos individuos, conforme seguem: (1) Nicleo Normal (NO), nicleo sem
alteragdes quanto a sua delimitag¢do, condi¢ao interna ou associagao a outras estruturas em base
de DNA; (2) Binucleada (BI), presenca de dois nucleos; (3) Nicleo Bolhoso (BL), nicleo com
pequena evaginacgao do envelope nuclear, contendo eucromatina ou heterocromatina mais densa
(escura); (4) Broto Nuclear (NB), nucleo apresentando prolongamento nuclear em uma
direcao; (5) Nucleo Lobado (LB), nicleo com evaginagdes maiores em relacao a BL, mas sem
o mesmo detalhamento estrutural; (6) Nicleo Entalhado (NN), nucleo apresentando uma fenda
de largura uniforme, que se estende até o interior do nucleo; (7) Nicleo Vacuolado (VN),
nucleo apresentando em seu interior um vazio bem definido (cor branca ou similar), desprovido
de qualquer material; e (8) Nicleo Fragmentado (FN), nicleo extremamente fragmentado,

apresentando varias evaginagdes ou com o material nuclear disperso no citoplasma adjacente

(Fig. 2).

3.8 Ensaio de Tempo de Retengdo de Vermelho Neutro (NRRT)

A integridade lisossomal foi observada por adaptacao do método descrito inicialmente
por Lowe et al. (1995), para moluscos bivalves, ja tendo sido aplicado com sucesso para
macrocrustaceos, como o Ucides cordatus (vide Pinheiro et al., 2017; Duarte et al., 2017; ¢
Souza et al., 2022).

As amostras de hemolinfa nos eppendorfs passaram por um periodo de descanso (~ 15
min), quando foi preparada uma solugdo de trabalho de vermelho neutro (vide Adam et al.,
2023). Apos o tempo de descanso, foram pipetados 40ul da solucdo de hemolinfa do
eppendorf, em cada lamina previamente tratada com Poly—L-lisina (02 laminas por animal:
réplicas a e b), as quais foram mantidas em camara imida escura. Em seguida, 40uL da solucao
de trabalho de vermelho neutro foi adicionado a cada lamina, sendo misturado aos 40uL de
hemolinfa, seguido de mais um tempo de descanso (~ 15 min). Decorrido este prazo, cada lamina
recebeu uma laminula (24x32mm) com a solucdo extravasada pelas laterais da laminula
absorvidos com auxilio de um papel de filtro.

As laminas foram dispostas sob microscopio 6tico comum e avaliadas a cada 15 minutos,
durante a primeira hora, e, se necessario, a cada 30 minutos, numa segunda hora de andlise, até

no maximo duas horas de avalia¢dao. No inicio da observagao, as c¢lulas foram focalizadas sob
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o aumento de 10x, passando, em seguida, para400x. A observacao também contou com redugao
na luz incidente, para melhor visualizagdo celular e menor degradacdo fética do vermelho
neutro. O tempo de retengdo do vermelho neutro (NRRT) pelos lisossomos, foi estabelecido até
ser detectado algum efeito deletério do DMSO combinado ao vermelho neutro, sempre sendo
considerado o periodo temporal anterior ao de apoptose celular.

Durante as analises foram avaliados somente hemocitos dos tipos granulécito e semi—
granulocito, por critérios que caracterizam o estresse celular aos contaminantes, conforme
estabelecido por Lowe et al. (1995) e Souza et al. (2022), a saber: (1) Células sauddaveis, mais
alargadas, apresentando formato irregular € com um elevado nimero de lisossomos pequenos
e rosados; e (2) Células estressadas, mais pequenas ¢ com formato arredondado, apresentando
um baixo nimero de lisossomos grandes, que podem apresentar variagdo cromatica, desde tons

de laranja, vermelho e marrom.

3.9. Matriz de Associacdo

Com intuito de realizar a andlise de componentes principais (PCA) e os testes de
correlagdes adequado (Pearson ou Spearman), foram construidas duas matrizes com as
variaveis de biomarcadores e concentracdes metalicas (animal e sedimento). Para a construgdo
da Matriz I — Metais no Sedimento e Biomarcadores (06x10), os dados foram organizados
em 06 linhas (01 amostra por setor: 03 setores JUR + 03 setores STS) vs. 10 colunas (07
variaveis metalicas: As, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V, Zn; tempo de retencdo de vermelho neutro
NRRT; micronucleo: MN; e anormalidades nucleares: AN). Por outro lado, a Matriz Il — Metais
no C. corruptus e Biomarcadores (30x11), teve sua construgdo através de 30 linhas (05 por
setor= 15 individuos JUR + 15 individuos STS) vs. 11 colunas (08 variaveis metalicas: As, Cd,
Cr, Cu, Mn, Pb, V, Zn; tempo de retengdao de vermelho neutro: NRRT; microntcleo: MN; e

anormalidades nucleares: AN).

Devido as diferentes ordens de grandeza das varidveis de cada matriz, elas foram

inicialmente log-transformadas por Y = Log(X+1), para uma padronizacao anterior as analises.
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3.10. Anadlises Estatisticas

Os dados coletados foram digitados e organizados em planilhas eletronicas do Microsoft
Excel® 2019, enquanto o R Studio v. 1.4.1106 (Ihaka & Gentleman, 1996) foi empregado para
as analises estatisticas e construgdo de graficos.

As varidveis de biomarcadores de efeito (MN%o e NRRT), assim como o teste
complementar (4AN%o) foram previamente submetidas aos testes de pressupostos de
homogeneidade das variancias de Levene (L) e de normalidade de Shapiro-Wilk (SW). Para os
dados confirmados como homocedésticos e normais (p > 0,05), foram submetidos a testes
paramétricos ANOVA (F) ou teste-t de Student (t), para confronto das médias de um mesmo
pardmetro entre individuos ou numa abordagem entre as duas praias (S7S vs. JUR),
respectivamente. Porém, os dados confirmados como nao normais e heterocedasticos (p <0,05),
foram sujeitos a testes nao paramétricos Kruskal-Wallis (H) ou Wilcoxon (#), confrontando as
medianas de uma mesma variavel.

O efeito genotdxico para C. corruptus também foi avaliado para cada praia, em fungao
do valor basal registrado por Pinheiro et al. (2021), para crustaceos decapodos em uma area
preservada (< 2 MN%o), sendo outras areas consideradas contaminadas se os valores obtidos
forem superiores a este. Os mesmos procedimentos foram realizados com os dados de
citotoxicidade (NRRT), neste caso confrontando os dados as categorias propostas por Duarte ef
al. (2017), visando, assim, qualificar ambientalmente as praias analisadas.

Foi realizado uma andlise de componentes principais (PCA), para identificar as
possiveis relagdes entre as varidveis, seja quanto a sua intensidade (tamanho do vetor) como
direcdo (sinergia ou antagonismo). As relacdes também foram avaliadas, tendo sempre a
variavel dependente (eixo Y), em funcdo da varidvel independente (eixo X). Dessa forma, temos
as seguintes relacdes (n=30 cada), como seguem: (1) NRRT vs. MN%o; (2) NRRT vs. AN%o; €
(3) MN%o vs. AN%o. Os pontos empiricos foram representados pelo modelo matematico de
melhor ajuste, avaliado pelo coeficiente de determinacio (R?), possibilitando a interconversio
entre variaveis, caso o modelo gerado apresente R? > 0,70.

O valor citotdxico (NRRT) (variavel dependente) para cada um dos exemplares de C.
corruptus (n=72) também foi relacionado a respectiva concentracdo total para cada elemento
metalico (varidvel independente), aqui expressa pela soma das concentragdes no
hepatopancreas, gonadas e musculatura em cada um desses animais (vide Capitulo I da presente
dissertacdo). Estes pares ordenados foram submetidos a uma anélise de regressao, seguindo o

mesmo procedimento ja descrito anteriormente quanto ao ajuste. O mesmo procedimento foi
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efetuado quanto aos danos genotoxicos (MN%o € AN%o) em relagdo a concentragdo dos metais
(n=30). Além disso, esta mesma matriz de dados foi submetida a uma andlise de associacao,
utilizando como parametro de resposta o coeficiente de correlagdo linear de Pearson (r), caso
a relagdo seja melhor expressa por modelo linear, ou o coeficiente de correlagdo de Spearman
(p), se 0 modelo nao for linear. O mesmo processo também foi realizado contrastando os dados
médios de cada biomarcador (MN%o e NRRT), assim como o teste complementar de AN%o,
(variaveis dependentes), de cada setor praial (A, B e C), relacionando com a concentragao
metalica de cada metal nos sedimentos arenosos (n=6) do respectivo setor.

Uma andlise de propor¢do entre as anormalidades nucleares também foi efetuada,
utilizando uma andlise de propor¢des multinominais para cada uma das AN%o (BI, BL, FN, MN,
NB, NN, RN e V'N), assim como para o total de AN%o, seguindo a equacao (Total de AN * Total
de células) / Total de células analisadas. Para isso, foi comparada a frequéncia observada entre
as varidveis categoricas de cada AN vs. Locais (JUR e STS), comparando cada categoria com a
frequéncia esperada (FE), utilizando o teste de Qui-quadrado de Pearson, com posterior teste
de corre¢dao de continuidade de Yates e ajuste do valor de p pelo método de Bonferroni. Para
realizacdo do teste ainda foram consideradas algumas restrigdes, os dados precisam possuir: (1)
n>20; (2) FE>1; e (3) quando 20 <n <40, a FE tem que ser FE > 5.

Todas as analises foram avaliadas considerando um nivel de significancia estatistica

minimo de 5%.
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4. Resultados

4.1. Ensaio de Tempo de Reteng¢do de Vermelho Neutro (NRRT)

O tempo médio de retengdo do vermelho neutro pelos hemécitos de C. corruptus
diferenciou significativamente entre as praias (W = 11,4; p <0,01), com JUR (100 £ 24 min)
correspondendo a quase o dobro do tempo registrado em STS (59 + 29 min) (Fig. 3). Dessa
forma, os exemplares da Juréia possuem NRRT, sendo considerados camardes com uma maior

resisténcia lisossomica, apresentando também, uma maior saide global, quando contrastadas

aos individuos de Santos.

150 -
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50 -
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JUR STS
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Figura 3. Citotoxicidade de C. corruptus, medida pelo tempo de retencao de vermelho neutro
(NRRT, em minutos), em hemocitos de fémeas coletadas na praia da Juréia (JUR, em verde) e
de Santos (STS, em vermelho), com registros obtidos em novembro e dezembro/2022,

respectivamente.

Quando analisado a diferenca do biomarcador NRRT entre os setores praiais, atraveés de
um teste de Kruskal -Wallis, foi observado que ndo existe diferenca significativa entre os
setores (A =95 min; B = 102,5 min e C = 102,5 min) entre os individuos da praia da Juréia (H
= 0,51; p = 0,77). Ja para os exemplares da praia de Santos, foi identificado uma diferenca

significativa (KW = 2,58; p = 0,01) entre os individuos dos setores A ¢ B (79 e 45 min,
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respectivamente), no entanto, ndo foi observado diferengas entre os outros setores (H < 0,06; p
>0,06).

4.2. Ensaio de Anormalidades Nucleares (AN%o)

Através do ensaio de anormalidades nucleares foi identificado uma diferenca
significativa entre oito anormalidades identificadas (BI, LB, MN, RN, VN e FN: W < 54;p <
0,02; BL e NN:t>2,9), sendo 89 % superior para os individuos de S7S, quando comparado aos
exemplares de JUR (Tab. 1), ndo apresentando diferenga apenas para o broto nuclear (NB) (JUR
=2349 %o; STS=29+ 16 %0) (t=1,4; p=0,18). A maior diferenga apresentada foi apontada
para as malformacgdes retragdo nuclear (RN), nucleo vacuolado (VN) e nucleo fragmentado

(F'N), apresentando frequéncias de 2,2 a 18 vezes maiores nos camardes de Santos.
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Figura 4. Graficos de barras comparando as frequéncias de Anormalidades Nucleares (B,
Binucleada; BL, Nucleo Bolhoso; FN, Nucleo Fragmentado; LB, Nucleo Lobado; NB, Broto
Nuclear; NN, Nucleo Entalhado; RN, Retracdo Nuclear; VN, Nucleo Vacuolado; MN,
Micronucleo; e AN, Anormalidades Nucleares;) em 30 amostras de hemolinfa dos camardes C.
corruptus entre as praias da Juréia (JUR: verde) e de Santos (S7S: Vermelha), em novembro e
dezembro/2022, respectivamente. Onde: Nao Aplicavel (na), representam dados que nao
possuem os requisitos minimos para teste do Qui-quadrado; Nao Significativo (ns), sdo os dados
cujo valor de p > 0,05; *, valor de p < 0,05 e **, valor de p < 0,01; todos referentes ao teste do
Qui-quadrado.
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Tabela 1. Comparagdo entre os biomarcadores Citotoxicos (NRRT, Tempo de Retencdo de
Vermelho Neutro, dado em minutos) e Genotoxicos (B/, Binucleada; BL, Nucleo Bolhoso; NB,
Broto Nuclear; LB, Nucleo Lobado; MN, Microntcleo; NN, Nucleo Entalhado; RN, Retragao
Nuclear; VN, Nucleo Vacuolado; FN, Nucleo Fragmentado, dado em frequéncia por %o0) em
amostras de hemolinfa dos camardes C. corruptus de duas praias (JUR, Juréia; e STS, Santos),
em novembro e dezembro/2022, respectivamente. Onde: Min, minimo; Max, maximo; X,
média; s, desvio padrio; t, teste t; W, teste de Wilcoxon; X2, Qui-quadrado.

Biomarcadores . Qui- Test-t (1),
Citogenotéxicos Local N Min Max X=Es qu?;d(rza;do Wl;(\:)(\)/;“)n
w6 @ omeE o w
B {gg E 8 51; 03 i 03 na - W:285
BL s 1s a9 13 saessn PBT 629
JUR 15 11 39 23 + 09
> NBers s 9 60 29i162 0,49 t14
JUR 15 39 103 65+ 16
§ LB s 15 3 i opaagy M7 WSS
3
S W o us as w4 aann T2 €59
e
SR G a3 1 s ayanpy 205 Wens
E JUR 15 31 100 067 +26
- M s s 31a09 b AT Wi
= +
WL e
+
T

Total JUR 15 185 316 240+ 46 a
AN STS 15 344 589 465+60 b

Medidas de tendéncia central de um mesmo biomarcador, seguido por letras distintas, diferiram significativamente entre as
praias em estudo (p < 0,05), em relag@o ao teste estatistico estabelecido (teste t ou Wilcoxon); na, representam dados que
ndo possuem os requisitos minimos para teste do Qui-quadrado; *, valor de p significativo a p < 0,05 e **, valor de p
significativo a p <0,01.

109,92 **  W:0

Através do teste do Qui-quadrado, foi possivel observar que existe diferenga
significativa na proporcao de cinco anormalidades nucleares (BL, LB, NN, RN e VN: X2 >4,67;
p < 0,03) entre os exemplares das praias de Santos e Juréia, assim como para o total de AN%o
(X?=109,92; p = 2,2'%-1%) (Fig. 4). Para a anormalidade NB, nio foi identificado discrepancia
entre as proporgdes (X> = 0,71; p > 0,48), enquanto para BI, FN e MN, nio foi possivel aplicar
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o teste devido as amostras ndo atingirem um N > 20, requisito minimo para aplicabilidade do
X2

Quando comparamos o total de AN%o entre os individuos das duas praias estudadas, foi
observado que os camardes da Juréia (240 £ 46 %o) apresentam uma frequéncia 1,9 vezes
inferior aos valores encontrados nas amostras de hemolinfa os individuos de Santos (465 + 60
%0), sendo assim, os exemplares de STS possuem uma maior genotoxicidade perante essa
analise (W =0; p <0,01).

Os camardes da praia de Santos apresentaram a seguinte hierarquia de anormalidades
nucleares VN (32,6 %) > LB (19,9 %) > BL (18,1 %) > NN (10,6 %) > NB (6,3 %) > RN (5.8
%) > FN (3,9 %) > MN (2,6 %) > BI (0,2 %), enquanto os exemplares da Juréia possuem a
organiza¢do hierarquica VN > LB > BL > NN > MN > RN > FN > BI, representada pelas
porcentagens (27,9 %; 27,1 %; 21,7 %; 10,4 %; 2,1 %; 0,8 %; 0,4 %; 0; respectivamente),
ocorrendo a troca das variaveis MN, RN ¢ FN, em relagao aos individuos de STS. Para ambas
as praias, foram registrados maiores niveis de VN, LB ¢ BL, sendo o Bl a anormalidade de menor

frequéncia.

4.3. Ensaio de Micronucleo (MN%o)

Quando comparamos a frequéncia de MN%o entre os camardes C. corruptus das duas
praias estudadas, foi observado que os exemplares de Santos (12 = 4 %o) possuem valores
significativamente superior (W = 0; p < 0,01) aos apresentados pelos individuos da Juréia (5 +
1 %o), possuindo uma relacdo 2,4 vezes maior em STS, apontando assim uma menor
genotoxicidade nos animais de JUR (Fig. 5).

No que diz respeito ao biomarcador MN%o, foi observado através da Andlise de
Variancia (Kruskal - Wallis), que ndo existe diferenca na frequéncia de micronucleo entre os
individuos dos setores amostrais da Juréia (A: 5 %o; B: 6 %0; € C: 5 %0) (KW = 1,37; p = 0,50),
assim como para os exemplares de Santos (A: 14 %o; B: 11 %o; € C: 9 %0) (KW =4,74; p =
0,09).
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Figura 5. Genotoxicidade de C. corruptus, medida pelo ensaio de microntcleo (Mn%o), em
células da hemolinfa de fémeas coletadas na praia da Juréia (JUR, em verde) e de Santos (ST,
em vermelho), com registros obtidos em novembro e dezembro/2022, respectivamente.

4.4. PCA e Andlise de Associa¢do: Biomarcadores e Metais no Sedimento.

Através da andlise de componentes principais (PCA), foi identificado que 96,6% da
variancia dos dados, foram explicados pelas componentes principais PCI e PC2. A anélise
revelou que as varidveis AN%o e MN%o possuem ligacdo com a concentragdo dos metais (4s,
Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V e Zn) presentes no sedimento (vide Capitulo I), apontando que os danos
genéticos estdo associados as concentracdes metalicas do ambiente antropizado (S7S). Quando
comparamos as variaveis metalicas com o NRRT, a anélise mostra sua associagdo inversa com
a concentragdo de metais no ambiente, revelando que os individuos de um ambiente preservado
(JUR), apresentam um maior tempo de retengdo, e, consequentemente, animais com maior

saude global (Fig. 6).
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Figura 6: Analise de componentes principais com dados citotoxicos (NRRT, tempo de retengao
de vermelho neutro), genotdxicos (AN%o, anormalidades nucleares; MN%o, microntcleo) e
concentracdes metalica (4s, arsénio; Cr, cromo; Cu, cobre; Mn, manganés; V, vanadio; Pb,
chumbo; Zn, zinco), em amostras de sedimento arenoso coletados nas praias da Juréia (JUR) e
Santos (ST) obtidas em novembro e dezembro/2022, respectivamente, em trés diferentes setores
(A, B, O).

A analise de associagao entre os biomarcadores e a concentragao de metais no sedimento
(4s, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V e Zn) (Fig. 7-A), revelou que MN%o apresentou associagdo positiva
e significativa com todos os elementos metélicos (r>0,77; p <0,01), sendo observado o mesmo
para a variavel AN%o (r > 0,71; p <0,01). J& no caso do NRRT, foi observado uma associacao

inversa com as concentragoes metalicas nessa matriz abidtica (r <—0,67; p < 0,01).
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Figura 7. Correlagdo de Pearson entre as variaveis citotoxicas (NRRT, tempo de retencdo de
vermelho neutro) e genotdxicas (AN%o, anormalidades nucleares; MN%o, microntcleo), em
amostras de hemolinfa nos individuos de Callichirus corruptus das praias da Juréia (JUR) e
Santos (S7S), obtidas em novembro e dezembro/2022, respectivamente, comparando com: A:
Concentragdoes metalicas em amostras de sedimentos arenosos (4s, arsénio; Cr, cromo; Cu,
cobre; Mn, manganés; Ni, niquel; Pb, chumbo; V, vanadio; Zn, zinco); ¢ B: Concentracdes
metdlicas nos individuos C. corruptus (As, arsénio; Cd, cadmio; Cu, cobre; Cr, cromo; Mn,
manganés; Ni, niquel; V, vanadio; Zn, zinco). Obs.: espacos em branco representam correlagdes
ndo significativas, com valor de p > 0,05.

4.4. PCA e Andalise de Associa¢do: Biomarcadores e Metais nos Tecidos do Camardo

Pela analise de componentes principais (PCA) foi verificado que 80,6 % da variancia
dos dados foi explicada pelas componentes principais PC1 e PC2 (Fig. 8). A andlise revelou
que as variaveis genotoxicas (AN%o € MN%o) e citotoxica (NRRT) foram antagbnicas,
direcionando o maior tempo de funcionamento lisossomal a JUR, consequentemente, onde
ocorreu uma maior saude global dos exemplares. Na andlise também se confirma os
biomarcadores genotdxicos (AN%o € MN%o) dos camardes direcionados a ST, onde ocorreu foi
registrada a maior genotoxicidade nos individuos. O grafico aponta, ainda, uma associagao

entre o acimulo de metais nos tecidos de C. corruptus da Juréia e o NRRT.
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Figura 8. Analise de componentes principais com dados citotoxicos (NRRT, tempo de retencao
de vermelho neutro), genotoxicos (AN%o, anormalidades nucleares; MN%o, micronucleo) e
concentracdes metalicas (4s, arsénio; Cd, cadmio; Cr, cromo; Cu, cobre; Mn, manganés; V,
vanadio; Zn, zinco), em amostras de hemolinfa coletadas nos individuos de C. corruptus das
praias da Juréia (JUR) e Santos (S7) obtidas em novembro e dezembro/2022, respectivamente,
em trés diferentes setores (A, B, C).

A analise de associagdo envolvendo o biomarcador citotoxico (NRRT) e as variaveis
genotoxicas (MN%o e AN%o) (Fig. 7-B) revelou uma associacdo negativa e significativa
(r=-0,81¢-0,93; p<0,01, respectivamente), enquanto as variaveis genotoxicas entre si (MN%o
vs. AN%o), indicam o inverso (r=0,94; p <0,01). No Capitulo I, em andlise do efeito citotdxico
(NRRT) pela concentragdo de metais (4s, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V e Zn) no camardo, foi
confirmada uma correlagdo positiva e significativa com quatro dos elementos metalicos (4s,
Cr,CuelV:.r>0,64; p <0,01), sendo observado o inverso quando em andlise do efeito
genotoxico para micronucleos (MN%o vs. Metais no Camarao: r <—0,66; p < 0,01) como para
o efeito genotoxico para anormalidades nucleares (AN%o vs. Metais no Camardo: r < —0,60; p

<0,01).
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5. Discussao

Os resultados do presente estudo indicaram diferencas significativas na satde dos
camardes Callichirus corruptus coletados nas praias de Santos e Juréia, refletindo os diferentes
niveis de contaminacao ambiental entre os locais estudados. O Ensaio de Tempo de Retengao
de Vermelho Neutro (NRRT) revelou que os camardes da Juréia, apresentaram uma estabilidade
celular em relacdo aos de Santos, sugerindo que nessa primeira area os animais estao sujeitos a
uma menor exposicao aos contaminantes € maior resisténcia fisioldgica. O ensaio genotoxico
(MN%o), assim como o teste de AN%o, revelaram frequéncias mais elevadas de microntucleos e
anormalidades nucleares, respectivamente, nos individuos de Santos, indicativos de danos
genéticos severos, certamente associados a poluigdo ambiental, conforme documentado em
estudos anteriores. A PCA e andlise de associacdo entre as varidveis genotoxicas € as
concentragdes metalicas no sedimento apontaram uma correlagdo positiva, independente do
biomarcador ou teste complementar (MN%o € AN%o: t > 0,71; p < 0,01), comprovando como
efeito dos metais as macrolesdes ao DNA, mais evidentes no ambiente antropizado (S7S). Ja
para o marcador citotoxico (NRRT) houve efeito negativo dos elementos metalicos (r <—0,67;
p < 0,01), mostrando maiores valores ¢ funcionamento celular no ambiente mais preservado
(JUR). Por outro lado, foi constatada uma associagao positiva e significativa do NRRT, como
efeito da concentragdo de quatro elementos metalicos (4s, Cr, Cu e V) em C. corruptus,
evidenciando que eles ndo afetaram a satide dos individuos dessa espécie na Juréia. Analisando
os mesmos metais, foram observadas associagdes negativas significativas com as variaveis
genotoxicas (MN%o e AN%o) e apontando que esses metais ndo foram os elementos
responsaveis pelos danos genéticos registrados em Santos, o que poderia ser explicado por
outros metais ndo avaliados, assim como outros xenobioticos (p. ex., PCBs, bifenilos
policlorados; POCs, pesticidas organoclorados; e HPAs, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos). Dessa forma, o estudo destaca a vulnerabilidade do camardo-fantasma em praias
localizadas em areas com maior adensamento populacional humano, demonstrando a
importancia da preservacdo de areas menos impactadas como a Estacdo Ecologica Juréia-
Itatins, aqui denominada JUR, a fim de garantir a integridade bioldgica local. A comparagao
entre as localidades ndo apenas evidencia os efeitos adversos da poluicao na Praia de Santos,
mas também sugere que medidas de gestdo ambiental mais rigorosas sejam essenciais para

mitigar os impactos negativos sobre a fauna marinha, aqui representada por C. corruptus.
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5.1. Ensaio de Tempo de Retengdo de Vermelho Neutro (NRRT).

A maior toxicidade celular foi registrada nos camardes-fantasma da Praia de S7S (area
antropizada), identificando um tempo de funcionamento celular nesta praia (58 += 29 min)
correspondendo a quase metade daquele registrado nos exemplares de JUR (100 + 24 min).
Igualmente, um maior tempo de funcionamento fisiolégico dos hemdcitos (200 + 48 min) foi
registrado para Juréia e Cananéia (SP), Litoral Sul do Estado de Sao Paulo, quando o NRRT foi
quantificado para o caranguejo de mangue Ucides cordatus por Duarte et al. (2016), sugerindo
que estas areas seriam preservadas e categorizadas como provavelmente ndo impactadas (PNI).
Segundo estes autores, este valor se contrastou aquele obtido em outras trés areas do Litoral
Centro de Sao Paulo (S3o Vicente, Cubatdo e Bertioga) (VRRT < 60 min), categorizadas como
de alto impacto provavel (PHI). Assim, esses autores mencionaram uma hierarquia de
citotoxicidade para o caranguejo-ucé (U. cordatus) nos manguezais de CUB > JUR, semelhante
ao verificado para C. corruptus nas praias do presente estudo (S7S > JUR), tendo em vista que
Santos e Cubatio sdo areas que fazem parte do Sistema Estuarino Santos-Sao Vivente (SESSV).
Este mesmo padrao foi registrado por Souza et al. (2022) para U. cordatus nos manguezais de
JUR (NRRT: 131 £ 51 min), com uma duragdo de funcionamento celular superior ao do SESSV
(34 £ 20 min), o mesmo ocorrendo com Pinheiro ef al. (2022), para a mesma espécie, nos
manguezais de Cubatdo (30 = 9 min). Em relacdo a outros invertebrados, o tempo de
funcionamento celular, pode ser ainda menor (27 + 13 min), como verificado para o mexilhdao
Perna perna em Sao Vicente por Pereira et al. (2014).

Em trabalhos experimentais, como realizado para o caranguejo portunideo Carcinus
aestuarii, por Aliko et al. (2015), o tempo de retencdo do vermelho neutro nos individuos
controle (118 = 28 min) foi trés vezes superior ao registrado para aqueles submetidos a doses
elevadas de Cu (36 = 11 min). Nobre et al. (2024) constatou 0 mesmo em experimentos
conduzidos com o caranguejo-ugd, com valore de NRRT ~75 minutos no grupo controle, quando
confrontado ao efeito ocorrido naqueles expostos a metais (4/, Fe, Cu, Zr e Nb), que foi ~15
minutos, correspondendo em valores cinco vezes superiores nos individuos contaminados.

Esse estudo apresenta os niveis basais do biomarcador NRRT para Callichirus corruptus
em uma area preservada (Praia da Juréia), assim como os valores alterados em outra area
antropizada (Praia de Santos). Tais dados se contrastam ao tempo previamente estabelecido
para outras espécies, pois este ¢ um ensaio inicialmente estabelecido para moluscos bivalves
(Mytilus galloprovincialis) por Scarpato et al. (1990), para o qual ndo foi avaliada sua resposta

em ambientes contaminados. Desta forma, o registro de variagdes intraespecificas, como
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verificada no presente estudo para C. corruptus, como também para outras espécies, como
Carcinus aestuarii, por Fossi et al. (2000), sdo de extrema relevancia. O confronto destes
estudos aos realizados para U. cordatus em areas de manguezal (vide Duarte et al., 2016;
Pinheiro et al., 2017, 2022; e Souza et al., 2022), indicam que apesar da diferenca entre o
ecossistema manguezal, em relagdo ao de praias arenosas marinhas (C. corruptus, no presente
estudo), existe uma coeréncia e similaridade nos resultados gerados por esse biomarcador, que
ndo apresentou uma grande variagdo da resposta gerada entre estas espécies de crustaceos
decapodos.

As respostas geradas pelo NRRT estdo relacionadas ao conjunto de xenobidticos que
constituem o histdrico de contaminagdo em Santos, 0s quais comprometem o sistema de defesa
das espécies que ali habitam, podendo levar a danos genéticos, desde os mais ténues aos mais
severos em niveis mais basais de organizagdo, como o nivel celular (Rohr ef al., 2016; Nobre
et al., 2024). Outra situacdo a ser considerada seria, também, a maior resiliéncia de algumas
espécies de invertebrados frente a outras, como verificado numa comparagdo entre espécies
mais resilientes as condigdes adversas (p. ex., U. cordatus e C. corruptus), do que outras que
sdo mais sensiveis (p. ex., a craca, Balanus glandula) (Laitano & Ferndndez-Gimenez, 2016).
Ao quantificar o tempo de estabilidade da membrana lisossomal se avalia o tempo de
funcionamento celular, visto que outras membranas de organelas, bem como a nuclear e
citoplasmatica passam pelo mesmo processo de degradagdo, como resposta a maior
sensibilidade delas ao estresse ambiental causado por um ou mais contaminantes. Segundo
Nobre et al. (2024), os lisossomos sdo organelas celulares responsaveis por importantes
processos bioldgicos (p. ex., digestdo celular, desintoxicagdo e imunoreatividade), portanto,
alteragdes em sua membrana podem impactar direta ou indiretamente-a nutricao celular (Pereira
et al. 2014; Pinheiro et al. 2017), podendo, inclusive, trazer prejuizos aos processos
reprodutivos e de defesa imunoldgica (Ringwood ef al., 2004), em prejuizo a biota local (Duarte
etal.,2017; Nobre et al., 2022).

Dessa forma, o presente estudo confirma a Hipotese I, onde os individuos de um
ambiente antropizado (S7S), apresentaram um tempo de retencdo (NRRT < 60 min), apontando
assim, uma alta citotoxicidade para os camardes C. corruptus deste local, com o inverso
ocorrendo na area preservada (JUR), com um NRRT > 60 min, indicando uma maior saude

destes individuos.
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6.2. Anormalidades Nucleares (AN%o)

A maior frequéncia verificada para o total de anormalidades nucleares para C. corruptus
na Praia de Santos (465 + 60 %0) em comparagdo a Juréia (240 £+ 46 %o), pode ser explicada
pela maior antropizagdo da regido onde ela ocorre, em resposta & ampla e expressiva variedade
de contaminantes (Cortez et al., 2019). O estudo de Cortez et al. (2019), apontam, inclusive,
elevadas concentragdes de contaminantes emergentes (p. ex., losartana potéassica e fluoxetina,
utilizadas em medicamentos para controle da hipertensdo e depressdo, respectivamente),
enquanto Medeiros & Bicego (2004) e Torres et al. (2012) indicam a presenga de
hidrocarbonetos alifaticos (alcanos normais e isoprendides), aromaticos (benzeno alquilado
Linear, LAB) e policiclicos aromaticos (P4Hs), além dos elementos metalicos, como expde os

estudos de Bordon et al. (2011), Banci et al. (2017) e Kim et al. (2019).

Quanto aos morfotipos AN%o, 0 presente estudo apontou para os camardes de S7S§ a
seguinte hierarquia — VN> LB > BL > NN > NB > RN > FN > MN > BI —, muito similar a dos
exemplares de JUR, onde ocorre apenas a inversao de trés anormalidades nucleares (MN, RN e
FN). Segundo Ejike et al., (2019), ao realizar a exposicdo de duas espécies de peixes
(Oreochromis niloticus e Clarias gariepinus) a quatro metais (Hg, Ni, Pb e Zn), a hierarquia
entre as anomalias nucleares foi similar (LB > BL> VN> NN>Ble LB> VN> BL > NN > BI,
respectivamente), com uma maior frequéncia de LB e menor para B/, o mesmo registrado para

o camarao C. corruptus no presente estudo.

Para crustiaceos decdpodos ndo existem estudos sobre anormalidades nucleares
disponiveis para uma compara¢do mais aprofundada sobre o tema. Neste sentido, foi
interessante o confronto dos resultados de um experimento laboratorial para um anfipodo
(pulga-da-praia — Classe Malacostraca: Ordem Amphipoda), com aqueles obtidos em campo no
presente estudo (camardo-fantasma — Classe Malacostraca: Ordem Decapoda). No estudo
laboratorial utilizando Parhyale hawaiensis, realizado por Botelho et al. (2022), as
anormalidades nucleares NB e MN foram registradas apds a exposi¢do por 20 dias a
nanoparticulas e nitrato de prata (concentragdes de 250 a 750 mg/kg), com a frequéncia total de
AN%o registrada variando entre 20 a 60 %o, sendo 4 a 12 vezes superior a do grupo controle (5
a 8 %o). A soma da frequéncia dessas duas anormalidades (NB + MN) foi de 41 %o para C.
corruptus na Praia de Santos, que contrastou a somatoria para a Praia da Juréia (28 %o), esta
ultima 1,5 vezes menor do que no ambiente antropizado. Além disso, a média da frequéncia de

MN%o registrada em campo variou de 12 %o (STS: praia antropizada) a 5 %o (JUR: praia
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preservada) para C. corruptus no presente estudo, correspondendo a cerca da metade do efeito
verificado em experimentos laboratoriais por Botelho et al. (2022) para P. hawaiensis, que
foram de 16 %o (tratamento com contaminantes), em relacdo aos 3 %o do grupo controle (sem

contaminantes).

A maior variacdo das frequéncias de algumas anormalidades nucleares ¢ sempre mais
bem documentada em estudos que utilizam espécies de peixes, como o de Arslan ez al. (2015).
Estes autores avaliaram o efeito ambiental (antropizado vs. preservado) utilizando exemplares
de pandora (Pagellus erythrinus) e sargo-safia (Diplodus vulgaris), confirmando a diferenga
entre as frequéncias das anormalidades MN e NB, dependendo da espécie e da qualidade
ambiental, a saber: em um ambiente preservado foi observado uma frequéncia média das AN
para P. erythrinus (MN: 18 %o; NB: 1 %) € D. vulgaris (11 %o; 5 %o, respectivamente), enquanto
em um ambiente contaminado, foram registrados para mesmas espécies, consecutivamente, as
médias para MN (53 %o; 35%0) € NB (33 %o; 35 %o). Ja para os dados de C. corruptus, os
camardes de JUR apresentaram frequéncias para MN (5 %o) € NB (23 %o), correspondentes a
metade daquela registrada em S7S (12 %o € 29 %o, respectivamente). J4 Fernandez et al. (2011),
no confronto de anormalidades nucleares para o peixe-rei (Atherinella brasiliensis) entre duas
praias antropicamente distintas, verificaram diferencas significativas para as anomalias NN e
BL (p < 5,0-107%), o que também foi confirmado no presente estudo entre os individuos de C.

corruptus para as praias de Santos e Juréia (p <0,01).

As anormalidades nucleares sdo geradas pelo deslocamento dos cromossomos no
nucleo, sendo causadas por estressores ambientais, como ¢ o caso dos xenobiodticos (Eije et al.,
2019; Fenech et al., 2020). O estudo de Serov (2004), aponta que o posicionamento dos
cromossomos no nucleo ¢ mapeado, sendo a sua posi¢do essencial para a correta expressao
génica. Os estudos de Fenech ef al. (2020) e Canedo ef al. (2021), confirmam que a presenca
de poluentes induz danos ao DNA e as proteinas envolvidas no processo de divisdo celular,
trazendo perda da integridade genomica dos animais e a formacao de anormalidades nucleares.
Estes autores afirmaram, ainda, que alguns poluentes possuem grupos eletrofilicos reativos, que
podem interagir diretamente com a estrutura do DNA, causando varias anormalidades
nucleares, como ¢ o caso da anomalia NB, formada quando o DNA amplificado do nticleo ¢
eliminado na fase de sintese, no momento da replicagdo génica, enquanto a anomalia B/ ocorre

quando nao ha divisdo citoplasmatica durante a mitose.

Dessa forma, o estudo estabelece os niveis basais de oito anormalidades nucleares (BI,
BL, LB, NB, NN, MN, RN e VN), para os camardes de JUR, enquanto confirma a hipdtese II,
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apontando uma elevada toxicidade para os exemplares de S7S, um local com elevado grau de
adensamento populacional humano, responsavel por gerar uma variedade impressionante de

poluentes.

6.3. Ensaio Micronucleo (MN%o)

Os resultados para o ensaio de microntcleo apontaram uma maior média e variagdo de
genotoxicidade para os individuos de Santos (12 + 4 %o0; CV = 33,3 %), correspondendo ao
dobro da média desta anormalidade nos exemplares da Juréia (5 £ 1 %o; CV =20,0 %), além de
menor variacdo destes dados. Estas médias de MN foram superiores aquelas registradas para o
caranguejo-uca (Ucides cordatus), no confronto entre areas proximas a Juréia (~ 2 %o) € no
Sistema Estuarino Santos-Sao Vicente (~ 6 %o), como demonstrado nos estudos de Pinheiro et
al. (2013), Duarte et al. (2016), Souza et al. (2022) e Pinheiro et al. (2022). Desta forma,
verifica-se um contraste expressivo entre locais com diferente histérico e nivel antropico
(Juréia: preservado vs. SESSV, antropizado), com uma frequéncia 2 a 5 vezes superior para as
areas proximas ao SESSV em relacdo a Juréia, mostrando uma maior toxicidade nos individuos
de areas antropizadas. Anteriormente, em trabalho realizado por Pinheiro & Toledo (2010), foi
quantificado a genotoxicidade por MN em um exemplar de U. cordatus na regido estuarina
interna de Sao Vicente (12 %o), em area que recebe aporte de chorume (rico em metais) do Lixdo
do Sambaiatuba, em média de frequéncia que se assemelha a encontrada para MN nos camardes
C. corruptus de Santos (12 + 4 %o). Comparando estes dados com aqueles obtidos para o
caranguejo-terrestre Cardisoma guanhumi, Falcdo et al. (2020) encontraram em uma area
preservada (Estudrio do Rio Goiana, em Pernambuco), uma média de MN (4 = 1 %o), similar a

obtida na Juréia (5 £ 1 %o) (vide Tab. 2).

Importante destacar que a anomalia MN ocorre a partir de fragmentos de cromossomos
(ou cromossomos inteiros), que nao sao incorporados ao nucleo das células-filhas, durante o
processo de divisdo celular, com posterior encapsulamento desses trechos de DNA
(Countryman &. Heddle, 1976; Adam et al., 2023). Assim, sua alta frequéncia pode resultar no
impulsionamento da deplecdo da expressao génica, podendo ameagar a producdo de proteinas

pelas células e gerar macrolesdes ao DNA (Pinheiro ef al., 2017).

Segundo Pinheiro et al. (2021), em andlise dos niveis basais da anomalia micronuclear

(MN) em trés espécies de caranguejos (caranguejo-arboricola, Aratus pisonii: herbivoro de
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folhas verdes; caranguejo-uca, Ucides cordatus: herbivoro de folhas senescentes; e maria-
mulata, Goniopsis cruentata: onivora) nos manguezais preservados da Estacdo Ecologica
Juréia-Itatins (JUR), verificou uma variagdo em sua frequéncia por 1.000, em dependéncia da
alimentacdo e das matrizes ambientais que estas espécies apresentam contato, com médias de
0,9+ 1,1 %0 >1,3+0,9 %0 > 1,7 = 1,2 %o, respectivamente. Dessa forma, a maior frequéncia de
MN%o registrada no presente estudo, pode estar relacionada ao ambiente que C. corruptus
ocupa, uma vez que esses camardes-fantasma sdo endémicos de praias arenosas (Hernaez et al.
2022), possuindo hébitos bioturbadores, vivendo em galerias de até 45 cm de profundidade
(Rodrigues & Shimizu, 1997). Essa diferenca ainda pode estar relacionada a posigdo trofica e
habito alimentar desta espécie, visto que ¢ filtradora de matéria orgénica particulada em

suspensdo na agua, como descreve Rosa et al. (2018) e Constantino et al. (2024).

Tabela 2. Comparagao da frequéncia de Micronucleos por 1.000 (MN%o) em diferentes espécies
de crustaceos decapodos, em ambientes pristinos e antropizados.

Estado de

Local Conservagio Familia Espécie MN %o (CV%) Referéncias
Cubatdo (SP)* Antropizado Ocypodidae Ucides cordatus 12 Pinheiro & Toledo (2010)
Juréia (SP) Preservado Ocypodidae Ucides cordatus 2+1(50) Pinheiro et al. (2013)
Cubatio (SP) Antropizado 5+2(40)
Juréia (SP) Preservado Ocypodidae Ucides cordatus 1+1(100) Duarte et al. (2016)
Cubatéo (SP) Antropizado 5+2(40)
Estuario Rio Goiana (PE)** Preservado Gecarcinidae  Cardisoma guanhumi 4+1(25) Falcdo et al. (2020)
Estuario Rio Jaguaribe (PE) Preservado 2+0(0)
Estuario Rio Capibaribe (PE)  Antropizado 4+1(25)
Juréia (SP) Preservado Sesarmidae Aratus pisonii 1£1(100) Pinheiro et al. (2021)
Grapsidae Goniopsis cruentata 2+1(50)
Ocypodidae Ucides cordatus 2+1(50)
Juréia (SP) Preservado Ocypodidae Ucides cordatus 1+1(100) Souza et al. (2022)
Sao Vicente (SP) Antropizado 7+1(14,3)
Cubatdo (SP) Antropizado Ocypodidae Ucides cordatus 6+2(33,3) Pinheiro et al. (2022)
Juréia (SP) Preservado Callichiridae  Callichirus corruptus 5+1(20) Presente Estudo
Santos (SP) Antropizado Callichirus corruptus 12+4(33,3) Presente Estudo

* Estado de Sdo Paulo; ** Estado de Pernambuco.

Dessa forma, o presente estudo nega em parte a Hipétese III, pois os camardes C.
corruptus em ambiente preservado ndo apresentaram uma frequéncia de MN < 2 %o, como ja
relatado para outros crustaceos decapodos, como o caranguejo Ucides cordatus (Pinheiro et al.,
2013; Duarte et al., 2016; e Souza et al., 2022), Aratus pisonii € Goniopsis cruentata (Pinheiro

et al.,2021). No entanto, o estudo apontou uma diferenca significativa entre os exemplares de
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praia preservada (Juréia) vs. praia antropizada (Santos). A maior frequéncia observada pode ser
explicada por uma diferenca entre estes ecossistemas quanto aos processos que ali ocorrem e
decorrentes do habito alimentar, estabelecendo o nivel basal da anomalia micronucleada dessa

espécie em MN <5 %eo.

6.3. PCA e Andalise de Associacdo: Biomarcadores e Metais no Sedimento.

A correlagdo positiva confirmada entre as varidveis genotoxicas (MN%o € AN%o) e a
concentragdo dos oito elementos metalicos no sedimento (4s, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V' e Zn) eram
esperadas, sendo maiores na praia antropizada (S7S), do que naquela preservada (JUR). Tais
resultados também se coadunam em relagcdo a outros estudos, como os desenvolvidos entre
manguezais para Ucides cordatus (vide Pinheiro et al., 2013 e Duarte et al., 2017) e Cardisoma
guanhumi (vide Falcao et al., 2020). Segundo Pinheiro et al. (2017) e Adam et al. (2023), a
maior frequéncia de MN%o e AN%o se encontra em animais de areas de maior contaminagao por
poluentes, fato confirmado no presente estudo para C. corruptus, onde a maior concentracao de
metais ocorreu associada ao sedimento da Praia de Santos, refletindo numa maior frequéncia
de danos genéticos nesses animais. O Sistema Estuarino de Santos-Sdo Vicente ¢ uma regido
com elevado grau de antropizacao, com presenca do maior Porto da América do Sul (Angeli et
al., 2021), expressivo complexo industrial (Pinheiro ef al., 2013), resultando numa expressiva
gama de contaminantes j& registrados na regido, como: (1) metais (Buruaem et al., 2013; Kim
et al., 2016, 2019; Angeli ef al., 2021); (2) contaminantes emergentes (Cortez ef al., 2019);
(3) hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Torres et al., 2012); (4) Microplasticos (Ribeiro

et al., 2023); entre outros (vide relatorio de Cetesb, 2023).

Quando o biomarcador NRRT foi correlacionado aos mesmos metais presentes nessa
matriz abiotica, foi observado uma correlagdo negativa (r <-0,67; p<0,01), com o maior tempo
de funcionamento celular esteve relacionado ao ambiente preservado (JUR), com menores
concentracdoes de metais no sedimento. Segundo Duarte et al. (2017), o maior tempo de
estabilidade lisossomica estd diretamente relacionado aos exemplares de um ambiente mais
preservado, fato também apontado na atual pesquisa. A Praia da Juréia, por estar localizada na
Estacdo Ecoldgica Juréia-Itatins (ESEC Juréia-Itatins), se mostra como um modelo de sucesso
como area de preservacdo ambiental, pois ali ocorre um baixo adensamento populacional

humano (162 habitantes, segundo Duarte ef al., 2016), inclusive gerando resultados de niveis
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basais para espécies de peixes (Lima et al., 2019) e crustaceos braquitros (Falcao et al., 2020;
Pinheiro et al., 2021).

Dessa forma, as correlagdes encontradas entre biomarcadores vs. contaminagao
ambiental revelam o potencial uso do camarao-fantasma (C. corruptus) como espécie sentinela
de qualidade ambiental, expressando uma maior genotoxicidade no ambiente antropizado

(STS), em contraste ao maior tempo de funcionamento celular em ambiente preservado (JUR).

6.4. PCA e Andalise de Associa¢do: Biomarcadores e Metais nos Tecidos do Camardo

Os resultados obtidos pela Anélise de Componentes Principais (PCA), apresenta uma
relacdo conjunta entre as variaveis NRRT e quatro dos elementos metalicos (4s, Cd , Cre V)
direcionados as areas da Juréia (ambiente preservado). Essa relagdo foi também confirmada
pela significancia da correlagdo positiva entre o biomarcador e estes metais (r > 0,64; p <0,01),
apesar do acimulo desses metais nos tecidos dos camardes de JUR, ¢ possivel que essas
concentragdes nao estejam interferindo na saude global desses animais. Certamente esses
metais presentes no camarao-fantasma estao sendo adequadamente depurados pela bioquimica
e processos do hepatopancreas, considerado o principal o6rgdo detoxificador dos crusticeos
(Zhu et al., 2018; Rodrigues et al., 2022), o que ocorre por agdo de seus lipidios (Wu et al.,
2008), metalotioneinas (Pourang et al., 2004; Liao et al., 2022) e da glutationa-S-transferase
(Lobato et al., 2023).

O presente estudo também verificou proximidade entre os biomarcadores genotoxicos
(MN%o ¢ AN%o0) em Santos, apresentado uma correlagdo positiva e significativa (r = 0,94;
p < 0,01). Essa relagdo ¢ explicada por Adam et al. (2023), que consideram o teste de
anormalidades nucleares como um complemento ao estudo genotoxico indicado por MN%o. Sua
ligagdo com os individuos de Santos, ¢ apontada pela frequéncia das células micronucleadas
serem comumente encontradas em animais de 4reas mais antropizadas, na maioria dos casos
em decorréncia do maior adensamento populacional humano e da intensificagao das atividades
antropicas, como aponta os estudos de Duarte ef al. (2016) e Lima et al. (2019).

O estudo apontou uma correlagdo negativa entre a frequéncia da MN%o e quatro
elementos metalicos (4s, Cd, Cre V) (r <-0,66; p <0,01), o mesmo ocorrendo para AN%o em
relacdo a tais contaminantes (r <—0,60; p <0,01). Tais resultados sugerem que estes elementos
metalicos acumulados nos tecidos dos individuos ndo apresentam relagdo com a genotoxicidade
encontrada. Dessa forma, os danos genéticos podem estar associados a outro(s)

contaminante(s), como alerta Cortez et al. (2018, 2019), sobre a presenga de contaminantes
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emergentes ja detectados em elevadas concentragdes no litoral da Baixada Santista, em especial
na Baia de Santos, entre os quais figuram medicamentos como a Fluoxetina (anti-drepressivo)
e Losartana (anti—hipertensivo), enquanto o estudo desenvolvido por Ribeiro ef al. (2023),
aponta uma expressiva contaminagao por microplasticos e seus componentes toxicos (PMMA,
polimetilmetacrilato; PA, poliamida; PP, polipropileno e PS, poliestireno), assim como por
outros elementos metalicos, conforme sugerido por Duarte et al. (2017).

Pelo exposto, os biomarcadores de efeito (NRRT e MN%o) para C. corruptus
evidenciaram contraste entre Santos e Juréia, esta ultima localidade com registro dos niveis
basais esperados para uma Estacdo Ecologica (ambiente preservado). Neste sentido, apesar dos
biomarcadores para C. corruptus nao terem associacdo direta e significativa com alguns
elementos metélicos identificados nos individuos de C. corruptus, o trabalho indica seu uso na
categorizacdo ambiental, permitindo identificar um ambiente poluido de outro pristino. Com
isso, € possivel estabelecer um protocolo de identificagdo do status de conservacdo de praias
arenosas marinhas ao longo da costa brasileira, usando o Callichirus corruptus como espécie

sentinela da qualidade ambiental.

101



6. Conclusoes

O presente estudo abordou os efeitos da contaminagcdo ambiental nos camardes
Callichirus corruptus, em duas praias com diferentes niveis de antropizagdo, Santos (praia
antropizada) vs. Juréia (praia preservada), utilizando biomarcadores cito- ¢ genotoxicos para
avaliar o impacto da polui¢do nesses organismos. Os resultados revelaram diferengas
significativas entre as duas praias, indicando uma maior deteriora¢ao da saide dos camardes
em Santos, devido a maior exposi¢do a poluentes. O Ensaio NRRT, mostrou uma maior
estabilidade das membranas celulares dos hemocitos na Juréia, apontando uma maior satde
global desses animais. Esta diferenga sugere um menor tempo de funcionamento fisiologico
dos hemdcitos nos camardes de Santos, o que pode ser atribuido por instabilidade das
membranas celulares nesse ambiente mais impactado por poluentes. O Ensaio Microntcleo
(MN%o), mostrou uma maior frequéncia significativa de hemdocitos micronucleados nos
camardes de Santos, sendo outro indicativo de danos genéticos. A menor frequéncia de
micronucleos nos camardes da Praia da Juréia confirma sua qualidade ambiental preservada,
visto que ela fica dentro de uma estacdo ecologica, refor¢ando a importancia das areas de
protecdo ambiental para a preservagdo da integridade genética dos organismos. O estudo das
Anormalidades Nucleares (AN%o) para C. corruptus, revelou uma frequéncia
significativamente maior nos camardes da Praia de Santos, o que confirma danos genéticos
desde os mais simples aos mais severos, causados pela contaminacdo ambiental. Tais dados
foram consistentes aos estudos genotoxicos ja realizados com outras espécies de invertebrados
e vertebrados marinhos. A analise de PCA e correlagdo de Pearson entre biomarcadores,
confirmou a relacdo inversa entre a estabilidade lisossomal (NRRT) e a presenca de danos
genéticos (AN%o e MN%o). Esses resultados sdo consistentes com estudos de outros crustaceos,
que mostram um efeito negativo dos contaminantes na satide celular e nos danos genéticos
causados aos organismos aquaticos. A correlagdo entre o biomarcador NRRT, com os metais
encontrados no sedimento das praias, exprime uma associagdo negativa, mostrando que
camardes com maior tempo de funcionamento celular sdo oriundos de ambientes mais
preservados, sendo o inverso verdadeiro para os parametros genotoxicos (MN%o € AN%o), que
foram mais frequentes nos exemplares do ambiente mais antropizado (Praia de Santos). A
associagdo positiva entre NRRT e o acumulo de arsénio, cromo e cobre nos camardes C.
corruptus, ressalta que a concentragdo de metais verificada nos individuos da Juréia, nao
interferiram na satde global desses camardes, j& que aponta uma relagdo negativa pelos

parametros genotoxicos (MN%o e AN%o), podendo, portanto, estar associados a outros
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contaminantes presentes no ambiente, como a presenca de outros metais, contaminantes
emergentes, microplasticos, hidrocarbonetos aromaticos, entre outros nao avaliados no presente
estudo. Portanto, os resultados deste estudo apresentam originalidade por estabelecer pela
primeira vez os niveis basais da espécie em uma praia preservada (Juréia) para dois
biomarcadores de efeito (MN%o e NRRT), assim como avaliar possiveis contrastes segundo os
morfotipos de anormalidades nucleares (AN%o), para o camardo-fantasma Callichirus
corruptus, um crustaceo comum em praias arenosas ao longo de todo o litoral brasileiro. Tais
informacdes inéditas exprimem o expressivo potencial desta espécie como sentinela ambiental
de praias arenosas marinhas brasileiras, podendo qualificar as praias segundo a miriade de
impactos sofridos por esse ecossistema costeiro, além de fornecer dados que possam subsidiar

politicas publicas de monitoramento que assegurem a conservagao desses ambientes.
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Consideracoes Finais

No Capitulo I o estudo apontou uma maior concentragao metéalica no sedimento da
Praia de Santos (STS: ambiente antropizado), decorrente de um maior teor de MO% e menor
TMG, com o inverso ocorrendo na Praia da Juréia (JUR: ambiente preservado). A Praia de
Santos estd ao fundo de uma baia, onde a matéria organica se deposita com maior facilidade,
oferecendo mais alimento aos camardes-fantasma, porém existe grande possibilidade deste
alimento apresentar contaminacdo pelas diversas fontes poluentes no local, como residuos
portuarios e industriais, descarte de efluentes ndo tratados e residuo solido. Uma elevada
concentragdo desses metais também foi registrada nos tecidos (hepatopancreas, musculatura e
gbonadas) dos camardes-fantasma, independente da praia considerada, quanto a trés elementos
metalicos (4s, Cd e Cu) acima dos limites estabelecidos pela Agéncia Brasileira de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Porém, os camardes C. corruptus de JUR apresentaram uma maior
bioacumulagdo de trés elementos metalicos (4s, Cu e Zn), enquanto em STS a espécie
bioacumulou apenas dois (Cu e Zn), seguindo uma hierarquia de acumulagcdo metélica nos
tecidos representada por: H > M > G. O hepatopancreas foi o 6rgdo com maior concentracao de
metais, confirmando-se como o principal responsavel pela detoxificacdo e regulagdo dos
elementos metalicos em crustdceos decapodos. Esse capitulo fornece informacgdes inéditas a
respeito da concentracdo metdlica de Callichirus corruptus, assim como do estado de
conservagdo de duas praias arenosas com diferentes niveis de antropizagdo, confirmando a
Juréia como ambiente preservado, enquanto Santos foi categorizado como com contaminagao

por alguns metais.

O Capitulo II apresentou valores de dois biomarcadores (MN%o € NRRT), assim como
um teste genotoxico complementar sobre as anormalidades nucleares (AN%o) para C. corruptus,
contrastando os resultados de uma praia preservada (JUR) aos de uma praia antropizada (ST9),
conforme confirmado nos resultados do capitulo anterior. Os exemplares de Santos,
apresentaram reduzidos valores de NRRT (< 60 min), em comparagdo aos resultados dos
exemplares da Juréia (= 100 min), apontando uma maior instabilidade do funcionamento celular
para a praia mais impactada e maior saude global para a praia preservada. Como esperado, este
parametro de citotoxicidade (NRRT) apresentou valores antagénicos aos de genotoxicidade
(MN e AN%o), com as respectivas relagdes apresentando correlacao negativa entre as variaveis.
Assim, os individuos de JUR exibiram uma menor genotoxicidade (AN%o e MN%o),

correspondendo a metade da frequéncia observada nos exemplares de S7S. O biomarcador
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NRRT, teve correlagdo negativa com os metais do sedimento nas praias, gerando menores tempo
de funcionalidade celular em um ambiente com maiores concentracdes desses elementos
metalicos (Praia de Santos). Ja os pardmetros genotdoxicos MN%o e AN%o estiveram
correlacionados positivamente as concentragdes de metais nessa matriz abidtica, promovendo
mais danos genéticos no ambiente com maior contaminagdo metalica (S7S). Dessa forma, o
capitulo II estabelece os niveis basais dos ensaios (MN%o € NRRT), assim como relagdes entre
os morfotipos de AN%o, que sdo informacdes igualmente inéditas para C. corruptus para uma
praia preservada (JUR) em relagdo aquela antropizada (S75). O estudo estabeleceu a correlagao
entre os biomarcadores de efeito e alguns dos elementos metalicos em estudo, assim como sua
significancia, estabelecendo uma evidente relacdo causa-efeito. Portanto, os camardes-fantasma
da espécie Callichirus corruptus, possuem um elevado potencial para uso como espécie
sentinela da qualidade ambiental de praias arenosas marinhas ao longo da costa brasileira, onde
ela se distribui, podendo gerar politicas publicas destinadas a melhor conservacdo desses

ecossistemas brasileiros.
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