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RESUMO

O presente estudo avaliou o grau de contaminacdo da &gua, sedimento, vegetacdo arbdrea
(Rhizophora mangle) e do caranguejo-ucé (Ucides cordatus) por metais, em seis manguezais paulistas,
bem como o impacto geno e citotoxico sobre as populagbes deste crustaceo, com base na frequéncia de
hemdcitos (hialindcitos) micronucleados e tempo de retengdo do vermelho neutro pelos lisossomos. Os
manguezais sdo areas de preservacdo permanente (APPs) e bercérios de diversas espécies animais,
incluindo o caranguejo-ucd, que € amplamente comercializado e consumido pelo homem em regifes
litordneas. Seis areas de manguezal do Estado de S&do Paulo (Cananéia, Iguape, Juréia, Cubatdo, Sao
Vicente e Bertioga) foram avaliadas, sendo cada uma representada por trés subareas de amostragem.
Amostras de sedimento, folhas da vegetacdo arbérea (R. mangle), estruturas corpéreas do caranguejo-
uca (U. cordatus) e agua da galeria deste crustaceo foram coletadas para a quantificacdo de seis metais
totais (Cd, Cu, Pb, Cr, Mn e Hg), por espectrometria de absorcao atbmica. As dosagens de metais obtidas
foram submetidas a ANOVA, com as médias comparadas por Tukey (5%). Os resultados obtidos quanto
ao comportamento dos seis metais totais se coadunam com a literatura especializada, ja que o Cd, Pb, Cr
e Hg se acumularam mais no sedimento do que nos demais compartimentos abiético-bidticos analisados,
enguanto o Cu e Mn apresentaram maiores concentracdes nas estruturas corpéreas de U. cordatus e nas
folhas de R. mangle, respectivamente. Considerando a disponibilidade de metais associados & agua,
sedimento e folhas de R. mangle, os resultados evidenciam que cada area de manguezal (localidade)
possui um ou mais metais em maiores proporg¢oes relativas, a saber: Cubaté@o e Bertioga: Pb e Cd; Séo
Vicente: Hg; Juréia: Cr; Iguape: Cu, Mn e Hg; e Cananéia: Mn (em menor escala). Em rela¢do ao acimulo
de metais nas amostras de caranguejo-uca por manguezal, verificou-se associagdo de Cu e Mn aos
animais de S&o Vicente e Iguape; Cr em Iguape; Hg em Séo Vicente e Cananéia; enquanto para Pb e Cd
as concentracdes estiveram abaixo do limite de detec¢cdo do equipamento. A agua das areas de
manguezal de Cubatdo e Bertioga apresentaram concentracdes de Cu e Pb acima dos limites de
qualidade pela legislacdo brasileira (CONAMA n° 357/05), enquanto os sedimentos de Cubatdo e Bertioga
apresentaram concentracfes de Cd acima do valor estabelecido pela legislacdo canadense (TEL,
Threshold Effect Level). Com excec¢do da Juréia, as concentragdes de Hg foram maiores do que o TEL
(Threshold Effect Level) nos manguezais em estudo, embora todos os valores foram registrados abaixo
do PEL (Probable Effect Level). A contaminacdo da agua e sedimento por metais esteve associada ao
acumulo desses poluentes nos compartimentos biéticos analisados (folhas e caranguejo). Em U. cordatus
0 acumulo de metais foi melhor explicado por suas dosagens nas folhas de R. mangle, do que pela agua
e sedimento, evidenciando que a alimentacdo determina parte da acumulacdo de metais neste
caranguejo. U. cordatus apresentou contaminagdao por cromo em Cubatdo, com valores superando o
limite para este metal em alimentos, apresentando concentracdes trés vezes superiores ha carne e quase
seis vezes no hepatopancreas. Nos manguezais do Estado de Sao Paulo, o impacto genotédxico de U.
cordatus seguiu a seguinte ordem hierarquica: Sao Vicente > (Cubatédo = Bertioga) > Iguape > (Juréia =
Cananéia). No caso da integridade fisiol6gica (ensaio do vermelho neutro), a sequencia hierarquica foi:
Cubatéo < Bertioga < S&o Vicente < Iguape < Cananéia < Juréia. A area de menor polui¢cdo no presente
estudo (Juréia) apresentou uma frequéncia de células micronucleadas <3 MNs%o, que foi assumido como
valor basal de normalidade genética. Da mesma forma, o tempo médio de retencéo do vermelho neutro
pelo crustaceo na Juréia superou >250 minutos, sendo esta informagdo original na literatura. Pelo
exposto, os exemplares das areas mais contaminadas (Cubatdo, Sdo Vicente e Bertioga) mostraram
impactos geno e citotoxicos aproximadamente 3 vezes superior aos de normalidade aqui estabelecidos. A
concentragdo de mercurio (sedimento), de cobre (hepatopéncreas de U. cordatus) e de chumbo (adgua e
folhas verdes de R. mangle), influenciaram diretamente o impacto genotoxico de U. cordatus. Ja a
concentragdo de cobre (folhas verdes, senescentes e no hepatopancreas) e chumbo no sedimento,
possivelmente influenciaram a integridade da membrana lisossémica. Portanto, representantes de todos
0s compartimentos estiveram associados a geno e citotoxicidade da espécie, requerendo, portanto, uma
visdo holistica para questbes relacionadas aos danos subletais. Houve também uma correlagédo
significativa negativa entre os biomarcadores utilizados, o que denota resultados similares na indica¢éo de
areas de manguezal em fungcédo de seu estado de conservacdo por metais. Foram sugeridos valores
orientadores para a frequéncia de micronicleos e o tempo de retencdo do vermelho neutro, para a
categorizacdo dos niveis de impactos geno e citotdxicos (Impacto Nulo Provavel = valor basal de
normalidade; Baixo Impacto Provavel; e Alto Impacto Provavel), além de apresentadas probabilidades
esperadas para tais danos subletais em relagdo as concentragbes de metais nos compartimentos
abidticos. E provavel que U. cordatus possua comportamentos fisiolégicos e tolerancias bioldgicas
diferenciais para os metais avaliados, diferentemente do observado para o mangue-vermelho (R. mangle).
Os metais avaliados parecem apresentar uma biodisponibilidade similar entre as areas de manguezal
estudadas. Contudo, os resultados obtidos sobre os danos subletais em manguezais evidenciam a
necessidade de politicas publicas voltadas a sua recuperacédo, bem como confirmam a possibilidade de
uso do caranguejo-u¢a como bioindicador da contaminagao por metais.

Palavras-chave: caranguejo, manguezal, metais, citotoxicidade, genotoxicidade, Ucides cordatus.



ABSTRACT

This study evaluated the metals contamination level of water, sediment, woody vegetation
(Rhizophora mangle) and the “ug¢a”-crab (Ucides cordatus) in six mangrove areas located in S&o Paulo
State, as well as the geno cytotoxic impact on the populations of this crustacean, based on micronucleated
hemocytes (hyalinocytes) frequency and the retention time of neutral red in their lysosomes. Mangroves
are permanent preservation areas (PPAs) and nurseries to several animal species, including the “uga”-
crab, which is widely traded and consumed by humans at coastlands. Six mangrove areas located in Sdo
Paulo State (Cananéia, Iguape Juréia, Cubatéo, Sao Vicente and Bertioga) were evaluated, each of them
were represented by three replicas. Samples from sediment, leaves of woody vegetation (R. mangle),
body structures from “uga”-crab (U. cordatus) and water from burrows of this crustacean were collected to
dosage of six total metals (Cd, Cu, Pb, Cr, Mn and Hg) by atomic absorption spectrophotometer. The
metals concentrations were compared by ANOVA and their means by Tukey (at 5%). The results
regarding the tendencies of accumulation of six metals are in accordance with the literature, since the Cd,
Pb, Cr and Hg have accumulated more in sediment than in others biotic-abiotic compartments analyzed,
whereas Cu and Mn have showed higher concentrations in U. cordatus body structures and R. mangle
leaves, respectively. At Sdo Paulo mangroves, taking into account the availability of metals associated with
their presence in water, sediment and leaves of R. mangle, the results suggest that each area (locality)
has one or more metals in larger relative proportions, namely: Cubatdo and Bertioga: Pb and Cd; S&o
Vicente: Hg; Juréia: Cr; Iguape: Cu, Mn and Hg; and Cananéia: Mn (smaller scale). About the “uga”-crab
metals accumulation by mangrove area, it were found an association of Cu and Mn in animals from S&o
Vicente and Iguape; Cr: Iguape; Hg: S&@o Vicente and Cananéia, whereas Pb and Cd concentrations were
recorded lower that what the equipment could detect. The water from mangrove areas Cubatdo and
Bertioga showed concentrations of Cu and Pb above the quality limits by Brazilian legislation (CONAMA
357/05), whereas the sediments from Cubatao and Bertioga presented Cd concentrations above the
established value by Canadian law (TEL, Threshold Effect Level). Excepting Juréia area, the Hg
concentrations were higher than TEL (Threshold Effect Level) in all the mangroves studied, although, all
values were below the PEL (Probable Effect Level). The water and sediment contamination by metals
were associated with the accumulation of these pollutants in biotic compartments analyzed (leaves and
crab). In U. cordatus the metals accumulation was best explained by their dosages found in the leaves of
R. mangle, than by water and sediment, indicating that feeding determines the metals accumulation in this
crab. U. cordatus showed contamination by chromium in Cubatdo, presenting values higher than limit
values for this metal in food, with concentrations three times higher found in meet and almost six times in
hepatopancreas. Mangroves from S&o Paulo State, the genotoxic impact found in U. cordatus follows this
hierarchical order: Sdo Vicente > (Cubatdo = Bertioga) > Iguape > (Juréia = Cananéia). About the
physiological integrity, neutral red assay, the hierarchical sequence was: Cubatdo < Bertioga < S&o
Vicente < Iguape < Cananéia < Juréia. The area of less contamination in the present study (Jureia) had a
micronucleated cells frequency <3 MNs%., it was assumed as a baseline value to genetic normality.
Similarly, the average of neutral red retention time by the crab at Juréia was >250 minutes, which it is
original information at the literature. For the above, animals from the most contaminated areas (Cubatéo,
S&o Vicente and Bertioga) showed geno cytotoxic impact approximately 3x higher than normal range
established in this study. The mercury concentration (sediment), copper (hepatopancreas of U. cordatus)
and lead (water and R. mangle green leaves), influenced the genotoxic impact of U. cordatus. About the
copper concentration (green leaves, senescent and hepatopancreas) and lead in the sediment, possibly
influenced the lysosomal membrane integrity. Therefore, representatives of all compartments were
associated with cyto and genotoxicity of the species, thus requiring a holistic approach to issues related to
sublethal damage. There was also a significant correlation between the biomarkers, with both showing
similar results due to indicating mangrove areas in better or worse condition as the metals. Guidelines
values of micronuclei frequency and neutral red retention time in order to categorize levels of geno
cytotoxic impacts have been suggested (Null Impact Probable = normality baseline value, Low Impact
Probable and High Impact Probable), and sublethal damage probabilities expected for such metals
concentrations in abiotic compartments that presented some significant correlation with the biomarkers. It
is probable that the species U. cordatus have differential physiological and biological tolerances to metals
evaluated, different from that observed for red mangrove (R. mangle). The metals analyzed seem to
present a similar bioavailability between the mangrove study areas. However, the results obtained about
the sublethal damage in mangroves highlight the need for environmental their restoration, as well as
confirm the use of the “u¢a”-crab as bioindicator of metal contamination.

Keywords: crab, mangrove, metals, cytotoxicity, genotoxicity, Ucides cordatus.



1. INTRODUCAO

1.1. Contaminacdo por metais em corpos hidricos receptores e seus

impactos na biota.

Os ambientes costeiros tém sofrido a influéncia de diversos impactos
antrépicos em funcdo de desmatamentos, uso inadequado do solo
(WOODWELL et al., 1983; PETTS et al., 1999), sobre-explotacdo de recursos
pesqueiros (KURA, 2004; WORM et al., 2009), introducdo de espécies exoticas
(SILVA et al., 2004; LODGE et al. 2006), intensas atividades mineradoras e,
principalmente, por despejos de efluentes domeésticos e/ou industriais n&o
tratados (GOULART & CALLISTO, 2003; RAINBOW, 2007; EISLER, 2010;
CESAR et al., 2012).

Dentre os contaminantes de maior toxicidade e persisténcia, lancados
em corpos hidricos receptores, estdo os metais (AHEARN et al.,, 2004;
RAINBOW & BLACK, 2005; RAINBOW, 2007; LUOMA & RAINBOW, 2008;
CESAR et al.,, 2012). A poluicdo por estes contaminantes vem chamando
atencdo mundial, principalmente pelo grande impacto e risco potencial, pois
sao de dificil degradacéo e se acumulam na biota facilmente, possibilitando sua
magnificacdo nas cadeias e redes troficas (AHEARN et al., 2004; RAINBOW,
2007; VILHENA et al.,, 2012), favorecendo a potencializacdo de diversos
problemas a saude humana, entre eles o cancer (BERTIN & AVERBECK,
2006).

Desde a década de 60 o Brasil vem regulamentado as concentragdes
maximas de metais que podem ser encontrados em alimentos, através do
Decreto n® 55.871/1965 (BRASIL, 1965) e, mais recentemente, pela Portaria
ANVISA n° 685/1998 (BRASIL, 1998). O teor destes contaminantes tem servido
como importante parametro na quantificagdo do nivel de contaminacdo de
ambientes naturais (RAINBOW, 2007; LUOMA & RAINBOW, 2008). No
entanto, existem metais denominados essenciais (como o Cu, Cr e Mn), por
fazerem parte de processos metabdlicos, tornando-se toxicos em
concentragdes elevadas, o0 mesmo ocorrendo com 0S metais ndo-essenciais
(como o Hg, Pb e Cd), cuja toxicidade j& ocorre em contra¢des reduzidas
(EISLER, 2010).



Em todos os casos, dependendo da dosagem, sua presenca ha agua
preocupa pela mobilidade, no sedimento pela persisténcia (LUOMA &
RAINBOW, 2008; VILHENA et al. 2012) e na biota pela biodisponibilidade e
toxicidade (AHEARN et al., 2004; RAINBOW, 2007). Concentracdes toxicas
podem repercutir negativamente sobre a biota, seja por reducdo de sua
biodiversidade (TERLIZZI et al., 2005), extincdo de espécies menos tolerantes
(POMPEU & ALVES, 2003; ESPINOSA et al., 2007), por desestruturacéo
ecossistémica (AHEARN, et al.,, 2004; RAINBOW, 2007) e, ndo menos
importante, por danos subletais aos organismos, o que pode ocorrer por
alteracbes bioquimicas, genéticas, celulares, histoldgicas, fisiologicas,
imunoldgicas, reprodutivas e/ou comportamentais (BARSIENE, 2002; AHEARN
et al., 2004; NIGRO et al., 2006; PINHEIRO & TOLEDO, 2010; PINHEIRO et
al.,, 2013; AMIARD-TRIQUET et al.,, 2013; AMIARD-TRIQUET & AMIARD,
2013; PEREIRA et al., 2014).

Além dos danos subletais promovidos diretamente pela intoxicacdo por
metais, estes contaminantes também induzem a efeitos danosos indiretos,
contribuindo ao surgimento de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
conhecidas genericamente como radicais livres (LIMA & ABDALLA, 2001).
Estes elementos quimicos, altamente reativos, oxidam diversos componentes
bioldgicos, como os &cidos graxos poliinsaturados (encontrados nos lipideos
das membranas celulares) e os nucleotideos (encontrados no DNA), colocando
em risco a integridade celular e genética do organismo (GILLER & SINGLER,
1995).

Os sistemas estuarinos e 0s manguezais estao localizados em regides
onde as atividades humanas séo frequentes e intensas, além de possuirem
caracteristicas fisico-quimicas que favorecem a estabilizacdo destes
contaminantes, proporcionando relevante barreira biogeoquimica
(MACFARLANE et al., 2007; LUOMA & RAINBOW, 2008). Diante disso, a
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), o6rgéo
ambiental do Estado de S&o Paulo, adota, basicamente, dois critérios de
gqualidade ambiental para os sistemas estuarinos, com base em valores-guia
para metais presentes nos sedimentos (MACDONALD et al., 1996) e na agua
(Resolucdo CONAMA n° 357/2005). O primeiro deles foi estabelecido pela
legislacdo canadense, com a definigdo de dois limites: o TEL (“Threshold Effect

Level”’), que indica o nivel abaixo do qual supostamente n&do ocorre efeito
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adverso a comunidade biologica; e o PEL (“Probable Effect Level”), nivel acima
do qual é provavel a ocorréncia de efeito adverso a comunidade biolGgica.
Entretanto, segundo CHOUERI et al. (2009), o TEL do atlantico Sul é
equivalente ao PEL canadense, pois, ao que tudo indica, as espécies de

regides tropicais sdo mais sensiveis.

1.2. Monitoramento ambiental e o caranguejo-ucd (Ucides cordatus)

como espécie sentinela de manguezais

O biomonitoramento refere-se ao uso sistematico de respostas
biolégicas para avaliar mudancas ambientais, sejam elas promovidas por
causas naturais ou antropogénicas (BUSS et al., 2003). Os macroinvertebrados
bentdnicos destacam-se entre o0s organismos de maior eficiéncia ao
monitoramento de impactos antropicos, particularmente em ecossistemas
aquaticos continentais (CALLISTO, 2000; GOULART & CALLISTO, 2003). De
acordo com FELDMAN & CONNOR (1992), a alteracdo de parametros
abidticos pode influenciar a estrutura e distribuicdo espaco-temporal da
comunidade de macroinvertebrados. O uso da biota no monitoramento
ambiental é uma prética cada vez mais comum, tal fato é particularmente
evidente no caso dos macroinvertebrados bentdnicos, que tém sua area de
forrageamento limitada e com dependéncia direta de seus itens alimentares,
sua quantidade e disponibilidade (JUNQUEIRA et al., 2000).

Dentre as espécies capazes de responder a estresses ambientais,
algumas sao consideradas “sentinelas” por revelarem precocemente a
presenca e toxicidade de xenobidticos nos ambientes naturais (BELTRAME et
al., 2011; BRIGITTE, 2013; PEREIRA et al., 2014). Estudos desenvolvidos nos
manguezais do Estado de Sao Paulo por PINHEIRO et al. (2012, 2013) ja
demonstraram que o macroinvertebrado Ucides cordatus, conhecido
popularmente como caranguejo-uca, pode ser um bom bioindicador da
contaminacao por metais, pois acumula estes contaminantes em seus tecidos e
apresenta alta correlacdo significativa com impactos genéticos observados
(PINHEIRO et al., 2012, 2013). Este crustaceo vem contribuindo para a
biomagnificacdo destes contaminantes pela cadeia tréfica de manguezal, pois €
consumido por peixes, aves e mamiferos que frequentam esse ecossistema

(FISCARELLI & PINHEIRO, 2002). Além disso, este crustaceo possui intima
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relacdo com as matrizes ambientais, a saber: 1) 4gua, por contato e ingestao,
participando de varios processos fisioldgicos e metabdlicos, entre os quais a
respiragdo; 2) sedimento, por contato e ingestdao, em fungcdo de escavar
galerias no sedimento e ingerir parte dele durante sua alimentacéo; e 3) folhas
das arvores do manguezal, utilizadas como alimento por esta espécie
(FISCARELLI & PINHEIRO, 2002; CHRISTOFOLETTI et al., 2013; PINHEIRO
et al., 2013).

Ademais, 0 caranguejo-uca € uma espécie endémica do ecossistema

manguezal, um “bergario” natural frequentado por varios organismos, como
sitio de reproducdo, alimentagcdo e refugio (SCHAEFFER-NOVELLI &
CINTRON, 1986). Além de ser alvo de captura e consumo humano,
particularmente pelas populacdes litoraneas, trata-se de uma espécie-chave ao
ecossistema, onde assume importante papel ecolégico pelo consumo e
degradacao de mais de 50% da serapilheira disponivel sobre o sedimento local
(CHRISTOFOLETTI et al.,, 2013). O uso desta espécie bioindicadora ganha
importancia, pois 0s impactos sdo mais evidentes em organismos de vida longa
(RAINBOW, 2007), o que ja foi confirmado pelas estimativas de longevidade
efetuadas PINHEIRO et al. (2005), que é de 10 anos, sendo, portanto, seu uso
de maior confiabilidade ao acimulo de metais.

No que se refere as formas de biomonitoramento, 0s poluentes podem
estimular os organismos a gerarem respostas subletais causadas pelo estresse
ambiental, que sdo passiveis de identificacdo e quantificacdo por ensaios
experimentais conhecidos como biomarcadores (LIMA, 2000; MONSERRAT et
al., 2007; AMIARD-TRIQUET et al., 2013). Estes marcadores biologicos
indicam a ocorréncia de uma determinada disfuncdo biolégica (ou até
patolégica) em um organismo como resposta a um agente estressor (natural ou
antropico). O uso destes testes em monitoramentos ambientais tem atraido a
atencao mundial, por indicarem perturbagbes subletais e possibilitarem uma
gestdo ambiental precoce e preventiva, mais eficaz antes que problemas
populacionais ocorram nos ecossistemas (AMIARD-TRIQUET et al., 2013).

Considerando o0s impactos diretos e indiretos (radicais livres),
promovidos por intoxicacdo pelos metais que podem colocar em risco a
integridade genética e celular do organismo, chama a atencdo o uso de dois
tipos de biomarcadores: 1) quantificacdo de micronucleos; e 2) o tempo de

retencdo do vermelho neutro. No primeiro caso, a geracdo de células
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micronucleadas em frequéncia superior ao normal € uma das respostas do
organismo ao efeito dos poluentes, ja que se ocorrer comprometimento da
integridade do DNA na duplicacdo celular (ligacbes quimicas frageis), este
pode se romper, formando porcdes soltas que logo sdo encapsuladas
(micronucleo). Se houver parte de um gene contido neste encapsulamento,
ocorre deplecéo de sua expresséo, o que pode colocar em risco a producédo de
proteinas e, consequentemente, a vida celular (COUNTRYMAN & HEDDLE,
1976). Neste sentido, a técnica de micronucleo tem sido usada com sucesso
desde o final dos anos 50 na indicacdo de deficiéncias citogenéticas
(BURGEOT et al.,, 1995; COLLIER et al.,, 2013), podendo, também, ser
empregada na determinagdo do efeito genotdoxico em ambientes costeiros
(MARCHAND et al., 2013). A validade do uso desta técnica ganhou forca no
inicio do século XX, devido as recentes descobertas que validaram aberracées
cromossOmicas como preditores de cancer. Portanto, a utilizagdo deste ensaio
€ de suma relevancia populacional e, consequentemente, ecolégica (BONASSI
et al., 2000; NERI et al., 2003). Avaliacbes do efeito mutagénico em efluentes
tém evidenciado o ensaio microndcleo como um potente marcador genético em
mamiferos (SHIMADA et al.,, 1992), anfibios (JAYLET et al., 1986), peixes
(CARRASCO et al., 1990; WILLIAMS & METCALFE, 1992) e invertebrados
(BRUNETTI et al., 1988; SCARPATO et al., 1990; WRISBERG et al., 1992). No
caso dos invertebrados, esta ferramenta € extremamente sensivel na
estimativa de danos genéticos em bivalves do género Mytilus (vide BARSIENE,
2002), crustaceos cirripédios do género Balanus (vide NIGRO et al., 2006) e
em crustaceos braquiuros, como é o caso de Ucides cordatus (PINHEIRO et
al., 2012; 2013). No entanto, a analise de microndcleos ndo se restringe
apenas aos estudos de genotoxicidade, mas também aos ecotoxicologicos,
servindo a tomada de decisfes quanto ao gerenciamento de um recurso e
minimizacdo da toxicidade ambiental (MARCHAND et al., 2013).

J& o ensaio de incorporacdo do vermelho neutro em células vivas é um
teste in vitro de extrema eficicia, de baixo custo, de facil replicacdo e que
oferece excelentes respostas quantitativas para identificar substancias
potencialmente toxicas (SVENDSEN et al., 2004). Baseia-se no fato de que o
vermelho neutro é um corante vital, hidrossolivel e que passa através da
membrana plasmatica e se concentra nos lisossomos dos hialinécitos, onde se

fixa por ligacoes eletrostaticas nos sitios anidnicos da matriz lisossomal (LOWE
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et al., 1995). Neste sentido, os metais e os radicais livres, por exemplo, podem
danificar as membranas celulares e lisossomais por peroxidacdo lipidica
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; LIMA & ABDALLA, 2001) resultando no
decréscimo de captura e ligacdo do vermelho neutro (PEREIRA, 2003;
BURATTI et al.,, 2012). Os lisossomos possuem funcdo de reciclar outras
organelas e componentes celulares, além de degradar particulas advindas do
meio extracelular. De forma geral, o pH do citosol é neutro (7,2), com o melhor
funcionamento desta organela, que se baseia na contribuicdo de varias
enzimas (aproximadamente 50), em pH acido (x 5,0), o que € mantido no
interior do lisossomo desde que a permeabilidade seletiva de sua membrana
seja eficientemente. Em caso contrario, a funcdo da organela pode ser
comprometida e, consequentemente, colocar em risco a propria vida celular,
tecidual e/ou, em dltima instancia, do individuo (CARNEIRO et al., 2012).
Portanto, segundo SVENDSEN et al. (2004), este ensaio proporciona 6timas
respostas biolégicas quanto a relacdo tempo/dose-resposta, sensibilidade,
relevancia ecoldgica e para espécies de diferentes grupos taxonémicos, como
0 caso dos bivalves Mytilus galloprovincialis (GOMIERO et al. 2011) e
Anomalocardia brasiliana (MARTINS et al., 2005), o camardo Fenneropenaeus
chinensis (YAO et al., 2008), do siri Carcinus maenas (AGUIRRE-MARTINEZ
et al., 2013) e dos anelideos Eisenia fétida e Lumbricus terrestres (ASENSIO et
al., 2007).

1.3. Manguezais em estudo

De acordo com PINHEIRO et al. (2008), a Regidao Metropolitana da
Baixada Santista (RMBS - SP), composta por nove municipios, representa um
cenario contrastante devido a presenca de areas preservadas, entremeadas a
outras de expressivo impacto ambiental. PINHEIRO et al. (2013) e ABESSA &
AMBROZEVICIUS (2008) evidenciam problemas ambientais de vérias
naturezas, com diferentes fontes e intensidades, mencionando entre as causas
o destino inadequado dos residuos sélidos e a falta de tratamento dos
efluentes domésticos/industriais. Citam, também, o0s metais entre o0s
contaminantes de maior relevancia, podendo ser toxicos quando em doses
elevadas, ou mesmo em menores concentracbes, quando interagem com

outros metais. Podem, ainda, induzir alteracbes metabdlicas e genéticas, que
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podem levar a morte de organismos de varias espécies, inclusive do proprio
homem.

O Municipio de Cubatédo (SP) enfrenta ameaca constante da poluicao,
por seu imponente parque industrial, composto por 23 complexos industriais,
111 fabricas e mais de 300 fontes poluentes (PINHEIRO et al., 2012). Segundo
GUTBERLET (1996), tal poluicdo gerou graves problemas ao Rio Cubatéo e
seus manguezais, onde ja foram registrados peixes cegos, com pele manchada
e gosto intragavel. Apesar disso, SANTOS-FILHO et al. (1991) estudaram a
pesca de peixes estuarinos em Cubatdo, embora conhecessem sua
impropriedade ao consumo. Adicionalmente, DOMINGOS et al. (1998), também
ressaltam que a Mata Atlantica também tem sido afetada por poluentes
emitidos pelo Polo Industrial de Cubatdo, j& mostrando sinais de
comprometimento naquela época.

Os manguezais do Municipio de S&do Vicente, por sua vez, sofrem
influéncia de 11 fontes industriais poluidoras. Estdo, portanto, submetidos a
expressiva pressao antropogénica, particularmente pela ocupacéo irregular (p.
ex., palafitas) e descarte incorreto de residuos solidos (CETESB, 2007).

No sudeste do Estado de Séao Paulo, a Bacia Hidrografica do Rio Ribeira
de Iguape também apresenta problemas ambientais, tendo sido alvo de intensa
atividade mineradora até 1991, principalmente do chumbo, prata e ouro.
Durante cerca de 40 anos, a empresa responsavel pelo beneficiamento e
fundicBo desses metais descartou residuos de mineracdo nessa bacia
hidrografica, em especial em areas proximas a nascente do Rio Ribeira de
Iguape. Com o fechamento das minas, em 1996, pilhas de rejeitos do
beneficiamento e refino ficaram expostas a ag¢do das intempéries, sendo
removidas apenas em 2007. Como o Rio Ribeira de Iguape ndo passa por
processo de depuracédo, possivelmente tais residuos ainda sdo detectaveis na
biota local, como o cadmio e o chumbo (CETESB, 2000; FIGUEIREDO et al.,
2004; SOUSA, 2011). Apesar das atividades de mineracdo e metalurgia terem
cessado, a populacédo do Vale do Ribeira ainda convive com diversas fontes de
contaminacgao e passivos (FIGUEIREDO et al., 2004), amplamente citados em
diagnosticos de qualidade ambiental (TESSLER et al., 1987; EYSINK et al.,
1988; MORAES, 1997; CETESB, 2000, 2007). No século passado, com a
construcdo do Valo Grande (canal que liga o Rio Ribeira de Iguape ao

Complexo Estuarino-Lagunar de Cananéia-lguape), é plausivel supor que estes
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metais se difundiram por toda a Area de Protecio Ambiental de Cananéia-
Iguape-Peruibe (APA/CIP), inclusive sendo registrados na biota dos
manguezais (CETESB, 2000; FIGUEIREDO et al.,, 2004; SOUSA, 2011).
Segundo MENDONCA & MIRANDA (2008), o Municipio de Cananéia destaca-
se por sua expressiva atividade pesqueira, com desembarques da pesca
industrial (mar-a-fora) ou artesanal (costeira ou estuarino-lagunar), conferindo a
esta area notodria importancia em analises de impactos por metais e outros
poluentes.

As Unidades de Conservacdo (UCs) tém sido a melhor forma de
protecdo a biodiversidade (BRUNER et al., 2001). Com a elevacdo do
crescimento populacional humano (e reducdo dos habitats naturais), essas
unidades tém se tornando os Unicos redutos da maior parte da biota intolerante
a acdo humana (KRAMER et al., 1997). A Estacdo Ecologica da Juréia-Itatins
(EEJI), uma UC criada pelo Decreto Estadual n® 24.646/1986, e regulamentada
pela Lei n® 5.649/1987, totaliza cerca de 80.000 hectares de area preservada
(MARQUES & DULEBA, 2004). Em 2006, por forca de legislacdo estadual (n°
12.406/2006), a EEJI foi transformada em Mosaico de Unidades de
Conservacao, classificando a regidao da Barra do Una como Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel (RDS), embora seus manguezais ndo tenham

ainda sido classificados quanto ao seu estado de conservagéo.

Em suma, o conhecimento sobre a contaminagcdo por metais em
compartimentos abidticos e bidticos, bem como os impactos subletais na
espécie-chave dos manguezais ocidentais, sdo de extrema relevancia ao
conheecimento do estado de conservacdo da populacdo de U. cordatus e,
consequentemente, do ecossistema que habitam. Com tal conhecimento, seria
possivel a adocdo de medidas cabiveis pelas instituicbes publicas que tratam

da qualidade ambiental no Estado de Sao Paulo.



2. OBJETIVOS

Tendo em vista o possivel problema de poluicdo por metais em
manguezais da Regido Metropolitana do Estado de Sdo Paulo, bem como os

efeitos deletérios destes poluentes, a presente tese teve como objetivos:

1) Avaliar o grau de contaminacao de seis areas de manguezais paulistas,
por seis metais totais (Cd, Cu, Pb, Cr, Mn e Hg), com base em
amostras de sedimento, folhas do mangue-vermelho, agua de galerias
do caranguejo-uca e em tecidos corporeos deste crustaceo
(hepatopancreas e musculatura);

2) Avaliar a geno e citotoxicidade do crustaceo nas mesmas areas de
manguezal por dois biomarcadores (frequéncia de células
micronucleadas e o tempo de integridade da membrana lisossGmica),

com base em amostras de hemolinfa do caranguejo-uca;

3) Relacionar os danos subletais observados na espécie com os niveis de
metais no ambiente, estimando suas probabilidades de geno e
citotoxicidade, além da transferéncia aproximada destes elementos
entre os compartimentos abioticos e bidticos e a biodisponibilidade
esperada.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Identificagdo das areas de manguezal de interesse

O estudo foi delineado inicialmente para cinco areas de manguezal do
Litoral Centro-Sul do Estado de Séo Paulo (Projeto Uca Ill - FAPESP Proc. n°®
2009/14725-1), passiveis de contaminagdo por estes metais e com estado de
conservacao presumivelmente distintos, a saber: 1) Cananéia, localizada no
extremo sul do Estado de S&o Paulo e caracterizada por intensa atividade
pesqueira, inclusive do caranguejo-uca; 2) lguape, no mesmo complexo
estuarino, com possivel contaminacdo pela intensa atividade mineradora
ocorrida as margens do Rio Ribeira de Iguape; 3) Juréia, uma Unidade de
Conservacao (Estacdo Ecoldgica Juréia-Itatins - EEJI), que se acredita livre de
contaminantes (controle); 4) Cubatdo, com conhecido historico de
contaminacao por diversos poluentes industriais; e 5) S&o Vicente, que por
estar localizada no mesmo estuario de Cubatéo, pode apresentar também um
nivel de contaminacao representativo. Durante a execucdo da presente tese,
foi possivel a inclusdo de mais uma area de manguezal (Bertioga) para
avaliacao, onde sdo desenvolvidas atividades de pesca artesanal / esportiva e
nauticas.

Portanto, estas seis areas de manguezal do Litoral Centro-Sul Paulista
foram previamente selecionadas entre abril a junho/2010, tendo como base
seu histérico de influéncia antrépica, particularmente relacionado aos metais
(EISYNK et al.,1988; CETESB, 2001; ABESSA, 2002; PINHEIRO et al., 2013)
e com foco em locais com predominio do mangue-vermelho (Rhizophora
mangle, L.), onde ocorrem os exemplares de maior porte do caranguejo-uca
(HATTORI, 2006; HATTORI et al., 2008). Cada area compreendeu trés
subareas de manguezal (réplicas), evitando a pseudo-replicacdo (HURLBERT,
1984) e garantindo maior abrangéncia das areas em estudo, trazendo maior
confiabilidade aos resultados obtidos.

Cada uma das 18 subareas de manguezal foi demarcada com o auxilio
de um GPS (Global Positioning System), acoplado a uma antena externa
imantada sobre placa de zinco, fixada a um capacete para aumento do sinal
dos satélites para o georeferenciamento (Figura 1a). Apds a estabilizacdo do

ponto de origem na margem, cada subarea (bosque de mangue-vermelho - R.
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mangle) foi demarcada com GPS, além de ser registrado de seu perimetro e
area total (m?). Para facilitar o retorno da equipe nos meses subsequentes,
cada subarea teve uma das arvores proxima a margem no ponto de origem
marcada com fita adesiva zebrada e placa de identificacdo plastificada (Figura
1b). A tabela | resume as coordenadas geogréficas e areas totais (m?) de cada

subarea amostral, que podem ser consultadas na figura 2.

Figura 1 - Demarcacdo das subareas de mangue-vernelho (predominio de Rhizophora
mangle), com uso de um GPS (Global Positioning System) acoplado a uma antena externa
imantada a uma placa de zinco sobre capacete, visando a ampliacdo do sinal dos satélites (a)
e marcacao do ponto de origem com fita adesiva zebrada e placa informativa (Fotos: Marcelo
Pinheiro).

Tabela | - Coordenadas geogréficas e totalizagéo (m2) dos manguezais estudados em cada
uma das 18 sub&reas amostrais, em seis areas do litoral do Estado de Sao Paulo.

. 3 Coordenadas Geograficas Total da

Areas Subareas - - ! 2
Latitude (S) Longitude (W) Subarea (m")

SAV 1 23°56'18,9" 46° 26' 02,6" 12.493

Sé&o Vicente SAV 2 23° 57' 25,2" 46° 25' 20,4" 27.459

SAV 3 23°58'51,4" 46° 24' 24.5" 14.368

CcuB1 23°53'02,9" 46° 21' 54.6" 15.905

Cubatao cuB 2 23°54'02,4" 46° 22' 56,9" 4,454

CUB 3 23° 55'08,0" 46° 23' 04,8" 9.618

JUR 1 24° 26' 06.1" 47° 04' 47.1" 68.024

Juréia JUR 2 24° 26'01,0" 47° 06' 05,9" 16.558

JUR 3 24° 25'16,5" 47° 04" 22,5" 8.712

IGU 1 24° 41' 20.2" 47° 27' 57,5" 6.397

Iguape IGU 2 24° 42' 08,0" 47° 28' 55,5" 6.828

IGU 3 24° 41' 50,7" 47° 30'51,1" 4,884

CAN 1 25° 05' 38,2" 48° 01' 08,5" 7.469

Cananéia CAN 2 25° 07' 28,2" 48°01'03,8" 10.999

CAN 3 25° 09' 25,8" 48° 01'53,9" 9.095

BET 1 23° 51 14,9” 46° 09’ 15,8” 14.064

Bertioga BET 2 23° 50’ 23,5” 46° 09’ 00,8” 17.530

BET 3 23° 49 03,2” 46° 08’ 40,9” 14.427
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3.2. Caracterizacao das subéareas de manguezal

Durante o verdo/2010 (periodo seco), as 18 subareas de manguezal
foram caracterizadas segundo método adaptado de SCHAEFFER-NOVELLI &
CINTRON (1986), ja aplicado anteriormente por PINHEIRO (2006). Assim,
cada bosque de manguezal foi avaliado quanto a sua estrutura, biometria
arbérea e produtividade (quantificacdo da serapilheira), densidade do
caranguejo-uca, além do impacto antrépico (quantificacdo dos residuos solidos
e de metais). Neste sentido, dois desenhos amostrais foram empregados,
sendo um deles representado por uma transeccado e o outro por quadrados
amostrais, cujo objetivo foi simplesmente descrever o quanto estas subéareas
sao similares entre si.

No caso da transeccdo, uma trena de 50 metros foi estendida
perpendicularmente a margem, com direcdo ao interior do manguezal (Figura
3a), estabelecendo-se, assim, cinco segmentos de 10 metros (0-10 até 40-
50m). Em cada faixa foram estabelecidos, ao acaso, 10 espécimes arboreos
das espécies Rhizophora mangle L., Avicennia schaueriana Moldenke. e
Laguncularia racemosa C.F.Gaertn, que foram identificados e submetidos a
biometria, a saber: altura, com uso de um clinbmetro com hipsémetro digital,

marca Haglof (Figura 3b); circunferéncia a altura do peito (CAP), com uma

trena em lona, com subsequente transformacéo para diametro a altura do peito

(DAP) (Figura 3c); e limite superior de distribuicdo vertical de

Bostrychietum (conjunto de algas do género Bostrychia), determinada em

caules e/ou raizes escora das espécies arbéreas, com uso de trena lonada,
para avaliacdo do nivel de inundacao pelas marés, conforme WUNDERLICH et
al. (2008).

Na transeccdo de cada subarea foram coletadas trés amostras
compostas de sedimento, a 15, 30 e 45 metros da margem, que foram
encaminhadas ao Departamento de Solos e Adubos da FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal, para a execucdo dos seguintes procedimentos: a)

Andlise _granulomeétrica, por pesagem diferencial e técnica de pipetagem,

obtendo sete fracBes granulométricas (2-1mm, areia muito grossa; 1-0,5mm,
areia grossa; 0,5-0,25mm, areia média; 0,25-0,15mm, areia fina; 0,15-0,05mm,

areia muito fina; 0,05-0,002mm, silte; e argila, <0,002mm); b) Determinacao

do teor de matéria organica, por quantificacdo e subtracédo do peso livre das
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cinzas, apd6s permanéncia das amostras em forno mufla (500°C por 3h); c)

Andlise quimica do_solo, representada por andlise do potencial

hidrogenibnico (pH); macronutrientes (P, K, Ca, Mg e H+Al); e micronutrientes
(B, Cu, Fe, Mn, Zn e S-SO,).

Quadrados de 5x5m (25m?), confeccionados com canos PVC de meia
polegada de diametro (Figura 4a), foram utilizados para amostragem aleatoria
em cada subarea, compreendendo quatro réplicas, sendo duas localizadas a
15m da margem e as remanescentes posicionadas mais internamente (30m),
totalizando 100m?. Em cada réplica foram realizados os seguintes registros:

didmetro das galerias de U. cordatus abertas com atividade biogénica,

com uso de um paquimetro de precisao (0,05mm), além da contabilizacao das
galerias fechadas, para a estimativa da densidade dessa espécie (Figura 4b);

quantificacdo dos residuos soélidos e da serapilheira (folhas e

propaqulos) sobre o sedimento (Figura 4c), transportados até o laboratério,

onde foram lavados, classificados quanto ao tipo, secos em estufa de
ventilagdo forcada (60°C por 72h) e pesados em balanca digital (0,019);

identificacdo e contagem das espécies arboreas adultas (altura >1,5m) ao

nivel especifico, além de medida de seu circunferéncia a altura do peito

(CAP) (utilizando uma trena lonada), com subsequente transformacdo para

didmetro a altura do peito (DAP); e identificacdo/contagem das plantulas

arboreas (DAP<5cm), presentes sobre o sedimento.

Figura 3 - Chegada da equipe de coleta na subarea de amostragem (a); Prof. Marcelo Pinheiro
medindo a altura dos espécimes arbdreos da transecgao com clindmetro/hipsémetro digital (b);
Pablo Gandara Silva (esq.) e Luis Felipe Duarte (dir.) medindo a circunferéncia das arvores
adultas com trena lonada (c). (Fotos: a e ¢, Marcelo Pinheiro; b, Felipe Duarte).
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Figura 4 - Quadrado de amostragem de 5x5m (25m2), confeccionado com canos PVC,
posicionado em uma das subareas de amr ostragem (a); Luis Felipe Duarte medindo o diametro
de uma galeria de U. cordatus com paquiinetro de precisédo (0,05mm) (b); e Leonardo Mesquita
coletando serapilheira em um dos quadrados de amostragem (c) (Fotos: Marcelo Pinheiro).

3.3. Amostras de agua para as dosagens de metais

O protocolo para a coleta e preparo de todas as amostras (agua,
sedimento, folhas e estruturas do caranguejo-ucd) foi fornecido pelo CEATOX
(IB/JUNESP Botucatu). Durante o inverno/2011 (periodo seco), em cada
subarea de manguezal foram obtidas trés amostras de agua (100mL) das
galerias de Ucides cordatus, colhidas por suc¢gdo com mangueira de silicone e
armazenadas em frascos de polietileno etiquetados, previamente
descontaminados (solucdo de HNO3 a 10% + solucdo de Extran® acido a 10%
+ enxague final com &gua deionizada). Foram processadas 54 unidades
amostrais de 4gua (06 areas x 03 subédreas x 03 unidades amostrais), que em
campo foram mantidas em caixas térmicas com gelo picado, até a chegada ao
laboratorio, quando foram transferidas para um refrigerador até 0 momento das

analises dos metais.
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3.4. Amostras de sedimento para as dosagens de metais

Assim como visto para as amostras de agua, o0 protocolo para a coleta e
preparo das amostras de sedimento foi também fornecido pelo CEATOX
(IB/JUNESP Botucatu). Durante o inverno/2011 (periodo seco), nas subareas de
manguezal também foram coletadas trés amostras de sedimento (500g), em
profundidade de até 10cm, com auxilio de luva cirdrgica e espéatula plastica
descartaveis, em local proximo as galerias do caranguejo-uca, embora sem
evidéncia de bioturbacdo. Cada amostra foi acondicionada em frascos de
polietileno etiquetados, previamente descontaminados (vide item anterior) e
mantidos em caixas térmicas com gelo picado. Em laboratério, cada uma das
54 unidades amostrais (06 areas x 03 subareas x 03 unidades amostrais)
tiveram residuos vegetais (p. ex., raizes) removidos por peneiras plasticas, com
posterior homogeneizacdo das amostras e congelamento até a analise de

metais.

3.5. A escolha das estruturas corpéreas da espécie U. cordatus e dos
estagios foliares da espécie Rhizophora mangle para as dosagens
dos metais

A escolha das estruturas corporeas de U. cordatus, bem como os
estagios foliares de R. mangle para a quantificacdo dos metais, foi efetuada
com base no “screening” preliminar, realizado por PINHEIRO et al. (2012).
Assim, considerando a bioacumulagéo nos tecidos e estruturas avaliadas por
estes autores, foram escolhidas para as dosagens dos metais no caranguejo-
uca o hepatopancreas (6rgado detoxificador de metais nos crustaceos) e a
musculatura (por servir de alimento humano em varias regides brasileiras),
enquanto para o mangue-vermelho foram selecionadas as folhas verdes e
senescentes (itens alimentares deste crustaceo, segundo CHRISTOFOLETTI
et al., 2013). Esta selecéo teve o intuito de aproximar a bioacumulacdo natural

dessas espécies nas areas de interesse (NEWMAN, 2013).
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3.6. Amostras de folhas da espécie de R. mangle para as dosagens de

metais

Durante o inverno/2011 (periodo seco) foram amostradas 20 folhas de
R. mangle em cada um dos estagios de maturacéo foliar (verdes e senescentes
pré-abcisdo) por subérea. Estas foram obtidas com o auxilio de tesouras de
poda e mantidas em sacos plasticos devidamente etiquetados, até serem
transportadas ao laboratorio.

As folhas passaram por lavagem prévia com agua corrente, seguida por
agua com detergente neutro a 5%, agua corrente (segunda lavagem), solucao
de agua destilada saturada com HCI (Figura 5a) e, finalmente, por agua
destilada em abundancia. Posteriormente, as folhas foram secas com panos
limpos (Figura 5b), mantidas sob-refrigeracdo (menos de 48h), desidratadas
em estufa de ventilacdo forcada (60°C por 72h) (Figura 5c) e submetidas a
moagem em um moinho de facas. O pé resultante de cada estagio foliar (+

20g) foi disposto em frascos plasticos devidamente etiquetados e

descontaminados até o momento das analises dos metais.

Figura 5 - Lavagem das folhas de R. mangue em solucéo de agua destilada saturada com HCI
(a); secagem com panos limpos (b); desidratacdo em estufa de ventilacdo forcada (60°C por
72h) (Foto: Marcelo Pinheiro).

3.7. Amostras de tecidos da espécie U. cordatus para as dosagens de

metais

Em maré baixa, durante o inverno/2011 (periodo seco), foram
capturados trés exemplares da espécie U. cordatus por subarea, totalizando 54
animais. Os exemplares foram machos, em estagio de intermuda (PINHEIRO &

FISCARELLI, 2001), utilizando duas técnicas distintas: 1) “braceamento”, que
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consiste na captura direta dos animais pelo catador com a introducédo de seu
braco diretamente nas galerias (Figura 6a,b); ou 2) “redinha”, por armadilha
confeccionada artesanalmente pelos catadores de caranguejo, utilizando fios
de sacos de réfia (nailon) atados a dois ramos de arvores.

Apos serem capturados, os exemplares foram individualizados em sacos
plasticos e depositados em uma caixa térmica com gelo picado, para transporte
até o Laborat6rio de Biologia e Ecologia de Crustaceos, da UNESP/CLP. Cada
individuo foi cuidadosamente lavado e escovado para a retirada da lama,
sendo dispostos sobre bancada para biometria e remocéo de érgéos e tecidos.

Os animais tiveram sua largura cefalotoracica (LC) medida com
paquimetro de precisao (0,05mm). Posteriormente, cada animal foi dissecado
com tesouras e pincas esterilizadas, para a remo¢ao de amostras das duas
estruturas corpéreas (musculatura dos quelipodos e hepatopancreas) (Figura
6c). Um total de 108 amostras foi coletado para as andlises de metais (3
animais x 6 areas x 3 subareas x 2 estruturas corpéreas). Estas foram
dispostas em frascos plasticos do tipo Eppendorf (2mL), previamente

descontaminados, que foram congeladas até o momento das analises dos

metais.

Figura 6 - Captura do caranguejo-uca por “braceamento”, realizado pelo Sr. Anacleute Silva,
um dos catadores de S&o Vicente - Cubatdo (a); exibicdo de dois exemplares machos
capturados (b); e Luis Felipe Duarte acondicionando uma amostra de hepatopancreas em um
tubo Eppendorf (2 mL), para a analise quali-quantitativa de metais (Fotos: Cristiano Burmester
- Revista Unesp Ciéncia).

3.8. Método de analise dos metais nas amostras bidticas e abiodticas

Todas as amostras de agua, sedimento, estruturas corporeas de U.
cordatus e folhas de R. mangle foram transportadas em caixas térmicas com
gelo picado até o Centro de Assisténcia Toxicologica (CEATOX), do IB/JUNESP
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Botucatu, para a quali-quantificacdo de seis metais totais (Cd, Cu, Pb, Cr, Mn e
HQ).

Cada amostra foi submetida ao método de mineralizacéo por via Umida
com &cido nitrico (HNO3 a 65%), segundo BASSET et al. (1981), utilizando um
forno Provecto-Analitica (DGT-100 Plus) e interpretacdo dos dados por um
programa especifico para sedimentos e outros materiais. As analises foram
otimizadas por lampadas de cétodo oco (LCO), especificas para cada elemento
metalico, com leitura efetuada em Espectrometro de Absorcdo Atémica GBC-
932 AA (ATHANASOPOULOQS, 1994).

3.9. Danos geno e citotoxicos na espécie Ucides cortadus

3.9.1. Ensaio do micronucleo: Obtencdo de amostras e processamento

Durante o inverno/2013 (periodo seco), foram coletadas amostras de
hemolinfa de cinco exemplares/subarea de manguezal. Para a confec¢cdo das
laminas do ensaio micronucleo, utilizou-se o método modificado de
SCARPATO et al. (1990), ja empregado com sucesso para esta espécie por
NUDI et al. (2010) e PINHEIRO et al. (2013).

A hemolinfa foi coletada com seringas (1mL), munidas de agulhas 21
gauge (0,8x40mm - evitando, assim, danos aos hialindcitos), obtida por
insercao da agulha na membrana de articulagéo interna do carpo-propodo no
quelipodo maior. As amostras foram transferidas para tubos siliconizados,
seguida de distribuicdo cuidadosa de hemolinfa (50uL) sobre lamina de
microscopia, com uso de micropipeta. Realizou-se o0 procedimento
individualmente, com a obtencdo de trés laminas/exemplar, que foram
depositadas em camara escura umida (£ 30 minutos), para melhor aderéncia
dos hialinécitos a superficie das laminas. Posteriormente, estas foram secas ao
ar e fixadas com Solugédo de Carnoy (metanol/acido acético 3:1), por cerca de
20 minutos, e novamente secas a temperatura ambiente. A partir do material
fixado, as laminas foram coradas com Solucdo Giemsa 2%, em tampao fosfato
pH 8,0 (NaHPO, + KH;PO,), também por 20 minutos. ApOs este
procedimento, as laminas foram lavadas com agua deionizada, secas ao ar e
aderidas & laminula com Entellan® Merck®.

O numero de células micronucleadas por 1.000 analisadas (MN%o) foi
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guantificado para cada animal sob aumento de 1.000x em microscopio 6tico
comum acoplado a um sistema de andlise de imagens por computador
(AxioVision® v. 4.8 Zeiss®). O hemdcito utilizado na quantificagdo dos MNs foi o
hialindcito, excluindo os granulécitos e semi granuldcitos das analises, de
acordo com HOSE et al. (1990), MARTINEZ et al. (1999) e MATOZZO &
MARIN (2010). As células micronucleadas foram identificadas por confirmacao
da estrutura micronuclear, que segundo COUNTRYMAN & HEDDLE (1976)
possuem tamanho <1/3 do ndcleo celular, da qual se destacam, possuindo
coloracédo similar (ou mais clara) que o nucleo e descarte da contabilizacdo das
células com mais de trés micronucleos. Segundo esta técnica, desenvolvida
para bivalves, considera-se uma resposta significativa a xenobio6ticos quando a
frequéncia de células micronucleadas supera 4 MN%o, (SCARPATO et al., 1990;
FOSSI et al., 2000).

3.9.2. Ensaio do vermelho neutro: Obtencdo de amostras e

processamento

Durante o inverno/2013 (periodo seco), foram coletados 10 exemplares
machos adultos de U. cordatus por subarea de manguezal, por “braceamento”
(captura direta dos animais pela introducao do braco do catador nas galerias),
totalizando 30 exemplares por area (N = 180 exemplares). A integridade
lisossomal foi avaliada por método adaptado de LOWE et al. (1995), a partir de
amostras de hialinocitos pouco antes do sacrificio dos exemplares para as
demais andlises. As laminas de microscopia (76x26mm) foram preparadas
imediatamente antes do experimento, sendo pré-lavadas e tratadas com
solucdo de Poly-L-lisina em agua destilada (1:10), necesséaria a adesao dos
hialindcitos em sua superficie. Usando uma micropipeta essa solucéo (10ulL) foi
espalhada uniformemente por toda a superficie da lamina, por deslizamento de
uma laminula (esfregaco), sendo, posteriormente, secas ao ar em temperatura
ambiente. Para a diluicdo da hemolinfa dos caranguejos, foi utilizada uma
solucao fisioldgica (salina), obtida pela adicdo de 4,77g de HEPES; 25,489 de
cloreto de sodio; 4,36g de sulfato de magnésio; 0,75g de cloreto de potassio;
1,929 de cloreto de calcio; em 1 litro de agua destilada, assegurando um pH
7,36. Foi preparada uma solucdo estoque de vermelho neutro, constituida pela

dissolugéo de 22,8mg deste corante em 1mL de DMSO (dimetil-sulfoxido), com
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durabilidade maxima de 3 semanas, sob refrigeracdo. Pouco antes do uso, foi
preparada a solucédo de trabalho de vermelho neutro (10uL solucéo estoque +
5mL de solucdo fisiolégica), devidamente homogeneizada com agitador
magnético por 1-2 minutos. Foi também preparada uma solugéo anticoagulante
(2,059 glicose; 0,8g de citrato de sodio; 0,429 de cloreto de sddio; em 100mL
de agua destilada), em proporcdo 2:1, a saber: 0,334mL de solucdo
anticoagulante : 0,166mL da solucéo fisiologica. Com uma seringa hipodérmica
(ImL), munida de agulha 21 gauge (evitando a destruicdo dos hialindcitos e
diminuicdo de coagulos), 1,5mL da solu¢do anticoagulante foi transferida para
uma seringa, com remocao de 0,5mL de hemolinfa, obtida por insercdo da
agulha na membrana de articulacdo interna do carpo-prépodo no quelipodo
maior. O conteudo foi transferido da seringa para tubos siliconizados (2mL),
onde foi mantido em descanso de 15-20 minutos. Esse procedimento visa
minimizar a forca de adesdo e, consequentemente, o rompimento das células
sanguineas e a coagulacdo. Posteriormente, 40uL da solucdo (hemolinfa do
animal + solucdo fisiolégica + solucédo anticoagulante = 1mL) foi retirada com
uma ponteira de pipeta limpa para cada caranguejo, evitando a contaminacéo
das amostras, sendo espalhada por toda a superficie das laminas de
microscopia (previamente tratada com poly-L-lisina). As laminas foram entao
mantidas em camara Umida escura (15 min.), para melhor aderéncia das
células a superficie laminar. Em seguida, 40uL da solucdo de trabalho de
vermelho neutro foram dispostos suavemente sobre a camada de
hialindcitos/lamina, as quais foram mantidas em uma camara escura/umida,
com remocdo do excesso do fluido em suspensdo ap6s 15 minutos de
incubacgéo (penetracdo do corante nas células) e recobrimento por laminulas.
Na primeira hora, a cada 15 minutos, as laminas foram examinadas sob
microscopio Optico e, caso necessario, durante uma segunda hora a cada 30
minutos. Inicialmente, as células foram focalizadas sob menor aumento (50X),
aumentando-se a magnificacao para 400 ou 500x. No momento da observacéo
das laminas a luz incidente deve ser a mais reduzida possivel, visando uma
melhor visualizacdo celular e menor fotodegradacdo. Como ocorrido para a
técnica de micronudcleos, foram avaliados somente os hialindcitos (HOSE et al.,
1990; MARTINEZ et al.,, 1999; MATOZZO & MARIN, 2010), que foram
cuidadosamente examinados, com anotacdo do tempo de retengdo do
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vermelho neutro, estimando-se a proporcdo de células com extravasamento
lisossomal para o citossol e, para auxilio na determinacdo do nivel de estresse,
foram também conferidas anormalidades no tamanho/cor dos lisossomos. A
forma celular também pode ser modificada em funcdo do impacto causado por
contaminantes (COLLIER et al., 2013). Pelo exposto, os critérios que foram

utilizados estao apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 - Critérios para a determinacdo de hialindcitos saudaveis e sob
estresse durante o ensaio do vermelho neutro, segundo método adaptado de

LOWE et al. (1995).

Critério Células saudaveis Células sob estresse
Forma das células irregular arredondadas
Tamanho das células largas menores
Numero de lisossomos muitos poucos
Tamanho dos lisossomos pequenos alargados / aumentados

Cor dos lisossomos

vermelho palido / rosado

vermelhos ou rosa escuro,
alaranjados, marrons

Pseuddpodes

nao visiveis

visiveis

Corante vazado das células

nao visiveis

visiveis

As laminas foram avaliadas para quantificacdo do tempo de retencéo do
vermelho neutro (vide Quadro 2). Assim, quando as células apresentaram
citossol claro e sem evidéncia de anormalidades estruturais ou estresse, foi
anotado o sinal “+”; foi representado por “t’quando constatado algum sinal de

estresse celular; e em percentuais de estresse acima de 50% um sinal “-“.

Quadro 2 - Exemplo da analise da quantificacdo temporal na anélise das
laminas durante o ensaio do vermelho neutro, segundo o método adaptado de
LOWE et al. (1995).

Tempo (min) Efeito
60 90 (mim)
- - - 60
90
60
90
- - 60
45
45
- - - - 30
- - - - 45
- - - - - 30

algum sinal de estresse; “-” = mais de 50% de hialindcitos estressados.

Caranguejo/lamina
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3.10. Processamento e analise estatistica dos dados

3.10.1. Exploragcéo de dados e procedimentos iniciais

A tabulacdo dos dados em planilhas foi efetuada com o programa
Microsoft Excel® 2007, enquanto as andlises estatisticas e graficos foram
efetuadas com o R v. 2.5.0 (IHAKA & GENTLEMAN, 1996), Sysgran® v. 3.0
(CAMARGO, 2006) e Statistica® v. 7.0.

A largura cefalotoracica (LC) de U. cordatus, estimada com base na
relacdo do tamanho desta espécie com o diametro de abertura da galeria (DG),
foi empregada na confeccdo das curvas de densidade para cada area de
manguezal, com uso das frequéncias absolutas por intervalos de tamanho. Os
demais parametros em estudo (p. ex., biometria arbérea, serapilheira, etc.)
foram apresentados sob a forma de tabelas ou graficos de caixa (“boxplots”).
Os parametros que apresentaram confirmacdo da normalidade (teste W,
Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (teste B, Bartlett) foram representados
como meédias, sendo sua comparagcao entre areas e subareas avaliada por
teste paramétrico (ANOVA, com contraste entre as médias por Tukey “a
posteriori’). Por outro lado, aqueles com auséncia de normalidade ou igualdade
das variancias foram representados como medianas, com a aplicacdo de
testes ndo paramétricos (teste H, ANOVA de Kruskal-Wallis, com contraste das
medianas).

Foram confeccionados “boxplots” para a representacéo da variacao dos
dados de cada parametro, seja ele representado pela média ou mediana, com
indicacdo do significado das caixas, das linhas verticais (“whiskers” = bigodes)
e de pontos extrapolando o limite de variagdo (“outliers”) (THE R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2002). Complementarmente, graficos de
barras (média + desvio padrdo) também foram utilizados para expressar 0s
resultados dos biomarcadores e fatores de transferéncia dos metais.

No caso da analise granulométrica das amostras de sedimento, foi
utilizado o programa Sysgran® v. 3.0, seguindo o modelo de FOLK & WARD
(1957), que segundo DIAS (2004) apresenta um excelente indice de eficiéncia
(88%). Assim, o sedimento de cada subarea foi avaliado quanto ao tamanho
meédio dos graos, classificacdo granulométrica (diagrama de Shepard) e indice

da hidrodinamica local (diagrama de Pejrup).
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O impacto geno e citotoxico na espécie U. cordatus foi ilustrado pelo
céalculo da média (+ desvio padrdo), sendo as diferencas estatisticas
evidenciadas por ANOVA, acompanhada do teste de Tukey (ZAR, 1999).

3.10.2. Avaliacdo dos metais por area/subarea e compartimento

ambiental/bidtico

Para analise de diferencas na concentracdo de metais por area de
manguezal e seus compartimentos, os dados foram submetidos a testes
estatisticos especificos indicados por SOKAL & ROLF (2003) e ZAR (1999),
calculados pelo Programa R 2.13.0 (IHAKA & GENTLEMAN, 1996). A
significAncia da variacdo da concentracdo de cada metal por compartimento e
area de manguezal (uso dos dados por subarea), foi avaliada por ANOVA, com
contraste das médias a posteriori por Tukey (ZAR, 1999). O mesmo também foi
efetuado por metal, considerando sua concentracdo em cada compartimento
ambiental/biotico, utilizando a area de manguezal como variavel explicativa.
Assim, foram avaliadas a influéncia dos compartimentos, das subareas e das

areas de manguezal em relacdo a variacdo de cada metal analisado.

3.10.3. Andlises multifatoriais

Foram empregadas analises multifatoriais, cada uma delas
compreendendo uma analise de componentes principais (PCA), distancia de
similaridade (Similarity Distances) e analise de agrupamento (Cluster Analysis),
com base na distancia euclidiana, segundo KAUFMAN & ROUSSEEUW
(1990). Os calculos foram efetuados com o pacote FactoMineR (LE et al., 2008;
HUSSON et al., 2012) do programa R 2.13.0 (IHAKA & GENTLEMAN, 1996),
com a classificacdo das subareas em grupos (modo Q), por similaridade.

Tais analises compreenderam o0 uso de cinco matrizes distintas, cada
uma delas empregando médias de variaveis abidticas, bidticas e relativa aos
seis metais nas 18 subareas amostrais, para reconhecimento de possiveis
padroes, com base em agrupamentos oriundos de suas similaridades. Séao
elas: Matriz 1, Caracterizagdo Ambiental (matriz de 18 linhas x 21 colunas =
subareas x variaveis ambientais), referente as caracteristicas bidticas dos 18

bosques de manguezal, representadas pelas médias de 21 variaveis
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ambientais, 06 delas bioticas (DA, densidade de arvores; DB, densidade de
plantulas arboéreas; SER, biomassa de serapilheira disponivel sobre o
sedimento; H, altura de arvore; DAP, didmetro da arvore a altura do peito; e
BOS, limite superior de distribuicdo vertical de Bostrychietum) e as demais
abidticas, relacionadas ao sedimento de manguezal (pH, potencial
hidrogenidnico do sedimento; MO, teor de matéria organica; macronutrientes:
P, K, Ca, Mg e H+AIl; micronutrientes: B, Cu, Fe, Mn, Zn, S-SO, e Al; e
granulometria: GRA, tamanho médio do grdo); Matriz 2, Contaminacdo do
Ambiente por Metais (matriz de 18 linhas x 12 colunas = subareas x metais
em dois compartimentos abioticos), relativa as médias de concentracdo de seis
metais (Cu, Cd, Cr, Mn, Pb e Hg) em amostras de agua (W) e sedimento (S) de
18 subareas de amostragem; Matriz 3, Contaminacao da Flora por Metais
(matriz de 18 linhas x 12 colunas = subareas x metais em dois compartimentos
arbéreos), referente as médias de concentracdo de seis metais (anteriormente
citados), acumulados em folhas verdes (GL) e senescentes pré-abscisédo (SL)
do mangue-vermelho (R. mangle), em 18 subareas de amostragem; Matriz 4,
Contaminacao da Fauna por Metais (matriz de 18 linhas x 12 colunas =
subareas x metais em dois compartimentos animais), compreendendo a média
da concentracdo dos seis metais (anteriormente citados), acumulados em
amostras de hepatopancreas (H) e musculatura (M) do caranguejo-uca (U.
cordatus), obtidas nas 18 subareas amostrais; e Matriz 5, Contaminacao
Total (matriz de 18 linhas x 36 colunas = subareas x metais em seis
compartimentos), relacionada a média de concentragcdo de cada um dos seis
metais (anteriormente citados), acumulados nas amostras do ambiente (dgua e
sedimento), da flora (folhas verdes e senescentes do mangue-vermelho) e da
fauna (heopatopancreas e musculatura do caranguejo-u¢d), nas 18 subareas
amostrais.

Cada matriz foi previamente testada segundo trés formatos distintos: 1)
dados originais (ndo transformados), com respeito as escalas dimensionais; 2)

dados log-transformados, onde os dados foram normalizados com base em

log(n+1); e 3) dados transformados pelo “decostand”, com transformacéao

efetuada com auxilio deste pacote do programna R 2.13.0 (IHAKA &
GENTLEMAN, 1996), que segundo LEGENDRE & GALLAGHER (2001) e
ANDERSON et al. (2006) padroniza os dados numa escala variando de O

(menor valor observado) a 1 (maior valor registrado),
25



Os resultados serdo apresentados em maior detalhamento para as
matrizes 1 e 5, empregadas na avaliacdo do agrupamento das subéreas
amostrais em relacdo a sua caracterizacdo ambiental e contaminacao total,
respectivamente, evitando, assim, uma redundancia por interpretacdo de

matrizes intermediarias (Matriz 2, 3 e 4).

3.10.4. Andlise de correlacdo entre matrizes

As matrizes citadas no item anterior foram correlacionadas entre si pelo
teste de Mantel, segundo LEGENDRE & LEGENDRE (1998), visando
evidenciar se uma matriz explicativa pode determinar significativamente as
variacbes encontradas nas demais matrizes resposta. As analises foram
efetuadas pelo pacote Vegan (OKSANEN et al., 2011), do programa R 2.13.0
(IHAKA & GENTLEMAN, 1996).

Neste sentido, houve a necessidade de confeccionar outras trés
matrizes. Duas ocorreram por decomposicdo da Matriz 2 (gerando a Matriz 6,
Contaminacdo da Agua; e Matriz 7, Contaminacdo do Sedimento), cada
uma delas constituida por 18 linhas x 6 colunas, compreendendo as subareas x
metais em cada compartimento, respectivamente; e uma matriz nova, originada
por fusdo das matrizes 3 e 4 (gerando a Matriz 8, Contaminacao da Biota,
compreendendo 18 linhas x 24 colunas, referente a contaminagdo em quatro
compartimentos bidticos (dois arbéreos + dois animais).

Primeiramente foi avaliada a contaminacdo do hepatopéancreas e
musculatura do caranguejo-uca (Matriz 4), utilizada como matriz resposta, em
funcd@o de matrizes explicativas, relacionadas a contaminagéo: agua (Matriz 6),
sedimento (Matriz 7) e folhas de R. mangle (Matriz 3). Também foi avaliada a
contaminacdo ambiental por metais (Matriz 2) em funcdo da contaminacédo da
biota (Matriz 8).

3.10.5. Analise de correlacdo de Spearman entre a concentracdo de

metais e os resultados dos biomarcadores

Para cada metal em estudo foi realizada uma analise de correlagéo por
postos de Spearman, envolvendo as médias de concentracdo em seis

compartimentos (agua, sedimento, folhas verdes, folhas senescentes,
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hepatopéncreas e musculatura), bem como dos biomarcadores (MN%.,
frequéncia de células micronucleadas por 1.000 células analisadas em U.
cordatus) e o tempo médio de retencdo do vermelho neutro pelos hialinécitos
(VN, em minutos). Neste sentido, foram realizadas 168 analises (28 relacdes
por metal x 06 metais), cujos coeficientes de Spearman foram confrontados aos
valores tabelados com n-2 graus de liberdade (gl = 94), a 5% de significancia
estatistica (ZAR, 1999). Apenas as relacbes com coeficiente de correlacao

significativo foram representadas por graficos de disperséao.

3.10.6. Pressupostos orientadores de respostas dos biomarcadores
utilizados e probabilidade de impactos geno e citotéoxico em populacdes

do caranguejo-uca frente a metais nos compartimentos abiéticos

Conforme apresentado anteriormente, sabe-se que 0s manguezais do
Estado de Sdo Paulo podem ser classificados por pressupostos quanto ao seu
estado de conservacdo, em areas muito conservadas (Juréia-ltatins e
Cananéia), muito contaminadas (Bertioga, Sdo Vicente e Cubatdo) e com
contaminacao intermediaria (lguape) (TESSLER et al., 1987; EYSINK et al.,
1988; GUTBERLET, 1996; MORAES, 1997; CETESB, 2000, 2001, 2007;
SILVA et al., 2002; FIGUEIREDO et al., 2004; MARQUES & DULEBA, 2004;
VIRGA, 2006; ABESSA & AMBROZEVICIUS, 2008; VIRGA & GERALDO,
2008; PINHEIRO et al., 2008; CHOUERI et al., 2009; PINHEIRO et al., 2012,
2013). Portanto, a amplitude das respostas fisiologicas e genéticas observadas
nos exemplares oriundos das diferentes areas pode ser assumida como uma
variacdo consideravel para pressupostos orientadores dos impactos geno e
citotoxicos na espécie U. cordatus. Assim, aliando dados de contaminacao por
metais nos manguezais em estudo, com dados historicos de contaminagéo
desses mesmos manguezais por outros xenobidticos (vide autores previamente
citados), existe a possibilidade de recomendacgao de valores orientadores para
0s biomarcadores em estudo (frequéncia de microndcleos e tempo de
integridade dos lisossomos). Tais dados pressupdéem danos genéticos e
fisiol6gicos a esta espécie, com tais valores norteadores podendo ser
empregados para quaisquer outros manguezais brasileiros, haja vista
empregarem um gradiente de contaminacéo para Sao Paulo, um dos Estados

mais industrializados do pais. Assim, com base nestes parametros foram
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recomendados quatro valores orientadores provaveis, a saber: Impacto nulo
provavel (INP); Baixo Impacto Provavel (BIP); e Alto Impacto Provavel (AIP).
Por exemplo, assumiram-se as respostas biolégicas observadas nos
manguezais da Juréia-Itatins (controle) como alteracdes cito genéticas normais
e intrinsecas aos individuos (impacto nulo), enquanto os maiores danos
registrados na espécie foram estabelecidos como de alto impacto provéavel
(AIP).

Complementarmente, utilizando os resultados das correlagbes de
Spearman realizadas (vide item 3.10.5), foram selecionadas as relacdes
significativas entre contaminagdo por metais nos compartimentos abibticos
(dgua e sedimento) e as supostas respostas subletais observadas nos animais
(elevacao da frequéncia de micronucleos e reducdo do tempo de retencdo do
vermelho neutro). Assim, foram calculadas as probabilidades de impacto geno
citotoxico frente a concentracdo dos metais que supostamente determinaram
significativos aumentos de danos fisiolégicos e genéticos. Para isso, 0s
resultados de frequéncia relativa acumulada para os biomarcadores foram
ajustados a um modelo ndo paramétrico sigmoide, adaptado de HOVGARD &
LASSEN (2000), por estimativa dos minimos quadrados, entre as
concentracOes dos metais e estes danos subletais. A saber,

P = 1/(1+e—r(C—CSO%))

Onde: P = Probabilidade de impacto fisiolégico ou genético; r = inclinacao;
C50% = concentracado do metal na qual a probabilidade de impacto é de 50% e
C = concentragao do metal.

Foram plotadas as concentracdes de metais na 4gua ou no sedimento
(eixo x) em relacéo a probabilidade dos danos geno ou citotoxicos esperados e
seus resultados, no caso a frequéncia de micronucleos ou tempo integridade
da membrana lisossémica (dois eixos y). Além disso, quando possivel, foram
também ilustrados na area de plotagem as categorias de valores orientadores
(INP, BIP e AIP), bem como os valores orientadores de qualidade para aguas
estuarinas (CONAMA n° 357/2005, BRASIL, 2005) e para o sedimento
(ENVIRONMENT CANADA, 1999).
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3.10.7. Transferéncia dos elementos quimicos (Fator de transferéncia) e

biodisponibilidade dos metais esperada

Algumas questbes sdo importantes a serem estabelecidas para
determinar a conservacao das diferentes areas de manguezal no presente
estudo, como: 1) Qual a biodisponibilidade aproximada/esperada dos seis
metais avaliados?; 2) Qual a taxa de transferéncia (aproximada) de cada um
dos seis metais avaliados das folhas de R. mangle para os tecidos de U.
cordatus?; 3) Existe uma tolerancia diferenciada de R. mangle para os metais
em estudo nas diferentes areas de manguezal?; e 4) Existe uma tolerancia
diferenciada da espécie U. cordatus para os referidos metais, nas diferentes
areas de manguezal?.

Para tentar responder tais perguntas, a transferéncia quimica nos
compartimentos ambientais sedimento-folhas-caranguejo foi avaliada por uso
do fator de transferéncia, FT (NOTTEN et al., 2005; KABATA-PENDIAS, 2011,
VILHENA et al., 2012), que é definido pela raz8o da concentragdo dos
elementos quimicos entre os diferentes compartimentos ambientais. Para tanto,

foram analisadas as seguintes relacdes:

1) Biodisponilidade esperada/aproximada dos valores médios dos metais
obtidos em:
a) Folhas verdes e senescentes da espécie R. mangle (Fs) em relacdo aos
valores médios encontrados no sedimento (Sed), ou;
b) Hepatopancreas e musculatura da espécie U. cordatus (Crab) em

relacdo aos valores médios encontrados no sedimento (Sed);

2) Taxa de transferéncia e/ou tolerancia diferenciada dos valores médios
dos metais obtidos em:
a) Folhas senescentes (FS) em relacdo aos valores médios encontrados
nas folhas verdes (FV) de R. mangle;
b) Musculaturas (M) em relacdo aos valores meédios encontrados no
hepatopancreas (H) da espécie U. cordatus;
c) Hepatopancreas e musculatura da espécie U. cordatus (Crab) em
relacdo aos valores médios obtidos nas folhas verdes e senescentes da
espécie R. mangle (Fs).
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Para cada relacdo acima citada, a significancia das diferencas
encontradas entre as areas de estudo foram avaliadas por ANOVA, com
contraste das médias pelo teste de Tukey “a posteriori” (ZAR, 1999), utilizando
o programa R v. 2.5.0 (IHAKA & GENTLEMAN, 1996).

Complementarmente, para a estimativa da biodisponibilidade esperada
(aproximada) dos metais nas diferentes areas de manguezal, foi calculado o
percentual entre a média da concentracdo da matriz abidtica em relacdo a
média da matriz bidtica. Somente para o mercurio foram utilizados os dados de
acumulo nos tecidos de caranguejo-uca (“Crab”) como matriz biética, enquanto
que os demais casos as folhas verdes e senescentes de R. mangle (Fs) foram
tomadas como base, por serem o0s compartimentos bibticos ligados
diretamente ao sedimento (matriz abibtica para todos os casos para avaliacao

da biodisponibilidade esperada/aproximada).

3.11. Valores de referéncia para a avaliacdo dos metais por area e

compartimento ambiental/bidtico

Os resultados de dosagem de metais nos compartimentos abidticos
foram comparados por dois critérios para avaliacdo da qualidade ambiental,
seja em relacdo aos sedimentos (MACDONALD, 1996) como da &gua
estuarina  (CONAMA n° 357/05, BRASIL, 2005). O primeiro deles foi
estabelecido pela legislacdo canadense, sendo também adotado pela CETESB
no Estado de S&o Paulo, com a definicdo de dois limites para aguas salobras e
salinas, a saber: o TEL (“Threshold Effect Level”), que indica o nivel abaixo do
gual supostamente ndo ocorre efeito adverso a comunidade bioldgica; e o PEL
(“Probable Effect Level”), que é o nivel acima do qual € provavel a ocorréncia
de efeito adverso a comunidade bioldgica. Entre estes valores (TEL e PEL)
assume-se um possivel efeito adverso sobre a comunidade bioldgica,
possibilitando o estabelecimento de cinco classes de qualidade (6tima, boa,
regular, ruim e péssima - vide Figura 7), que encontram justificativa na
concentracdo elevada de um uUnico contaminante, j& considerado suficiente
para causar danos populacionais (MACDONALD, 1996). Na Tabela Il séo
apresentados estes valores de referéncia (TEL e PEL) para os seis metais

avaliados no sedimento, bem como para a agua salobra (Classe 1).
30



TEL PEL

'
IR ReGULAR

Figura 7 - Classificagdo de contaminantes quimicos em cinco faixas de qualidade e sua
relacdo com os critérios TEL e PEL (Hortellani et al., 2008).

Tabela Il - Valores de referéncia (TEL e PEL) para as concentracdes de metais no sedimento e
na 4gua salobra (Classe 1).

~ SEDIMENTO* .
METAL CONCENTRACAO AGUA SALOBRA**
TEL PEL
Cd 0,67 4,20 0,005
Pb 30 110 0,01
Cu pg/g (= mg/kg) 19 110 0,005
Cr 52 160 0,05
Mn - - 0,1
Hg ng/g (= mg/mL) 130 700 0,2

'2I'(E)E(I)_5)= “Threshold Effect Level”; PEL = “Probable Effect Level”; * Hortellani et al. (2008); ** Resolugdo CONAMA n° 357/05 (BRASIL,

Os resultados de concentracdo para cada metal nas amostras de agua
foram comparados aos valores-guia estabelecidos pela Resolugdo CONAMA
n°® 357/2005 (BRASIL, 2005). De acordo com essa legislacdo, as aguas
salobras séo classificadas como de classe 1, que segundo seu artigo 6° séao
destinadas a recreacdo de contato primario (vide Resolugdo CONAMA n°
274/2005); protecdo das comunidades aquaticas; aquicultura e atividade
pesqueira; abastecimento para consumo humano apés tratamento
convencional ou avancado; irrigacdo de hortalicas consumidas cruas, frutas
desenvolvidas rente ao solo (ingeridas cruas e/ou sem remocéao de pelicula); e
irrigacdo de parques, jardins, campos de esporte e lazer, com 0s quais 0
publico possa vir a ter contato direto. Portanto, optou-se por assumir 0S
valores-guia como base para as comparacbes, sendo garantidos os
fundamentos da precaucdo ambiental, por adocdo daqueles mais restritivos.
Ressalta-se, ainda, que a resolucdo em vigéncia nao indica valores-guia para o
manganeés.

Para avaliar a qualidade da carne de U. cordatus para consumo humano
foram utilizados os valores orientadores citados no Decreto n° 55.871/1965 e
na Portaria ANVISA n°® 685/1998 (BRASIL, 1965; 1998), que tratam da

concentracdo maxima de metais em alimentos, que tém sido reafirmados em
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tratados internacionais (p. ex., Mercosul/GMC 102-94) e 6rgados nacionais (p.
ex., Portaria ANVISA n°® 685/1998). Nestas legislacdes a concentracdo de

metais € expressa em pg/g (= ppm = mg/kg), ndo existindo qualquer aluséo ao
manganés na legislacdo brasileira em vigéncia.
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4. RESULTADOS

Importante ressaltar que os dados obtidos para trés subareas de
manguezal de Bertioga (SP), relacionados a vegetacdo, sedimento, nivel de
inundacgéo pelas mareés, residuos soélidos e densidade de U. cordatus ndo sdo
apresentados no presente estudo, devido esta area ter entrado nos planos da
tese durante o seu desenvolvimento. Estes dados, na medida da necessidade
foram confrontados aos obtidos, particularmente em relacdo aos resultados dos
dois biomarcadores (ensaios micronucleo e vermelho neutro) no caranguejo,
bem como todas as analises referentes as associacdes resultantes com 0s

metais nos compartimentos abidtico e bibticos.

4.1.Caracterizacao das subéreas

4.1.1. TranseccOes de amostragem

Proporcdo das espécies arbdéreas: Embora as subareas de manguezal
tenham sido selecionadas para apresentarem predominio de R. mangle, duas
delas (Sav 2 e 3) apresentaram proporcdo inferior a 50% para esta espécie
arbérea (Tabela Ill). Nas demais subareas avaliadas, a variagdo de predominio
de R. mangle ficou entre 52 e 100%, para Sav 1 e Jur 3, respectivamente.
Considerando-se as areas de manguezal, permanece a menor
proporcao de R. mangle para S&o Vicente, seguida por Cubatéo, enquanto nas

demais &reas a proporc¢dao foi >72%, sendo mais elevada na Juréia (86%).

Altura das arvores: Em 60% das subareas de manguezal avaliadas, a altura

das arvores nao diferiu em funcdo da distancia da margem (KW<9,84;
p<0,043), embora nas subareas remanescentes as médias de altura diferiram
entre alguns segmentos da transec¢édo de amostragem (Tabela 1V). Em relac&o
as areas de manguezal (Figura 8), fica evidente que as arvores mais altas
foram registradas em Cubatdo, as menores em Cananéia, enquanto nas
demais areas ocorreram arvores com tamanhos intermediarios, similares entre

si, mas contratando as anteriormente citadas.
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Tabela Ill - Proporcdo das espécies arbéreas (AS, A. schaueriana; LR, L. racemosa; e RM, R.
mangle) nas transec¢bes de cada subarea de manguezal do litoral centro-sul do Estado de

Sao Paulo.
. 5 Proporcéo das Espécies Arboéreas (%)
A

reas Subareas AS LR RM Total
Cub 1 22,0 0,0 78,0 100
N Cub 2 24,0 2.0 74,0 100
Cubatdo Cub 3 48,0 0,0 52,0 100
Total 31,3 0,7 68,0 100
Sav 1 32,0 16,0 52,0 100
- Sav 2 50,0 2,0 48,0 100
Séo Vicente Sav 3 50.0 20 48.0 100
Total 44,0 6,7 49,3 100
Jur 1 16,0 2.0 82,0 100
. Jur 2 0,0 24,0 76,0 100
Jureia Jur3 0,0 0,0 100,0 100
Total 53 8,7 86,0 100
Igu 1 2,0 18,0 80,0 100
Igu 2 34,0 0,0 66,0 100
Iguape Igu 3 12,0 18,0 70,0 100
Total 16,0 12,0 72.0 100
Can 1 0,0 18,0 82,0 100
y Can 2 12,0 16,0 72,0 100
Cananeia Can 3 0,0 6,0 94,0 100
Total 4,0 13,3 82,7 100

Tabela IV - Altura das arvores representando todas as espécies (x, média; s, desvio padréao;
CV%, coeficiente de variacdo; KW, ANOVA de Kruskal-Wallis; p, probabilidade associada ao
resultado) na transeccdo de cada subarea de manguezal do litoral centro-sul do Estado de Sao

Paulo.
< . Altura das Arvores (m)
Area Subarea G cV (%) KW 0

Cub 1 7,64+ 1,56 20,39 6,092 0,1924
. Cub 2 7,98 + 2,10 26,36 9,949 0,0413
Cubatdo Cub 3 9,38 + 1,64 17,48 8,721 0,0685
Total 8,33 + 1,92 CENliE 3,941 0,4140
Sav 1 6,05 + 1,56 25,80 5,607 0,2230
. Sav 2 6,68 + 2,33 34,89 16,895 0,0020
Séo Vicente Sav 3 7,74 42,72 35,13 5,914 0,2057
Total 6,82 + 2,35 34,40 8,3399 0,0799
Jur 1 752 + 1,47 19,61 8,259 0,0825
Juréia Jur2 4,97 + 0,83 16,73 14,406 0,0061
Jur 3 8,04 + 1,91 23,82 23,310 0,0001
Total 6,84 + 1,99 29,05 3,746 0,4415
Igu 1 7,00 1,01 14,36 23,037 0,0001
\guape Igu 2 6,9+ 1,54 2225 8,351 0,0795
Igu 3 6,78 + 4,35 29,74 3,891 0,4210
Total 6,69 + 1,54 22,96 3,539 0,4720

Can1 4,93 + 1,88 38,15 33,305 < 0,00001
N Can 2 8,24 + 2,34 28,42 4,523 0,3399
Cananéia Can 3 4,48 +1,18 26,37 8,515 0,0744
Total 5,88 + 2,50 4251 9,840 0,0432

34



Diametro _das éarvores (DAP) = Em 73,3% das subareas de manguezal

avaliadas, o diametro a altura do peito (DAP) ndo diferiu em funcdo da
distdncia da margem (KW<9,45; p<0,05), o que ocorreu nas subéareas
remanescentes entre alguns segmentos da transeccdo de amostragem (Tabela
V). Em relacdo as areas de manguezal (Figura 8), as arvores com maior DAP
ocorreram na Juréia, contrastando apenas com Cubatdo, enquanto S&o
Vicente, Iguape e Cananéia ndo apresentaram valores diferentes entre si e

com Juréia e Cubatao.

Tabela V - Didmetro & altura do peito (DAP) das &rvores representando todas as espécies (X,
média; s, desvio padrdo; CV%, coeficiente de variacdo; KW, ANOVA de Kruskal-Wallis; p,
probabilidade associada ao resultado), na transeccéo de cada subarea de manguezal do litoral
centro-sul do Estado de S&o Paulo.

, : DAP (cm)
Area Subarea
X*s CV (%) KW p
Cub1 11,24 + 4,87 43,29 11,930 0,0179
Cubatio Cub 2 10,02 + 4,41 44,04 5,313 0,2567
Cub 3 10,64 £ 4,41 41,49 5,455 0,2437
Total 10,75+ 4,5 41,68 8,728 0,0683
Sav 1 10,08 + 3,47 34,44 7,247 0,1234
SAo Vicente Sav 2 11,41 +5,03 44,10 8,049 0,0898
Sav 3 14,27 £ 9,09 63,72 4,836 0,3045
Total 11,97 £ 6,49 54,22 9,449 0,0508
Jur 1 17,19 £ 5,00 29,08 2,775 0,5962
Juréia Jur 2 7,69+2724 29,13 10,891 0,0278
Jur 3 13,00 £ 4,46 30,34 18,366 0,0010
Total 12,62 £ 5,62 44,53 2,771 0,5968
Igul 10,70 £ 3,07 28,68 3,168 0,5301
lguape Igu 2 12,07 £ 4,39 36,40 4,426 0,3514
Igu 3 9,78 £ 3,25 33,18 5,236 0,2639
Total 11,19 £ 3,67 32,79 3,074 0,5455
Canl 10,6 £ 5,45 51,41 21,219 0,0003
Cananéia Can 2 15,56 + 8,19 52,63 2,678 0,6130
Can 3 11,22 + 4,86 43,30 3,869 0,4240
Total 12,42 + 6,67 53,69 6,959 0,1380

Limite superior de distribuicdo vertical do Bostrychietum = Em 46,6% das

subareas de manguezal avaliadas, o limite vertical do Bostrychietum (= nivel
de inundacdo pelas marés) nédo diferiu significativamente com a distancia da
margem (KW<10,08; p<0,04), o que ocorreu nas subareas remanescentes
entre alguns segmentos da transeccdo de amostragem (Tabela VI). Em relag&o
as areas de manguezal (Figura 8), a maior altura de inundacdo ocorreu nos

manguezais de Cananéia, contrastando com a Juréia (2° lugar) e com as
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demais avaliadas (Cubatdo, Iguape e S&o Vicente), que apresentaram 0s

menores valores.

Tabela VI - Limite superior de distribuicdo vertical do Bostrychietum (= nivel de inundagdo
pelas marés) (x, média; s, desvio padrdo; CV%, coeficiente de variacdo; KW, ANOVA de
Kruskal-Wallis; p, probabilidade associada ao resultado), na transec¢éo de cada subarea de
manguezal do litoral centro-sul do Estado de S&o Paulo.

Limite superior de distribuicéo vertical do Bostrychietum (cm)

Area Subérea
X*s CV (%) H p
CuB1 39,03+7,45 19,08 0,621 0,9600
~ CUB 2 30,16 + 4,89 16,22 14,853 0,0050
Cubatéao

CuB 3 29,8 + 10,06 33,76 6,095 0,1922

Total 32,99 + 8,8 26,70 3,221 0,5215

SAV 1 29,04 +4,81 16,58 9,352 0,0529

S50 Vicente SAV 2 34,67 £+ 5,33 15,36 10,452 0,0335

SAV 3 37,17 £+ 5,42 14,59 4,502 0,3424

Total 33,62 + 6,18 18,39 7,506 0,1114

JUR 1 33,08 £+ 5,53 16,72 2,137 0,7105

Juréia JUR 2 38,79 + 8,49 21,88 18,653 0,0009
JUR 3 67,82 +5,51 8,12 30,849 < 0,00001

Total 46,56 + 16,63 35,71 6,2144 0,1837

IGU 1 23,98 + 6,84 28,56 24,811 0,0001

lguape IGU 2 32,59 +5,09 15,63 10,082 0,0391

IGU 3 43,58 + 4,28 9,81 6,715 0,1518

Total 33,38 £9,73 29,15 3,968 0,4104
CAN 1 50,94 + 11,48 22,55 36,928 < 0,00001

Cananéia CAN 2 47,98 + 5,68 11,85 8,459 0,0761
CAN 3 78,92 + 8,37 10,64 30,126 < 0,00001

Total 59,18 + 16,39 27,69 20,855 0,0003

Composicdo qgranulométrica e guimica do sedimento = A tabela VIl

apresenta os resultados das analises granulométricas, segundo o modelo de
FOLK & WARD (1957), para cada area (localidade) e respectivas subareas de
manguezal em estudo, devidamente ilustradas pelas figuras 09 a 11. A figura
12 infere sobre a hidrodinAmica dessas regidées com base nas caracteristicas
granulométricas. A composicdo granulométrica das subareas foi muito similar
para a area de manguezal (localidade), exceto para Sav 3, Jur 3 e Can 1, que
diferiram expressivamente das demais subédreas. As subareas Sav 3 e Can 1
possuiram maior propor¢ao de areia fina, favorecendo uma granulacdo de
sedimento relativamente maior. Esses pontos amostrais estdo localizados em
regides mais proximas a foz estuarina (Sav 3, a cerca de 4 km; e Can 1,
aproximadamente a 12 km). Em contrapartida, a subarea Jur 3 (mais abrigada)

apresentou maior percentual de silte em relacdo as demais subareas da Juréia.
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Numa avaliacdo das areas de manguezal (localidades), foi possivel constatar
gue, de maneira geral, o0s manguezais de Cananéia apresentaram predominio
de areia fina, enquanto em Iguape ocorreram as maiores quantidades de silte.
Os manguezais de S&o Vicente também apresentaram sedimentos finos,
ocupando a segunda posicdo em relacdo as demais areas estudadas,
enquanto Cubatdo e Juréia demonstraram uma granulometria similar entre si
(exceto Jur 3). Com base na granulometria dos sedimentos foi possivel
caracterizar a hidrodinamica de cada subarea de manguezal, que variou de
baixa a moderada intensidade, sendo muito similar entre si. Novamente as
subareas Sav 3 e Jur 3 foram excecdo, com hidrodindmica distinta a das
demais areas em estudo (Sdo Vicente, Sav 1 e 2; e Juréia, Jur 1 e 2,
respectivamente). A subarea Sav 3 apresentou hidrodindmica moderada,
enquanto em Jur 3 ela foi baixa.

As tabelas VIII e IX apresentam os resultados de concentracdo dos
macro e micronutrientes nos sedimentos de manguezal, para cada subarea e
areas de manguezal em estudo. Em fun¢do da elevada quantidade de dados
obtidos e, em consonancia aos objetivos propostos, os resultados obtidos para
cada um dos nutrientes do sedimento foram empregados nas analises

multifatoriais, ndo sendo, portanto, descritos neste item.
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Figura 8 - Gréfico de caixas (medianas, quartis e amplitude de variagdo) para a altura,
diametro a altura do peito (DAP) e limite superior de distribuigdo vertical do Bostrychietum (=
nivel de inundacdo pelas marés) em arvores pertencentes as cinco areas de manguezal em
estudo no litoral centro-sul do Estado de S&o Paulo. Para cada parédmetro biométrico, as
medianas associadas a uma mesma letra ndo apresentaram diferenca estatistica significativa a
5%, segundo a ANOVA de Kruskal-Wallis (KW).
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Figura 9 - Frequéncia relativa (%) das fragBes granulométricas do sedimento (A: argila,
<0,002mm; S: silte, 0,002-0,05mm; AMF: areia muito fina, 0,05-0,15mm; AF: areia fina, 0,150-
0,25mm; AM: areia média, 0,25-0,5mm; AG: areia grossa, 0,5-1,0mm; e AMG: areia muito
grossa, 1-2mm), nas quinze subéareas e cinco areas (localidades) de manguezal no litoral
centro-sul do Estado de Séo Paulo.
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Figura 10 - Curvas de frequéncia acumulada (%) das fragbes granulométricas do sedimento
(A: argila, <0,002mm; S: silte, 0,002-0,05mm; AMF: areia muito fina, 0,05-0,15mm; AF: areia
fina, 0,150-0,25mm; AM: areia média, 0,25-0,5mm; AG: areia grossa, 0,5-1,0mm; e AMG: areia
muito grossa, 1-2mm), nas cinco areas (localidades) de manguezal do litoral centro-sul do
Estado de Sédo Paulo.
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Figura 11 - Diagramas de Shepard, com representacdo da composicao granulométrica
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Tabela VIl - Tamanho médio e classificagdo granulométrica nas quinze subareas e cinco areas
(localidades) de manguezal no litoral centro-sul do Estado de S&o Paulo, segundo o modelo de

FOLK & WARD (1957).

Tamanho médio do gréo

Area Subéarea =
® Classificagao
CuB 1 5,529 Silte médio
Cubatso CuB 2 4,891 Sl.lte gr(?s.f,o
CuB 3 5,278 Silte médio
Total 5,216 Silte médio
SAV 1 7,537 Silte muito fino
Y SAV 2 6,692 Silte fino
Sao Vicente .
SAV 3 4,975 Silte grosso
Total 6,313 Silte fino
JUR 1 5,372 Silte médio
. JUR 2 5,042 Silte médio
Juréia . .
JUR 3 6,296 Silte fino
Total 5,43 Silte médio
IGU 1 7,67 Silte muito fino
IGU 2 7,562 Silte muito fino
Iguape . L
IGU 3 7,415 Silte muito fino
Total 7,549 Silte muito fino
CAN 1 4,497 Silte grosso
.. CAN 2 5,188 Silte médio
Cananéia . o
CAN 3 5,397 Silte médio
Total 5,065 Silte médio
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4.1.2. Quadrados de amostragem

Proporcdo de plantulas = Em todas as subareas de manguezal as plantulas

arbéreas de R. mangle nos quadrados amostrais (Tabela X) ocorreram com
frequéncia variando de 69,2% (Jur 1) a 100% (Jur 2). As plantulas arboreas de
A. schaueriana estiveram ausentes em Jur 2, Jur 3, Can 1 e Can 3, tendo sua
maior participacdo relativa no Municipio de lguape, que apresentou valores
méaximos em Igu 2 (15,4%) e Igu 3 (11,8%). Laguncularia racemosa foi a
espécie com maior auséncia relativa nas subareas de manguezal avaliadas
(Cub 1, Sav 1, Sav 2, Jur 2 e Can 3), com maior abundancia relativa registrada
em Jur 1 (23,1%) e Can 1 (14,8%).

Tabela X - Proporcao de plantulas por espécie (AS, A. schaueriana; LR, L. racemosa; RM, R.
mangle) nos quatro quadrados de amostragem de 5x5m (100m2), em cada subarea de
manguezal no litoral Centro-Sul do Estado de S&o Paulo.

Proporcéo de plantulas por espécie (%)

Area Subérea
AS LR RM Total
Cub1 1,69 0,00 98,31 100
Cubatio Cub 2 0,18 1,07 98,76 100
Cub 3 1,95 0,98 97,07 100
Total 0,79 0,90 98,00 100
Sav 1 2,34 0,00 97,66 100
~ A Sav 2 8,77 0,00 91,23 100
Sao Vicente
Sav 3 1,32 3,52 95,15 100
Total 3,41 1,71 94,88 100
Jurl 7,69 23,08 69,23 100
Juréia Jur 2 0,00 0,00 100,00 100
Jur 3 0,00 0,54 99,46 100
Total 0,24 1,21 98,55 100
Igu 1 1,01 0,34 98,66 100
Igu 2 15,42 4,85 79,74 100
Iguape
Igu 3 11,76 9,41 78,82 100
Total 7,87 3,28 88,85 100
Canl 0,00 14,81 85,19 100
Cananéia Can2 7,35 4,41 88,24 100
Can3 0,00 0,00 100,00 100
Total 3,97 5,56 90,48 100
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Abundancia e densidade de plantulas arbdreas = Independente da espécie,

a quantidade de plantulas foi mais representativa no Municipio de Cubatéo
(886 ind.300m, compreendendo + 3 plantulas.m™), sendo a maior densidade
registrada em Cub 2 (563 ind.100m™ = + 6 plantulas.m™) (Tabela XI). A menor
densidade de plantulas arbéreas ocorreu em Cananéia (0,42 ind.m?),
contrastando com Cubat&o (2,95 ind.m™), que foi sete vezes superior (Tabela
VII). As demais areas de manguezal apresentaram densidades intermediarias

as anteriormente citadas, com densidade variando entre 1,56 a 2,03 ind.m™.

Tabela XI - Abundancia (n) e densidade de plantulas arbéreas (ind.m?), nos quatro
quadrados de amostragem de 5x5m (100m?), em cada subarea de manguezal no
litoral Centro-Sul do Estado de S&o Paulo (Min., valor minimo; Max., valor maximo; X,
média aritmética; s, desvio padrédo; CV%, coeficiente de variacdo).

Densidade de Plantulas Arbéreas (ind.m'z)

< 2 n
Area Subarea  (100m?) Min.  Méx. XS CV (%)
Cub1 118 056 252  1,18+0,90 76,53
~ Cub 2 563 200 984  563+3726 57,96
Cubatdo Cub 3 205 024 368  205+1,76 86,02
Total 886 024 9,84  295+283 95,89
Sav 1 128 060 260  1,28+0,92 72,26
- Sav 2 114 020 252  1,14+107 93,74
S&o Vicente

Sav 3 227 188 276  227+037 16,43
Total 469 020 2,76  1,56+0,93 59,27
Jur 1 13 012 016  013+0,02 15,38
Juréia Jur 2 29 000 084  029+037 129,08
Jur3 371 208 440  3,71+1,10 29,69
Total 413 0,00 040  1,38+1,83 132,82
Igu 1 208 256 4,16 2,08 + 0,79 26,41
quape Igu 2 227 052 472  227+188 82,77
Igu 3 85 044 1,12 0,85 + 0,30 34,87
Total 610 044 4,72 2,03+ 1,42 69,74
Can1 27 000 056  0,27+0,29 107,77
N Can 2 68 004 1,12  068+047 69,10

Cananéia
Can 3 31 020 040  0,31+0,08 26,60
Total 126 000 1,12  042+0,35 83,27
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Proporcdo das arvores adultas e espécimes mortos = Houve uma

expressiva variagdo do percentual de propor¢cdo arborea entre as subareas de
manguezal estudadas (Tabela XII), com 93,3% delas apresentando predominio
de R. mangle e apenas uma (Cub 2) com predominio similar entre A.
schaueriana e R. mangle.

Em todas as subéareas avaliadas o percentual de espécimes arbéreos
mortos foi inferior a 17%, com um percentual similar entre as areas analisadas,
gue variaram de 0% (subareas da Juréia) a 16,67% (Can 2). Nos manguezais
da Juréia todas as arvores medidas nos quadrados estavam vivas,
contrastando com Iguape, que apresentou 9,8% de arvores mortas, seguido
por Cubatdo (7%). Embora a maior predominancia de arvores seja de R.
mangle, sua frequéncia foi inferior em comparacédo a densidade das plantulas
arbéreas. A abundancia relativa dessa espécie nas subareas de manguezal
avaliadas variou entre 39,5% (Cub 2) a 100% (Jur 3).

Tabela Xll - Proporcdo arbérea (%) das espécies de mangue (AS: A. schaueriana; LR: L.
racemosa e RM: R. mangle) e percentual de espécimes arbéreos vivos, nos quatro quadrados
de amostragem de 5x5m (100m2), em cada uma das 15 subareas de manguezal em estudo no
litoral Centro-Sul do Estado de Séo Paulo.

Proporcéo Arbdrea (%)

Area Subérea

AS LR RM Total Mortas

Cub1 18,18 0,00 81,82 100 9,09

~ Cub 2 4474 15,79 39,47 100 2,63

Cubatéao

Cub 3 45,00 0,00 55,00 100 10,00

Total 39,00 6,00 55,00 100 7,00

Sav 1 20,00 2,86 77,14 100 8,57

~ Ay Sav 2 9,68 25,81 64,52 100 3,23

Séao Vicente

Sav 3 42,86 0,00 57,14 100 0

Total 21,84 10,34 67,82 100 4,60

Jurl 15,79 36,84 47,37 100 0

. Jur 2 16,42 0,00 83,58 100 0

Juréia

Jur 3 0,00 0,00 100,00 100 0

Total 12,84 6,42 80,73 100 0

Igul 4,55 0,00 95,45 100 4,55

Igu 2 28,57 7,14 64,29 100 14,29

Iguape

Igu 3 5,36 19,64 75,00 100 14,29

Total 8,70 13,04 78,26 100 9,78

Canl 0,00 41,3 58,70 100 0

L Can 2 4,17 8,33 87,50 100 16,67

Cananéia

Can 3 18,75 0,00 81,25 100 0

Total 20,59 6,86 72,55 100 3,92
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Abundancia e densidade arbdrea = Houve reduzida variacdo entre as médias

de densidade arbérea (ind.m?) quando as areas de manguezal em estudo
foram confrontadas (0,30 a 0,36 ind.m™ = 3.000 a 3.600 ind.ha™®) (Tabela XIl1).

Os manguezais da Juréia apresentaram a maior quantidade de arvores
(109 ind.300m™) quando confrontada aos manguezais de S&o Vicente (87
ind.300m™), que foram caracterizados pela menor abundancia relativa (Tabela
XI). A densidade de é&rvores adultas foi muito similar entre as areas de
manguezal analisadas, com registro da maior média para a Juréia (0,4 ind.m?)
e a menor para Iguape (0,3 ind.m™), correspondendo as médias de densidade
verificadas para as subareas de amostragem, que foram de 0,7 ind.m? (Jur 2)
e 0,2 ind.m? (Igu 2), respectivamente. Nos quadrados de amostragem a
densidade arbérea variou entre 0,1 ind.m™? (Cub 1) e 0,3 ind.m? (Jur 2 e Can
3).

Tabela XllIl - Abundéancia (n) e densidade de &rvores adultas (ind.m'z), nos quatro quadrados
de amostragem de 5x5m (100m2), em cada subarea de manguezal no litoral Centro-Sul do
Estado de Sao Paulo (Min., valor minimo; Méax., valor maximo; x, média aritmética; s, desvio
padrdo; CV%, coeficiente de variagdo).

Densidade de Arvores Adultas (ind.m?)

< . n

Area Subarea  (100m?) Min.  Max. XS CV (%)
Cub1 22 0,12 0,40 0,22 +0,12 56,53

Cubatio Cub 2 38 0,28 0,56 0,38+0,13 34,91
Cub 3 40 0,24 0,76 0,40 £ 0,25 61,64

Total 100 0,12 0,76 0,33+0,18 54,23

Sav 1 35 0,20 0,44 0,35+0,11 30,06

n Sav 2 31 0,16 0,44 0,31+0,13 42,63

Séo Vicente

Sav 3 21 0,16 0,36 0,21 +£0,10 47,62

Total 87 0,16 0,44 0,31+0,12 41,03

Jurl 19 0,16 0,24 0,19 £ 0,04 20,16

Juréia Jur 2 67 0,32 1,00 0,67 £0,31 45,83
Jur 3 23 0,08 0,40 0,23+0,13 57,46

Total 109 0,08 1,00 0,36 £ 0,28 79,03

Igu 1 22 0,20 0,24 0,22 + 0,02 10,50

lguape Igu 2 14 0,08 0,28 0,14 £ 0,10 68,01
Igu 3 56 0,20 0,88 0,56 £ 0,30 53,77

Total 92 0,08 0,88 0,30 £ 0,25 82,18

Canl 46 0,28 0,52 0,46 £ 0,12 26,09

. Can 2 24 0,20 0,32 0,24 + 0,06 23,57

Cananéia

Can 3 32 0,32 0,32 0,32 + 0,00 0,00

Total 102 0,20 0,52 0,34 +£0,11 34,57
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Serapilheira = A gquantidade de serapilheira disponivel sobre o sedimento
(g/m? apresentou expressiva variagdo entre as subareas e areas de
manguezal estudadas (Tabela XIV). A menor quantidade (produg&o) ocorreu
nos manguezais de Cananéia (2,1 g/m?), que foi 10 vezes inferior & maior
quantidade registrada em Cubatdo (21,2 g/m?). Nas demais areas a
serapilheira foi muito similar, apresentando valores intermediéarios (8,9 a 13,7
g/m?). Entre as subareas de manguezal, constatou-se para Sav 2 a menor
quantidade de serapilheira por quadrado amostral (0,2 g/m?), contrastando com

Cub 2 (51,9 g/m?), que foi 360 vezes superior.

Tabela XIV - Quantidade de serapilheira disponivel sobre o sedimento (g/m?) nos
quatro quadrados de amostragem de 5x5m (100m?), em cada subarea de manguezal
no litoral Centro-Sul do Estado de Séo Paulo (Min., valor minimo; Max., valor maximo;
X, média aritmética; s, desvio padrao; CV%, coeficiente de variacao).

Serapilheira (g/m?)

Area Subérea

Min. Max. X*s CV (%)

Cub1 3,22 41,34 20,68 + 18,75 90,64

Cubatso Cub 2 10,87 51,86 31,42 +17,73 56,43
Cub 3 3,59 19,62 11,54 + 6,56 56,80

Total 3,22 51,86 21,21 +16,29 76,78

Sav 1 12,62 18,68 16,52 £ 2,70 16,35

o\ Sav 2 0,23 20,23 9,43 + 8,22 87,08

Sao Vicente

Sav 3 3,95 22,23 11,73 £8,91 75,92

Total 0,23 22,23 12,56 + 7,18 57,15

Jurl 1,72 4,83 3,04 +1,30 42,79

Juréia Jur 2 0,94 1,64 1,39+£0,31 22,36
Jur 3 6,96 39,55 22,23 +13,82 62,16

Total 0,94 39,55 8,89 + 12,25 137,76

Igu 1l 14,18 18,73 17,03 £ 2,00 11,76

lguape Igu 2 3,76 21,02 9,94 +7,83 78,72
Igu 3 3,58 23,10 14,05 £ 9,76 69,46

Total 3,58 23,10 13,67 £ 7,28 53,23

Canl 0,91 2,12 1,50 £ 0,56 37,47

- Can 2 1,03 3,60 1,98 +1,13 56,75

Cananéia

Can 3 1,77 3,98 2,86 £0,91 31,57

Total 0,91 3,98 2,11 +£1,00 47,36
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Residuos sélidos = A tabela XV resume o impacto das subéareas (e areas) de

manguezal pelo acumulo de residuos soélidos (“lixo”) nos quadrados amostrais,
a saber: plasticos, panos, isopores, vidros, madeiras, borrachas e papéis. Nos
manguezais amostrados na Juréia e Cananéia houve auséncia de residuos
sélidos nos quadrados, enquanto em Iguape ocorreu a menor média (0,4 g/m?)
quando relacionada aos manguezais de S&o Vicente (34,4 g/m?) e Cubatéo
(18,9 g/m?). A abundancia de residuos sélidos nos manguezais de S&o Vicente
somaram 375 unidades distribuidas em cinco itens (328 plasticos; 07 tecidos;
01 vidro; 38 madeiras industrializadas; e 01 borracha), enquanto nos
manguezais de Cubatéo foram totalizadas 123 unidades distribuidas em sete
itens (100 plasticos; 06 panos; 04 isopores; 02 vidros; 06 madeiras
industrializadas; 01 borracha; e 04 papéis). A densidade de lixo em S&o
Vicente correspondeu ao dobro daquela registrada em Cubatéo e cerca de trés

vezes sua abundancia, apesar da riqueza de itens para Cubatdo ser maior.

Tabela XV - Residuos sélidos (“lixo”), nos quatro quadrados de amostragem de 5x5m (100m2),
em cada subarea de manguezal no litoral Centro-Sul do Estado de Sdo Paulo (Min., valor
minimo; Méx., valor maximo; x, média aritmética; s, desvio padrdo; CV%, coeficiente de
variacao).

Residuos Solidos (g/m?)

Area Subérea
Min. Max. Xts CV (%)
Cub1 0 2,32 0,66 +1,10 166,96
Cubatio Cub 2 0,31 8,39 3,28+ 3,58 109,04
Cub 3 10,41 103,13 52,98 + 38,12 71,96
Total 0 103,13 18,97 + 32,12 169,31
Sav 1 22,41 58,30 39,94 + 15,98 40,02
S50 Vicente Sav 2 0 67,35 37,40 + 28,98 77,49
Sav 3 0 103,12 25,78 + 51,56 200,00
Total 0 103,12 34,37 + 32,63 94,95
Jurl 0 0 0 0
Juréia Jur 2 0 0 0 0
Jur 3 0 0 0 0
Total 0 0 0 0
lgu 1l 0 0 0 0
lguape Igu 2 0 3,03 1,13+ 1,45 128,29
Igu 3 0 0 0 0
Total 0 3,03 0,37 £ 0,94 249,43
Canl 0 0 0 0
Cananéia Can 2 0 0 0 0
Can 3 0 0 0 0
Total 0 0 0 0
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Densidade do caranquejo-uca = A densidade do caranguejo-uca (Tabela XVI)

diferiu entre as é&reas de manguezal analisadas (F=2,26; p=0,074),
evidenciando a maior densidade para a Juréia (+ 2 ind.m?) e a menor para
Cubatdo (+ 1 ind.m™), contrastando estatisticamente entre si (p=0,086), mas
ndo com as demais areas analisadas. No caso das subareas, a densidade nos
quadrados de amostragem variou entre 0,2 e 3,4 ind.m?, com as maiores
verificadas para Can 1 e Jur 2 (2,4 a 2,8 ind.m?, respectivamente) e as
menores para Sav 1 e Cub 1 (0,4 e 0,5 ind.m™, respectivamente).

Na figura 13 veriifca-se que o diametro da galeria e a largura da
carapaca esperada (LC) foram maiores em Cubatdo, diferindo
significativamente das demais areas de manguezal avaliadas (Can, p=0,0005;
Igu, p=0,0014; Jur, p=0,0032; Sav, p=0,07).

Tabela XVI - Densidade de galerias do caranguejo-uca (ind../mz), assumindo um animal por
galeria, em quatro quadrados de amostragem de 5x5m (25m2) nas subareas de manguezal no
Centro-Sul do Estado de S&o Paulo (n, total de galerias; Min., valor minimo; Max., valor
maximo; x, média aritmética; s, desvio padrao; CV%, coeficiente de variagao).

Densidade do Caranguejo-uca (ind.m™)

< z n
Area Subdrea  (100m®) “mMin.  Max. Xts CV (%)
Cub 1 45 020 0,72 0,45 + 0,29 64,25
Cubatio Cub 2 113 0,60 2,32 1,13 + 0,80 70,94
Cub 3 159 1,12 1,96 1,59 + 0,35 21,77
Total 317 020 2,32 0,99 + 0,68 68,54
Sav 1 36 0,20 0,68 0,36 + 0,24 66,05
S0 Vicente Sav 2 126 140 2,56 1,26 + 1,46 32,29
Sav 3 164 092 2,76 1,64 + 0,80 48,58
Total 326 020 2,76 1,32 + 0,91 68,63
Jur 1 202 0,84 3,16 202+1,11 55,20
Juréia Jur 2 281 232 336 2,81 + 0,43 15,44
Jur 3 05 0,72 148 0,95 + 0,36 37,56
Total 578 0,72 3,36 1,92 + 1,03 53,40
Igu 1 135 1,08 2,00 1,35 + 0,44 32,31
Igu 2 204 156 2,40 2,04 + 0,39 19,28
Iguape Igu 3 158 040 2,72 1,58 + 0,95 60,11
Total 497 0,40 2,72 1,65 + 0,65 39,57
Can 1 248 192 3,04 2,48+ 0,51 20,61
y Can 2 177 120 2724 1,77 + 0,55 31,01
Cananeia Can 3 116 032 1,96 1,16 + 0,71 61,49
Total 541 0,32 3,04 1,80 + 0,78 43,29
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Figura 13 - Curvas de frequéncia (graficos superiores) e respectivos graficos de caixa
(inferiores), apresentando as medianas, quartis e amplitude para o diametro das galerias (mm)
e da largura da carapaca esperada (mm), estes Ultimos dados obtidos pela interconversao
entre o didmetro da galeria (DG) pela largura cefalotoracica (LC) pela equacao
DG=0,716LC"%*, obtida por HATTORI (2006).
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4.2. Contraste de metais entre as areas de manguezal, dentro dos

compartimentos abiotico-bioticos

4.2.1. Cobre

Este metal essencial foi detectado em todos os compartimentos abidtico-
bidticos analisados e também encontrado em todas as areas de manguezal
estudadas. A figura 14 ilustra tais resultados entre as areas de manguezal, por
compartimento abiotico-bidtico em estudo: 1) Agua: O cobre foi detectado
apenas nas aguas de Bertioga e Cubatdo (33,3% das areas em estudo), com
concentracfes variando de 0 a 0,04 ug/g e sem diferenca estatistica entre as
médias obtidas (p>0,05). Nas demais areas (Sav, Jur, Igu e Can),
correspondendo a 66,7% do presente estudo, este metal ndo foi detectado na
agua; 2) Sedimento: A concentracdo de cobre no sedimento variou
significativamente com a area de manguezal (F=58,27; p<0,0001). A maior
média ocorreu em Iguape (8,37+0,78 ug/g, variando de 6,73 a 9,52 ug/qg),
diferindo das demais areas (p<0,001). A segunda area com maior concentracao
de cobre foi Cubatdo, com variacdo de 3,87 a 7,67 pg/g (5,76x1,31 pg/g),
enquanto os menores valores foram registrados na Juréia, com variacdo de
1,85 a 2,95 upg/g e média de 2,47+0,29 ug/g; 3) Folhas Verdes: A

concentracdo de cobre neste estagio de maturacdo foliar também variou

significativamente com a area de manguezal (F=12,26; p<0,0001),
apresentando maior média para Cubatdo (2,12+0,67 ug/g; CV=31,6%), que
contrastou as demais areas (p<0,05). Menores valores de Cu foram verificados
em quatro areas (S&o Vicente, Juréia, Iguape e Cananéia), com menor
variacéo (0,47 a 1,17 ug/g), que nédo diferiram entre si (p>0,05); 4) Folhas

Senescentes: Similarmente as folhas verdes, houve efeito significativo da

concentragdo de cobre neste estagio foliar em funcdo da area (F= 7,96;
p<0,0001), inclusive apresentando a mesma tendéncia. Neste caso, no
entanto, as maiores concentracdes deste metal ocorreram em Bertioga,
variando de 0,56 a 2,52 ug/g (1,10+0,57 pg/g), seguido por Cubatdo, com
variacdo de 0,85 a 1,21 pug/g (0,99+0,13 pg/g). As menores meédias de
concentracdo ocorreram nas mesmas quatro areas citadas para as folhas
verdes, também com auséncia de diferenca significativa entre eles (p>0,05); 5)

Hepatopancreas: A maior média de concentracdo de cobre foi registrada em
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Sao Vicente, com variagao de 5,4 a 29,3 ug/g (9,2+7,6 ug/g), seguida daquela
de lguape (7,9+2,8 ug/g, variando de 4,2 a 13,5 pg/g). As menores médias
foram verificadas na Juréia e Cananéia (1,4 a 4,7 pg/g), que ndo diferiram
significativamente entre si (p>0,05); e 6) Musculatura: A maior média de foi
detectada para Iguape (7,6+3,03 ug/g), variando de 4,3 a 11,9 ug/g, diferindo
das médias registradas nas demais areas (p>0,05). Novamente, Juréia e
Cananéia apresentaram as menores médias para este metal, com variacdo de

0,9 a 6,7 ug/g, sem diferenca significativa entre si (p>0,05).

Agua Sedimento
0,024 - - 10; - - -
0,020 8l 3
_— _— ﬂ
g 0,016 - ] g
= . g ° [
3 0012} o 1 3 .
a a 4 o
Q 0,008 ) 2o
o O =3 = ) =0
a 2 ab o= ab
0,004 a
a ND ND ND MO
0,000 — - - A ———a — 0! - - - - -
Bertioga Sdo Vicente Iguape Bertioga Sdo Vicente Iguape
Cubatio Juréia Cananéia Cubatdo Juréia Cananéia
Folha verde Folha senescente
28 - - - 16 = = =
24 1
B |5
C - ) N
o : o I e |
316 c =T y s -
Y . — ® 08/ =]
v c [ | Rt
512 Lo | _ 5 b =
8 N + ,:: ) 8 L] ’—J , _f?«:__
o == 04/ =
04 a a "
0,0 v - - - . 00— -~ - - - -
Bertioga Sdo Vicente Iguape Bertioga Sdo Vicente Iguape
Cubatio Juréia Cananéla Cubatio Juréla Cananéia
Hepatopancreas Musculatura
18 - 10, - - -
8.
__ 12 Sl - =
o Ryl o
=) & 2 6 L—J
3 =] 1 be .
o { < : 9 1|
8 = 8 §4r e ot ] (=]
(&) 1 ab b () ab ab L ) -~
4| — = s ' a
o b == == 2 '
° a
ol— - - - - - 0\ - - . . -
Bertioga Sdo Vicente  Iguape Bertioga Sdo Vicente Iguape
Cubatio Juréia Cananéia Cubatio Juréla Cananéia

Figura 14 - ConcentracGes de cobre (ug/g) (metal essencial) nas seis areas de manguezal
avaliadas, dentro de cada um dos compartimentos ambiental/biéticos. Onde: ponto interno=
média; caixa = erro padrdao da média; linhas verticais = intervalo de confianca da média a 5%;
letras iguais = auséncia de diferenca estatistica significativa entre as médias a 5% (p>0,05); ND
= metal ndo detectado.
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4.2.2. Chumbo

As concentragbes deste metal ndo essencial (Figura 15) foram
registradas em = 67% dos compartimentos abidtico-biéticos avaliados (agua,
sedimento e folhas verdes/senescentes). Este contaminante ndo foi detectado
nos tecidos de U. cordatus (hepatopancreas e musculatura) e apenas duas das
areas de manguezal em estudo (Bertioga e Cubatdo), conforme segue: 1)
Sedimento: Onde foram registradas as maiores concentracdes deste metal
(3,45 a 12,30 pg/g), com média de concentracdo diferindo entre Cubatdo e
Bertioga (9,74+£1,92 pg/g # 6,14+£1,43 pg/g, respectivamente; F=169,37;
p<0,0001). Para os demais compartimentos nao foi verificada diferenca
significativa na concentracédo de Pb entre Cubatdo e Bertioga (p>0,05), com as
seguintes variacdes de concentracdo (ug/g): 2) Aqua: 0,08 a 0,20; 3) Folhas
Verdes: 1,15 a 2,70; e 4) Folhas Senescentes: 1,28 a 2,45.
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Figura 15 - Concentragdes de chumbo (ug/g) (metal ndo essencial) nas seis areas de
manguezal avaliadas, dentro de cada um dos compartimentos ambiental/biéticos. Onde: ponto
interno= média; caixa = erro padrdo da média; linhas verticais = intervalo de confianca da
média a 5%; letras iguais = auséncia de diferenca estatistica significativa entre as médias a 5%
(p>0,05); ND = metal ndo detectado.
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4.2.3. Cadmio

O registro deste metal ndo essencial foi similar ao do chumbo (Figura
16), sendo detectadas concentracdes apenas em Cubatdo e Bertioga, sempre
com maiores médias para Cubatdo. No entanto, além dos tecidos de U.
cordatus, este metal ndo foi detectado na agua, ocorrendo, portanto, em 50%
dos compartimentos abiotico-bidticos analisados. Sdo eles: 1) Sedimento: Em
Cubatdo ocorreu a maior média (p<0,0001), com valores variando entre 0,76 e
0,98 ug/g (0,88+0,08 pg/g), seguidos por Bertioga (0,66 a 0,88 ug/g, com média
de 0,77+0,07 pg/g); 2) Eolhas Verdes: As concentracées em Cubatdo variaram

de 0,14 a 0,23 pg/g (0,21+0,02 pg/g), correspondendo a cerca de duas vezes
as concentracdes registradas para Bertioga, que chegaram a 0,11 pg/g

(0,08+0,03 pg/g); 3) EFolhas Senescentes: Com padréo similar ao das folhas

verdes, com maiores concentracdes detectadas para Cubatdo, seguida de
Bertioga (p<0,0001), com valores entre 0,12 a 0,30 pg/g (0,23+£0,04 pg/g) e de
0 a 0,11 pg/g (0,08 + 0,03 pg/g), respectivamente.
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5% (p>0,05); ND = metal ndo detectado.
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4.2.4. Manganés

Similarmente ao cobre, este também metal essencial foi detectado em
todos os compartimentos abiotico-bidticos de todas as areas de manguezal
estudadas (Figura 17). No entanto, apresentou um padrao inverso ao descrito
para Pb e Cd, a saber: 1) Aqua: Detectado apenas nos manguezais de
Cubatéo, mas em concentracfes infimas (0,002 a 0,004 ug/g); 2) Sedimento:
Onde houve efeito significativo da concentracdo de Mn em funcao da area de
manguezal (F=49,78; p<0,0001), com maior média para Iguape (161,9+61,51
Hg/g) e contrastando da Juréia, Sao Vicente e Cananéia, onde as
concentracOes variaram de 6,99 a 263,19 pg/g, ndo diferindo significativamente

entre si (p>0,05); 3) Folhas Verdes: As concentragcdes de Mn contrastaram

significativamente (F=29,43; p<0,0001), com hierarquia similar & ocorrida para
o sedimento [lgu>(Sav=Can=Jur)>Bet=Cub]. Em Iguape as concentracdes
variaram de 131,22 a 454,65 ug/g, com média (295,27+134,99 ug/g) que diferiu
daquelas obtidas para Sao Vicente, Cananéia e Juréia, que ndo contrastaram
entre si (p>0,05). Nessas trés areas a concentracdo de Mn variou de 77,37 a
230,64 pg/g, com média de 152,00+42,08 ug/g; 4) Folhas Senescentes: As

médias de concentracdo neste compartimento também  diferiram
significativamente entre as areas de manguezal (F=49,78; p<0,0001), com
padrdo hierarquico muito similar ao das folhas verdes. A concentracdo deste
metal foi de 181,55 a 383,52 ug/g, com maior média ocorrida em Iguape
(300,62+87,18 ug/g), diferindo significativamente das demais areas estudadas

(p<0,01); 5) Hepatopéncreas: A maior média de concentragdo ocorreu em

Iguape (9,755 pg/g), com variacdo de 4,5 a 21,6 pg/g, diferindo
significativamente das médias registradas para todas as demais areas de
manguezal, que ndo contrastaram entre si (p>0,05); e 6) Musculatura: A
variagcdo deste metal para Iguape e Sao Vicente foi de 0,66 a 2,76 ug/g,
repercutindo em maiores médias (1,14 + 0,37 pg/g e 1,42 + 0,26 pg/g,
respectivamente), que nao diferiram estatisticamente entre si (p>0,05). Em
seguida, ocorreram as segundas maiores médias para Bertioga e Cananéia,
gue corresponderam a metade daquelas verificadas nas areas anteriores
(0,16+0,09 ug/g e 0,41+0,06 pg/g, respectivamente). Nas areas de Cubatéo e
Juréia este metal ndo foi detectado na musculatura dos caranguejos

capturados.
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Figura 17 - Concentracdes de manganés (ug/g) (metal essencial) nas seis areas de manguezal
avaliadas, dentro de cada um dos compartimentos ambiental/bidticos. Onde: ponto interno a
caixa = média; caixa = erro padrao da média; linhas verticais = intervalo de confianga da média
a 5%; letras iguais = auséncia de diferenca estatistica significativa entre as médias a 5%
(p>0,05); ND = metal ndo detectado

4.2.5. Cromo

Este metal essencial foi registrado em 67% dos compartimentos
abiobtico-bidticos, com auséncia somente na agua e musculatura do caranguejo
(Figura 18). Nos quatro compartimentos em que este metal foi registrado,
verificou-se 0 seguinte padrdao: 1) Sedimento: Apresentou elevadas

concentragbes, com diferenca detectavel entre as areas de manguezal
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(F=18,38; p<0,0001), sendo maiores em Iguape (19,97+4,50 ug/g), Juréia
(18,23+1,22 pg/g) e Cananéia (14,99+3,71 pg/g) e menores em Cubatdo e
Bertioga (7,99+1,19 ug/g; e 6,13+1,31 pg/g, respectivamente). Em Sao Vicente
a média registrada para este metal (9,91+7,79 ug/g) foi intermediaria aos

anteriormente citados; 2 e 3) Folhas verdes e Senescentes: Somentes as

folhas de R. mangle da Juréia acumularam Cr, com valores variando de 3,1 a
4,7 pg/g (3,6+0,4 pg/g) para as verdes maduras e de 2,3 a 5,7 pg/g (3,7t1,4

ug/g) paras as senescentes, respectivamente; e 4) Hepatopancreas: Foi

registrado apenas em Iguape (0,79+0,44 ug/g) e Séo Vicente (0,53+0,22 ug/g),
com médias ndo contrastantes (p>0,05).
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Figura 18 - ConcentracBes de cromo (ug/g) (metal essencial) nas seis areas de manguezal
avaliadas, dentro de cada um dos compartimentos ambiental/biéticos. Onde: ponto interno a
caixa = média; caixa = erro padrdo da média; linhas verticais = intervalo de confianga da média
a 5%; letras iguais = auséncia de diferenca estatistica significativa entre as médias a 5%
(p>0,05); ND = metal ndo detectado.

59



4.2.6. Mercurio

Este metal ndo essencial esteve associado a metade dos
compartimentos abidtico-bioticos avaliados (sedimento, hepatopancreas e
musculatura) (Figura 19), conforme segue: 1) Sedimento: Onde foi verificada
diferenca de concentracdo média para este metal entre as areas de manguezal
(F=7,70; p<0,0001), sendo maiores nos manguezais de Iguape e S&o Vicente
(260,2+160,8 ng/g; 117,8 a 468,9 ng/g), contrastando significativamente
(p<0,05) com as menores médias de concentracdo registradas para a Juréia,
Cananéia e Bertioga (110,1+38,4 ng/g; 41,5 a 195,4 ng/g) e uma média
intermediaria para Cubatdo (166,09+28,91 ng/g; 124,71 a 199,21 ng/g); 2)

Hepatopéancreas: As maiores concentracdes de mercurio nesta estrutura

foram encontradas nas subareas de Sao Vicente (38,5+6,8 ng/g), seguida por
aquelas de Bertioga (25,5+5,1 ng/g). A localidade de Sao Vicente diferiu
significativamente de todas as regibes, contudo, Bertioga (25,5+5,15 ng/g),
Iguape (23,39+3,94 ng/g) e Cananéia (23,15+5,18 ng/g) apresentaram
concentracfes médias similares estatisticamente; 3) Musculatura: a maior
média de concentragdo ocorreu para Cananéia (16,92+4,71 ng/g),
estatisticamente similar as de Bertioga ( * ng/g), S&o Vicente (15,99+4,21
ng/g), Juréia (7,38t 16,35 ng/g) e Iguape (14,81+2,32 ng/g) (p>0,05), mas
contratando com Cubatdo (0,97+2,16 ng/g), que correspondeu a menor

concentracao deste metal.
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Figura 19 - Concentragbes de mercirio (ng/g) (metal ndo essencial) nas seis areas de
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da média a 5%; letras iguais = auséncia de diferenca estatistica significativa entre as médias a
5% (p>0,05); ND = metal ndo detectado.
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4.3. Contraste de metais entre 0s compartimentos, por area de

manguezal

Uma analise mais holistica dos graficos que compfdem a figura 20
permite constatar dois padrdes hierarquicos distintos de acumulacdo para os
metais nos seis compartimentos abibtico-bidticos (S, sedimento; FV, folhas
verdes; FS, folhas senescentes; A, agua; HE, hepatopancreas; e MU,
musculatura) dos manguezais em estudo. Desconsiderando-se 0s
compartimentos bioticos relacionados ao caranguejo, é possivel verificar dois
padrdes hierarquicos: 1) Hierarquia S>(FV=FS)>A, ocorrida em quatro
compartimentos (S>(FV=FS)>A: Chumbo e Cobre), em dois deles (S>(FV=FS):
Cadmio e Cromo) ou em apenas um unico (S: Mercurio); e 2) Hierarquia
(FV=FS)>S, com inversdo hierarquica entre as concentracdes registradas no

sedimento e folhas, detectado apenas para o0 Manganés.

4.3.1. Cobre

A concentracdo deste metal essencial diferiu entre o0s seis
compartimentos avaliados, independente da area de manguezal (Figura 21).
Em todas as areas as concentragfes deste metal no sedimento (S) estiveram
sempre muito préximas aquelas registradas nos compartimentos do caranguejo
(H, hepatopancreas; e M, musculatura). Em S&o Vicente, a média de
concentracdo de cobre no hepatopancreas foi superior a da musculatura, o que

nao foi verificado nas demais areas (p>0,05).

4.3.2. Chumbo

As concentracdes deste metal ndo essencial estiveram acima do limite
de deteccédo apenas nos manguezais de Bertioga e Cubatdo, com diferenca
significativa entre a agua, sedimento e folhas (Fgerioga=100,34; Fcubatao=164,55;
p<0,0001) (Figura 22).

Como ocorrido com o cobre, o maior acimulo de chumbo ocorreu no
sedimento (p<0,05), ndo diferindo entre os estagios foliares (p>0,05), seguindo,

portanto, 0 mesmo padréo hierarquico de concentracdo: S>(FV=FS)>A.
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Figura 20 - ConcentracBes dos seis metais (essenciais = Cu, Cr e Mg e ndo essenciais = Cd,
Pb e Hg) nos seis compartimentos ambiental/bidticos (A, agua; S, sedimento; FV, folha verde;
FS, folha senescente; H, hepatopédncreas e M, musculatura), independente da area de
manguezal do litoral do Estado de Sdo Paulo. Onde: ponto interno a caixa = média; caixa =
erro padrao da média; linhas verticais = intervalo de confianca da média a 5%; letras iguais =
auséncia de diferenca estatistica significativa entre as médias a 5% (p>0,05); ND = metal ndo

detectado.
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Figura 21 - Concentracdes de cobre (ug/g) (metal essencial) nos seis compartimentos
ambiental/bidticos (A, agua; S, sedimento; FV, folha verde; FS, folha senescente, H,
hepatopéncreas e M, musculatura), em cada uma das seis areas de manguezal avaliadas para
o litoral do Estado de Sao Paulo. Onde: ponto interno a caixa = média; caixa = erro padrdo da
média; linhas verticais = intervalo de confianca da média a 5%; letras iguais = auséncia de
diferenca estatistica significativa entre as médias a 5% (p>0,05); ND = metal ndo detectado.
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diferenca estatistica significativa entre as médias a 5% (p>0,05); ND = metal ndo detectado.

4.3.3. Cadmio

Similarmente ao verificado para o chumbo, este metal ndo essencial
também foi registrado apenas para Bertioga e Cubatdo (Figura 23), com
diferentes concentracdes entre os compartimentos avaliados (Fgertioga=467,03;
Fcubatzo=505,80; p<0,0001). O cadmio nao foi detectado nas amostras de agua
dessas duas areas de manguezal, com hierarquia de acumulo seguindo o
mesmo padrdo verificado para o Cu, Pb e Cr, respeitado, neste caso, a

auséncia do metal na agua: S>(FV=FS).
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Figura 23 - Concentracdes de cadmio (ug/g) (metal ndo essencial) nos quatro compartimentos
ambiental/bioticos (A, agua; S, sedimento; FV, folha verde; e FS, folha senescente), em cada
uma das seis areas de manguezal avaliadas para o litoral do Estado de Sdo Paulo. Onde:
ponto interno a caixa = média; caixa = erro padrdo da média; linhas verticais = intervalo de
confianca da média a 5%; letras iguais = auséncia de diferenca estatistica significativa entre as
médias a 5% (p>0,05); ND = metal ndo detectado.
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4.3.4. Manganés

Na figura 24 pode-se verificar que as concentracdes deste metal
essencial diferiram estatisticamente entre os compartimentos avaliados
(32,16<F<97,96; p<0,0001). O acumulo do manganés nos compartimentos
abiodtico-bidticos seguiu a hierarquia (FV=FS)>S>H>M>A, com similaridade
estatistica apenas entre os estagios foliares (p>0,05).
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Figura 24 - Concentracdes de manganés (ug/g) (metal essencial) nos seis compartimentos
ambiental/bidticos (A, agua; S, sedimento; FV, folha verde; FS, folha senescente; H,
hepatopancreas e M, musculatura), em cada uma das seis areas de manguezal avaliadas para
o litoral do Estado de S&o Paulo. Onde: ponto interno a caixa = média; caixa = erro padréo da
média; linhas verticais = intervalo de confianca da média a 5%; letras iguais = auséncia de
diferenca estatistica significativa entre as médias a 5% (p>0,05); ND = metal ndo detectado.
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4.3.5. Cromo

Este metal essencial foi presente no sedimento em todas as areas de
manguezal em estudo, ocorrendo com maiores concentracfes na Juréia,
Iguape e Cananéia, enquanto em Bertioga, Cubatdo e Sao Vicente as médias
obtidas foram cerca de trés vezes menores. O cromo nado foi detectado na
maioria dos compartimentos avaliados ou ocorreram em reduzidas
concentragcfes (folhas - Juréia; e hepatopancreas - Sdo Vicente e Iguape),
diferindo estatisticamente entre eles (F=718,08; p>0,0001). A hierarquia de
acumulo foi: S>F>H (Figura 25).
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Figura 25 - Concentracbes de cromo (ug/g) (metal essencial) nos seis compartimentos
ambiental/bidticos (A, agua; S, sedimento; FV, folha verde; FS, folha senescente; H,
hepatopancreas e M, musculatura), em cada uma das seis areas de manguezal avaliadas para
o litoral do Estado de Sao Paulo. Onde: ponto interno a caixa = média; caixa = erro padrdo da
média; linhas verticais = intervalo de confianca da média a 5%; letras iguais = auséncia de
diferenca estatistica significativa entre as médias a 5% (p>0,05); ND = metal ndo detectado.
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4.3.6. Mercdurio

As concentragOes deste metal ndo essencial estiveram acima do limite

de deteccdo no sedimento, ocorrendo acumulo em menores concentracées no

hepatopancreas e na musculatura do caranguejo em todas

manguezal estudadas (Figura 26).
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4.4. Panorama geral sobre o acumulo de metais

A figura 27 confirma o pressuposto tedrico de similaridade no
comportamento de acumulo dos metais, ocorrendo um maior acumulo de
quatro dos metais (Cd, Pb, Cr e Hg) no sedimento, do que nos demais
compartimentos abiotico-biéticos analisados. Por outro lado, Cu e Mn foram os
metais que mais se acumularam nos elementos biéticos analisados (estruturas
de U.cordatus e folhas de R. mangle, respectivamente).

Para o Cr e Pb ocorreu uma maior associacao ao sedimento, sendo o Cr
também associado as folhas (Juréia) e hepatopancreas (Sao Vicente e Iguape),
enquanto para Hg também houve acumulo nos tecidos do caranguejo
(hepatopancreas e musculatura).

Diferentemente desses quatro metais, Mn e Cu (metais essenciais)
foram metais de maior disponibilidade, tanto no ambiente como na biota. Cerca
de 80% de Mn esteve associado aos compartimentos bibticos, especialmente
nas folhas, também ocorrendo com expressiva concentracdo no
hepatopancreas, principalmente em Bertioga e Cubatdo. Para Cu as maiores
concentragfes (+60%) também estiveram associadas aos compartimentos
bidticos (caranguejo), se cumulando em propor¢cdes similares no

hepatopancreas e musculatura.

45. Similaridade entre as subareas

As cinco matrizes empregadas nas analises multivariadas (componentes
principais - PCA; agrupamento - Cluster; e similaridade) ndo mostraram
alteracao no resultado final obtido com o uso do pacote VeganR, em ambiente
R (OKSANEN et al., 2013), seja por uso dos dados brutos (néo transformados)
ou sua transformacdo padronizada (por logaritmizacdo ou decostand). Pelo
exposto, optou-se por apresentar os resultados obtidos pelo uso das matrizes
com os dados brutos (médias de concentracdo de cada metal por subarea de
manguezal). Conforme mencionado no “material e métodos”, os resultados das
analises multivariadas sdo apresentados em maior detalhamento para as
matrizes 1 e 5, com o intuito de evitar redundancia por interpretacédo de
matrizes intermediarias. Neste sentido, a tabela XVII apresenta as variaveis

discriminantes, responsaveis pelas separacdes/agrupamentos das subareas
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destas matrizes, bem como para demonstrar os valores das correlacdes
positivas e negativas para as primeiras e segundas dimensdes.

A figura 28 ilustra o resultado das analises (PCA, Cluster e Similaridade),
aplicadas a Matriz 1 (variaveis ambientais nas 18 subareas de manguezal),
evidenciando quatro grupos distintos com base na similaridade da
caracterizacao vegetal (densidade, altura e didametro das arvores + serapilheira)

e quimicas do sedimento (pH, matéria organica e macro/micronutrientes).
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Figura 27 - Panorama geral da proporcdo das concentracBes para cada metal (essenciais =
Cu, Cr e Mg e ndo essenciais = Cd, Pb e Hg), dentro dos seis compartimentos
ambiental/bidticos em estudo, considerando os resultados obtidos nas seis areas de
manguezal do Litoral do Estado de S&o Paulo.

As duas primeiras dimensfes explicaram 47,7% da variancia dos
agrupamentos (Dim 1: 26,9%; e Dim 2: 20,8%) de maneira significativa

(p<0,01). A primeira dimensao (Dim 1) foi responsavel pela separacdo das
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subéareas de Bertioga (Bet 1 a 3), Cubatdo (Cub 1 a 3), Sao Vicente (1 e 2),
Ilguape (1) e Juréia (3), nas quais ocorreu correlagdo positiva significativa
(p<0,0001), em ordem crescente de contribuicio com as variaveis
apresentadas na tabela XXVII. Neste sentido, as subareas anteriormente
citadas apresentaram macro e micronutrientes em maior concentracdo do que
as demais estudadas. A segunda dimensdo (Dim 2), foi a principal
discriminante na separacdo das oito subdareas restantes. Neste caso, verificou-
se que as subéareas de Iguape (2 e 3), Cananéia (1 a 3), Juréia (1 e 2) e Sdo
Vicente (3) apresentaram correlagéo significativa (p<0,05), em ordem crescente
de contribuicdo com as variaveis apresentadas na tabela XXVII.

A hierarquia de contribuicdo dos quatro grupos gerados pela andlise de
agrupamento e distancias de similaridade foi representada pela seguinte
sequéncia crescente de significancia (p<0,05): Grupo 1, Iguape (2 e 3); Grupo
2, Cananéia (1 a 3) + Juréia (1 e 2) + Séo Vicente (3); Grupo 3, Cubatdo (1 a
3); e Grupo 4, Bertioga (1 a 3) + Sao Vicente (1 e 2) + Juréia (3) + Iguape (1)
(Figura 28).

As figuras 29 a 32 ilustram os resultados das mesmas analises para as
matrizes 2 a 5, relativas a contaminagcdo por metais no ambiente, na flora, na
fauna e total de compartimentos avaliados, respectivamente.

A contaminacdo da agua e sedimento (Figura 29) nas 18 subéreas de
manguezal (matriz 2), gerou trés grupos que explicaram 76,7% da variancia
dos dados obtidos (Dim 1: 55,9%; Dim 2: 20,8%), a saber: Grupo 1, Ilguape (1
a 3) + Sao Vicente (1); Grupo 2, Juréia (1 a 3) + Séao Vicente (2 e 3) +
Cananéia (1 a 3); e Grupo 3, Bertioga (1 a 3) + Cubatdo (1 a 3). A maior
similaridade ocorreu entre os grupos 1 e 2, que compreenderam 66,7% das
subéareas, contrastando do grupo composto pelas subareas de Bertioga e
Cubatéo, onde foram detectadas as maiores contaminagdes por metais na
agua e sedimento.

As analises realizadas com a matriz 3 (Figura 30) revelam a relacéo
entre as subareas de manguezal quanto a contaminacdo por metais na
vegetacdo (folhas verdes e senescentes), também apontando trés grupos
distintos. As andlises explicaram 83,3% da variancia dos dados utilizados (Dim
1: 62,9%; e Dim 2: 20,4%), resultando em trés grupos: Grupo 1, Iguape (1 a 3)
+ Séo Vicente (1 a 3) + Cananéia (1 a 3); Grupo 2, Juréia (1 a 3); e Grupo 3,

Bertioga (1 a 3) + Cubatéo (1 a 3). A relacdo entre 0s grupos com esta matriz
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foi idéntica a da matriz 2, evidenciando uma maior contaminacdo por metais
nas folhas em 37,1% das subareas (Bertioga e Cubatéo).

No caso da contaminacéo dos tecidos (hepatopancreas e musculatura)
de U. cordatus (Figura 31), as analises com a matriz 4 revelaram quatro grupos
de subareas, explicando 78,1% da variancia dos dados (Dim 1: 54,5%; e Dim 2:
23,6%), a saber: Grupo 1, Cubatdo (1 a 3) + Juréia (2 e 3); Grupo 2,
Bertioga (1 a 3) + Cananéia (1 a 3) + Juréia (1); Grupo 3, Séo Vicente (1 a 3)
+ Iguape (1); e Grupo 4, Iguape (2 e 3). Em suma, uma maior contaminacao
por metais nas estruturas do caranguejo-uca foi verificada nas subéareas de
Sao Vicente e Iguape.

A matriz 5, que corresponde aos dados de concentracdo de metais nos
seis compartimentos em estudo, sejam eles ambientais (agua e sedimento) ou
relativos a vegetacédo (R. mangle) e caranguejo (U. cordatus), trata da reunido
das trés matrizes anteriores (2, 3 e 4). Os resultados evidenciam trés grupos
distintos, embora linha de corte apresentada na figura 32 apresente seis
agrupamentos distintos, que explicam 70,1% da variancia dos dados (Dim 1:
49,6%; e Dim 2: 20,5%). A primeira dimenséo foi a principal discriminante na
separacdo das subareas de Bertioga (Bet 1 a 3) e Cubatdo (Cub 1 a 3), que
apresentaram correlacdes positivas e negativas com as variaveis encontradas
na tabela XVII. A segunda dimenséo foi responsavel ao agrupamento das
demais subareas, representadas por Iguape (1 a 3), Cananéia (1 a 3), Juréia (1
a 3) e Sao Vicente (1 a 3), onde ocorreram correlacdes positivas e negativas
com as variaveis observadas na mesma tabela. A hierarquia de contribuicéo
dos trés grupos gerados pela analise de agrupamento e distancias de
similaridade também estéo apresentadas na tabela XVII.

As subareas de Bertioga e Cubatéo (grupo 3) se agruparam em relacao
a dimensdo 1 por apresentarem maior contaminacdo de Pb (agua) e Cd
(sedimento), contrastando das demais areas (grupos 1 + 2), onde a
concentracdo destes contaminantes foi mais reduzida. Por outro lado, em
relacdo a dimensado 2, houve agrupamento das subareas de Iguape e Sao
Vicente em funcédo das maiores concentracdes de Cu (agua), Mn (folhas) e Hg
(sedimento), contrastando com Cananéia e Juréia, onde ocorreram as maiores

concentracdes de Cr (sedimento).
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Tabela XXVII — Variaveis discriminantes responséveis pelos agrupamentos e separa¢fes das
subareas obtidas para a matriz 1 (similaridades da caracterizagdo ambiental = densidade de
arvores (DA), densidade de plantulas arbéreas (DB), quantidade de serapilheira disponivel
(SER), altura de arvore (H), diametro da arvore a altura do peito (DAP), limite superior de
distribuicdo vertical de Bostrychietum (BOS), potencial hidrogenidnico do sedimento (pH) em
CacCl,, tamanho médio do grdo (GRA) e matéria organica do sedimento (MO), com seus
macronutrientes (P, fosforo; K, potédssio; Ca, calcio; Mg, magnésio; H+Al, hidrogénio mais
aluminio) e micronutrientes (B, boro; Cu, cobre; Fe, ferro; Mn, manganés; Zn, zinco; S-SO,,
enxofre na forma de sulfato; e Al, aluminio isolado) e matriz 5, onde é apresentado o metal
seguido do compartimento encontrado (similaridades da contaminacgéo total = seis metais, Cu,
Cd, Cr, Mn, Pb e Hg, em amostras de &agua (A), sedimento (S), folhas verdes (FV) e
senescentes pré-abscisdo (FS) da espécie R. mangle e em amostras de musculatura (M) e
hepatopéncreas (H) da espécie U. cordatus). Os valores das correla¢g@es significativas (p<0,05)
obtidas para cada dimenséo estdo apresentados entre os parénteses.

Variaveis discriminantes

Matriz
atrizes 1° Dimenséo 2° Dimenséo
S-S04 (0,92); MO (0,88); Ca (0,82); P (0,69); Cu (0,62); SER (0,61);
K (0,81); Mg (0,78); B (0,70); H+Al (0,60); GRA (0,55); Mn (0,53);
H-Al (0,54); Fe (0,50); e Mn (-0,52) Al (0,51); DB (0,50); B (-0,48);
o o , , e pH (-0,69).
Matriz 1
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Mn > Cu > Mg > Fe >MO > Ca > MO > Ca >
P>S.S04>8B P > H+Al > SER P>SER>Zn>H S-S04 > K >
GRA > H+AI > Mg
12 Dimensao 2° Dimensédo
Cd.S (0,95); Pb.FS (0,94); Pb.S
(0,94); Pb.A (0,93); Cd.FS (0,92);
Pb.FV (0,91); Cd.FV (0,91);
Cu.A (0,77); Cu.FS (0,73); Cu.S (0,77); Cu.M (0,73); Cu.H (0,66);
Mn.A (0,72); Cu.FV (0,69); Mn.H (0,57); Hg.S (0,55); Mn.M (0,52);
Hg.M (- 0,54); Mn.H (-0,56); Cr.FS (-0,75) e Cr.FV (-0,77).
Cr.H (-0,64); Cr.S (-0,65);
Matriz 5 Mn.M (-0,66); Mn.S (-0,72);
Mn.FV (-0,86); e Mn.FS (-0,89).
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Mn.(M > FS> FV) > Cr.H > Cd.S>Pb.(FS>A>FV>
Hg.M > Mn.H > Hg.H > Cu.(FS Cr.EV>Cr.FS S) > Cd.(FS > FV) > Cu.(A

> A) > Cd.(FV > FS) > Pb.(S >
FV>A>FS)>Cd.S

>FS>FV)>Mn(A>M>
S) > Cr.S > Mn.(FV > FS)
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Figura 28 - Andlise de Componentes Principais (PCA) realizada com as médias de: densidade
de arvores (DA), densidade de plantulas arbéreas (DB), quantidade de serapilheira disponivel
(SER), altura de arvore (H), didmetro da arvore a altura do peito (DAP), limite superior de
distribuicdo vertical de Bostrychietum (BOS), potencial hidrogenidnico do sedimento (pH) em
CacCl,, tamanho médio do grao (GRA) e matéria organica do sedimento (MO), com seus
macronutrientes (P, fésforo; K, potassio; Ca, célcio; Mg, magnésio; H+Al, hidrogénio mais
aluminio) e micronutrientes (B, boro; Cu, cobre; Fe, ferro; Mn, manganés; Zn, zinco; S-SO,,
enxofre na forma de sulfato; e Al, aluminio isolado), com descricdo da primeira e segunda
dimenséo para a PCA (A); dendograma da PCA ilustrando os quatro agrupamentos gerados
(B) e suas distancias de similaridade (C) entre as 18 subareas de manguezal analisadas no
Estado de Sao Paulo. O quadrado vazado representa a média geral para cada agrupamento.
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Figura 29 - Andlise de Componentes Principais (PCA) realizada com a média das
concentragcdes de seis metais (Cu, Cd, Cr, Mn, Pb e Hg) em amostras de agua (W) e
sedimento (S), com descricdo da primeira e segunda dimenséo para a PCA (A); dendograma
da PCA ilustrando os trés agrupamentos gerados (B) e suas distancias de similaridade (C)
entre as 18 subéareas de manguezal analisadas no Estado de S&o Paulo. O quadrado vazado
representa a média geral para cada agrupamento.

76



1.0

Dim 2 (20 36%)
on
1

=

=1

n

=

=

=

n

=
G2
IGua

5
-
1

CAN 1
SR
IGU1
CANZ
CAN D
sS4
SAN2
JURZ
JUR3
EET 1
EET 3
EET 2
CUB3
CUBEZ
CUE 1

I

duster 1 B
cluster 2 ! c

77 UR 3 '
. i
1
[ H
2 JuR1 H
UR 2 1
. :
ST H
F :
@ :
o .
[} i
[N .
o H
E '
a |
1

=1 —-—--——-——--——-—--—---—--—--—--——--—--—--——--—--—i--—---—--—--—--——--—--—--——--—--—--—---—--—--—--——--—--—--——--—- ----
CAN 3 '
caNZ - i
15U 14 '
gy | SAV2 !
sy -
— N O :
IGU 3 1
. H
15U 2 H
o ’ :
1

T T 1 T T T
-4 2 0 2 4 6

Dim 1(62.92%)

Figura 30 - Andlise de Componentes Principais (PCA) realizada com a média das
concentracdes de seis metais (Cu, Cd, Cr, Mn, Pb e Hg) em amostras de folhas verdes (GL) e
senescentes pré-abscisdo (SL) da espécie R. mangle, com descricdo da primeira e segunda
dimenséo para a PCA (A); dendograma da PCA ilustrando os trés agrupamentos gerados (B) e
suas distancias de similaridade (C) entre as 18 subareas de manguezal analisadas no Estado
de Sao Paulo. O quadrado vazado representa a média geral para cada agrupamento.
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Figura 31 - Analise de Componentes Principais (PCA) realizada com a média das
concentracdes de seis metais (Cu, Cd, Cr, Mn, Pb e Hg) em amostras de musculatura (M) e
hepatopancreas (H) da espécie U. cordatus, com descri¢cdo da primeira e segunda dimensao
para a PCA (A); dendograma da PCA ilustrando os quatro agrupamentos gerados (B) e suas
distancias de similaridade (C) entre as 18 subareas de manguezal analisadas no Estado de
S&o Paulo. O quadrado vazado representa a média geral para cada agrupamento.
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Figura 32 - Analise de Componentes Principais (PCA) realizada com a média das
concentracdes de seis metais (Cu, Cd, Cr, Mn, Pb e Hg) em amostras de agua (W), sedimento
(S), folhas verdes (GL) e senescentes pré-abscisao (SL) da espécie R. mangle e em amostras
de musculatura (M) e hepatopancreas (H) da espécie U. cordatus, com descricdo da primeira e
segunda dimensédo para a PCA (A); dendograma da PCA ilustrando os seis agrupamentos
gerados (B) e suas distancias de similaridade (C) entre as 18 subareas de manguezal
analisadas no Estado de S&o Paulo. O quadrado vazado representa a média geral para cada
agrupamento.
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4.6. Impactos geno e citotoxicos na espécie U. cordatus e sua relacéo

com 0S metais

As figuras 33 a 36 ilustram as correlacdes significativas constatadas
para algumas das relacdes, que envolveram as concentracdes meédias para
cada metal, nos diferentes compartimentos, com os resultados dos dois
biomarcadores para U. cordatus (MN%o, frequéncia de células micronucleadas
por mil analisadas; e VN, tempo médio de retencdo do vermelho neutro nos
lisossomos dos hialindcitos). Das 168 correlagBes possiveis (28 relacdes por
metal x 06 metais dosados), somente 23 apresentaram coeficientes de
correlacdo de Spearman significativos (p<0,05), referentes ao mercuario (02
relacbes), cobre (06 relacbes), chumbo (05 relacbes) e manganés (10
relacées). Nao ocorreram relacdes envolvendo o cadmio e o cromo.

Para o cobre (Figura 33) as maiores concentracdes nas folhas verdes de
R. mangle foram coincidentes a um aumento da concentracdo deste metal nas
folhas senescentes (r=0,61). Verificou-se, também, associacao positiva entre a
maior concentracdo de cobre no sedimento do manguezal e aquela do
hepatopancreas do caranguejo (r=0,62), repercutindo em consequente impacto
genotoxico (MN%o) para U. cordatus (r=0,68). Além disso, houve uma relacao
significativa negativa entre VN e as concentragbes médias de cobre no
hepatopancreas do caranguejo, bem como nas folhas verdes e senescentes de
R. mangle, com coeficientes de -0,52, -0,55 e -0,47, respectivamente.

No caso do chumbo (Figura 34), encontrado somente nas subareas de
Cubatéo e Bertioga (seis observacgdes), o aumento das concentragbes médias
deste metal na agua foi associado positivamente as dosagens desse metal nas
folhas verdes (r=0,88). Além disso, o registro deste poluente na agua, folhas
verdes e senescentes foi relacionado ao aumento do impacto genético (MN%o)
em U. cordatus, com coeficientes de 0,79, 0,72 e 0,88, respectivamente.
Complementarmente, houve uma relacéo significativa negativa entre VN e a
concentracdo média de chumbo no sedimento das areas de estudo (r=-0,81).

No caso do mercurio (Figura 35), houve apenas uma Unica correlacao
significativa, verificando-se um aumento de suas concentragdes no sedimento
dos manguezais associado positivamente ao impacto genético (MN%.) do

caranguejo-uca (r=0,59).
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Finalmente, no caso do manganés (Figura 36), 66,6% das relacdes
possiveis apresentaram correlacdes significativas, exceto entre as
concentracfes deste metal nos compartimentos e o0 impacto genotdxico
observado (MN%o.). No entanto, todas as relagdes de concentracdo deste metal
entre 0s compartimentos apresentaram correlacdes significativas (0,49<r<0,84;
p<0,05).

Os testes de Mantel, com base no coeficiente de correcdo de Spearman
(r), ndo indicou correlagéo significativa (r=0,15; p>0,05) entre a contaminacéo
por metais na dgua (matriz 6) e seu acumulo nos tecidos de U. cordatus (matriz
4), nem tampouco desta Ultima matriz com a contamina¢do do sedimento
(matriz 7) (r=0,04; p>0,05). No entanto, foi possivel confirmar uma associacao
positiva e significativa (r=0,29; p=0,04) entre a contaminacédo das folhas e a
acumulacdo de metais no caranguejo-uca (matriz 3 x matriz 4). Os dados do
teste de Mantel evidenciam que as folhas de R. mangle foram a principal via de
entrada de metais em U. cordatus, sendo a concentracdo na agua e sedimento
pouco representativos de forma direta. De modo geral, ao confrontar os dados
de contaminacdo ambiental (matriz 2) aos de contaminacéo bidtica (matriz 8),
evidencia-se uma elevada correlacéo positiva e significativa (r=0,72; p=0,0001)
entre tais matrizes, indicando uma transferéncia de metais dos compartimentos
abidticos aos bioticos.

O resultado do impacto genotéxico para U. cordatus (Figura 37), nas
seis areas de manguezal, foi medido pela frequéncia média de células
micronucleadas por 1.000 avaliadas (MN%o). Os danos genéticos registrados
seguiram a seguinte ordem: S&o Vicente (7,412,6 MN%.) > Cubatao (5,2+1,9
MN%o) = Bertioga (5,0£1,3 MN%o.) = Iguape (3,8+2,5 MN%o) > Juréia (0,7+1,0
MN%o) = Cananéia (0,4£0,6 MN%o).

Ja o resultado do impacto citotoxico (Figura 38), observado nas seis
areas de manguezal, foi quantificado pelo tempo médio de retencdo do
vermelho neutro dentro dos lisossomos dos hialindcitos dos exemplares. A
integridade fisiolégica registrada nas areas de estudo seguiu a seguinte ordem:
Cubatdo (45+9,6 min.) < Bertioga (71,5+25,1 min.) < S&o Vicente (90+£13,6
min.) < Iguape (101+14,7 min.) < Cananéia (192,0+61,8 min.) < Juréia
(320,0+42,7 min.).

A figura 39 ilustra a correlagédo significativa (r=0,78; p<0,01) entre os

biomarcadores utilizados (VN e MN%o), evidenciando que ambos 0s ensaios
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ecotoxicologicos apontam praticamente para uma mesma sequéncia de

conservacao.
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Figura 33 - Correlagdes de Spearman (r) significativas (p<0,05) para as médias de
concentracdo de cobre (Cu) na agua, sedimento, mangue-vermelho (folhas verdes ou
senescentes) ou caranguejo-uca (hepatopancreas e musculatura), frequéncia de células
micronuclreadas (MN/1.000 células) e o tempo médio de retencdo do vermelho neutro nos
hialinécitos, evidenciando, também, o ajuste dos dados por uma func¢éo linear (RZ).
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Figura 34 - Correlagcbes de Spearman (r) significativas (p<0,05) para as médias de
concentracdo de chumbo (Pb) na &gua, sedimento, mangue-vermelho (folhas verdes ou
senescentes) ou caranguejo-uca (hepatopancreas e musculatura), frequéncia de células
micronuclreadas (MN/1.000 células) e o tempo médio de retencdo do vermelho neutro nos
hialinécitos, evidenciando, também, o ajuste dos dados por uma funcgéo linear (Rz).
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Figura 35 Correlacbes de Spearman (r) significativas (p<0,05) para as médias de
concentracdo de mercurio (Hg) na agua, sedimento, mangue-vermelho (folhas verdes ou
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Figura 36 - Correlagcbes de Spearman (r) significativas (p<0,05) para as médias de
concentracdo de manganés (Mn) na &gua, sedimento, mangue-vermelho (folhas verdes ou
senescentes) ou caranguejo-uca (hepatopancreas e musculatura), frequéncia de células
micronuclreadas (MN/1.000 células) e o tempo médio de retencdo do vermelho neutro nos
hialinécitos, evidenciando, também, o ajuste dos dados por uma funcéo linear (R?).
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Figura 37 - Frequéncia de células (hialindcitos) micronucleadas em 1.000 analisadas (MN%o)
em exemplares de U. cordatus capturados em cada area (n=15), nas seis areas de manguezal
estudadas no Estado de S&o Paulo. As barras indicam as médias e as linhas verticais os
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Figura 38 - Tempo médio de retencdo do vermelho neutro em células (hialindcitos) de
exemplares de U. cordatus capturados em cada area (n=30), nas seis areas de manguezal
estudadas no Estado de S&o Paulo. As barras indicam as médias e as linhas verticais 0s
desvios-padrdao. Médias acompanhadas de uma mesma letra ndo mostram diferenca estatistica
a 5% pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 39 - Correlacdo de Spearman (r) significativa (p<0,05) com ajuste a potencia para as
meédias de células micronucleadas (MN/1.000 células) e o tempo médio de retencdo do
vermelho neutro para os exemplares de caranguejo-uca analisados nas areas de manguezal
do Estado de Sao Paulo.

As figuras 40 a 42 apresentam as estimativas de probabilidade dos
impactos geno e citotoxicos esperados, em relacdo as concentracfes dos
metais nos compartimentos abidticos (Agua e sedimento), que apresentaram
correlacdo significativa com os biomarcadores utilizados (MN%o € VN). Assim,
dentre os metais presentes nos compartimentos abioticos, as estimativas foram
realizadas somente para o chumbo (na agua e no sedimento) e mercurio
(sedimento). Todas as estimativas da inclinagdo da curva (r), bem como das
probabilidades em 50% (CC e CG) foram significativas (p<0,05). A figura ilustra
e relaciona também os valores orientadores (INP, BIP e AIP, vide detalhes da
elaboracao destas categorias no item discussdo), bem como o TEL (Threshold
Effect Level) do metal mercurio.

Os resultados indicaram que as concentracbfes dos metais onde as
probabilidades de impacto sdo de 50%, se sobrepuseram ao Baixo Impacto
Provavel (BIP) (genotoxicidade apresentada do mercurio no sedimento) e Alto
Impacto Provavel (AIP) (genotoxicidade apresentada do chumbo na agua e
citotoxicidade do chumbo no sedimento) sugerido, enquanto as probabilidades
de impactos acima de 70% se associaram ao Alto Impacto Provavel (AIP) em
todos os casos.

Para o chumbo a probabilidade de impacto em 50% ocorreu com uma
concentracdo de 0,171 pg/g na agua e 6,49 ug/g para o sedimento, enquanto
para o mercurio o valor de probabilidade de impacto em 50% ocorreu numa

concentracéo de 162,8 ng/g no sedimento.
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Figura 40 - Estimativa da probabilidade de impacto genotéxico esperada em U. cordatus
relacdo as concentracbes de mercUrio no sedimento. A quantidade de micronlcleos
encontrada também ¢é ilustrada. A seta tracejada preta indica a concentracdo na qual a
probabilidade de impacto foi de 50% (CGsy, concentracdo genotdxica), enquanto a seta
vermelha aponta o valor de 130 ng/g referente ao TEL (Threshold Effect Level, que indica o
nivel abaixo do qual supostamente ndo ocorre efeito adverso a comunidade bioldgica),
segundo a agéncia canadense. As cores dentro da area de plotagem indicam os valores
orientadores assumidos a respeito da quantidade de micronucleos, onde: verde = Impacto nulo
provavel (INP); amarela = Baixo Impacto Provavel (BIP); e a vermelha = Alto Impacto Provavel
(AIP). Os simbolos referentes a cada area indicam, verticalmente no “eixo y”, a quantidade de
micronicleos encontrada.
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Figura 41 - Estimativa da probabilidade de impacto genotoxico esperada U. cordatus em
relagdo as concentragbes de chumbo na Agua. A quantidade de microndcleos encontrada
também é ilustrada. A seta tracejada preta indica a concentracdo na qual a probabilidade de
impacto foi de 50% (CGsp, concentrac@o genotoxica). As cores dentro da &area de plotagem
indicam os valores orientadores assumidos a respeito da quantidade de micronicleos, onde:
amarelo = Baixo Impacto Provavel (BIP); e a vermelha = Alto Impacto Provavel (AIP). Os
simbolos referentes a cada é&rea indicam, verticalmente no “eixo y”’, a quantidade de
micronucleos encontrada.
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Figura 42 - Estimativa da probabilidade de impacto citotoxico esperado em U. cordatus relagao
as concentra¢des de chumbo no sedimento. O tempo de retengdo do vermelho neutro (VN)
também é ilustrado. A seta tracejada preta indica a concentracdo na qual a probabilidade de
impacto foi de 50% (CCso, concentragdo citotdxica). A cor vermelha dentro da area de
plotagem indica o valor orientador assumido (Alto Impacto Provavel, AIP) a respeito do tempo
de retencdo do corante. Os simbolos referentes a cada area indicam, verticalmente no “eixo y”,
o tempo de retencéo do veremelho neutro.
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4.7. Transferéncia dos elementos quimicos (Fator de Transferéncia) e

biodisponibilidade dos metais esperada

Para avaliar a biodisponibilidade aproximada dos metais analisados,
foram selecionados dois compartimentos — “Folhas” de R. mangle (verdes e
senescentes) e “Sedimento” — visando estipular quais deles e em quais areas
se encontram em maior ou menor biodisponibilidade.

A figura 43 apresenta os resultados dos fatores de transferéncia (FT)
para o Cobre, com base nas relagbes entre os compartimentos para este
metal. Em todas as areas de manguezal avaliadas o FT do Cobre entre Folhas
e Sedimento foi inferior & unidade, indicando maiores concentracdes relativas
para este ultimo compartimento ambiental. De qualquer forma, em Bertioga
parece ocorrer uma maior biodisponibilidade relativa deste metal em
comparacao as demais areas avaliadas (FT: 0,4+0,2 pg/g; p<0,05), enquanto
para Iguape foi verificada a menor (FT: 0,07+0,01 pg/g; p<0,05). Entretanto,
uma inversao deste padrdo ocorre quando se avalia o fator de transferéncia
entre os tecidos dos Caranguejos e as Folhas. Neste caso, Iguape apresenta
uma maior concentracdo significativa de Cobre nos caranguejos em relacdo as
folhas (FT: 13,2+4,6 pg/g; p<0,05), ao passo que Bertioga ela foi menor (FT:
3,7+t1,1 pg/g; p<0,05). Contudo, para 0s manguezais paulistas os tecidos dos
caranguejos de todas as areas analisadas apresentaram uma maior
concentracéao relativa deste metal do que nas folhas de R. mangle, indicando a
existéncia de uma biomagnificacdo expressiva na regido. J4 o fator de
transferéncia entre as Folhas Senescentes e Verdes foi muito similar entre os
diferentes manguezais (p>0,05). De forma geral, este metal esteve em
concentracfes mais elevadas nas folhas verdes, porém com diferencas muito
sutis, uma vez que os valores de FT obtidos ficaram préximos a unidade. Ja
em relacdo aos fatores de transferéncia entre os tecidos do caranguejo
demonstraram que somente para Sao Vicente ocorreu uma menor quantidade
relativa de Cobre na musculatura em relacdo ao hepatopancreas (FT: 0,5+0,2
Hg/g; p<0,05).

A figura 44 apresenta os resultados de FT para as relacdes entre
compartimentos para o Chumbo. Este metal esteve acima do limite de
deteccdo do equipamento somente nas folhas e no sedimento de Bertioga e

Cubatéo. Assim, como constatado para o Cobre, o FT do Chumbo entre Folhas
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e Sedimento foi inferior a 1, indicando maiores concentracdes relativas para
este Ultimo compartimento ambiental. A biodiponibilidade relativa em Bertioga
parece ser superior a de Cubatdo, pois apresentou maior significativamente de
FT (Bertioga: 0,3+0,1 pg/g; Cubatdo: 0,2+0,6 pg/g; p<0,05). J4 o FT entre as
Folhas Senescentes e Verdes foi similar entre Bertioga e Cubatdo (p>0,05),
embora em Bertioga tenha ocorrido um acumulo de Chumbo ligeiramente
maior nas folhas verdes (FT: 0,9+0,2 pg/g), enquanto em Cubatdo este
acumulo ocorreu nas folhas senescentes (FT: 1,09+0,3 ug/g).

A figura 45 apresenta os resultados de FT para as relacdes entre os
compartimentos para o Cadmio. Este metal também esteve acima do limite de
deteccdo do equipamento somente nas folhas e no sedimento, em Bertioga e
Cubatdo. Assim como visto para o Cobre e o Chumbo, o FT do Cadmio entre
Folhas e Sedimento foi inferior a unidade, indicando maiores concentracoes
relativas para este ultimo compartimento ambiental. Contudo, Cubatdo possui
uma maior biodisponibilidade relativa do que Bertioga, ja que apresentou um
maior fator de transferéncia (Cubatédo: 0,2+0,05 ug/g; Bertioga: 0,1+0,05 pg/g;
p<0,05). Ja o fator de transferéncia entre as Folhas Senescentes e Verdes foi
similar entre Bertioga e Cubatdo (p>0,05), onde ocorreram FTs préximos a
unidade, indicando concentracbes similares entre os estagios de maturidade
foliar de R. mangle.

A figura 46 apresenta os resultados de FT para as relagcdes entre os
compartimentos para o Manganés. Este foi o Unico metal que apresentou uma
maior concentracao relativa nas folhas de R. mangle do que no sedimento das
areas de manguezal, indicando, supostamente, expressiva biomagnificacéo
nos manguezais avaliados. Assim, todos os valores de FT foram superiores a
unidade, atungindo 7,6 (£ 3,8 pg/g) em Cananéia, que foi significativamente
superior as demais areas (p<0,05). Por outro lado, Iguape apresentou o menor
FT (1,8+0,4 pg/g) e, portanto, a menor bioacumulacdo proporcional para o
Manganés. Somente os tecidos dos caranguejos de Bertioga possuiram uma
maior concentracdo relativa deste metal quando confrontado as folhas de R.
mangle (FT: 1,3x0,6 pg/g; p<0,05), indicando, provavelmente, uma maior
biomagnificacdo nesta area. J4 os valores de FT para a relacdo folha
senescente e folha verde, foram similares entre os diferentes manguezais
(p>0,05). Em algumas areas, a bioacumulacdo foi maior nas folhas

senescentes (Cubatdo, Sdo Vicente, Iguape e Cananéia), enquanto que em
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outras (Bertioga e Juréia) a bioacumulacéo foi maior nas folhas verdes, embora
com FTs muito proximos a unidade. J& os valores de FT entre a musculatura e
o hepatopéncreas dos caranguejos demonstraram que nas areas com registro
nestes dois tecidos, houve uma menor quantidade relativa do metal na
musculatura, com destaque a Bertioga (FT: 0,05+£0,07 ug/g; p<0,05).

As analises de transferéncia ndo foram passiveis de realizacao para o
Cromo, ja que a presenca desse metal, na maioria dos casos, ocorreu em
concentracdes inferiores as do limite de detec¢do do equipamento.

A figura 47 apresenta os resultados de FT para as relacdes entre os
compartimentos para o Mercurio. Para efeito de biodisponibilidade deste metal,
foram escolhidos os compartimentos “Tecidos de U. cordatus (Uca)” e
“Sedimento”, pois ndo houve registro deste metal nas folhas de R. mangle.
Portanto, esta relagcdo supostamente poderia fornecer informacédo sobre as
areas em que este metal se encontra proporcionalmente mais biodisponivel,
seguindo 0 mesmo ja constatado para a relacdo “Folhas” e “Sedimento”,
anteriormente explorada para os outros metais. Contudo, os valores de FT
foram inferiores a unidade em todas as éareas, que ndo diferiram entre si
(p>0,05), indicando uma maior quantidade de Mercurio no sedimento em
relacdo ao encontrado nos tecidos do caranguejo-Uca. JA em relacdo aos
valores de FT verificados entre a musculatura e hepatopancreas dos
caranguejos, demonstraram para todas as areas um registro em ambos os
tecidos, com menor quantidade relativa do metal na musculatura,
particularmente em Cubatéo (FT: 0,03+0,01 ug/g; p<0,05).

A figura 48 apresenta o0s resultados percentuais do que foi
supostamente transferido da matriz abi6tica (Matriz “Sed” em todos os casos)
para a matriz bittica (a “Crab” serviu como base para a matriz bidtica somente
para o metal mercurio e “Fs” serviu como a matriz bidtica para todos os outros
metais), por area. A biodisponibilidade suposta dos metais nas diferentes areas
de estudo sdo muito similares, exceto para os metais nédo essenciais: Chumbo
(supostamente mais biodisponivel em Bertioga em relacdo a Cubatdo); e

Cadmio (supostamente mais biodisponivel em Cubatdo em relacdo a Bertioga).
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Figura 43 - Fator de transferéncia (FT) para o cobre (ug/g) entre as médias das concentra¢cfes
obtidas (de cima para baixo) em: folhas do mangue-vermelho (folhas verdes + senescentes =
Fs) e no sedimento (Sed); exemplares de caranguejo-uca (musculatura + hepatopancreas =
Ucd) e nas folhas (Fs); folhas senescentes (FS) e verdes (FV); e musculatura (M) e
hepatopéncreas (H) dos caranguejos analisados nas areas de manguezal do Estado de Séo

Paulo.
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Figura 44 - Fator de transferéncia (FT) para o metal Chumbo (ug/g) entre as médias das
concentracdes obtidas (de cima para baixo) em: folhas do mangue-vermelho (folhas verdes +
senescentes = Fs) e no sedimento (Sed); e folhas senescentes (FS) e verdes (FV) nas areas
de manguezal do Estado de S&o Paulo.
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Figura 45 - Fator de transferéncia (FT) para o metal Cadmio (ug/g) entre as médias das
concentracdes obtidas (de cima para baixo) em: folhas do mangue-vermelho (folhas verdes +
senescentes = Fs) e no sedimento (Sed); e folhas senescentes (FS) e verdes (FV) nas areas
de manguezal do Estado de S&o Paulo.
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Figura 46 - Fator de transferéncia (FT) para o metal Manganés (ug/g) entre as médias das
concentracdes obtidas (de cima para baixo) em: folhas do mangue-vermelho (folhas verdes +
senescentes = Fs) e no sedimento (Sed); exemplares de caranguejo-uca (musculatura +
hepatopancreas = Uca) e nas folhas (Fs); folhas senescentes (FS) e verdes (FV); e
musculatura (M) e hepatopancreas (H) dos caranguejos analisados nas areas de manguezal
do Estado de S&o Paulo.
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Figura 47 - Fator de transferéncia (FT) para o metal Mercurio (ng/g) entre as médias das
concentracdes obtidas (de cima para baixo) em: exemplares de caranguejo-uca (musculatura +
hepatopéncreas = Uc¢d) e sedimento (Sed); e musculatura (M) e hepatopancreas (H) dos
caranguejos analisados nas areas de manguezal do Estado de Sao Paulo.
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Figura 48 - Biodisponibilidade esperada (aproximada) dos metais nas diferentes areas de
manguezal do Estado de S&o Paulo. Rresultados percentuais do que foi supostamente
transferido da matriz abiética (Matriz “Sed” em todos os casos) para a matriz bidtica (a “Crab”
serviu como base para a matriz biética somente para o metal mercurio e “Fs” serviu como a
matriz biética para todos os outros metais), por area.
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5. DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo das subareas de manguezal

A distribuicdo dos manguezais e seu desenvolvimento estdo associados
aos substratos lamosos de ambientes costeiros abrigados, submetidos ao
regime das marés, temperatura média mensal mais fria > 20°C e em amplitude
térmica anual <5°C (WALSH, 1974). Apesar da ocorréncia das areas de
manguezal ser reflexo de fatores regidos em escala global, seus atributos
estruturais e funcionais sdo modulados pela interacdo de fatores que variam
em escala regional (p. ex., energia solar, aporte de agua doce / nutrientes e
energia das marés) ou local (p. ex., frequéncia / alcance da inundacéo pelas
marés) (SOARES, 1999; SOARES et al., 2003). Além dos fatores ambientais
(naturais), a distribuicAo e conservacdo dos manguezais também sofre
influéncia de varios tensores antrdpicos. Dessa forma, era esperado que a
composicdo e estrutura dos bosques fossem reflexos da intensidade das
diferentes interacfes desses tensores, 0 que de fato ocorreu.

Inicialmente, a proposta do estudo foi encontrar subareas de manguezal
com predominio de R. mangue (>80%). No entanto, houve dificuldade da
equipe em localizar bosques com tal caracteristica, particularmente em
Cubatdo e Sé&o Vicente, que apresentaram predominancia dessa espécie
variando de 49,3 a 68% (nas transeccoes) e de 55 a 67,8% (nos quadrados
amostrais). SMITH 1l (1992) revela que os bosques de manguezal com
maiores distarbios antrépicos detém menor representatividade das espécies de
Rhizophoraceae. Assim, considerando-se o0 histérico de contaminacao,
poluicdo e ocupacéo irregular dos manguezais de Cubatdo e S&o Vicente,
comparativamente as demais areas de manguezal estudadas, seria esperado
gue bosques monoespecificos de R. mangle fossem pouco evidentes ou de
menor ocorréncia. Contudo, a predominancia de jovens (plantulas) dessa
espécie foi notoria nos quadrados de amostragem, especulando-se que apesar
da constatacdo de alta densidade nas subareas de Cubatdo e Sao Vicente,
poucos espécimes alcancam a idade adulta, possivelmente devido a maior
acao antropica.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que a densidade de
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U. cordatus nos manguezais da Juréia superou em cerca de duas vezes
aquela registrada para Cubatdo. A hipétese de que a menor densidade para
Cubatédo seja decorrente de um maior esfor¢o pelos catadores foi descartada,
ja que na regido de Cananéia, onde ocorre a explotacdo mais elevada deste
recurso pesqueiro no estado (DUARTE et al., no prelo), a densidade deste
crustaceo constitua, também, quase o dobro da verificada em Cubatdo. Além
disso, na captura ocorre destruicdo parcial ou total das galerias do caranguejo
pelos pescadores artesanais, fato este nédo verificado nas diversas expedicfes
realizadas as areas avaliadas. Outros dados comprovam tal afirmacéo, como a
maior média de diametro das galerias em Cubatdo quando comparada aquelas
registradas nas demais areas de manguezal em estudo, exceto para Sé&o
Vicente, embora faga parte do mesmo complexo estuarino. Como na captura
desse caranguejo os catadores selecionam as maiores galerias para a retirada
dos exemplares, a menor densidade e o maior porte destes animais em
Cubatdo indicam que outros tensores antrépicos, possivelmente a
contaminacao histérica da regido, tenham ao longo prazo, influenciado
negativamente as populagcbes do caranguejo-uca. Tal fato poderia ser
corroborado por resultados dos maiores danos subletais observados nos
animais da regido, o que poderia ter direcionado, no passado, a problemas
populacionais, ja que as técnicas utilizadas possuem supostamente esta
capacidade de predizer problemas ecoldgicos futuros (BONASSI et al., 2000;
NERI et al., 2003; SVENDSEN et al., 2004).

5.2. Padrbes de acumulo dos metais nos compartimentos abidtico-

bidticos

REWS et al. (2003) e LUOMA & RAINBOW (2008) mencionam que
alguns elementos quimicos podem se especiar em dois ou mais produtos,
permitindo conhecer e prever sua distribuicdo geoquimica, biodisponibilidade e
toxicidade a biota. O conhecimento do estado em que o metal se encontra no
ambiente, bem como as reacfes oriundas de sua transformacdo, sé&o
extremamente relevantes a elucidacdo dos padrbes de acumulo nos
compartimentos abiotico-bidticos dos sistemas naturais (NETO et al., 2008). A
auséncia de informacdes sobre a especiacdo dos seis metais no presente

estudo, que ndo foram objeto de avaliacdo, impede maiores discussbes sobre
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as interacdes ocorrentes em cada subarea de manguezal avaliada, como
também em sua composi¢cdo enquanto areas de amostragem, embora uma
abordagem matematica seja explorada mais adiante. Contudo, avaliando as
correlacbes entre os compartimentos abibtico-bidticos para cada metal em
separado, evidencia-se a instabilidade e maior disponibilidade do manganés
em relacdo aos outros metais (BADEN et al., 1995; BADEN & ERIKSSON,
2006), considerando que houve correlacdes estatisticamente significativas em
10 relacbes entre os compartimentos avaliados. No entanto, este elemento
guimico ndo aparece na classificacdo de LUOMA & RAINBOW (2008), que
resume 0s nove metais mais téxicos aos organismos de ambientes aquaticos,
provavelmente por participarem de iniUmeros processos vitais (RAINBOW,
1997; AHEARN et al., 2004; EISLER, 2010; KABATA-PENDIAS, 2011).

Em relagcdo a espécie R. mangle, esta é uma espécie arborea haldfita,
que segundo RODRIGUES & ROQUETTI-HUMAYTA (1988) acumula menos
metais do que outras arvores de manguezal mais adaptadas a eliminacdo de
sais (p. ex., Avicennia schaueriana, segundo SCHOLANDER et al., 1962),
independente do nivel de contaminacdo por metais no sedimento. Tal fato,
portanto, independe do bloqueio biogeoquimico pelo sedimento, mas da
fisiologia da espécie arbdrea, que é mais adaptada a vida neste ambiente. Por
ser uma espécie sal excludente, varios metais sdo impedidos de entrada no
sistema vegetal através das raizes (LACERDA et al., 1985; BERNINI et al.,
2006). Contudo, de maneira contraria, MACFARLANE et al. (2007),
demonstraram que ndo ha diferenca na acumulacdo de alguns metais quando
espécies vegetais secretoras sdo comparadas aquelas nao secretoras de sais.

O sedimento de manguezal é conhecido por ser o principal reservatorio
de metais (LUOMA & RAINBOW 2008; PINHEIRO et al., 2012, 2013), agindo
como eficiente barreira biogeoquimica ao transporte desses poluentes para
areas adjacentes (SILVA et al.,, 1990). Tal fato decorre da caracteristica
peculiar ao sedimento dos manguezais, em funcdo de seu elevado teor de
matéria organica e capacidade de troca catibnica (CTC), sendo, por isso,
promotor da adsorcdo de metais. No entanto, no presente estudo n&do foram
observadas quaisquer relagbes entre o teor de matéria organica e as
concentragbes de metais neste compartimento abidtico. De acordo com
LACERDA (1997), os metais sao precipitados como sulfetos junto ao

sedimento dos manguezais, implicando em seu aprisionamento, quando ficam
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bioindisponiveis as plantas e animais. A avaliacdo deste elemento poderia
auxiliar no entendimento de fatores que favorecem a acumulacdo de metais
nos sedimentos dos manguezais do Estado de S&o Paulo.

Contudo, os dados obtidos no presente estudo se coadunam com a
literatura, pela tendéncia de acumulacédo de quatro dos metais em analise (Pb,
Cd, Cr e Hg), obedecendo a hierarquia: sedimento > [tecidos (folhas >
caranguejo)] > agua. No entanto, os dois metais essenciais (Manganés e
Cobre) ndo seguiram este padrao.

O manganés é um metal essencial requerido em reduzidas
concentragbes pelo metabolismo vegetal, participando da composicdo de
algumas enzimas (p. ex., arginase e fosfotransferase), associadas a dois
sistemas relacionados a fotossintese (HORST, 1976; EISLER, 2010; KABATA-
PENDIAS, 2011). Este metal é facilmente translocado das raizes para as folhas
pelo xilema (HORST, 1976), onde é imobilizado até a absciséao foliar (WOOD et
al., 1986). Além disso, 0 manganés nao forma sulfetos estaveis, estando mais
disponivel a vegetacdo (BERNINI et al., 2006), concentrando-se principalmente
nas folhas (SILVA et al., 1990), que sdo o principal item alimentar de U.
cordatus (CHRISTOFOLETTI et al., 2013). Tal fato explica a elevada
concentracdo de Mn nos estagios foliares, seguido pelo sedimento, tecidos do
caranguejo e agua.

BRYAN & WARD (1965) afirmam que a maior parte do manganés
encontrado nos crustaceos € de origem alimentar, corroborando os resultados
obtidos no presente estudo. Segundo estes autores, 98% do manganés na
lagosta Homarus vulgaris esteve associado ao exoesqueleto, que € o principal
sitio de armazenamento deste metal, podendo ser usado como reserva e
transferido para a hemolinfa e outros tecidos, conforme haja necessidade.

O cobre, por outro lado, seguiu a hierarquia tecidos (caranguejo) >
sedimento > tecido (folhas) > agua. Possivelmente, o maior acumulo deste
metal no hepatopancreas e musculatura do caranguejo-ucé esteja relacionado
ao seu uso na composicdo da hemocianina, pigmento respiratorio dos
crustaceos (JESUS et al., 2003). Acredita-se que parte do metal absorvido
pelas branquias seja translocado aos demais 0Orgaos, principalmente ao
hepatopancreas, que é o principal 6rgdo armazenador e depurador de metais

nos crustaceos (EISLER, 2010). Supde-se que quando o limite biolégico desse
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orgdo € ultrapassado, o excesso deste poluente seria repassado a outros

tecidos, como é o caso da musculatura desses animais.

5.3. Contaminagdo por metais nos compartimentos abidticos (agua e

sedimento) e nas folhas de R. mangle.

Os resultados da PCA pela aplicagdo das matrizes evidenciaram
diferentes graus de similaridade entre as subareas de manguezal, explicados
pelas relacGes entre 0s metais e 0s compartimentos em analise. Assim, cada
area de manguezal (localidade) p6de ser caracterizada ou agrupada segundo
um ou mais metais avaliados, com um diagnostico diferencial, a saber:
Cubatao e Bertioga (Pb e Cd), Sao Vicente (Hg), Juréia (Cr), Iguape (Cu, Mn
and Hg) e Cananéia (Mn). No entanto, foram constatadas algumas tendéncias
de acumulo de metais nas folhas para essas areas em estudo, a saber: Cr
(Juréia); Mn (Iguape); Cu, Pb e Cd (Cubatédo e Bertioga); e auséncia de valores
detectaveis para Hg.

Na tabela XVIII sdo apresentadas concentracdes de alguns metais nas
diferentes espécies vegetais de manguezal em varios sistemas estuarinos no
mundo. Apesar da inexisténcia de valores guia para a qualidade ambiental
para as folhas, os dados disponibilizados nessa tabela evidenciam que as
dosagens de cadmio num cenario global estiveram muito proximas daquelas
registradas no presente estudo. No caso do cobre, 14% dos artigos nessa
tabela apresentaram concentracdes superiores as registradas no presente
estudo, chegando a maiores percentuais no caso do chumbo (40,8%), cromo
(46,6%) e manganés (62,5%). Diante disso, pode-se afirmar que a acumulacéo
por metais em R. mangle nos manguezais paulistas apresenta valores que
podem ser considerados intermediarios em confronto com outros sistemas
estuarinos ao redor do mundo, 0 que nos leva a crer que o Sistema Estuarino
do Estado de S&o Paulo se encontra em patamares médios de contaminacao.

A Tabela XIX apresenta uma revisdo sobre a concentracdo dos seis
metais estudados em associacdo ao sedimento de manguezal em sistemas
estuarinos de varios paises. Comparando as dosagens de cobre dessa tabela
com aguelas registradas no presente estudo, pode-se constatar que as
maiores concentracdes ocorreram em somente 2,5% dos trabalhos citados. No

caso do chumbo e cromo, ocorreram concentraces mais elevadas (6,6% e
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9,0% dos estudos, respectivamente). As concentracbes de manganés
estiveram abaixo de todos os estudos apresentados nessa tabela, enquanto
para o cAdmio e mercuario as concentracdes nos sedimentos de manguezal
estiveram com dosagens superiores em 42,8% e 66,6% dos trabalhos
levantados, respectivamente. JA4 o Cobre, apresentou concentracfes
superiores em apenas 10,81% em relacao aos trabalhos revisados. Igualmente
ao constatado para folhas, a contaminacdo dos sedimentos nos manguezais
paulistas no presente estudo se encontra em niveis médios, sendo muito

similar a outros estuarios ja estudados ao redor do mundo.
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Apesar do exposto anteriormente, especula-se sobre o potencial
impacto poluente dos seis metais estudados nos compartimentos abiéticos dos
sistemas estuarinos avaliados para o Estado de Sdo Paulo. O Quadro 3
sumariza a qualidade ambiental dos compartimentos abidticos (dgua e
sedimento) nas areas (localidades) e subareas de manguezal, com base nas
concentracfes maximas observadas para os metais no sedimento (PEL e TEL,
segundo a ENVIRONMENTAL CANADA, 1999) e na 4gua (BRASIL, 2005).

As amostras de agua obtidas em Bertioga e Cubatdo evidenciaram
concentracfes de cobre que superam em até duas vezes o valor estabelecido
pelo BRASIL (2005) para este metal para aguas salobras. No entanto, tal fato
nao foi verificado para a subarea 1 de Bertioga, que por estar localizada
préoximo a foz estuarina (3km do mar), pode ter sofrido influéncia da entrada da
cunha salina, ndo repercutindo em valores que ultrapassassem o limite de
gualidade de agua para este metal. Por se tratar de um metal de amplo
emprego industrial e doméstico, inclusive como fungicida/algicida em piscinas
(p. ex., sulfato de cobre) ou mesmo na forma metalica (tubula¢des, utensilios e
fiacdo), este contaminante também costuma estar presente no lixo doméstico e
em esgotos (LAMPARELLI et al., 2001). Na industria este metal € encontrado
habitualmente em refinarias, siderdrgicas e industrias de papel e celulose. Em
Cubatao, o cobre é detectado em efluentes da Companhia Santista de Papel,
RPBC-PETROBRAS, USIMINAS, Dow Quimica e provenientes de alguns
terminais portuarios de granéis liquidos. No entanto, ainda nao foi possivel
esclarecer o motivo das altas concentracdes do cobre em Bertioga, ja que este
municipio carece de industrias poluidoras, a exemplo do que ainda ocorre em
Cubatéo. No entanto, a presenca de metais no chorume (fase liquida resultante
da decomposicdo do lixo orgéanico), oriundo de lixbes e aterros sanitarios
(CASTILHOS-JUNIOR, 1988), bem como de esgotos lancados diretamente nos
ros, estuarios ou no proprio sem o devido tratamento (LAMPARELLI et al.,
2001), podem ser fontes representativas desses poluentes. O depdsito
inadequado desses residuos solidos promove liberacdo do chorume, que
percolando no sedimento local pode alcancar as aguas suterraneas e corpos
d’agua adjacentes, como lagos, rios e estuérios (HAMADA, 1999; OLIVEIRA &
JUCA, 2004; CELERE et al., 2007). Neste sentido, avaliando os resultados
obtidos e as informacdes disponiveis em artigos e documentos, acredita-se que

em Cubatéo a fonte deste metal (e de outros) tenha origem industrial, enquanto
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em Bertioga existem indicios plausiveis de que a origem seja doméstica,

proveniente de esgotos e do chorume de lixdes, mesmo que atualmente
desativados (Figura 49).

Quadro 3 - Qualidade das areas e subareas de estudo com base nas concentragdes maximas
observadas para os metais dosados que ultrapassaram (vermelho) ou n&o (verde) os limites
estabelecidos por Hortellani et al. (2008) (PEL e TEL) para sedimento e para agua pela
Resolucado CONAMA n° 357/05 (Classe 1). *** Auséncia de valores de referéncia.

Metal | Compartimento | Max. Bertioga | Cubatéo Viizgte Juréia | lguape |Cananéia
A 0,046
Cu Sedi?::nto 9,529
A 0,209
Pb Sedigr]::nto 12,341
A 0
Cd Sedii:jjnto 0,98
A 0,004
Mn Sedii:jjnto 263,193
A 0
Cr Sedii:jjnto 25,417
A 0
Hg Sedigr]::nto 468,983

Googleearth

Figura 49 - Subareas do presente estudo em Bertioga (SP) e sua localizagdo em relagédo ao
antigo lixao de Bertioga (circulo com seta a esquerda, 23° 50' 38,54" S e 46° 09' 52,40" W), que
esta desativado desde 1999 (modificado de Google Earth).
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O chumbo foi outro metal registrado em concentracdes acima daquelas
permitidas pelo BRASIL (2005) para amostras de agua salobra em Cubatéo e
Bertioga, para todas as subareas de coleta. Como este metal tem elevada
massa molar (207,19) e, portanto, ndo apresenta grande dispersao ambiental,
sua concentracdo tende a ficar mais proxima a fonte de descarga, diminuindo
gradativamente a partir dela (WHO, 1989). No caso especifico de Cubatéo,
uma das possiveis fontes de chumbo seriam as emissdes atmosféricas,
particularmente quando o chumbo era adicionado como antidetonante a
gasolina, podendo acrescer este metal ao solo e 4guas superficiais da regiéo e,
consequentemente, nos estuarios e oceanos (KENNISH, 1997). Outra atividade
antrépica que traria contaminacdo por chumbo sdo os procedimentos
associados ao empilhamento e encaixe de placas / solda de terminais, quando
ocorre a liberacdo de po6s contendo este metal sob a forma de O6xidos ou
metdlicos (QUITERIO, 2000). Assim, a contaminacdo de Pb em Bertioga pode
ter a mesma origem ja citada para o cobre, sendo resultante do chorume, cuja
composicdo quimica varia em funcdo da idade do aterro e de eventos pré-
amostragem (HAMADA, 1999). CASTILHOS-JUNIOR (1988) registrou
elevados niveis de chumbo associados a matéria organica (fonte principal) e a
residuos plasticos. Em suma, a presenca de Cu e Pb acima dos limites de
concentragdo estabelecidos para a agua (BRASIL, 2005), indica que a(s)
fonte(s) poluentes ainda esteja(m) ativa(s), com lancamento bruto e sem
tratamento no sistema estuarino de Cubatdo e Bertioga. Segundo SCHROPP
et al. (1990), geralmente a presen¢ca de metais na agua esta associada a
contaminacdo atual, considerando o curto periodo de residéncia que estes
metais possuem.

Para os outros metais (Cd, Cr, Mn e Hg) as concentra¢cdes foram pouco
expressivas e abaixo dos limites estabelecidos pelo BRASIL (2005) nas
amostras de agua de Cubatéo e Sdo Vicente, mesmo quando suas aguas sao
referenciadas como salobras (Classe 1), diferindo do conhecido histérico de
contaminacao para estas areas (CETESB, 2001).

Em relacdo a qualidade dos sedimentos dos manguezais estudados,
33% das subareas apresentaram valores de cadmio acima do TEL (Cubatéo e
Bertioga), demonstrando valores supostamente inferiores aos esperados como
causadores de efeitos adversos sobre organismos  aquaticos

(ENVIRONMENTAL CANADA, 1999). Portanto, ainda que as dosagens
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estejam acima do TEL, os sedimentos nestas duas localidades de manguezal
poderiam, ainda, ser qualificados como adequados para este metal, segundo a
legislag&o estrangeira (ENVIRONMENTAL CANADA, 1999).

Para o manganés nao existem valores orientadores de TEL e PEL,
impedindo conjecturas sobre a toxicidade das concentragdes registradas nas
areas de manguezal em avaliacdo. No entanto, destacam-se as elevadas
concentracbes de Mn registradas nos sedimentos de Iguape (88,8 a 223,5
1g/g), seguido daqueles da Juréia, Sdo Vicente e Cananéia (7,9 a 135,9 ug/g),
contrastando com os valores reduzidos registrados em Cubatdo e Bertioga
(0,37 a 0,89 pg/g). E conhecido o efeito sinérgico entre alguns metais, que
pode potencializar um efeito, o que iria requer uma avaliagdo mais
pormenorizada para esclarecer o fato dessas duas areas, caracterizadas por
maior poluicdo por metais, apresentarem menores dosagens de manganés.

Para o mercuario foi verificada uma hierarquia crescente de suas
concentracfes em trés areas (Cubatdo > Sao Vicente > Iguape), com valores
médios que superarando o de TEL. Como verificado para o cadmio, essas
areas seriam classificadas como de boa qualidade, segundo os critérios
estabelecidos pela ENVIRONMENTAL CANADA (1999). Contudo, segundo
CHOUERI et al. (2009), os valores do TEL canadense, equivalem ao PEL do
Atlantico Sul, evidenciando que as concentracfes de cadmio e mercurio
registradas no presente estudo causem efeito adverso a comunidade biol6gica

dos sistemas estuarinos paulistas.

5.4. Contaminagcdo por metais na espécie U. cordatus e qualidade da

carne para consumo humano

No presente estudo os testes de Mantel revelaram indiretamente que a
contaminacdo abidtica (agua e sedimento) por metais determinaram seu
acumulo nos compartimentos biéticos (folhas e caranguejo), que também foram
alvo do presente estudo. Tal fato confirma bases cientificas da ecotoxicologia,
que trata dos processos de transferéncia desses elementos quimicos do
ambiente para os organismos (LUOMA & RAINBOW, 2008). No mesmo
sentido, o presente estudo também confirmou que as concentracdes de metais
em U. cordatus sdo melhor explicadas pelas dosagens desses poluentes nas

folhas de R. mangle, do que nas amostras de agua e sedimento. Assim, 0 uso
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deste item alimentar pelo caranguejo determina grande parte da acumulacéo
de metais nos exemplares analisados. Esta informacdo € concorde aos
resultados obtidos por CHRISTOFOLETTI et al. (2013), que encontrou nas
folhas das arvores de manguezal o principal item alimentar de U. cordatus.
Obviamente, ndo se pode deixar de se considerar que tal realidade relaciona-
se com o0s metais e tecidos do caranguejo escolhidos para as andlises, uma
vez que se fossem dosados outros metais (como por exemplo, 0 Zinco e o
Arsénio) e também quantificadas outras estruturas (como por exemplo, as
branquias e a carapaca), as principais vias de entrada poderiam ser diferentes,
conforme alertado por LUOMA & RAINBOW (2008).

Para U. cordatus, o conhecimento da concentracdo de metais e outros
contaminantes em sua carne (musculatura), visceras (principalmente
hepatopancreas e gbnadas) e até mesmo em seu exosqueleto, sé&o
informacdes extremamente relevantes a melhor avaliacdo da qualidade dos
produtos gerados de seu processamento. Importante ressaltar que o
caranguejo-uca € utilizado como alimento humano, principalmente pelas
comunidades tradicionais litoraneas, muitas vezes consistindo em sua principal
fonte protéica de subsisténcia (COSTA-NETO & GORDIANO-LIMA, 2000;
JORGE et al.,, 2002; ALVES & NISHIDA, 2003; BEZERRA-SOUTO, 2007).
Além deste crustaceo, varias espécies de peixes, siris e bivalves representam
atividade econbmica para 46% das familias em seis bairros proximos aos
manguezais de Cubatdo, que deles retiram seu sustento. Tal populacéo
humana é caracterizada por seu menor poder aquisitivo (SANTOS-FILHO et
al., 1991; GUTBERLET, 1996), utilizando recursos pesqueiros oriundos de sua
prépria regido de moradia, seja como fonte de renda ou alimento, que podem
ser passiveis de contaminacdo. No caso do caranguejo-uca, o principal produto
de consumo seria sua carne, embora em algumas localidades brasileiras (p.
ex., sul do Estado de Sao Paulo) também se registre 0 consumo humana de
suas visceras previamente cozidas, diretamente na casca, com a adicdo de
farinha de mandioca (Marcelo Pinheiro, obs. pess.). Portanto, a contaminagao
do hepatopancreas, glandula do intestino médio que compreende o maior
percentual de preenchimento da cavidade cafelotoracica, pode ser uma das
fontes de acumulacao de metais e outros poluentes ao consumidor direto.

A tabela XX resume as concentragdes obtidas em “screening” realizado

em trés estruturas corpéreas de U. cordatus por PINHEIRO et al. (2012), para
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Cubatdo (SP), assim como no presente estudo, em confronto aos limites
permissiveis pela legislacéo brasileira para alimentos. Desde 1965 o Brasil vem
regulamentado as concentracdes maximas de metais, através do Decreto n°
55.871-65, de 27/03/1965, que figuram para Cd, Cr, Cu e Pb (ug/g = ppm =
mg/Kg = mg/L) e Hg (ng/g), mas ndo para o manganés (BRASIL, 1965). Mais
recentemente, a Portaria ANVISA n° 685 também estabelece niveis maximos
de contaminantes (Cu, Cd, Pb e Hg) em alimentos (BRASIL, 1998).

As amostras do caranguejo-ucad sugerem contaminacdo por cromo,
encontrado em concentracdo trés vezes superior a permitida na carne e quase
seis vezes no hepatopancreas (PINHEIRO et al., 2012). No presente estudo,
considerando seis areas de manguezal paulistas, foi verificado que a
concentracdo média de Cr supera o dobro da concentracdo aceitavel no
hepatopancreas. Neste sentido, espera-se que 0 consumo excessivo destes
animais possa causar problemas a saude humana (SILVA & PEDROZO, 2001).
De acordo com SHRIVASTAVA et al. (2002) e SANTONEN et al. (2009) o
Cr(Ill) é essencial ao organismo humano por potencializar a acdo da insulina,
impactando o metabolismo dos carbohidratos, lipideos e proteinas. No entanto,
estes autores também mencionam o efeito genotdéxico do cromo (lll ou VI)
sobre a saude humana, sendo carcinogénico, particularmente aqueles que
trabalham em curtumes, minas de cromita, laboratérios dentarios ou que vivam
proximo a lixdes. Este udltimo caso foi registrado em algumas areas de
manguezal, como Bertioga, 0 que denota importante fonte de preocupacgédo a
saude publica. A alta acumulacdo de cromo pelos caranguejos € um fato
interessante, possivelmente decorrente de sua ineficacia fisiologica a excrecéo
deste metal. CORREA et al. (2005) verificaram que U. cordatus expostos por
cromo em um experimento agudo mostraram absor¢cdo seguindo o seguinte
padréao hierarquico: branquia > hepatopancreas > musculatura. PEREIRA et al.
(2012) encontraram concentracfes de cromo que também ultrapassaram o0s
limites estabelecidos na espécie de mexilhdo Perna perna em ambientes
marinhos considerados conservados, como por exemplo em Ubatuba (SP).
Talvez as concentracdes deste metal essencial possuam uma origem natural
na regido, entretanto, para uma afirmacdo seriam necessarios estudos a
respeito do background, como aqueles que vém sendo conduzidos
recentemente no Estado de Sao Paulo pela Dra. Alethéa Martins, pesquisadora

do Instituto Geolégico, com previsao para término em 2020.
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Embora o manganés tenha apresentado valores expressivos nos tecidos
analisados pelo screening para Cubatdo (SP) ou no presente estudo, ndo é
possivel fazer mencdo sobre sua contaminacdo, pois ndo existem limites
estabelecidos pela legislacao brasileira para este metal em pescados.

Segundo ONDER & DURSUN (2006), alguns metais sdo considerados
contaminantes perigosos devido a sua meia-vida relativamente longa, como
para o cadmio, que tem meia-vida de 10 anos (SALT et al., 1995). A
carcinogénese humana por efeito de concentracdes de Cd, Cr e Cu acima do
normal tem sido citada por alguns autores, entre eles DAS et al. (1997).
PINHEIRO et al. (2012) encontraram estes metais acima dos limites
estabelecidos no Decreto n® 55.871/1965 e na Portaria ANVISA n° 685/1998
(BRASIL, 1965; 1998) nas branquias (cobre), musculatura (cadmio) e

hepatopancreas (cromo) nos manguezais de Cubatéo.

Tabela XX - Médias (amplitude entre parénteses) para a concentracdo de seis metais em
estruturas corporeas do caranguejo-uca (Ucides cordatus), obtidas em Cubatdo (SP) por
PINHEIRO et al. (2012), confrontadas aos resultados do presente estudo e com os limites de
concentracdo mamixa permitidos pelas legislacdes em vigor (Decreto n° 55.871/1965 e Portaria
ANVISA n° 685/1998, conforme BRASIL, 1965; 1998).

origem  EStrUtUIas Concentracédo (ug/g) Hg
Corporeas Cu Pb Cd Cr Mn (ma/g)
) A 23,11 0,12 0,44 7,26
— ) ) ) )
&o  Bramauias  (4343%049) 0% (006033 (0094 (2831285 OO0
=0
S -
z 9 5,4 0,09 0,31 4,37
O T 1 1 1 )
o® Musculatura (50774 <005 o016 (0059 (092892 <0001
x o)
g 6,48 0,14 0,58 7,72
£  Hepatopancreas (343893 <005 (007.020) (0-199) (1991865 <000
5,05 0,52 0,011
22o Musculatura  gogiayey <005 <00 <005 (0-276)  (0-0,049)
0w T3S
s 85
2% 3 5,74 0,22 411 0,022
< = Hepatopancreas 37957y <005 <005 (5168 (1,15'21,59)  (0-0,055)
Legislacao 30 2 1 0,1 * 0,5

* Auséncia de informagé&o segundo a legislagdo em vigor (Decreto n® 55.871/1965 e Portaria ANVISA n°® 685/1998)
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5.5. Geno e citotoxicidade na espécie U. cordatus, sua relagcdo com as
concentracfes de metais e transferéncia esperada/aproximada nos

compartimentos ambientais

O uso de biomarcadores é uma ferramenta promissora a deteccdo de
efeitos adversos causados por poluentes aos organismos (AMIARD-TRIQUET
et al., 2011, 2013; AMIARD-TRIQUET & AMIARD, 2013). Os efeitos iniciais dos
xenobidticos ocorrem inicialmente em processos bioquimicos e moleculares da
célula, podendo alterar funcBes metabdlicas dos organismos expostos
(RAINBOW, 2007; PINHEIRO, et al., 2013). A ideia dos biomarcadores é
detectar precocemente tais perturbacdes subletais, que podem direcionar a
impactos populacionais ou, até mesmo, em comunidades inteiras (AMIARD-
TRIQUET et al., 2012).

No entanto, ap0s a entrada dos metais nas células dos caranguejos,
seja por contato, absor¢cdo ou ingestdo (RAINBOW, 1997, AHEARN et al.,
2004), as concentracfes que superam a capacidade fisiologica de
uso/excrecdo pelo animal (metais essenciais) ou toxicos (metais néo
essenciais), podem ser imobilizadas por processos de detoxificagdo, evitando-
se, assim, danos subletais. Concentracdes elevadas de Cu, Zn, Cd e Hg
podem sensibilizar as células a sintetizarem proteinas de baixo peso molecular,
conhecidas como metalotioneinas (ENGEL & ROESIJADI, 1987; BAYNE et al.,
1988; VIARENGO, 1989), que se ligam a esses metais e inviabilizam suas
propriedades toxico-deletérias ao animal (ROESIJADI, 1992; VIAREGO &
NOTT, 1993; HAMER, 1996). Tal fato € potencializado pela eliminacdo dos
niveis metéalicos excedentes por agdo dos lisossomos, com sequestro por
vacuolos especificos (AHEARN et al., 2004). Outros metais podem, ainda, ser
transportados para areas de detoxificacdo especificas (p. ex., hepatopancreas
nos crustaceos decapodos), onde podem formar granulos metalicos (como
ocorre com o ferro, segundo CORREA-JUNIOR et al., 2000), com minimizag&o
de seus efeitos téxicos, ali permanecendo temporaria ou permanentemente
(RAINBOW, 2007). De acordo com este autor, a toxicidade organica de um
metal é diretamente relacionada a concentracdo metabolicamente disponivel,
gue ocorre quando a taxa de absorcdo excede a de sua excregdo e/ou
detoxificacdo. Contudo, existem custos biologicos associados a tais tentativas

de excrecdo e/ou detoxificacdo (AHEARN et al., 2004; AMIARD-TRIQUET et
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al., 2013). Alguns exemplos indiretos j& estdo disponiveis na literatura, como a
diminuicdo de locomocao, elevacdo do consumo de oxigénio/energia, maior
acesso as reservas energéticas (glicogénio), aumento da intensidade alimentar
e alteragcbes no crescimento (MCGEER et al., 2000). Uma reducéo do sucesso
reprodutivo (p. ex., fecundidade, fertilidade, viabilidade larval) também tem sido
registrada, assim como maior sensibilidade e suscetibilidade ao estresse
térmico e luminoso (XIE & KLEKS, 2004), crucial em tempos de diminui¢do da
camada de ozobnio e aquecimento global (HARTMANN et al., 2000). Em outros
casos, sdo formados metabdlitos cancerigenos e de estresse oxidativo, que
podem ser até mais toxicos do que o proprio metal (AMIARD-TRIQUET et al.,
2011). Neste sentido, a menor densidade de caranguejos no manguezal de
Cubatdo, quando confrontado aquelas de Juréia-ltatins e Cananéia, no
presente estudo, poderia refletir a contaminacéo histérica do sistema estuarino
de Santos consorciado ao custo biolégico de defesa desses animais, atuando
negativamente sobre a populacdo neste estuario contaminado (AHEARN et al.,
2004; AMIARD-TRIQUET et al., 2013).

JA os danos subletais, como os gendémicos, podem levar a erosao
genética e, sobretudo, comprometer a capacidade de resiliéncia da espécie as
pressodes seletivas do ambiente (BIJLSMA & LOESCHCKE, 2012). No caso do
ensaio vermelho neutro, os danos fisiolégicos sdo quantificados por avaliacao
do tempo de viabilidade da membrana lisossémica dos hialinécitos (LOWE et
al., 1995). Tais danos ocorrem por peroxidacao lipidica (lipoperoxidacao) por
radicais livres as mebranas celulares, acarretando em alteragbes estruturais e
de permeabilidade, resultando em apoptose celular. A peroxidacao lipidica esta
associada ao envelhecimento e cancer, como também podem ter relacdo a
toxicidade promovida por poluentes (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

A escolha dos biomarcadores para avaliar danos subletais na espécie U.
cordatus foi estratégica, pois segundo BONASSI et al. (2000), NERI et al.
(2003) e SVENDSEN et al. (2004), a citotoxidade e genotoxidade podem levar
a morte celular, direcionando um impacto em cascata, causando danos aos
tecidos, orgaos, ao préprio individuo e, consequentemente, a populacéo e
comunidades. Diante da relevancia ecoldgica dos biomarcadores utilizados, se
faz aqui uma mencéo a conservagdo das areas de manguezal com base nas
respostas bioldgicas observadas. Assim, a citotoxicidade para U. cordatus

(ensaio vermelho neutro) apresentou uma hierarquia decrescente de
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conservacdo entre as areas de manguezal (Cubatdo>Bertioga>Sao
Vicente>lguape>Cananéia>Juréia), com situacdo similar quanto a
genotoxicidade (teste de micronucleo), expressa pela hierarquia: Sao
Vicente>(Cubatdo=Bertioga=lguape)>(Juréia=Cananéia). Os resultados se
coadunam com o histérico de contaminacdo de cada area de manguezal,
sendo incluvive evidenciada uma correlacdo negativa significativa entre estes
biomarcadores, além de mostrar resultados similares quanto a indicacdo de
areas mais degradadas ou conservadas.

Sabe-se da plasticidade do ensaio vermelho neutro em responder
efetivamente a impactos citotoxicos frente a contaminac¢des de diversas origens
(organicas ou inorganicas) (SVENDSEN et al.,, 2004). No entanto, € ainda
guestionavel a possivel relacdo da genotoxicidade e uma contaminacgao
especifica por metais, o que poderia ter sido confirmada por outro biomarcador
mais especifico aos metais (metalotioneinas). Contudo, a literatura aponta essa
associacdo por meio de diversos estudos com diferentes organismos e
concentracOes, seja para o chumbo (CELIK et al., 2005; PIAO et al., 2007;
ALGHAZAL et al., 2008; TAPISSO et al., 2009; GARCIA-LESTON et al., 2010),
cobre (FRANKE et al., 2006; SERMENT-GUERRERO et al., 2011), cromo
(PAPAGEORGIOU et al.,, 2007; PAPAGEORGIOU et al.,, 2008), cadmio
(SEOANE & DULOUT, 2001; BERTIN & AVERBECK, 2006; AHMED et al.,
2010; OTOMO & REINECKE, 2010), manganés (GAUTHIER et al., 2004;
ERBE et al., 2011) e mercurio (AL-SABITI & METCALFE, 1995; PORTO et al.,
2005; CAVAS, 2008). Segundo LUOMA & RAINBOW (2008), a tipica ordem
decrescente de toxicidade promovida por metais em organismos aquaticos é a
seguinte: Hg > Ag > Cu > Cd > Zn > Ni > Pb > Cr > Sn. Tal hierarquia explicaria
em parte o motivo pelo qual os animais pertencentes a area de Sao Vicente
apresentaram um impacto genético maior do que as demais areas.

No presente estudo foi possivel constatar correlacbes positivas e
significativas entre a quantidade de micronucleos (MN%.) e as concentragfes
de Hg (sedimento), Pb (dgua e folhas verdes) e Cu (hepatopancreas), como
também correlacdes negativas significativas entre o tempo médio de retencéo
do vermelho neutro (VN) e as concentragcfes de Cu (sedimento e folhas -
verdes e senescentes) e Pb (sedimento). Embora a correlagdo entre duas
variaveis independentes ndo implique em causalidade (ZAR, 1999), esses

resultados argumentam em favor de uma possivel associacdo entre dano
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genbmico, integridade fisiolégica e o aumento das concentracbes desses
metais nos compartimentos citados. Nota-se, também, que representantes de
todos os compartimentos estiveram associados a geno e citotoxicidade da
espécie. Portanto, a deplecdo genética e a integridade da membrana
lisossbmica podem estar relacionadas a contaminacdo por varias fontes,
requerendo uma visdo mais holistica sobre a questao da poluicdo ambiental.

As concentra¢des de chumbo na agua, acima dos limites estabelecidos
pelo BRASIL (2005), podem estar relacionadas ao impacto genético, bem como
a concentracdo deste metal no sedimento aos maiores danos fisiol6gicos
registrados nessa espécie. A mesma ideia se aplica as dosagens excessivas
deste metal nas folhas de R. mangue, embora ndo hajam parametros
direcionadores de contaminacdo vegetal. No mesmo sentido, embora a boa
qualidade dos manguezais possa ser assegurada pelas concentracdes de Hg
nas folhas (sem valores orientadores) ou no sedimento (abaixo dos limites
permissiveis), 0 mesmo para o0 cobre no hepatopancreas, estas concentracdes
podem ser determinantes da geno e citotoxicidade do caranguejo nos
manguezais paulistas.

Destaca-se, também, que testes de genotoxicidade sdo altamente
sensiveis a danos gendmicos, mesmo quando 0s poluentes estdo presentes
em concentracdes menores (MONSERRAT et al., 2007). Por exemplo, as
experiéncias conduzidas por SPONCHIADO et al. (2011) detectaram efeitos
genotdxicos no peixe Oreochromis niloticus, mesmo quando submetidos a
baixas concentragbes de 17B-estradiol (6 ng/L), aplds 24 horas de exposicéo.
Diante deste cenario, acredita-se que embora as concentracbes de metais
sejam reduzidas, possivelmente tenha potencial para causar genotoxicidade
nos organismos nessas areas em estudo. No mesmo sentido, conforme ja
descrito anteriormente, a avaliacdo da integridade da membrana lisossomal
(ensaio vermelho neutro) € um marcador fisiolégico muito sensivel, com maior
capacidade de resposta quando o animal foi previamente exposto a uma maior
gama de produtos quimicos (LOWE et al., 1995; SVENDSEN et al., 2004). De
qualquer forma, ambos os ensaios foram eficazes na indicagdo do impacto de
toxicidade, sendo excelente procedimento ao reconhecimento de areas de
manguezal conservadas e contaminadas. Permite apontar, ainda, a espécie U.

cordatus como excelente bioindicadora da conservacdo de manguezais.

118



Mais uma vez é importante ressaltar que os danos genéticos e menor
integridade fisiologica podem ser resultantes do efeito sinérgico com outros
poluentes presentes nas areas de manguezal em estudo, haja vista o histérico
de contaminacéo intrinseco a cada regido (GUTBERLET, 1996). Entre outros
poluentes destacam-se os 6xidos de enxofre e nitrogénio, monéxido/diéxido de
carbono, metano, hidrocarbonetos, organoclorados, fendis clorados, fluoretos,
aldeidos, acidos e material particulado (CETESB, 2001, 2007). Portanto, é
plausivel considerar que tais compostos, ndo quantificados no presente estudo,
possam também ter influenciado sinergicamente os impactos geno citotdéxicos
(MARCHAND et al., 2013). FOSSI (2000) evidenciou, por exemplo, resposta
positiva na formacdo de micronucleos no caranguejo Carcinus aestuarii,
guando contaminado por hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAS),
enquanto YAO et al. (2008) demostraram uma significativa resposta ao tempo
médio de retencéo do vermelho neutro no camardo Fenneropenaeus chinensis,
quando intoxicado com laminarin (polissacarideo de glicose).

Com base na hierarquia de contaminacdo por metais por area de estudo
(Cubatdo = Sao Vicente > Bertioga > Iguape > Cananéia > Juréia), aliada a
contaminacao histdrica por outros xenobioticos (p. ex., origem organica), o
presente estudo recomenda valores orientadores para MN%. e VN. Portanto,
tal acdo pressupde categorias de danos genéticos e fisiologicos aos quais a
espécie possa estar submetida, indicando, assim, areas mais ou menos
conservadas. Os dados obtidos puderam gerar uma tabela sindptica (tabela
XXI), que apresenta uma sugestdo de valores orientadores para cada
biomarcador avaliado no presente estudo (MN%. e VN) para U. cordatus.
Segundo os valores sugeridos e as categorias de conservagao, 0s animais
provenientes da Juréia e Cananéia caracterizam um impacto geno e citotdxico
reduzido (ou nulo) e, portanto, os resultados dos biomarcadores para a espécie
podem ser considerados de normalidade. No caso dos animais advindos de
Iguape, por sua vez, os dados obtidos revelaram um dano subletal baixo
provavel, diferentemente do observado para os espécimes de Cubatao,
Bertioga e Sao Vicente que apresentaram um alto impacto subletal provavel,

segundo as categorias estabelecidas neste estudo.
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Tabela XXI - Sugestdo de categorias de danos suletais (INP, impacto nulo provéavel; BIP, baixo
impacto provavel; e AIP, alto impacto provavel) e os valores orientadores para micronucleos
(MN%o) e o tempo de retencao do vermelho neutro (VN, em min.) para U. cordatus, com base
na contaminacao por metais, seja ela observada (presente estudo) ou histérica (contaminantes
organicos), nas areas de manguezais do Estado de Sao Paulo (AOM, area de ocorréncia
média dos resultados dos biomarcadores).

. Genotoxicidade Citotoxicidade
Categorias de
danos )
subletais MN/1000 AOM VN (mim) AOM
INP <3 JUR e CAN > 150 JUR e CAN
BIP 3ab IGU 100 - 150 IGU
AIP >5 CUB, SAV e BET <100 CUB, SAV e BET

No que se refere a genotoxicidade, SCARPATO et al. (1990) descrevem
um valor de 4 MN%o para a espécie de bivalve Mytilus galloprovincialis que néao
foi afetada por substancias toxicas (INP), sendo esperado que varie entre 0s
diferentes grupos taxondémicos. Posteriormente, FOSSI et al. (2000) indicam
que a frequéncia média basal de micronlcleos para o bivalve Mytilus
galloprovincialis e para o caranguejo Carcinus aestuarii foi inferior a 4 MN%.. Ja
NUDI et al. (2010) apontaram U. cordatus como uma espécie de maior
sensibilidade genética, fato confirmado no presente estudo, considerando que
as frequéncias registradas nos manguezais de Cananéia e Juréia, que foram
caracterizadas por menores quantidades de metais, foram inferiores a 2 MN%o.
Portanto, assume-se esse valor como basal para U. cordatus, permitindo
categorizar os exemplares oriundos dos manguezais de Cubatdo e Bertioga
com impacto genético quase trés vezes superior a normalidade, enquanto para
Sao Vicente este valor supera em quase quatro vezes tal limite. Como
evidéncia alternativa, também para Sao Vicente (SP), PINHEIRO & TOLEDO
(2010) apontaram uma frequéncia de 11,5 MN%o. para um unico exemplar com
malformacéo do quelipodo, superando em mais de cinco vezes o valor basal
para exceléncia de qualidade ambiental.

No caso da integridade da mebrana lisossdbmica, foi possivel constatar
um valor basal muito superior ao de outros estudos, sobre espécies de distintos
grupos taxondémicos (PEREIRA, 2003; SVENDSEN et al., 2004; BURATTI et
al., 2012). O siri Carcinus maenas, por exemplo, apresentou um tempo medio
de 70 minutos para o tratamento controle (BURATTI et al., 2012; AGUIRRE-
MARTINEZ et al., 2013). Excepcionalmente, YAO et al. (2008) chegaram a
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encontrar um tempo médio de 205 minutos para o camardo Fenneropenaeus
chinensis. Os manguezais da Juréia indicaram um tempo médio de retencdo do
corante de 320+42,7 minutos. Durante o experimento, somente as laminas da
Juréia e Cananéia apresentaram extravasamento do corante do lisossomo para
o citosol depois ap0s cerca de trés horas de exposicédo. Na ocasido, o encontro
visual dos hialinécitos foi dificil, o que provavelmente pode ter ocorrido por dois
motivos: 1) morte celular pela toxicidade do corante vermelho neutro, quando
em contato novamente com o citosol; ou 2) o hialindcito promove expulsdo do
corante do liquido intra-celular para o meio externo, indicando uma maior
resisténcia do caranguejo-uca em areas mais conservadas. Portanto, especula-
se que 0s animais provenientes destas areas possuam provavelmente uma
membrana lisossébmica mais integra, mantendo suas caracteriscas fisico-
quimicas e/ou biolégicas normais. No entanto, estudos precisariam ser
conduzidos a fim de corroborar tal suposigéao.

Complementarmente, além dos valores orientadores sugeridos para
categorizar os niveis de impactos cito genéticos (INP, BIP e AIP) discutidos
anteriormente, foram também associadas com as probabilidades
esperadas/aproximadas de impactos genéticos e fisiol6gicos para
concentracbes de metais nos compartimentos abibticos caracterizados por
correlacdo significativa com os danos subletais em U. cordatus. As
probabilidades de impactos esperados acima de 70% se relacionaram com o
Alto Impacto Provavel (AIP) em todos os casos, reforcando os valores
orientadores aqui sugeridos para a categorizacao.

O mercurio apresentou uma probabilidade de impacto genético a 50%
relacionado a uma concentracdo de 162,8 ng/g no sedimento. O valor do TEL
para este metal (130 ng/g) coincidiu exatamente com o inicio da categoria de
Baixo Impacto Provavel (BIP). Neste sentido, € muito provavel que para U.
cordatus o TEL e PEL reflitam um critério ideal ao acumulo deste contaminante
em manguezais. Os resultados obtidos no presente estudo (CGs5,=162,8 ng/g)
se relacionam também com os encontrados por CHOUERI et al. (2009). De
acordo com estes autores, concentracdes deste metal ndo essencial no
sedimento, entre 80 e 320 ng/g, indicariam uma “contaminagdo moderada” e

acima disto, uma “alta contaminacédo”. Contudo, a biodisponibilidade acaba
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sendo tdo importante quanto a dosagem deste contaminante (LUOMA &
RAINBOW, 2008).

Devido a presengca do chumbo ocorrer justamente em &reas
consideradas de maior contaminacdo (Cubatdo e Bertioga), ndo foi possivel
observar o comportamento das probabilidades em situacbes de INP
(concentracdes na agua) e INP e BIP (concentracdes no sedimento). Neste
caso, as probabilidades de impacto geno e citotoxicas em 50% ja se iniciaram
em AIP, tanto na 4gua como também no sedimento. A concentragdo obtida
para tal probabilidade média foi bem acima de 0,01 pg/g, estabelecida pela
resolucdo CONAMA n° 357/2005 como de qualidade para agua salobra, além
de bem abaixo dos valores de TEL e PEL (30 e 110 pg/g no sedimento,
respectivamente). Contudo, o0s resultados obtidos no presente estudo
(CCs0=6,49 pg/g) se coadunam ainda mais aos encontrados por CHOUERI et
al. (2009), que revelam uma “contaminacdo moderada” deste metal n&o
essencial relacionada as concentracdes no sedimento variando entre 10,3 e
22,1 pg/g e, acima disto, indicando uma “alta contaminacéao”.

Portanto, em suma, os valores estabelecidos pela agéncia canadense
para o metal chumbo estaria supostamente subestimados, pois com uma
concentracado quase que trés vezes inferior ao TEL, a espécie U. cordatus ja se
encontraria sob situagdo de alto impacto fisiolégico. Obviamente, como estes
resultados s&o fruto de correlagbes e projecOes, tal fato precisaria ser
devidamente averiguado em experimentos laboratoriais controlados.

De certa forma, o modelo sigmoide aplicado para a determinagcdo das
probabilidades € limitado, pois assume o maior dano subletal observado na
presente tese como 100% e também uma associacdo direta (dose-resposta)
entre as variaveis (metal-biomarcador). Contudo, deve-se levar em conta que o
Sistema Estuarino de Santos ja foi considerado o mais poluido do mundo
(SILVA et al.,, 2002), bem como que aqui se pretende apenas realizar
conjecturas entre as variaveis que tiveram relacdo significativa. Acredita-se,
assim, que as estimativas de probabilidades encontradas reflitam, em grande
parte, a realidade para a espécie frente aos metais nos compartimentos
abioticos em suas diversas concentragoes.

Além disso, existem também diferencas intraespecificas para tais
respostas biologicas subletais (AMIARD-TRIQUET et al., 2013), para um

mesmo metal analisado e em mesma concentracdo. ISso ocorre por conta da
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resisténcia a que as espécies podem desenvolver quando submetidas a um ou
mais contaminantes em concentracfes tdxicas, por determinado periodo
(AHEARN, et al., 2004; RAINBOW, 2007). Esta tolerancia biologica pode ser
definida como a habilidade dos organismos em lidar com o estresse, seja ele
natural (p. ex., por variagcdes térmicas, de salinidade e oxigénio) ou
antropogénico (p. ex., resultado de despejos de efluentes quimicos de diversas
naturezas em ambientes naturais) (AMIARD-TRIQUET et al., 2013). Esta
possivel maior resisténcia aos metais € resultado da aclimatacao fisiologica
durante a ontogenia do organismo, sendo mais evidente quando a
contaminacao € de curto prazo (p. ex., acidente ou despejo ocasional). Pode
ser, também, resultado de uma adaptacado genética da populacdo em resposta
a pressodes seletivas nos individuos expostos aos metais, que por ser de longo
prazo (anos, décadas ou até séculos) é transmitida a prole, sendo a tolerancia
bioldgica a estes contaminantes mais eficaz e duradoura (MARCHAND et al.,
2013). Portanto, ecossistemas que apresentam uma contaminacao cronica por
um metal pode causar a mortalidade de individuos mais sensiveis (TERLIZZI et
al., 2005; ESPINOSA et al. 2007; RAINBOW, 2007), possibilitando a
reestruturacdo dos individuos residentes a serem mais resistente e
geneticamente adaptada do que outra que nunca esteve exposta ao mesmo
contaminante (MARCHAND et al., 2013). De forma geral, comunidades mais
resistentes a metais geralmente detém um desempenho bioldgico inferior,
devido aos custos que tal processo de tolerancia impde (AMIARD-TRIQUET et
al., 2013). Uma maior variabilidade intraespecifica de tolerancia ocorre devido
a poluicdo determinar individuos mais resistentes (BERARDA &
BENNINGHOFF, 2001). Embora este conceito seja conhecido ha mais de 20
anos por BLANCK et al. (1988), cuja a sigla proposta em inglés & PICT
(Pollution Induced Community Tolerance), o foco neste assunto tem sido alvo
de estudos e discussdes recentes (OGILVIE & GRANT, 2008; RUTGERS et
al., 2009; FERNANDEZ-CALVINO et al., 2010; PESCE et al., 2010;
NOLSAAEN et al., 2011; TLILI et al. 2011; AMIARD-TRIQUET et al., 2013;
MARCHAND et al., 2013).

Neste sentido, o presente estudo revela resultados sobre uma suposta
transferéncia (aproximada) dos metais entre os compartimentos abidticos e
bidticos levantando a possibilidade de tolerancias bioldgicas diferenciais entre

0os animais das diferentes areas de manguezal. Isso ocorre apesar dos
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individuos de U. cordatus pertencerem a uma populacdo Unica e, portanto,
existindo troca genética entre os individuos dos diferentes manguezais por
conta da dispersao larval (OLIVEIRA-NETO et al., 2007). Na regido de Iguape,
por exemplo, o metal cobre esta presente em maiores concentracdes relativas
nos tecidos do caranguejo-uca em relacdo as folhas de R. mangle. A mesma
situacao se aplica para o0 manganés em Bertioga. A pergunta que surge diante
desses resultados seria: Os caranguejos de Iguape e Bertioga sdo menos
tolerantes e, consequentemente, bioacumulam mais cobre e manganés,
respectivamente?

Ja em relagdo aos tecidos corpéreos, o fator de transferéncia indicou
gue o cobre foi encontrado em maiores concentragcdes na musculatura do que
no hepatopéancreas dos animais nas areas de manguezal mais conservadas
(Juréia e Cananéia). Ja os animais de Sao Vicente apresentaram mais cobre e
menos manganés no hepatopancreas em relacdo a musculatura. Os
caranguejos de Bertioga, por sua vez, bioacumularam mais manganés no
hepatopancreas, enquanto que os de Cubatdo apresentaram mais mercurio
nesta ultima estrutura, proporcionalmente. Como ja dito, o hepatopancreas é o
principal 6rgdo armazenador e responsavel pela depuracao/excrecdo de
xenobioticos, assim, as diferencas encontradas entre o0 balanco
hepatopancreas-musculatura nos diferentes manguezais, supdem tolerancias
bioldgicas diferenciais aos metais avaliados, considerando que quando o limite
bioldgico do hepatopancreas € ultrapassado, o excesso dos poluentes passaria
também a musculatura dos animais (EISLER, 2010). Estudos em laboratério
deveriam ser conduzidos a fim de responder a essas questdes.

No caso da transferéncia de metais entre as folhas verdes e
senescentes, nao foi verificada diferenca estatistica entre as areas, 0 que
implicaria em que R. mangle ndo possua processos fisiolégicos e expressiva
tolerancia aos diferentes metais avaliados. Contudo, além desta hip6tese de
tolerancia diferenciada, é importante lembrar que outros fatores podem ser
explicativos dos resultados obtidos no presente estudo quanto aos fatores de
transferéncia. LUOMA & RAIBOW (2008) complementam que além dos
requerimentos especificos aos metais, a acumulacdo € um processo de maior
complexidade, sendo resultante da combinag&o de caracteristicas quimicas do

metal, processos associados a sua especiacao, influéncias ambientais (p. ex.,
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salinidade, pH, matéria organica, sulfetos, temperatura, etc.), juntamente com
as rotas de exposicao.

No que se refere aos processos de especiacdo quimica dos metais, 0s
fatores de transferéncias evidenciaram que para os manguezais do Estado de
Sao Paulo, isto ocorre provavelmente de forma muito similar, uma vez que as
biodisponibilidades estimadas/aproximadas foram parecidas. Possivelmente,
isto se deve ao fato de que as caracteristicas ambientais (bi6ticas e abidticas)
locais serem similares (NETO et al., 2008), algumas delas evidenciadas
também na presente tese.

Contudo, no presente estudo pode-se afirmar que foram levantados
impactos genéticos e danos fisioldgicos para o caranguejo-uca em 66,6% dos
manguezais estudados no Estado de Sao Paulo. Tal situacdo poderia ser
evitada com base no monitoramento ambiental (THEODORE & DUPONT,
2012), associado ou ndo a quantificagdo da acumulacdo de poluentes, haja
vista que ficou aqui comprovada a eficacia de uso do caranguejo-uca como
espécie indicadora do estado de conservacdo de areas de manguezal.
Segundo PINHEIRO et al. (2012), trata-se de uma espécie com caracteristicas
biologicas interessantes a este fim, como sua baixa taxa de crescimento,
reduzida vagilidade e distribuicdo por todos os manguezais brasileiros. O uso
dos biomarcadores também se confirma, dada a sua relativa facilidade de
aplicacdo, rapidez e baixo custo, especialmente o caso do teste do
micronucleo. NUDI et al. (2010) mencionam que este teste para U. cordatus
nao foi eficaz para evidenciar contaminagcéo por hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs). No entanto, os resultados obtidos no presente estudo
evidenciam o sucesso de aplicacdo dessa técnica, em consorciagdo (ou nao)
ao ensaio vermelho neutro, como excelente na indicacdo de areas sob maior
(ou menor) contaminagao por metais, podendo ser utilizados como ferramenta
adicional em estudos sobre o estado de conservagédo deste ecossistema. Tal
reforco promoveria informacdo adicional sobre o nivel de ameaga ou
conservacdo de areas de manguezal brasileiras, orientando os O6rgaos
fiscalizadores e gestores na priorizacdo de medidas efetivas de manejo e

conservacao desse ambiente e sua biota.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo a contaminacao por metais nas areas de manguezal
do Estado de Séo Paulo foi inferior ao esperado, principalmente no litoral-
centro (Cubatédo e S&o Vicente), tendo em vista o historico de contaminacdo no
Sistema Estuarino de Santos, devido ao poélo industrial, porto e fontes difusas
provenientes de lixbes e esgotos (domésticos e industriais). Por outro lado,
esperava-se que 0s manguezais de Bertioga, embora proximos das duas areas
previamente citadas, possuissem um menor grau de contaminacdo por metais,
0 que de fato ndo ocorreu para alguns dos metais nos compartimentos
avaliados. Por este motivo, recomenda-se continuidade do monitoramento
desta area, para a identificacdo de suas principais fontes de contaminacao, que
ndo sao tao Obvias, ja que nas proximidades ndo existem industrias poluentes.
A possibilidade de contaminacgdo oriunda de lixdo desativado, mesmo que apés
muitos anos, ainda pode ser fonte de poluentes, requerendo um estudo mais
minucioso dado a importancia desse nha contaminacdo do estuario e
manguezais adjacentes.

Os critérios assumidos para avaliacdo da qualidade ambiental pelo nivel
de contaminacao dos sedimentos (PEL e TEL — ENVIRONMENTAL CANADA,
1999), como da agua estuarina (BRASIL, 2005), ndo parecem apontar com
exatiddo o estresse genético exibido pelo caranguejo-ucd, uma vez que
somente algumas correlacdes positivas foram significativas entre determinados
metais e 0 impacto geno e citotoxico. Recomenda-se, portanto, que o0s
resultados obtidos para U. cordatus sejam complementados pela aplicacdo
consorciada de outros biomarcadores, como a dosagem de metalotioneinas e
da lipoperoxidacdo, integridade do DNA (teste cometa) e da membrana
lisossomal (ensaio do vermelho neutro) e diversidade genética (teste de
microndcleos), visando um melhor esclarecimento sobre o nivel de estresse
aos quais estes animais estdo submetidos. Além disso, analises experimentais
em laboratoério (“ex situ”), com o isolamento dos metais estudados, deveriam
ser conduzidas para um melhor conhecimento sobre o impacto citologico e
genético em U. cordatus, corroborando, assim, a casualidade desses poluentes
para danos nas membranas lisossbmicas e geracdo de micronucleos
(AMIARD-TRIQUET & AMIARD, 2013).
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Considerando os resultados obtidos no presente estudo, particularmente
os de geno e citotoxicidade, torna-se de fundamental importancia a
continuidade de monitoramentos similares nos manguezais paulistas quanto a
gualidade da agua, sedimento e integridade biol6gica da biota. Somente com
acOes dete tipo é possivel se estabelecer programas de despoluicdo por
identificacdo e supresséo das principais fontes poluentes ainda existentes nos

ecossistemas costeiros e, em especial, nos manguezais paulistas.
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7. CONCLUSOES

» Com excecdo da Juréia-Itatins, os manguezais do Estado de Sao Paulo
estdo contaminados com 0s metais avaliados (exceto manganés, que
nao possui valores orientadores), sendo motivo de maior preocupacgao
ambiental a acumulacdo dos metais: 1) cobre e chumbo na &gua; 2)
cadmio e mercurio no sedimento; e 3) cromo nos tecidos do caranguejo-

P

uca.

» O grau de contaminag&do por metais nos manguezais paulistas pode ser
dividido em quatro categorias relativas: 1) isento de contaminacao
(Juréia-ltatins); 2) contaminacdo baixa (Cananéia); 3) contaminacao
intermediéaria (Iguape); e 4) alta contaminacao (Cubatdo, S&o Vicente e
Bertioga). Este gradiente se coadunou com o impacto genotoxico (S&o
Vicente > Cubatdo = Bertioga = Iguape > Juréia = Cananéia) e citotdxico
(Cubatdo > Bertioga > Sao Vicente > Iguape > Cananéia > Juréia)

observado no caranguejo-uca.

> As concentracdes de mercurio (sedimento), cobre (hepatopancreas) e de
chumbo (agua e folhas verdes) possivelmente influenciaram o impacto
genotoxico. Ja as concentracdes de cobre (folhas verdes, senescentes e
hepatopancreas) e chumbo (sedimento) parecem influenciar danos as
membranas lisossébmicas. Portanto, representantes de todos o0s
compartimentos bibticos e abioticos estiveram associados a geno

citotoxicidade da espécie;

» A hemolinfa do caranguejo-uca pode ser utilizada com sucesso na
execugcao da técnica do micronucleo (MN%o), que foi validada como
indicadora do nivel de contaminacao por metais em areas de manguezal
e seu estado de conservacdo, que pode ser classificado segundo trés
categorias: 1) INP, impacto nulo provavel (0 a 3 MN%o); 2) BIP, baixo
impacto provavel (3 a 5 MN%o); e 3) AIP, alto impacto provavel (> 5
MN%o);

» O ensaio do vermelho neutro também se mostrou como um &étimo

biomarcador para determinacdo do nivel de contaminacdo por metais
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em areas de manguezal e seu estado de conservacao, que pode ser
classificado segundo trés categorias: 1) INP, impacto nulo provavel (VN
> 150 min.); 2) BIP, baixo impacto provavel (VN: 100 a 150 min.); e 3)
AlP, alto impacto provavel (VN < 100 min.);

O caranguejo-uca foi confirmado como espécie bioindicadora do estado
de conservacao de areas de manguezal, pelo uso isolado ou conjunto de
dois biomarcadores (frequéncia de células micronucleadas e tempo de
integridade da membrana lisossomal), utilizados como parametros
fidedignos a categorizagdo dos manguezais por seu nivel de

contaminacao.
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9. ANEXO FOTOGRAFICO

Prancha 1 - Fotos de algumas expedicdes do Projeto Uca lll. A) Organizacao dos sacos plasticos para a
coleta de sedimento nas subareas de manguezal, bem como dos demais materiais e equipamentos para as
expedicdes de campo; B) Caixa térmica contendo materiais e equipamentos a serem utilizados nas
expedi¢cdes em campo; C) Alunos descarregando os materiais e equipamentos da camionete, para uso em
uma das expedi¢bes de campo; D) Académicos sendo transportados até uma das subareas de manguezal;
E) Académicos fazendo a leitura de informagfes essenciais para sua participacdo em uma das expedi¢des
de campo, logo depois de explicagbes feitas pelo Prof. Marcelo Pinheiro; F) Prof. Marcelo Pinheiro
explicando o uso do GPS ao Doutorando/Bolsista Luis Felipe de Almeida Duarte, para tragar o perimetro e
calculo das subéareas de manguezal.
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Prancha 2 - Fotos de algumas expedi¢Bes do Projeto Uc4 Ill. G) Doutorando Luis Felipe Duarte utilizando o
GPS para a marcacao dos pontos de coleta; H) Académico Leonardo Mendes coletando serapilheira em um
dos quadrados de amostragem; I) Académicos coletando serapilheira e medindo o didmetro das galerias em
um dos quadrados de 5x5m; J) Académicos coletando serapilheira; K) Prof. Marcelo Pinheiro identificando a
espécie de um das plantulas arbéreas; L) Doutorando/Bolsista Luis Felipe de Almeida Duarte marcando
uma das arvores com fita biodegradavel.
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Prancha 3 - Fotos de algumas expedi¢bes do Projeto Uca lll. M) Toca do caranguejo-uca (Ucides
cordatus); N) Pneumato6foros de Avicennia schaueriana; O) Raizes escora de Rhizophora mangle; P)
Vista panoramica de uma franja de manguezal com intensa dindmica hidrica (foco no exemplar de
Rhizophora mangle derrubado pela forga das marés no local); Q e R) Prof. Marcelo Pinheiro e parte de
sua equipe, pertencente ao Grupo de Estudos em Biologia de Crustaceos (CRUSTA).
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