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RESUMO

O presente estudo visou avaliar a freqliéncia de células micronucleadas em
caranguejo-uga Ucides cordatus (Linnaeus, 1763), em dois manguezais da
Regiao Sudeste do Brasil, tendo em vista que o Ucides cordatus € uma espécie
incluida como sobrexplotada na INSTRUCAO NORMATIVA N° 5, DE 21 DE
MAIO DE 2004 (Ministério do Meio Ambiente) e que grande parte das
comunidades presentes nas areas estudadas sobrevive se alimentando, ou da
atividade econdmica desses caranguejos. Tal estudo objetiva contribuir ao
manejo “in situ” das populag¢des desta espécie, orientando condutas sobre sua
conservagao e do ambiente que ocupa. Os exemplares foram coletados em
fevereiro (10 exemplares coletados na Estagao Ecoldgica Juréia Itatins) e em
maio (10 exemplares coletados no Municipio de Cubatdo) de 2007. Apds a
coleta, foram preparadas trés laminas da hemolinfa de cada exemplar por
esfregago, que apds coradas com Giemsa, foram examinadas por contagem
3.000 células/animal, sob aumento de 1000X. A quantidade de micronucleos
encontrados em cada lamina foi anotada e os resultados empregados em
analises estatisticas, utilizando o teste T, para confronto de duas regides de
coleta (Juréia e Cubatado), sendo a primeira aparentemente livre de impacto e a
segunda sujeita a contaminantes. Os animais coletados em Cubatéo
apresentaram média de 5 células micronucleadas/1.000 analisadas (2,3 a 8,7
células micronucleadas/1.000), sendo 2,5 vezes superior a média obtida para a
Juréia, que foi 2 células micronucleadas/1.000 analisadas (0,3 a 3,7
micronucleos/1.000 células). Os dados obtidos corroboram outros estudos “in
situ”, que relatam como variagdo normal até quatro células
micronucleadas/1.000 em espécies animais. Os resultados encontrados
sugerem que o caranguejo-uga possa ser utilizado como uma ferramenta para
verificar os impactos ambientais existentes na regido em estudo.

Palavras-chaves: genotoxicidade, impacto ambiental, micronucleo.



ABSTRACT

This study aimed to assess the frequency of cells micronucleated in
‘caranguejo-u¢d” Ucides cordatus (Linnaeus, 1763), in two wetlands of
Southeast Region of Brazil, in order that the Ucides cordatus is a species listed
as subexploted in INSTRUCTION NORMATIVA Paragraph 5, OF 21 MAY 2004
(Ministry of Environment), and that many of the communities present in the
areas studied survives is feeding, or the economic activity of these crabs. This
study aims to contribute to the management "in situ" of the populations of this
species, targeting pipelines on their conservation and the environment it
occupies. They were collected in February (10 specimens collected in
Ecological Station Juréia Itatins) and in May (10 specimens collected in the
municipality of Cubatdo). After collection, were prepared triple blade of
hemolinfa of each specimen by swabs, which after stained with Giemsa, were
examined by counting 3,000 cells / animal, a increase of 1000X. The amount of
micronucleus found on each blade was annotated and results employed in
statistical analysis, using the T test for comparison of two regions of collection
(Juréia and Cubatéo), and the first apparently free of impact and the second
subject to contaminants. The animals collected in Cubatdo showed average of 5
cells micronucleated/1.000 analyzed (2.3 to 8.7 cells micronucleated/1.000),
and 2.5 times higher than the average obtained for the Juréia, who was 2 cells
micronucleated/1.000 analyzed ( 0.3 to 3.7 micronucleus/1.000 cells). The data
corroborate other studies "in situ", which reported as normal variation up to four
cells micronucleated/1.000 in animal species. The results suggest that found
the “caranguejo-uca” can be used as a tool to check the environmental impacts
existing in the region under study.

Keywords: environmental impact, genotoxicity, micronucleus.



1. INTRODUGAO

Durante os anos 80, grande parte da Juréia foi escolhida pela
NUCLEBRAS para implantar duas usinas nucleares - Iguape 4 e Iguape 5 -
propiciando protecdo as areas naturais e tamp&o ao entorno das usinas. Neste
contexto, foi criada em 1980 a Estagdo Ecologica da Juréia, com 23.600
hectares, ficando proibido o acesso de qualquer cidaddo que nao fosse
pesquisador ou cientista. Por outro lado, tal estagdo ecoldgica ficava
salvaguardada da especulacdo imobiliaria que se originou na década de 70.
(MARQUES & DULEBA, 2004).

Por desisténcia do governo federal, o programa nuclear nao foi
concretizado e, em 1985 a NUCLEBRAS retirou-se do local, o que tornou a
area susceptivel a riscos de degradagdo. A imensa preocupagao quanto ao
destino da Juréia levou ambientalistas, cientistas, politicos e organizagcées nao
governamentais a reivindicarem providéncias contra agressdes a este paraiso
natural. Assim, através do Decreto Estadual n° 24.646, de 20 de fevereiro de
1986, foi criada a Unidade de Conservagao - Estacdo Ecoldgica de Juréia-
Itatins, regulamentada pela Lei n° 5.649, de 28 de abril de 1987, englobando
também a Serra dos ltatins, totalizando quase 80.000 hectares (MARQUES &
DULEBA, 2004).

Desde entdo, a Estagédo Ecoldgica de Juréia-Itatins é administrada pelo
Instituto Florestal (IF), pertencente a Secretaria do Meio Ambiente do Estado
de Séo Paulo (SEMA).

As Unidades de Conservagao (UC) tém sido a melhor forma de protegao
da biodiversidade (BRUNER et al., 2001) visto que sdo areas geograficas
destinadas a preservagao dos ecossistemas naturais. Entretanto, com a atual
taxa de crescimento populacional humano e a redugdo dos habitats naturais,
tais unidades estdo se tornando os unicos locais de sobrevivéncia da maior
parte da biota intolerante a acdo humana (KRAMER et al., 1997). Longe da
realidade de uma Unidade de Conservagao, o Municipio de Cubatao enfrenta o

problema constante da poluicdo, por seu imponente parque industrial com 84



industrias, sendo 30 delas consideradas poluidoras pela CETESB (SMA, 1999).
Também foram identificadas e caracterizadas as fontes potenciais de poluicao
existentes na regido, incluindo terminais portuarios, lixdes, aterros sanitarios,
areas contaminadas pela disposicao inadequada de residuos toxicos, estacdes
de tratamento de aguas e esgotos, contribuicbes difusas e langamentos in

natura de esgotos em canais, rios e mar (LAMPARELLI et al., 2001).

Os rios e a regido estuarina de Cubatao tém sido utilizados para a
pesca profissional e recreativa. SANTOS FILHO et al. (1991) observaram que
46,1% das familias de seis bairros de Cubatdo consumiam peixes e/ou outros
organismos obtidos na propria regido, sendo o maior percentual observado na
Vila dos Pescadores (61,7%), que possuia na época cerca de 5.000 habitantes.
Cerca de 42% das familias entrevistadas consideraram a pesca oriunda dos
rios de Cubatdo impropria para consumo humano, com 54% afirmando que o
consumo de peixes da regido poderia causar problemas a saude. Tais autores

“

também mencionaram que “...0 consumo de peixes e outros organismos dos
rios de Cubatdo varia na relagdo inversa ao consumo de outras proteinas de
origem animal, o que sugere que o0s produtos dos rios representam fonte
alternativa de proteina animal para as familias de menor nivel sbécio-

econbémico”.

Apesar do grande esfor¢o para o controle da poluicdo e melhoria da
qualidade ambiental, um levantamento da contaminacdo nos rios Cubatao,
Perequé, Piagaguera e Casqueiro, realizado em 1988, apds a tentativa de
implantacdo de um programa de controle da polui¢do, concluiu que a regiao
permanecia impactada por concentracbes elevadas de metais pesados e
compostos organoclorados na agua, nos sedimentos e nos organismos
aquaticos (peixes, siris e caranguejos) (CETESB, 1990; EYSINK et al., 1991;
VARGAS-BOLDRINI et al., 1991). Este trabalho realizou um levantamento
sistematico sobre a contaminagdo ambiental na regido da Baixada Santista e,
indicou, ainda, os riscos de acumulagdo dos contaminantes nos organismos
que estariam retornando ao ambiente em recuperacao, expondo a populagao

ribeirinha ao consumo de pescados comprometidos pela poluig¢ao.



Segundo GUTBERLET (1996), a pescaria no Rio Cubatdo e nos
manguezais era evitada pela populagdo local, pois a maioria dos peixes
apresentava a pele manchada, era cega e possuia gosto intragavel. Além dos
peixes, 0s siris, caranguejos e mexilhdes presentes nos manguezais da regiao
também representam uma atividade econdmica importante para a populagéo

de menor poder aquisitivo.

Por décadas, a Floresta Atlantica tem sido afetada por poluentes
emitidos pelo Complexo Industrial de Cubatéo, cujo impacto ainda é evidente
sob a vegetagao local (DOMINGOS et al., 1998). Segundo LIMA (2000), os
poluentes podem provocar estimulos e respostas nos organismos vivos, sendo
capazes de indicar o efeito de fatores ambientais, sejam eles naturais ou

antropicos.

Em ambientes aquaticos o langamento de efluentes contendo
substancias téxicas pode alterar a qualidade de agua e do sedimento, como
também alterar a composicéo das populagdes. Os sedimentos, a agua e a biota
de ambientes aquaticos atuam como fonte e depdsito de materiais organicos e
inorganicos (BURTON & MACPHERSON, 1995; BURTON et al., 2001). Esses
ambientes apresentam fundamental importancia nos ciclos biogeoquimicos e
na base da rede alimentar de varios organismos. A contaminagdo da cadeia
alimentar pode causar efeitos prejudiciais ao ecossistema, sendo alguns mais
evidentes e outros discretos ou ainda desconhecidos. A contaminagao do
sedimento pode ter efeitos indesejados nao apenas nos organismos
bentbnicos, mas em outros elementos da cadeia trofica, uma vez que o
sedimento fornece habitat, alimento e locais de reprodugéo para determinados
organismos (BAUDO et al., 1999). Essa contaminagdo pode ocorrer pela
presenca de metais pesados na agua, nos sedimentos e até mesmo nos
organismos, por meio de varios processos fisico-quimicos e biolégicos. Tratam-
se de metais provenientes de fontes antropogénicas, como despejos

industriais, lixo doméstico e emissdes atmosféricas (AMADO et al., 1994).

Os macroinvertebrados bentbnicos sésseis sdo extremamente eficientes

em refletir o estado de conservagdo ou degradagdao de um ecossistema



(ESTEVES, 1988). Varios fatores abioticos sdo considerados importantes na
estrutura da comunidade de macroinvertebrados de rios, vindo a influenciar sua
distribuicdo espacial e temporal (FELDMAN & CONNOR, 1992). A analise das
variaveis fisicas e quimicas, em uma amostragem especifica, pode ser
suficiente para evidenciar o tipo de stress ao qual a comunidade esta sujeita,
embora ndo seja tao eficiente na quantificagdo do impacto de uma substancia
quimica no meio aquatico. Os métodos bioldgicos, por sua vez, possuem a
vantagem de ndo refletir apenas uma situagcdo momenténea, mas a historia de
um determinado ambiente (MARVAN, 1979).

A biota residente nos corpos de agua acaba sendo um monitor natural
da qualidade ambiental (MISERENDINO & PI1ZZOLON, 2001), por isto os
invertebrados aquaticos sédo ferramentas amplamente utilizadas em estudos de
qualidade de agua, biomonitoramento (JUNQUEIRA et al., 2000) e integridade

ambiental.

Biomonitoramento é definido como o uso sistematico de respostas
biolégicas para avaliar as mudancas do ambiente, sejam elas causadas
naturalmente ou por interferéncia humana (BUSS et al., 2003). Atualmente uma
das metodologias utilizadas para avaliar danos causados por substancias
genotoxicas nos organismos é o teste do micronucleo. Esse tipo de teste tem
sido recomendado para estudos de biomonitoramento ambiental,
principalmente por sua capacidade de avaliar alteragdes cromossémicas
estruturais ou numéricas em algum momento do ciclo de vida das células
(CARRANO & NATARAJAN, 1988).

Nesse sentido, a primeira tentativa de usar a avaliagao por micronucleos
como indicadora de deficiéncias citogenéticas foi efetuada por EVANS et al.
(1959) apud BURGEOT et al. (1995).

Os micronucleos sao pequenas massas nucleares delimitadas por
membrana, e separadas do nucleo principal. Sao resultantes de fragmentos
cromossOmicos acéntricos ou de cromossomos inteiros nao incluidos no nucleo

principal, ocorrendo por danos ao DNA, que podem ser causados por



exposi¢ao a poluentes que atuariam como agentes mutagénicos (STOPPER &
MULLER, 1997).

A determinagao do efeito genotdxico dos poluentes no ambiente marinho
transformou-se numa ferramenta essencial para a protecdo deste ecossistema.
Estudos in vitro, que avaliam o efeito mutagénico de efluentes, tém mostrado o
valor do ensaio micronucleo como um potente marcador genotoxico em
mamiferos (SHIMADA et al., 1992), anfibios (JAYLET et al., 1986), peixes de
agua doce (WILLIAMS & METCALFE, 1992), peixes marinhos (CARRASCO et
al.,, 1990) e em invertebrados (SCARPATO et al., 1990; WRISBERG et al.,
1992; BRUNETTI et al., 1988). No caso dos invertebrados, os estudos
genotoxicos baseados em ensaio micronucleo tém sido considerados uma
ferramenta extremamente sensivel na estimativa de danos genéticos em
espécies dos géneros Mytilus e Balanus, segundo BARSIENE (2002) e NIGRO
et al. (2006), respectivamente, e crustaceos braquiuros como Ucides cordatus,
conforme NUDI (2005). Além disso, a analise de micronucleos se apresenta
como uma ferramenta que possibilita contribuir ao monitoramento ambiental,
bem como a diagnose de areas e agdes de ordenamento para minimizagédo da

toxicidade em determinado ambiente.

O presente projeto teve como objetivo analisar a integridade genética de
duas populagdes do caranguejo-uga por inspegao de células micronucleadas,
visando a diagnose do impacto genotdéxico em duas areas de manguezais do
sudeste brasileiro (Juréia e Cubatdo). Bem como, cada area estudada foi
caracterizada quanto aos metais pesados existentes no sedimento e na agua,

evidenciando sua condicdo ambiental.



2. MATERIAL & METODOS

A primeira coleta do projeto foi realizada no dia 05/02/2007, no
manguezal situado junto ao Rio Verde, na Estagdo Ecoldgica de Juréia-ltatins
(24°25’ S e 47°15 W) (Fig. 1), em Iguape. Uma Unidade de Conservacgao,
possuindo ampla diversidade de ecossistemas, como Mata Atlantica (Floresta
Tropical Pluvial de Encosta e de Planicie, Manguezal, Restinga), Praia Arenosa

e Costao Rochoso.

A segunda coleta foi realizada no dia 20/05/2007, no Municipio de
Cubatdo, no manguezal localizado junto do Canal de Piagaguera, préximo a
COSIPA (23°53" S e 46°22" W), na margem direita (Fig. 2). O municipio de
Cubatdo abrange uma area de 148 km? Originalmente, possuia 91 km?
recobertos por Mata Atlantica, 24 km? por matas de restingas e 29 km? por
manguezais, sendo o restante formado por corpos d’agua. No decurso de sua
ocupagao, 0 municipio teve gradativamente descaracterizada grande parte de
sua cobertura vegetal. Tal processo iniciou-se com as atividades agricolas e
extrativistas no comego da ocupacgao, avangando de forma mais acentuada nas
ultimas quatro décadas, com o desenvolvimento urbano, culminando com a
instalagéo do polo industrial. Restam atualmente apenas 10 km? de vegetacao

nativa em bom estado de preservacao.

Em cada local, foram coletados 10 animais da espécie (compreendendo
exemplares do sexo masculino, em estagio de intermuda, com tamanho de
carapaca superior ao minimo estabelecido na Portaria do IBAMA n° 52/2003,
que é de 60mm) pelo método de braceamento (PINHEIRO & FISCARELLI,
2001) (Fig. 3). Os animais foram armazenados e transportados em caixa com
gelo picado, promovendo a desaceleragédo do metabolismo, impedindo a agéo

do stress na formagao de micronucleos.
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Figura 1. Imagem de Satélite com indicacdo da area de coleta
(seta amarela) dos exemplares de U. cordatus na Estagéo
Ecoldgica Juréia-ltatins. Fonte: Embrapa — link:

http://www.cdbrasil.cnpm.embrapa.br

Figura 2. Imagem de Satélite com indicag&o da area de coleta dos exemplares de U. cordatus

no Municipio de Cubat&o. Fonte: Google Maps™ link: http://www.googlemaps.com



Figura 3. Catador de caranguejo coletando animais por braceamento.

Coleta e Analise de Aqua e Sedimento

Foram coletadas, por imersdo diretamente no corpo d’agua, quatro
amostras de agua de 25 mL, sendo a primeira colhida no estuario e as trés
demais no interior de galerias da espécie, distando a 10, 20 e 30m da margem.
As amostras foram armazenadas em frascos plasticos separadamente, e

transportadas em isopor até o laboratério.

O sedimento foi coletado em trés locais pré-estabelecidos (distanciando
5m de um ponto a outro), com obtengdo de quatro amostras, sendo uma
superficial, e as outras trés em profundidades distintas (15, 30 e 45cm). As
amostras de sedimento foram coletadas manualmente, sendo armazenado,
aproximadamente, 500g de sedimento em frascos de polietileno com boca de
didametro largo e tampa, com capacidade para 500g por amostra. As mesmas
foram rotuladas (indicando o ponto de coleta), transportadas em isopor com
gelo até o laboratério, e armazenadas sob refrigeragdo a 4 °C até o momento

da analise.

As amostras de agua e sedimento foram descontaminadas através de
HNOs a 10% e Extran® acido a 10% em agua deionizada, e analisadas para a

presencga de alguns metais (Cobre, Cadmio, Cromo, Chumbo e Mercurio) pelos
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laboratorios do Centro de Assisténcia Toxicologica (CEATOX), do IB/UNESP
de Botucatu, utilizando para preparo da amostra a mineralizacao por via Umida
com acido nitrico (HNO3) 65% (BASSET et al., 1981) em forno de microondas
(Provecto — DGT — 100 plus) por meio de um programa especifico para
solo/sedimento, fornecido pelo fabricante do microondas (PROVECTO). A
identificagao foi realizada pelo método de Espectrofotometria por Absorcao
Atémica (GBC- 932 AA) (ATHANASOPOULOS, 1994).

Analises de Genotoxicidade — Ensaio da Freqiiéncia de Micronucleos

Coleta da Hemolinfa

Para minimizar possiveis erros na técnica foi utilizado material
descartavel. No caso das laminas, estas foram lavadas, secas em estufa (60°C
por 15 minutos), e guardadas em uma caixa especial para seu

armazenamento.

Em laboratério, uma amostra de 1mL da hemolinfa de cada animal foi
coletada com seringa de 1mL munida com agulha de 21 gauge (0,8 x 40mm)
tomadas na junta de articulagdo de um dos apéndices locomotores. Foram
transferidas para tubos siliconizados de microcentrifuga, e em seguida
aliquotas de 50uL foram espalhadas cuidadosamente sobre cada lamina com
uso de sua ponteira.

Foram utilizadas 30 |aminas, tanto na primeira fase (Estagdo Ecoldgica
de Juréia-ltatins) quanto na segunda (Municipio de Cubat&o), correspondendo

a trés esfregagos de hemolinfa/espécime.

Coloracao e Analise das Laminas

O esfregago de hemolinfa em cada lamina foi efetuado espalhando-se o
material em camada fina e homogénea (JUNQUEIRA & JUNQUEIRA 1983).
Apos este procedimento, as laminas foram secas a temperatura ambiente (20 a
30 min.), visando a adesao das células. A fixagao das laminas foi efetuada por

mergulho das mesmas em Metanol Absoluto (6 a 8 min.).
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Em seguida, as laminas foram secas em temperatura ambiente e
coradas com Giemsa, numa diluicdo de 2,5mL em 15mL de Na,HPO4 e 15mL
de KH,PO4 por 20 a 30 minutos, o que ocorreu no mesmo dia em que foram
analisadas, evitando a deterioragéo celular.

ApoOs a coloragao, as laminas foram lavadas com agua deionizada para
remocdo do excesso de corante, e secas em temperatura ambiente para
posterior analise.

A andlise das laminas, com identificacdo e contagem das células
micronucleadas, ocorreu sob microscépio 6ptico comum (aumento de 1000x)
integrado a um sistema de analise de imagens por computador, utilizando o
Software KS-300 Carl Zeiss®. Foram observadas 3.000 células/animal, sendo
1.000/1amina, identificando-se a freqiéncia de células micronucleadas por
animal, a média e o desvio padrédo para o grupo amostral analisado. Sendo que

as duas populagdes foram submetidas ao teste T para analises estatisticas.
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3. RESULTADOS

O grupo amostral coletado no Estuario do Rio Verde (Estagao Ecolégica
de Juréia-Itatins) apresentou frequéncia de células micronucleadas variando de
0,03 a 0,33%, com média de 0,20 + 0,11%. Ja entre os animais provenientes
do Canal de Piagaguera (Cubatdo), o grupo amostral coletado apresentou
frequéncia de células micronucleadas variando de 0,23 a 0,87%, com média de
0,52 £ 0,18% (Tabela ).

Tabela I. Analise de genotoxicidade de U. cordatus (n=10), coletados na Estagdo Ecoldgica
Juréia-Itatins e no Municipio de Cubatdo (n= numero de animais analisados; FMn= frequéncia
de células micronucleadas em um total de 3.000 células analisadas por exemplar).

Exemplar Juréia Cubatao
Mn analisados FMn (%) Mn analisados FMn(%)
1 8 0,27 7 0,23
2 11 0,37 12 0,40
3 6 0,20 13 0,43
4 10 0,33 15 0,50
5 3 0,10 12 0,40
6 1 0,03 19 0,63
7 4 0,13 26 0,87
8 4 0,13 18 0,60
9 6 0,20 14 0,47
10 6 0,20 20 0,67
Total 59 0,20 156 0,52

As amostras de sedimento na regiao da Juréia foram analisadas quanto

a concentragcao de metais pesados, conforme apresentado na Tabela Il.

Tabela Il. Quantificagdo dos metais pesados nas amostras de sedimento coletadas na Estagao
Ecologica de Juréia-ltatins (EEJI) e no Municipio de Cubatdo (Cubatéo), relativa aos valores
médios e de desvio padrado (ug/g).

Local Amostras Cobre Cadmio Créomo Chumbo Mercurio

Superficie  1,92+0,21 0,053+0,005 3,17£0,30  4,56+0,24 < 0,001

E 15 cm 1,30+0,29 0,046+0,005 3,07x1,06  3,18+0,44 < 0,001
w 30 cm 1,06+0,21 0,043+0,005 2,14+0,30 2,78+0,92 < 0,001

45 cm 1,72+0,78 0,056+0,011 4,37+2,31 3,97+£1,48 < 0,001
o Superficie  3,82+0,64 0,064+0,015 6,39+£1,29  5,33+0,91 < 0,001
'*g 15 cm 4,05+0,38 0,077+0,022 6,91+0,69 6,18+0,92 < 0,001
g 30 cm 3,78+0,36 0,063+0,015 747+2,16  5,41%0,37 < 0,001

45 cm 2,81+0,84  0,057+0,015 5,24+1,68  3,86%1,64 < 0,001
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Os recipientes com a agua amostrada em cada area puderam ser

descritas na Tabela lll, na Juréia e em Cubatao.

Tabela lll. Quantificagdo dos metais pesados (em pg/mL), nas amostras de agua da Estagéo
Ecoldgica de Juréia-ltatins (EEJI) e de Cubatéo, colhidas em quatro pontos, sendo um no rio e
outros no continente. Amostras variando do rio para o continente, com distancia de 10m entre
amostras.

Local Amostras Cobre Cadmio Cromo Chumbo Mercurio

Rio <0,05 <0,1 <0,05 <0,05 < 0,001
E 10m <0,05 <0,1 <0,05 <0,05 < 0,001
w 20m <0,05 <01 <0,05 0,12 < 0,001

30m <0,05 <0,1 <0,05 0,28 < 0,001
° Rio <0,05 <0,1 <0,05 0,13 < 0,001
'-g 10m <0,05 <0,1 <0,05 0,12 < 0,001
S 20m <0,05 <0,1 <0,05 0,19 < 0,001
© 30m <0,05 <0,1 <0,05 0,16 < 0,001

Tabela IV. Padrao de Qualidade do sedimento por metais pesados (ug/g), bem como para
aguas salobras (CLASSE 1) (ug/mL).

POLUENTE SEDIMENTO AGUA SALOBRA(Classe 1)*
TEL PEL
Cadmio 0,7 4,21 0,005
Chumbo 30,2 112 0,01
Cobre 18,7 108 0,005
Cromo 52,3 160 0,05
Mercurio 0,13 0,696 0,0002

TEL= “Threshold Effect Level”; PEL= “Probable Effect Level”; * Resolugdo CONAMA n°, 357/05.

Tabela V. Teste T em amostras da regido controle (Juréia) e da regido impactada (Cubatao) -
para verificar a existéncia diferenca significativa entre as amostras. Utilizando trés réplicas para
cada ponto.

Amostras Cobre Cadmio Cromo Chumbo
t p t p t p t p
Superficie 3,56 <5% 0,77 <50% | 4,41 <5% 1,24 <20%
15cm 5,8 <1% 1,68 <20% | 5,02 <1% 4,44 <5%
30cm 6,22 <1% 240 <10% | 5,87 <1% 4 <5%
45 cm 2,15 <10% 0 100% | 0,75 <40% 0,11 <95%
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Os resultados das andlises dos sedimentos apresentaram
concentracdes inferiores das quais ndo sao esperados efeitos adversos sobre
organismos aquaticos de acordo com a Legislagdo Canadense
(ENVIRONMENT CANADA, 1999a). Realizamos testes estatisticos para
verificarmos se os resultados eram significativamente diferentes, entre as
regides controle (Estacdo Ecoldgica de Juréia-ltatins) e impactada (Cubatéo).
O teste aplicado foi o Teste t, encontrando valores para t e seus respectivos

valores de p, sendo apresentados na tabela V.

Analisando a tabela V, observamos que os metais pesados tiveram
aumento significativo em Cubatdo nas amostras de 15 e 30cm, propiciando
altos valores de t (como para Cobre e Crémo), com niveis de significancia de
p<1%. Essa diferenga tende a diminuir nas amostras de 45 cm de profundidade
com p<10% para Cobre e valores de p maiores para Cadmio, Crébmo e Chumbo
(p<100%, p<40% e p<95% respectivamente). Cadmio nao apresentou nenhum
valor significativo. Portanto, as maiores diferencas significativas entre a regido
controle e a impactada foram encontradas em Cobre (trés amostras), em

Cromo (trés amostras) e em Chumbo (duas amostras).

A Estacdo Ecologica de Juréia-ltatins apresentou animais com média de
2 micronucleos/1.000, abaixo do previsto na literatura (SCARPATO et al., 1990;
FOSSI et al.,, 2000) para organismos nao afetados por substancias téxicas
(<4/1000), ocorrendo o inverso para os espécimes de Cubatdo, que
apresentaram meédia superior a 5/1.000 (Fig, 4). As médias diferiram

significativamente entre as duas regides analisadas (t=4,9; p<0,01).
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Figura 4. Comparagao das médias de células micronucleadas/1.000 células
analisadas obtidas para os grupos amostrais da regido controle (Juréia) e da
regido impactada (Cubatdo), em relagdo a média de 4/1,000 (linha tracejada)
considerada para organismos nao afetados por SCARPATO (1990) e FOSSI
(2000).

4. DISCUSSAO

A legislacdo ambiental brasileira ndo dispde de critérios de qualidade de
sedimento, embora existam varios estudos com dados basais para os metais
pesados presentes no sedimento das regides em estudo (OLIVEIRA et al.,
2007). Assim, optamos por utilizar os critérios estabelecidos pela Agéncia
Ambiental Canadense (ENVIRONMENT CANADA, 1999a) e pelo Manual de
Desenvolvimento e Avaliagdo da Qualidade de Sedimento, do Departamento
de Protecdo Ambiental da Florida (FDEP, 1994), que apresentam dois niveis de
classificagdo: TEL (“Threshold Effect Level”), concentragado abaixo da qual n&o
sao esperados efeitos adversos sobre organismos aquaticos; e PEL (“Probable
Effect Level”), concentragdo acima da qual sao esperados efeitos adversos
severos sobre organismos aquaticos. O quantitativo de metais pesados

presentes nas amostras de agua salobra foi confrontado aos dados
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disponibilizados pela Resolugdo CONAMA n°. 357/2005 (tabela IV). Utilizamos
os valores de referéncia para Aguas Salobras Classe 1, visto que uma das
regides em estudo € uma Unidade de Conservagado, possuindo minima
interferéncia antrépica no local. Para a area de Cubat&o, adotamos como Agua

Salobra Classe 3, sem valores de referéncia para a mesma.

A quantificagdo dos metais pesados nos sedimentos da Estagéo
Ecoldgica de Juréia-ltatins evidencia que as amostras apresentaram valores
bem abaixo do limite de concentracdo indicado pelo TEL. Nas amostras de
agua, foram encontrados valores abaixo dos niveis de detecgdo, excegéo
ocorrida em apenas duas amostras quanto ao Chumbo (amostras de 15 e 30

cm).

Os resultados obtidos para Cubatdo ndo foram muito representativos,
visto que apenas os dados para Chumbo superaram o permitido na Resolugéo
CONAMA n° 357/05, mesmo referenciando-se em Aguas Salobras de Classe 1.
A grande maioria dos resultados obtidos para Cubatdo diferiu do historico
conhecido para a regido, que esta sujeita aos poluentes gerados pelo Pdlo
Industrial instalado na regido, ndo constatando nenhum valor de metal pesado
acima do permitido por lei. No entanto, alguns pontos devem ser observados,
como em algumas amostras de sedimento coletadas no local, com valores
significativamente diferentes quando comparados com valores obtidos na
Estacdo Ecolégica de Juréia-ltatins (chumbo, cobre e cromo). As emissdes
atmosféricas de chumbo, especialmente no periodo em que era adicionado a
gasolina como anti-detonante, contribuiram para um acréscimo significativo do
metal nos solos e nas aguas superficiais, refletindo-se, inclusive, nos estuarios
e oceanos (KENNISH, 1997). O chumbo geralmente esta associado as
atividades de empilhamento, encaixe de placas e da solda aos terminais de
chumbo. A manipulagcdo das placas resulta no desprendimento de grandes
quantidades de poeira (particulas), que é constituida por chumbo na forma
metalica ou de 6xidos, além da emissédo de fumacga decorrente do processo de
soldagem (QUITERIO, 2000). Estudos em diversos paises tém associado a
exposicdo ambiental ao chumbo com efeitos adversos em diferentes sistemas

do organismo humano, incluindo alteragdes nos sistemas neuroldgico,
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hematolégico, metabdlico e cardiovascular (GALVAO & COREY, 1989). Por
tratar-se de metal de amplo emprego industrial e doméstico, inclusive como
fungicida e algicida para piscinas (na forma soluvel de sulfato de cobre) e na
forma metalica (tubulagdes, utensilios e fiagdo), o cobre esta presente no lixo
doméstico e nos esgotos em geral. Na industria, o cobre €& encontrado
habitualmente em refinarias, siderurgicas e industrias de papel e celulose. Na
Baixada Santista, o cobre é detectado em efluentes da Companhia Santista de
Papel, RPBC-PETROBRAS, Cosipa, Dow Quimica e de alguns terminais
portuarios de granéis liquidos. O metal também esta presente no chorume de
lixbes e aterros sanitarios e nos esgotos langados no mar e nos estuarios.
(LAMPARELLI et al., 2001). Na regido da Baixada Santista, sais de cromo
foram largamente utilizados como anti-corrosivo nos sistemas de resfriamento
de grande parte das industrias, provocando um aporte significativo do metal
para o sistema hidrico POMPEIA (comunicagdo pessoal). Em Cubatdo os sais
de cromo foram substituidos por outras substancias menos nocivas ao
ambiente, a partir da implantagcédo do programa de controle da poluicédo, em
1984. Mesmo apods sua substituicao, o cromo ainda foi detectado em efluentes
da RPBC-PETROBRAS, Carbocloro e Cosipa, bem como nos residuos
depositados no Lixao de Pildes. (LAMPARELLI et al., 2001).

A analise dos tecidos dos animais seria muito importante para verificar a

acumulacao desses metais pesados presentes no meio ambiente.

Para a analise das células micronucleadas (Fig. 5), os animais coletados
em Cubatdo apresentaram média de 5/1.000 (5 células micronucleadas por
1.000 células analisadas, com variacao de 2,3 a 8,7 células micronucleadas
/1.000 células), superando o previsto na literatura de 4/1.000, mencionado por
SCARPATO et al. (1990) e FOSSI et al. (2000), que quantificaram a frequéncia
de micronucleos no bivalve marinho Mytillus galloprovincialis € no caranguejo

Carcinus aestuarii, respectivamente.
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Figura 5 - Ucides cordatus (Linnaeus, 1763). Vista geral de uma
célula normal (A) e outra com micronucleo (B), na hemolinfa do
exemplar coletado na Estagdo Ecolégica Juréia-ltatins (¢ =
citoplasma; n = nucleo; mn = micronucleo).

Segundo GUTBERLET (1996), durante décadas as industrias do Pdlo de
Cubatao emitiram diferentes tipos de poluentes e residuos toxicos para o ser
humano, tanto no ar, no solo e nos corpos d'agua da regido. Tais residuos se
constituem em o6xidos de enxofre, 6xidos de nitrogénio, mondxido e dioxido de
carbono, metano, hidrocarbonetos diversos, diversos tipos de organoclorados e
fendis clorados, fluoretos, aldeidos, acidos, metais pesados e poeiras (material
particulado). Talvez alguns desses compostos quimicos, que n&o foram
analisados neste projeto, possam ter influenciado a formagéao de micronucleos,
como no caso de FOSSI (2000), que encontrou resposta positiva quanto ao
teste do micronucleo em Carcinus aestuarii, quando contaminado por

Hidrocarbonetos Poli Aromaticos.

No presente estudo optou-se pela analise de 3.000 células/exemplar,
visando reduzir possiveis erros do método, visto que diversos estudos
anteriores se baseiam numa média de células micronucleadas por 1.000
células analisadas (SCARPATO et al., 1990; ECKERT & STOPPER,
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1996; FOSSI et al., 2000). Portanto, o intuito de analisar 3.000
células/exemplar e apresentar resultados referentes a cada 1.000 células foi de
aumentar a confiabilidade do estudo e apresentar os dados como previamente

mostrados na literatura.

Outro estudo, realizado por TOLEDO & PINHEIRO (2007) avaliou a
frequéncia de células micronucleadas em um animal com malformagédo do
quelipodo (vide Fig. 6), em uma area altamente impactada do Municipio de S&o
Vicente, entre dois lixdes inativos (Sambaiatuba e Alemoa). A analise de
micronlucleos no animal apresentou a frequéncia de 11,5 células
micronucleadas/1.000, quase trés vezes acima do previsto na literatura para
organismos n&o influenciados por poluicdo. Embora o estudo tenha sido
realizado em apenas um exemplar coletado na regido, podemos utilizar como

um complemento do presente estudo.

Figura 6. Malformagdo do dedo fixo do propodo
quelar de maior porte, pertencente ao quelipodo
esquerdo. (Foto: Marcelo Antonio Amaro Pinheiro).

O presente estudo revela que o caranguejo Ucides cordatus pode ser
utilizado como uma ferramenta adicional como bio-indicador de genotoxicidade
em areas de manguezal. Tendo em vista que € de extrema importancia uma
analise fisico-quimica mais detalhada da regidao em estudo, para que possa
ocorrer uma boa interpretagao e correlagao dos dados obtidos. Desta forma, o

método pode ser utilizado no auxilio do biomonitoramento ambiental.
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O uso do teste de micronucleo é de facil execugao e apresentou 6timo
resultado aplicado, indicando areas sob efeito de impacto antrépico industrial.
Entretanto, testes complementares de natureza molecular, como na analise da
biodiversidade genética entre e dentre as populagdes (NASH et al., 1998;
WALPOLE et al., 2001), devem ser utilizados em consorciagdo com este
método, uma vez que pode existir uma associagdo positiva entre o maior
impacto genotoxico e uma significativa perda de variabilidade genética na
espécie. Tal evidéncia se torna premente, pois reforcaria o qudo ameacadas se
encontram as regides de manguezais da costa brasileira, além de orientar e

priorizar medidas de manejo e conservagao destes ambientes.
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