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APRESENTAGCAO

Neste quarto volume da série “Ciéncia em Foco” ampliamos as areas de abrangéncia das pesquisas
relatadas nos 29 capitulos que contemplam esta obra, dentre elas a area de educagao, agrarias e alimentos,
tendo sempre como centro a divulgacao das pesquisas cientificas com qualidade e relevancia associadas
aos problemas atuais no cotidiano de nossos colaboradores.

Relatos na area de educac¢io abordam temas como a inclusiao de autistas, desafios do ensino com
criangas cegas, tecnologias e métodos de ensino em tempos de pandemia COVID-19, entre outros temas.

A procura dos professionais por novas formas de aproveitar e disponibilizar alimentos a serem
elaborados em forma de doces e iogurtes é abordado nesta obra, trazendo desafios e inovagles que
permitem aumentar ainda mais a disponibilidade de alimentos em regides menos favorecidas do Brasil.

Temas associados ao manejo das culturas da cana-de-agucar, cebola, melao, milho, mandioca e caté
em diferentes regides do Brasil, sio discutidos. A producdo de mudas de espécies florestais do cerrado
com fins de reflorestamento e seu impacto ambiental, aproveitamento de residuos de lodos, manejo de
sementes amazonicas e a recuperacao de areas degradadas é também elencado.

Todos estes trabalhos visam contribuir no aumento do conhecimento gerado por instituicdes
publicas, melhorando assim, a capacidade de difusio e aplicacio de novas ferramentas disponiveis a
sociedade.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicagdo e esforcos sem limites, que viabilizaram esta
obra que retrata os recentes avangos cientificos e tecnolégicos, os agradecimentos dos Organizadores e da
Pantanal Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e estimular aos estudantes e pesquisadores que
leem esta obra na constante procura por novas tecnologias e assim, garantir uma difusdo de conhecimento
simples e agil para a sociedade.

Os organizadores
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Capitulo XIII

Metalotioneinas em Ucides cordatus (Crustacea;
Brachyura; Ocypodidae), de areas sob diferentes pressoes
antropicas da IlTha do Maranhao, como biomarcador de
contaminagao ambiental

Recebido em: 26/11/2020 Carmen Hellen da Silva Rocha!”
Aceito em: 27/11/2020
Modificado em: 30/04/2022

410.46420/9786588319383cap13

Matianna Basso Jorge'?
Iranaldo Santos da Silva®
Ricardo Luvizotto Santos'?

INTRODUCAO

O século XXI tem sido marcado por uma grande crise ambiental em decorréncia do aumento da
pressdo antropica sobre os recursos naturais e consequente degradagdo ambiental, que ameaga o equilibrio
dos ecossistemas. Neste contexto, os ambientes aquaticos tém sofrido enorme pressio devido a inserg¢do
de poluentes quimicos que geram a precarizagdo, danificacido e perda da qualidade ambiental, podendo
levar a problemas irreversiveis para os organismos que dependem desses ambientes. Diversos parametros
biolégicos, tais como alteragdes celulares, moleculares, genéticas, enzimaticas ou hormonais, podem ser
alterados em decorréncia da interacdo com substancias quimicas e podem ser utilizados como
biomarcadores, quando existe relacao entre exposicao e efeito (Amorim, 2003; Sahu et al., 2011). Os efeitos
de xenobidticos podem ser observados em diversos niveis nos sistemas biolégicos, ocasionando
disfungdes bioquimica, fisiolégicas e até comportamentais, que por sua vez, influenciam no crescimento e
reproduc¢io dos organismos (Adams, 1990), com reflexo importante sobre as populages naturais.

Sendo assim, os biomarcadores sio capazes de detectar previamente os efeitos de poluentes nos
organismos, antes que afetem os niveis de organizag¢ao superiores como as populagoes, comunidades e
ecossistemas (Depledge e Fossi, 1994; Lama e Oshiro, 2003; Freire et al., 2008). Sua utilizacio em niveis
mais baixos na organizagao bioldgica é amplamente empregada para detectar as alteragdes no organismo

decorrentes da presencga dos xenobidticos e possibilita avaliar o estado de saude do individuo (Huggett et

! Programa de Pés-Graduagio em Biodiversidade e Conservacio, Universidade Federal do Maranhido (UFMA), Séo Luis, Av.
dos Portugueses, Campus Dom Delgado, CEP: 65080-805, Sao Luis, MA, Brasil.

2 Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia - CCET, Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), Sao Luis, Av. dos Portugueses,
Campus Dom Delgado, CEP: 65080-805, Sio Luis, MA, Brasil.
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al., 1992), auxiliando na avalia¢do do grau de impacto gerado por determinados estressores ou poluentes
a biota e seu potencial risco ao ecossistema (Fuentes-Rios et al., 2005).

Dentre as diferentes classes de bimarcadores, os bioquimicos sao extremamente sensiveis, sendo
rapidamente detectados, fornecendo informagoes valiosas sobre possiveis cascatas de efeitos causadas por
determinados xenobidticos (Walker, 1996; Amorim, 2003). Além disso, quando especificos, essas
alteragdes bioquimicas podem ainda revelar qual o estressor ambiental que o organismo esta exposto.
Quando ocorre um aumento da concentracao de metais no organismo, por exemplo, ocorre também a
sintese de metalotioneinas, uma familia de proteinas de baixo peso molecular as quais se ligam aos metais
através das cisteinas presentes em sua estrutura (Lavraras, 2014), formando ligacdes metal-tiolato (Kaegi e
Schaffer, 1988). Estas proteinas participam da homeostase de metais essenciais, na desintoxicacao de
metais nao essenciais, e no controle de espécies reativas de oxigenio (ROS), apresentando importante papel
no sistema de defesa antioxidante das células (Martins e Bianchini, 2009). Sao induzidas para reduzir o
efeito toxico dos metais e sa0 o primeiro sinal estavel de exposicao a eles no nivel celular (Filipovi e Raspor,
2003), e por este motivo, sio amplamente utilizadas como biomarcador para avaliar e monitorar a
contaminac¢ao de ambientes aquaticos por metais (Hauser-Davis et al., 2012).

Neste contexto, organismos biomonitores constituem importante ferramenta de monitoramento
ambiental, pois a biodisponibilidade dos contaminantes, tais como metais, podem ser medidas diretamente
através de biomarcadores como as metalotioneina (Rodrigues et al., 2021). Dentre as principais espécies
utilizadas em programas de biomonitoramento, destaca-se o caranguejo-uca Utcides cordatus (Crustacea,
Brachyura, Ocypodidae), um caranguejo semiterrestre de regides estuarinas que habita manguezais, com
distribuicao desde o norte da Florida nos EUA até o litoral de Santa Catarina, Brasil (Valentim Neto, 2004;
Wunderlich et al., 2008; Wellens et al., 2015). E considerado um componente central da macrofauna
bentonica dos manguezais (Moraes et al., 2015), e um recurso pesqueiro de grande importancia
socioeconomica, muito utilizado como fonte de alimento em varias regioes brasileira (Hattori e Pinheiro,
2003). Quanto aos manguezais, estes constituem um ecossistema altamente influenciado pela interagao
entre a biota e ambiente (Christofoletti, 2005), que além de fornecer diversos recursos vivos para o
extrativismo, sao bergarios naturais para muitas espécies marinhas e estuarinas que utilizam estes ambientes
para refugio, reproducao, crescimento e alimentacao (Oliveira et al., 2013).

Sendo assim, o presente estudo visa comparar niveis de metalotioneinas em exemplares de Ucides
cordatus de duas florestas de manguezais distintas da Ilha do Maranhao, sob diferentes pressdes antropicas,
a fim de determinar a presenca de metais nesses ambientes e seus efeitos sob as condi¢oes biométricas dos

organismos amostrados.
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MATERIAL E METODOS
AREA AMOSTRAL

Os caranguejos foram coletados em duas areas distintas da Ilha do Maranhao, sendo uma na regiao
do Coqueiro (02°43” 43,5” S e 44°21” 44,5” O), préxima a regiao portudria sob maior pressiao antropica, e
outra préxima a foz do rio Paciéncia (2°26° 48,3” S e 44°04’ 41,6” O), no municipio da Raposa, sob menor

pressdo antropica, considerada portanto, area de referéncia (Figura 1).

44230000 44°0.000W
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Lstuclo de Metalotioneinas em
tlcrdes cordatus

Legencas

2°30.000's
2°30.000'5
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A A -

Figura 1. Mapa de localizagao dos pontos de coleta. Fonte: Rocha et al. (2020).

A area de referéncia caracteriza-se pela baixa incidéncia de impactos antrépicos diretos visiveis em
seu entorno, sendo uma area de dificil acesso e distante de areas habitadas (aproximadamente 1h de barco)
(Figura 2), enquanto a area impactada esta situada na bafa de Sio Marcos, a noroeste da sede municipal de
Sao Lufs, capital do estado do Maranhio (Figura 3), onde atuam empresas como Vale, Alumar e Petrobras.
E considerada impactada devido a influéncia direta das atividades do complexo portuario do Ttaqui, que
integra o segundo maior complexo portuario em movimentag¢ao de cargas do pais. O porto do Itaqui
desenvolve importante atividade no transporte, principalmente de minérios, petroleo e seus subprodutos
(Alcantara e Santos, 2005), e esta situado a 11 km do centro da cidade, tendo como limites ao norte,
manguezais e matas de terra firme, e a leste e sudeste, florestas de mangue (EMAP, 2016). Vale lembrar

que esta area ja foi alvo de outros estudos que avaliaram a contaminagao de agua e sedimentos por metais
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(Sousa, 2009; Sa, 2014) e das transformag¢des ambientais e sociais ocasionadas pela instalagdo de uma usina

termelétrica préxima ao porto (Carvalho, 2011).

Figura 3. Coleta na area portuaria do Coqueiro. Fonte: os autores.

COLETA

A coleta dos caranguejos foi feita bimestralmente, divididas entre periodo seco (meses de outubro
e dezembro de 2015) e periodo chuvoso (meses de mar¢o e maio de 20106), através da técnica do
braceamento (Araujo et al., 2013; Santa Fé et al,, 2013), com auxilio de catadores da regido, evitando-se
impactos indesejaveis com a utilizacao de outras técnicas, conforme recomendado por Nascimento et al.
(2011).

Foram coletados caranguejos machos, adultos, no periodo intermudas, os quais tiveram as medidas
de largura e comprimento da carapaga obtidas em laboratério com auxilio de um paquimetro, e de massa
umida, com balanga digital (precisio 0,01g). Logo apds as medidas biométricas, os individuos foram
insensibilizados com gelo, sacrificados e tiveram os tecidos dissecados e armazenados (-60C°) até o

momento das analises bioquimicas (Figuras 4 e 5).
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Figura 5. Tecidos de U. cordatus coletados e armazenados. Fonte: os autores.

DETERMINACAO DAS METALOTIONEINAS (MT)

As concentragoes de MT foram determinadas nas amostras de hepatopancreas, de acordo com a
metodologia descrita por Viarengo et al. (1997) com adaptagdes. Amostras de 0,2 g de hepatopancreas
foram homogeneizadas em 2 ml. de solugao tampao contendo sacarose (500 mM), Tris-HCI (20 mM) e
mercaptoetanol (0,01%) em pH 8,6. A concentracdo de MT foi determinada por espectrofotometria (405
nm), utilizando-se o reagente de Ellman (DTNB - 4acido 5,5-ditio-bis 2-nitrobenzdéico) (Ellman, 1959), e
os resultados foram expressos em umol de GSH/g de tecido, a partir de uma cutrva analitica de GSH em

diferentes concentracoes (15, 30, 60, 90, 120, 240 e 420 umol GSH/L) (Martins e Bianchini, 2009).

ANALISE DE DADOS

Os dados biométricos foram submetidos a analise de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade de variancias (Levene), e em seguida, as médias de massa imida, largura e comprimento
da carapaga foram comparadas através do teste t (p<<0,05) para verificar as diferencas entre as duas areas
e o periodo de coleta. Além disso, uma ANOVA dois fatores (p<0,05) foi empregada para avaliar as
diferencas de massa umida (varidvel resposta) entre os individuos das duas areas, levando-se em
consideragao a pluviosidade. Para comparar as médias das concentra¢oes de MT no hepatopancreas dos

caranguejos, foi utilizado o teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis (p<<0,05), quando foi avaliada a
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variavel resposta MT em individuos de areas diferentes, levando-se em considera¢ao a pluviosidade. Para
comparar as médias das concentragdes de MT do hepatopancreas dos caranguejos, foi utilizado o teste
nao-paramétrico de Kruskal-Wallis (p<<0,05) para avaliar a variavel resposta MT em individuos de areas

diferentes, levando-se em consideragao a pluviosidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
DADOS BIOMETRICOS

As variaveis biométricas (Fig. 6) apresentaram diferencas significativas entre as areas de coleta, em
todos os periodos, para as médias de massa umida (p=06,303e-12) (Fig. 6A) e largura da carapaga
(p=0,0001) (Fig. 6B). Os caranguejos coletados na area de maior impacto (Coqueiro) pesavam em média
97,50 g, com largura de carapaga de 67,75 cm, enquanto os caranguejos coletados na area de referéncia

(Raposa) pesavam em média 155,75 g, com largura de carapaga de 62,48 cm.
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Figura 6. Valores de massa corporea (A), largura de carapaga (B) e comprimento de carapaca (C) de Utcides
cordatus (média e desvio padrao) por area e periodo de coleta. O * indica diferenga significativa da massa
umida (teste t, p<0,05) entre a 4rea impactada e a area de referéncia no mesmo periodo de coleta.
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De acordo com a Tabela 1, nota-se que o local de coleta (area) foi o fator que influenciou
significativamente o peso dos animais, enquanto a pluviosidade nao causou efeitos significativos nos

parametros biométricos dos caranguejos.

Tabela 1. Anilise de Variancia.

G.L Soma Q. Média Q. Valor F P
ANOVA Area 1 61075 61075 67,117 8,89¢-12
ANOVA Pluviosidade 1 5 5 0,006 0,941
Residuos 69 62789 910

CONCENTRACAO DE METALOTIONEINAS (MT)

A area (p = 0,006301) e os indices pluviométricos (p = 2,502e-11) influenciaram fortemente a
concentracao de MT nos individuos (Figura 3). Além disso, houve diferenca entre os meses do periodo
chuvoso. No periodo seco, a pluviosidade foi proxima de zero e os niveis de MT estiveram baixos nos
meses de outubro e dezembro. No entanto, a precipitagao de 325 mm de chuva no més de margo levou
ao aumento da concentra¢ao de MT, principalmente na area de maior impacto, com posterior diminui¢ao

quando os niveis de chuva baixaram para 231,8 mm no més de maio.
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Figura 7. Concentra¢ao de MT hepatopancreatica de Ucides cordatus coletados na regiao do Coqueiro e
Raposa em outubro e dezembro de 2015 (periodo seco) e margo e maio de 2016 (periodo chuvoso). O *
indica diferencas significativas p<0,05, enquanto *** indica diferencas significativas p<0,001.
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INFLUENCIA DA AREA DE ESTUDO NOS RESULTADOS OBTIDOS

Os resultados indicam diferencas das concentragoes de MT e no peso dos animais em func¢ao da
area de estudo, sendo que na area de maior impacto (Coqueiro), os caranguejos apresentaram menor peso
e maior indu¢ao de MT. Estes resultados corroboram a hipétese de que a regiao do Coqueiro realmente é
mais impactada que a regiao da Raposa e de que as taxas de crescimento sao desiguais em individuos de
areas mais impactadas, se comparadas com individuos de areas menos impactadas (de Araujo et al., 2012).
Além disso, a maior inducao de MT em contraposicio a massa corpérea nos leva a acreditar que as
diferencas observadas fazem parte das estratégias adaptativas citadas por Lima e Oshiro (2006) ¢ Moraes
et al. (2015), resultantes dos impactos ambientais. Acredita-se que devido as situacOes de estresse
ambiental, os individuos tendem a investir mais energia para manuten¢ao da homeostase (processos de
excrecao e detoxificacdo, p. ex.), restando menos energia disponivel para outros processos fisiologicos

relacionados ao crescimento (sintese de tecidos e de substancias de reserva, p. ex.).

INFLUENCIA DA PLUVIOSIDADE NAS CONCENTRA COES DE METALOTIONEINAS

Como se observa na Figura 7, os niveis de MT sdo diferentes nos caranguejos de ambas as regioes
em margo (periodo chuvoso) (p=0,0007145), sendo que os caranguejos da regido do Coqueiro produziram
niveis mais elevados de MT (média de 1,4277 umol/g) em relacdo aos caranguejos da area de referéncia
(média de 0,4217 umol/g) em marco (periodo chuvoso). Isso pode ser explicado devido a um maior aporte
e remobilizacio de poluentes metalicos no periodo chuvoso que podem favorecer a disponibilidade dos
mesmos para 0s organismos, como constatado nos estudos de Sousa (2009) que encontrou maiores
concentragoes de metais tanto na agua como nos peixes coletados nesta mesma regiao, no periodo
chuvoso. Lavraras et al. (2016) e Scudiero et al. (2014) também observaram que a sazonalidade influenciou
na quantidade de MT em mexilhGes. Giarratano et. al (2013) também trabalhando com mexilhdes,
observaram maior indu¢ao de MT e espécies antioxidantes durante perfodo seco, enquanto Boudet et. al
(2013), encontraram os valores minimos de MT no hepatopancreas de camardo em periodo chuvoso,
relacionando essas alteragoes a dinamica dos poluentes nas areas estudadas.

A inducgao de MT é especificamente dependente de metais (Sakulsak, 2012), por esta razio, os
resultados apresentados nos levam a acreditar que estes elementos estio sendo absorvidos pelos
caranguejos provocando respostas fisiologicas adaptativas, e essas repostas si0 maiores nos caranguejos

das proximidades da regido portuaria e no inicio do periodo chuvoso.

1157



Ciéncia em Foco — volume IV

CONCLUSOES

Diferentes niveis de pressoes antrépicas sobre o ambiente podem influenciar as respostas
bioquimicas e biométricas dos caranguejos-ugd, as quais neste estudo, indicaram a presenca maior de
metais na area impactada. A pluviosidade influenciou os niveis de MT nos caranguejos, enfatizando seu
papel no transporte e na disponibilidade quimica dos metais. Esse maior aporte no inicio do periodo
chuvoso, quer seja de origem da drenagem continental, quer seja por processos fisico-quimicos locais,
resulta na maior disponibilidade quimica dos metais para a biota estuarina. Os resultados indicaram
também que no decorrer do periodo chuvoso, a quantidade de contaminantes disponivel absorvida pela

biota torna-se menor, e consequentemente, diminui a inducao (sintese) do biomarcador.
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oda a nossa ciéncia, comparada com a
realidade, é primitiva e infantil — e, no
entanto, é a coisa mais preciosa que temos.
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