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RESUMO

O molusco da espécie Littoraria angulifera é bioacumulador de Cu e Zn, esses
elementos quimicos essenciais, em excesso podem se tornar toxicos ao organismo.
Dessa forma nesse trabalho foram analisados os efeitos bioldgicos do excesso de
Cu e Zn em L. angulifera por testes morfométricos, citotéxicos e genotoxicos bem
como, esses foram quantificados em Sedimento em Suspensdo de manguezais,
Hemolinfa e 6rgdos da espécie por meio de técnicas analiticas nucleares. Por fim,
foi realizado estudo de caso da bioacumulacdo desses elementos quimicos na
espécie estudada. Os manguezais em que as coletas ocorreram foram nos estados
de Pernambuco (Barra de Catuama, Carne de Vaca, Maria Farinha e Rio Formoso)
e da Paraiba (Barra de Camaratuba, Barra de Mamanguape, Pontinhas e Rio Abiai).
As técnicas analiticas utilizadas foram a Absor¢cdo Atdmica em Forno de Grafite (para
quantificacdo em hemolinfa) e Absorcdo Atémica por Chama (nos 6rgdos e
Sedimento em Suspensdo). Na analise da genotoxicidade fez-se o teste do
micronucleo. A citotoxicidade foi observada pelo ensaio cometa, porém foi aplicado
nos animais do estudo de caso da Bioacumulacédo. Dos resultados encontrados
destaca-se as elevadas concentracbes de Cu e Zn nos 6rgdos e hemolinfa de
animais de Pontinhas (PB) e de Maria Farinha (PE). Foram respectivamente nesses
mesmos manguezais que no Sedimento em Suspenséao altos valores de Zn e Cu,
foram quantificados. Por isso, acredita-se que a disponibilidade e acumulag&o de Zn
interferem no crescimento dos espécimes. Ao ser comparado aos demais locais
estudados quanto a presenca de células micronucleadas, os individuos de pontinhas
apresentaram diferenca significativa dos demais animais estudados do estado da
Paraiba. Em todos 0os manguezais estudados a presenca tanto de micronucleo
guanto de células binucleadas e apoptéticas demonstraram toxicidade elevada. Os
animais machos e fémeas sdo morfometricamente diferentes. No ensaio de
bioacumulacdo foi observado que o dano ao DNA de L. angulifera pode estar
relacionado ao excesso de Zn presente no manguezal e que o Sedimento em

Suspensao é o estoque desse Zn acumulado pela espécie.

Palavras-chave: bioacumulacdo; citotoxicidade; absorcdo atbmica;

hemolinfa; Littoraria angulifera.



ABSTRACT

The mollusk of the species Littoraria angulifera bioaccumulates Cu and Zn,
these essential chemical elements, in excess can become toxic to the organism.
Thus, in this work, the biological effects of excess Cu and Zn in L. angulifera were
analyzed by morphometric, cytotoxic and genotoxic tests, as well as these were
quantified in suspended sediment of mangroves, hemolymph and organs of the
species through nuclear analytical techniques. Finally, a case study of the
bioaccumulation of these chemical elements in the studied species was carried out.
The mangroves in which collections took place were in the states of Pernambuco
(Barra de Catuama, Carne de Vaca, Maria Farinha and Rio Formoso) and Paraiba
(Barra de Camaratuba, Barra de Mamanguape, Pontinhas and Rio Abiai). The
analytical techniques used were Graphite Furnace Atomic Absorption (for
guantification in hemolymph) and Flame Atomic Absorption (in organs and
suspended sediment). In the analysis of genotoxicity, the micronucleus test was
performed. Cytotoxicity was observed by the comet assay, but it was applied to the
animals of the Bioaccumulation case study. From the results found, the high
concentrations of Cu and Zn in the organs and hemolymph of animals from Pontinhas
(PB) and Maria Farinha (PE) stand out. It was in these same mangroves that in the
suspended sediment, high values of Zn and Cu were quantified. Therefore, it is
believed that the availability and accumulation of Zn interfere with the specimens'’
growth. When compared to the other places studied in terms of the presence of
micronucleated cells, the tipped individuals showed a significant difference from the
other animals studied in the state of Paraiba. In all mangroves studied, the presence
of both micronucleus and binucleate and apoptotic cells showed high toxicity. Male
and female animals are morphometrically different. In the bioaccumulation assay it
was observed that the damage to the DNA of L. angulifera may be related to the
excess of Zn present in the mangrove and that the suspended sediment is the stock
of this Zn accumulated by the species.

Keywords: bioaccumulation; cytotoxicity; atomic absorption; hemolymph;

Littoraria angulifera.
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1 INTRODUCAO

Em trabalhos de andlises ambientais de ecossistemas costeiros, espécies sao
utilizadas como bioindicadoras e/ ou biomonitoras devido a sua sensibilidade a
poluentes e elementos quimicos diversos, resultantes da interferéncia antropica
nesses ecossistemas. Essa elevada concentracdo de elementos quimicos tem
consequéncias para as espécies, podendo interferir em sua capacidade reprodutiva
e resultar na extingdo da populagdo no ambiente (MERTZ, 2012). Assim, diversos
estudos tém sido realizados, buscando compreender as consequéncias da
bioacumulacao de elementos quimicos em 6rgaos e sistemas de animais, dentro do
ambiente em que se encontram (PINHEIRO et al., 2013; GEREMIA 2015; SANTOS,
2016).

No ecossistema de manguezal, pouco é conhecido da capacidade de
bioacumulacdo das espécies e as consequéncias desse fenbmeno para os
organismos acumuladores. Alguns dos poucos estudos realizados com essa
tematica foram desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa do Servico de
Monitoragdo Ambiental do Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste
(SEAMB CRCN/NE), onde foi observado que a espécie Littoraria angulifera (Lamark,
1822), presente em manguezais pernambucanos, possui tendéncia a bioacumular
Cu e Zn (MELO, 2014, MELO, 2019) principalmente na glandula digestiva (SANTOS,
2016). Esses elementos quimicos sdo essenciais para o metabolismo de alguns
moluscos. O Cu esté diretamente ligado a troca de gases em animais com sangue
azul, enquanto o Zn estid associado ao sistema imune (GIBSON et al., 2016).
Contudo, pouco € conhecido sobre uma possivel relacado de genotoxicidade desses
elementos quimicos na espécie, nem quais seriam os valores de referéncia basais
para Cu e Zn, devido & inviabilidade de sua criacdo em cativeiro (DAVID, 2019).

Em estudo de Franca et al. (2017) sobre o fluxo de Zn no parque Memorial
Arcoverde com as matrizes ar, folhas, solo, Sedimento em Suspensao e animais
como caramujos L. angulifera e Melampus coffea, foi observado que os animais
endémicos e o sedimento em suspensao foram 0s que mais concentraram Zn. Os
Sedimentos em Suspensdo sdo apontados como 0s grandes responsaveis pela
exportacdo de matéria organica para os estuarios (FRANCA et al., 2010), e o seu

estudo permite compreender o fluxo de elementos quimicos em sistemas ecoldgicos,
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assim como verificar a disponibilidade desses elementos resultantes de impactos
antropogénicos nesse ambiente (MONTEIRO et al., 2004; SILVA et al., 2018; LI et
al., 2019). Devido a grande influéncia da agua estuarina sobre os moluscos desse
ecossistema, e, consequentemente, do Sedimento em Suspensdo, analisar as
concentraces de elementos quimicos nesta matriz pode auxiliar na compreensao
da origem do Cu e Zn acumulados nos tecidos dos caramujos que habitam esses
locais.

Os Caramujos L. angulifera sdo estudados no Nordeste do Brasil e,
recentemente, estudos morfométricos estdo sendo publicados, tentando tracar um
perfil ecologico desses animais (TANAKA et al., 2006; DAVID 2019, ZEIDAN et al.,
2020), onde o tamanho da concha tem sido relacionado ao impacto ambiental. No
entanto, ndo foi encontrado na literatura cientifica dados relacionando essas
variaveis aos caramujos encontrados em manguezais de Pernambuco e da Paraiba.

Visando preencher as lacunas existentes, este trabalho tem como objetivo
geral analisar os efeitos genotoxicos da bioacumulacdo de Cu e Zn na hemolinfa de
moluscos Littoraria angulifera, bem como avaliar a morfometria dos moluscos e a
concentracdo desses elementos quimicos em Sedimento em Suspensao de
manguezais de Pernambuco e da Paraiba, além de compreender o processo de
acumulacéo de Cu e Zn nesses animais.

Tendo como objetivos especificos:

. Analisar a concentragcdo de Cu e Zn em hemolinfa de L. angulifera
residentes nos manguezais Barra de Camaratuba, Barra de Mamanguape,
Pontinhas e Rio Abiai na Paraiba e Barra de Catuama, Carne de Vaca, Maria Farinha
e Rio Formoso em Pernambuco;

. Determinar o efeito da pressdo antropica da acumulacéo de Cu e Zn
em L. angulifera, utilizando teste do micronucleo e estudo de citotoxicidade;

. Quantificar Cu e Zn na glandula digestiva (GD), pénis (P) e nos demais
componentes da massa visceral (DCMV) de L. angulifera de diferentes Manguezais
nos estados da Paraiba e Pernambuco;

. Quantificar Cu e Zn em Sedimento em Suspensdo dos manguezais
estudados e comparar com a concentracao encontrada nos 6rgaos dos animais;

. Estabelecer relacdo morfométrica entre a L. angulifera quanto ao seu

género e ao manguezal a que pertence,
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. Apresentar relacdo de contaminacdo de Cu e Zn em L. angulifera
transferidos do manguezal do Rio Abiai — PB para o manguezal do Espaco Ciéncia
— PE (impactado antropicamente), com andlises temporais da populacdo por meio
da quantificacdo desses elementos quimicos em diferentes érgaos desses animais,
concomitantemente com o teste de genotoxicidade, Ensaio cometa e sedimento em

suspensao do manguezal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ELEMENTOS QUIMICOS EM MATRIZES BIOLOGICAS

Os elementos quimicos, de modo geral, exercem um relevante papel no
desenvolvimento dos organismos vivos (FRANZLE; MARKERT, 2000). O Sistema
Biologico dos Elementos (SBE) criado por Franzle e Markert (2000) foi baseado nas
correlagbes entre os elementos quimicos e fatores evolutivos para determinar o

diagrama da Figura 1.

Figura 1 — Sistema Bioldgico dos Elementos

Evolucao da vida

dos compostos inorganicos para os organicos

Do mar para

sistemas de

agua doce

Markert, 8. (2014

Fonte: Adaptado de Markert (2014)

Segundo o SBE, elementos quimicos como Sn, F, |, Ni, Se e V sdo essenciais
apenas para as funcées vitais dos animais (FRANZLE; MARKERT, 2000). Contudo,
nem todos os elementos quimicos encontram-se posicionados no SBE como ocorre
para Cu, Mn, Zn, Ni, F, I, Se e Sn (nutrientes), além de As, Hg, Cd, Pb e Sb,
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considerados téxicos. Como é possivel observar na Figura 1, Na e H ndo foram
considerados fixos no sistema devido as suas caracteristicas eletroliticas.

Como consequéncia da interacdo entre o0s elementos quimicos e 0s
organismos, as concentracfes nos tecidos podem estar em niveis acima dos
estabelecidos como saudavel para as espécies (MERTZ, 2012). Dentre os
organismos utilizados em estudos que relacionam a disponibilidade de um elemento
quimico no ambiente e sua acumulagdo, encontram-se 0s gastropodes, cuja
utilizacdo para a deteccdo de contaminagdo por metais traco em ambientes é
justificada por suas especificidades como hemolinfa, tecido com a funcdo de sangue
e linfa, corpo envolto em membrana semi-permeavel, com movimento que possibilita
sua interagdo com o ambiente, e a circulacdo aberta, que permite a interacdo da
hemolinfa com todo seu organismo (DALLINGER et al.,, 2001; OEHLMANN;
OEHLMANN, 2003).

Assim, a quantificacdo dos elementos quimicos no organismo como um todo
ou nos tecidos separadamente € bastante utilizada em estudos de monitoragcédo
ambiental, visando a identificacdo de fontes de contaminagédo e os mecanismos de
sequestro em que a concentracdo final de um metal no corpo do gastrépode, por
exemplo, é provavelmente o resultado de um processo de acumulacédo que envolve
a absorcao, o armazenamento e a eliminacdo (DALLINGER, 1994).

Para a quantificacdo dos elementos quimicos nas diferentes matrizes é

necessario utilizar técnicas analiticas com qualidade atestada.

2.2 TECNICAS ANALITICAS

Diferentes pesquisas tém empregado métodos analiticos como a Fluorescéncia
de Raios-X por Dispersao de Energia — EDXRF, a Espectrometria de Absorcao
Atdmica — AAS e a Espectrometria de Massas com Plasma Acoplado Indutivamente
— ICP-MS. Neste trabalho foram utilizadas duas técnicas de Espectrometria de
Absorcdo Atdmica, por Chama (FAAS) e por grafite (GFAAS), devido a
disponibilidade do equipamento e especificidade na afericdo dos elementos cobre e

zinco, pesquisados neste trabalho.
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2.2.1 Espectrometria de Absorcédo Atdmica

Esta técnica é muito utilizada na quantificacdo de elementos quimicos em
matrizes bioldgicas, ambientais e geoldgicas. Baseia-se na absorbancia, a
propriedade que os atomos possuem de absorver energia quando estdo no estado
fundamental. Para serem analisadas, as amostras devem passar por tratamento
quimico por meio de solubilizacdo acida dos elementos quimicos presentes na
amostra (WELZ; SPERLING, 1999).

As medicdes sdo realizadas apds a obtencdo de curvas analiticas a partir de
solucBes-padrao dos analitos. O controle da qualidade do procedimento analitico é
realizado por meio de solu¢des de materiais de referéncia certificados, solubilizadas
a partir da mesma metodologia aplicada as amostras (WELZ; SPERLING, 1999).

O processo de quantificacdo dos elementos quimicos por essa técnica segue
0 esquema representado na Figura 2. A amostra solubilizada no queimador é
atomizada, os atomos gasosos interagem com a radiacdo produzida pela lampada
de catodo oco produzida com o elemento quimico de interesse e, assim, a medi¢do
da absorbéncia permite a determinacdo da concentracdo do elemento quimico
investigado. O conjunto de monocromador, detector e registrador finalizam o
processo da leitura (KRUG et al., 2004).

Figura 2 — Esquema de funcionamento de Espectrometro de Absorcao Atémica.

- e — >
Limpads Se cModo oco 2
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|
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Amostrs ~ew

Fonte: Mélo (2014)

Os atomizadores sé@o os responsaveis pela transformacgéo das solugcdes das
amostras em espécies gasosas que serdo quantificadas pelo equipamento,
possibilitando a determinacdo da concentracdo do analito. Os sistemas de
atomizagcao séo por chama (FAAS), em tubo aquecido acoplado a um gerador de
hidretos (HGAAS), por meio da geragao de vapor a frio (CVAAS) ou em forno de
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grafite (GFAAS). Essa técnica permite a quantificacdo de elementos quimicos na
ordem de mg.kg? (FAAS) a ug.kg? (GFAAS) dependendo do atomizador que
precede o equipamento (SKOOG, 2002; BARBOSA SANTOS, 2016; MELO,

2019%).

2.3 ASPECTOS BIOLOGICOS DE MOLUSCOS DA FAMILIA LITTORINIDAE

Segundo o Registro Mundial de Espécies Marinhas (World Register of Marine
Species) — WORMS (2021), encontra-se inserido no Reino Animalia, filo Mollusca,
classe Gastropoda, subclasse Caenogastropoda, ordem Littorinomorfa, superfamilia
Littorinoidea familia Littorinidae subfamilia Littorininae o género Littoraria. Este
apresenta 42 espécies, todas marinhas, filogeneticamente, foram descrito por Reid
(2010) e o ancestral comum mais proximo da espécie data do periodo Oligoceno
(cerca de 23 a 34 milhdes de anos atras). E possivel encontrar na literatura mais
antiga, espécies do atual género Littoraria inseridas no antigo género Littorina. A
reclassificacdo taxondmica aconteceu em decorréncia de estudos génicos
observarem uma diversificacdo maior do que a esperada para espécies dos géneros
Littoraria e Littorina (JANSON, 1985). O género Littoraria pode ser observado desde
o litoral do Atlantico Oriental até o Atlantico Ocidental (REID, 1989).

Esses gastropodes apresentam concha espiralada em formato conico com
abertura em formato de ova e com coloracdo da concha variando de laranja a
marrom. Os adultos de algumas espécies chegam a medir 30 mm (MATTHEWS-
CASCON; DA CRUZ LOTUFO, 2006). E caracteristico do género o fato dos olhos
serem localizados na base do tentaculo cefalico, além de ndo apresentarem
dimorfismo sexual. Contudo, € possivel observar o pénis do macho, localizado ao
lado direito da cabega, préximo ao tentaculo cefélico e posicionado anteriormente ao
anus, conforme mostrado na Figura 3. Nas fémeas, na regido onde se encontra o
pénis do macho, é possivel observar o poro genital (BRUSCA; BRUSCA, 2007).

A reproducédo desse género € semelhante aos demais géneros da familia
Littorinidae, apresentando fecundacgao interna com desenvolvimento larval completo.
Os representantes do género sao ovoviviparos incompletos, retendo os ovos até o
estagio véliger, liberando-os durante a maré alta (GALLAGHER; REID, 1974; WARD,
1990).
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Figura 3 — Representacao frontal de caramujo do género Littoraria.
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Fonte: Brusca e Brusca (2007).

A espécie Littoraria angulifera tem a morfologia semelhante aos demais
representantes do género Littoraria, como pode ser observado na Figura 4. Contudo,
apresenta branquia pouco desenvolvida e muito vascularizada, permitindo uma
maior absorcao de ar e baixa resisténcia, quando submerso (GUTIERREZ, 1988).

Figura 4 — Morfologia de parte mole de macho da espécie Littoraria angulifera.

Massa visceral
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Fonte: AUTORA (2021)

Segundo Lenderking (1953), em revisao bibliografica sobre L. angulifera, a
maturidade sexual da espécie é atingida em cerca de dois anos, com um tamanho
de aproximadamente 15 mm. Os adultos em idade fértil tém tamanho entre 15 mm e

26 mm e copulam durante periodo chuvoso. Os espermatozoides sédo expelidos por
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espermatoéforos e o pico das desovas no periodo chuvoso ocorre em intervalos de
um més. As larvas séo lancadas sucessivamente, atingindo cerca de 760 unidades
por fémea no periodo reprodutivo. O autor também apontou que a mesma fémea néo
reproduz em periodos reprodutivos seguidos, sugerindo que essa fémea realize a
OVOpOsIicao sete a 0ito vezes por ano, o0 que é determinado pelo grau de precipitacéo
na area estudada. Em espécimes cultivados em laboratorio, foi observado que as
fases larvais de L. angulifera ndo ultrapassavam o estdgio de véliger. Contudo,
permaneciam vivos por trés semanas. Os pénis dos jovens s&o transparentes,
brancos e pequenos. Quando adquirem a maturidade, o 6rgdo aumenta de tamanho
e apresenta uma coloracdo amarelada, porém apos o acasalamento o 6rgao sofre
deplecéo, reduzindo seu tamanho. As fémeas adultas também sofrem replecao apdés
o periodo reprodutivo e, durante esse periodo, o aparelho reprodutor se assemelha
ao do macho (oviduto inchado e coloracdo amarelada). A taxa de crescimento de
caramujos jovens € rapida até atingir cerca de 8 a 10 mm, desacelerando
abruptamente até atingir um tamanho de 14 mm. Mesmo com um ritmo
desacelerado, o animal cresce durante toda a vida.

Exemplares de L. angulifera podem ser observados nas arvores de mangue
Rhizophora mangle, Avicenia sp. E Laguncularia racemosa (REID, 1985). Entre os
principais predadores de L. angulifera, estdo os crustaceos, 0s peixes e as aves e
como principais parasitas, tém-se algumas larvas de moscas (REID, 1985).

Alimentam-se, principalmente, de fungos e liquens (KOHLMEYER; BEBOUT,
1986), grupos propensos a acumulacédo de elementos quimicos em suas estruturas.
Sua ingestado pode gerar aumento na concentracdo de substancias quimicas nos
organismos (KOHLMEYER; BEBOUT, 1986). Por pescadores sugerirem sua
utilizacdo entre caicaras como alimento, a contaminacdo do espécime pode
prejudicar ndo apenas indiretamente (principalmente pelo consumo de peixes e
crustaceos), mas também de forma direta ao homem. De acordo com Andrade e
Solferini (2006), a radula de alguns organismos pode apresentar alteracdes
morfologicas, levando a hipotese de que esse grupo pode apresentar fontes
alimentares diferentes dependendo da disponibilidade de alimentos no ambiente.

Segundo Chaves (2002), os animais apresentam uma maior afinidade por
regides mais salinas dos manguezais, onde € possivel encontrar maior abundéancia
de espécimes de maior tamanho. Quanto a osmolalidade da hemolinfa, Phillip (2014)

observou uma tendéncia dessa varidvel aumentar em altas temperaturas e baixas
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umidades relativas, dando a entender que a espécie apresenta alguma forma de
regulacéo com relacao as frequentes pressdes ambientais.

A hemolinfa desses invertebrados possui as caracteristicas do sangue e linfa
dos vertebrados e apresentam as mais diversas cores, como ocorre para alguns
insetos, que podem apresentar a coloragao verde, devido presenga de [(3-caroteno-
proteinas (cor amarela) com um pigmento azul (HACKMAN, 1952). Em outros grupos
de invertebrados, a proteina carreadora de oxigénio € a responsavel pela coloragéo
da hemolinfa do animal. Quando essas proteinas apresentam ferro em sua
composicdo (hemoglobina e hemeritrina), a hemolinfa tende a apresentar uma
coloracdo vermelha. Ao apresentar cobre em sua composicdo (hemocianina), a
coloracdo da hemolinfa é azul (VAN HOLDE et al., 2001).

Quanto a composicédo celular, a hemolinfa é formada por hemdcitos do tipo
hialindcitos (células sem granulagdes) e granuldcitos (células maiores que 0s
hialindcitos dotadas de granulos). Dentre as fun¢des da hemolinfa e dos hemacitos,
estdo a capacidade de realizar fagocitose, encapsulamento de invasores,
cicatrizacdo, digestdo e transporte de nutrientes, além de participar nos processos
de reproducao, excrecao, formacdo de conchas e resposta a estresse ambiental
(CHANG et al., 2005).

2.4 IMPACTOS AMBIENTAIS EM MOLUSCOS DA FAMILIA LITTORINIDAE E SEU
USO COMO BIOINDICADOR/BIOMONITOR DE QUALIDADE AMBIENTAL

Segundo Bryan et al. (1986), em estudo no Estuario de Fall, em Cornwall,
Inglaterra, a concentragdo de elementos quimicos na espécie de caramujo Littorina
littorea pode estar relacionada, indiretamente, com a presenca de elementos
guimicos na agua. Em seus experimentos, o potencial bioacumulador da espécie foi
observado apds serem transferidos para um ambiente mais impactado, resultando
no aumento das concentragdes de arsénio (As), cobalto (Co), cobre (Cu) e zinco (Zn)
nos organismos apos 2 meses de exposicao. Os autores também analisaram a alga,
Fucus vesiculosus, para inferir a contaminacéo aquatica do estuario e, ao relacionar
os resultados obtidos com a concentragdo de elementos quimicos no caramujo,

observaram a potencial capacidade biomonitora da espécie L. littorea para prata
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(Ag), cadmio (Cd), chumbo (Pb) e, possivelmente, arsénio (As), em ambientes
aguaticos.

Ao analisar espécimes de Littoraria brevicula coletados de efluentes
industriais na regido de Onsan, Coréia do Sul, Kang et al. (1999) observaram maiores
concentracfes de Cd e Pb nos animais coletados em regifes mais proximas do
complexo industrial, apontando a espécie como monitora da presenca desses
elementos quimicos na regiéo.

Em estudo com a espécie Littoraria scabra em manguezais de Dar es Salaam
na Tanzania, Africa, De Wolf et al. (2001) quantificaram no tecido mole dos
espécimes 0s elementos quimicos prata, arsénio, cadmio, cobalto, cromo, cobre,
ferro, manganés, niquel, chumbo, estréncio e zinco (Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn,
Ni, Pb, Sr, e Zn, respectivamente), nos locais estudados. Mesmo em regido com
maior impacto antropogénico, as concentragcbes dos elementos quimicos
observadas estavam semelhantes a estudos com gastrépodes de outros locais,
incluindo ambientes ndo impactados, com excecédo de Cr e Zn. Indicando uma
possivel tendéncia de acumulacdo desses elementos quimicos pela espécie,
caracteristica que influi em seu crescimento e sobrevivéncia.

Estudos de biomonitoramento buscam analisar periodicamente a qualidade
ambiental de diferentes ecossistemas utilizando diferentes organismos (FRANCA,
2006). Por ser endémica de manguezais, a utilizacdo da espécie de caramujo L.
angulifera como bioindicador/biomonitor vem aumentando ao longo dos tempos
(GIBBS et al., 1987; CHAVES, 2002; MELO et al., 2012; COSTA et al., 2013; MELO,
2014; SANTOS, 2016).

Mélo et al. (2012) observaram relagdo entre o tamanho das conchas e a
resisténcia aos impactos ambientais, baseando-se em pesquisas como a de Chaves
(2002), que sugere o tamanho ou formato da concha da espécie como responsaveis
pela reserva de agua e, dessa forma, auxiliando na sobrevivéncia, prevenindo a
desidratacéo. A partir disso, Melo et al. (2012) justificaram a presenca de animais
maiores nos ambientes mais impactados.

O imposex também pode ser utilizado como um bioindicador por se tratar de
uma anomalia dependente da contaminacdo por compostos organicos de estanho
(COEs), em que ocorre um pseudo-hermafroditismo nas fémeas de forma néo
funcional, prejudicando a capacidade reprodutiva do organismo (GIBBS et al., 1987).

Em estudo realizado por Costa et al. (2013), essa anomalia foi observada em
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espécimes de L. angulifera coletados em manguezais no Porto de Vitéria e na Baia
da Regido do Espirito Santo, indicando a presenca desses contaminantes nas areas
estudadas.

Do ponto de vista de biomonitoramento, foram quantificadas altas
concentracdes dos elementos quimicos Cu, P e Zn em L. angulifera por Mélo (2014)
no manguezal do Parque Memorial Arcoverde, quando comparadas com o0s
resultados de animais provenientes do manguezal do Rio Formoso, utilizado como
referéncia por haver menos impacto antrépico. O fator de acumulagéo de P, Cu e Zn
atingiu quatro, duas e dezenove vezes, respectivamente para 0S espécimes
coletados no Parque Memorial Arcoverde, indicando a tendéncia da espécie L.
angulifera em acumular especialmente Cu e Zn.

A sensibilidade de L. angulifera a variagcbes ambientais tem sido usada para
biomonitoracdo ambiental no Brasil. Caracteristicas abidticas como variacdo da
temperatura e umidade possuem oscilacbes entre 0s manguezais, bem como a
poluicdo antropogénica e influenciam no crescimento da concha da espécie
(MERKT; ELLISON, 1998). Assim, alguns trabalhos fizeram um levantamento
morfométrico da concha de espécimes de L. angulifera em alguns manguezais e
relacionaram com o género, tracando um perfil que aponta animais menores em
manguezais mais antropofizados (TANAKA et al., 2006; DAVID 2019, ZEIDAN et al.,
2020). Esses estudos aconteceram em manguezais do Nordeste do Brasil, nos
estados do Ceara e Bahia, havendo lacunas quanto as informacdes sobre as

relacBes morfométricas entre espécimes dos estados de Pernambuco e Paraiba.

2.5 ESTUDOS DE MONITORACAO  AMBIENTAL  ENVOLVENDO
CONCENTRACOES DE ELEMENTOS QUIMICOS EM ORGAOS DE
INVERTEBRADOS

Nem sempre a quantificacdo de elementos quimicos em 6rgaos e tecidos é
atividade de facil realizacéo devido a limitagdo para a obtencdo de quantidades de
amostras adequadas para a técnica analitica disponivel, a dificuldade de preparacéo
guimica e a sensibilidade e nivel metrolégico da técnica analitica a ser empregada
(WELZ; SPERLING, 1999; KRUG et al., 2004).
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Para a analise quimica, algumas técnicas ndo necessitam de tratamento
quimico prévio das amostras para serem utilizadas, como € o caso da Fluorescéncia
de Raios-X por Dispersdo de Energia — EDXRF, que apresenta ampla faixa de
elementos quimicos identificaveis em uma mesma analise. Todavia, € possivel
quantificar apenas elementos quimicos na ordem de mg.kg? (MELQUIADES
et al., 2008). Embora outras técnicas analiticas possuam capacidade de determinar
elementos quimicos em niveis de pg.kg? ou até ng.kg?, elas necessitam de um
preparo prévio com solu¢des &cidas para solubilizar a amostra e permitir a
quantificacdo da concentracdo do elemento quimico de interesse (BUSTAMANTE
et al., 2000).

Dentre estas técnicas, estdo a Espectrometria de Massas com Plasma
Acoplado Indutivamente (ICP-MS) e a Espectrometria de Absorgcdo Atémica (AAS).
ICP-MS € uma técnica sensivel, com baixos limites de deteccao, baixa emissao de
radiacdo de fundo, alta seletividade, precisdo e exatiddo, podendo detectar
elementos quimicos em nivel de pg.g*. AAS é monoelementar e possui variagdes
de acordo com o tipo de atomizacdo como por chama (FAAS) para a analise em
niveis de mg.kg™* ou forno de grafite (GFAAS) para a quantificacdo de elementos
quimicos em niveis de ug.kg?. O volume da amostra torna-se relevante para escolha
do equipamento que quantifica a concentracdo do elemento quimico de interesse
(SKOOG, 2002).

Em experimento com o gastropode Nassarius reticulatus, Santos et al. (2009)
guantificaram por Espectrometria de Massas com Plasma Acoplado Indutivamente
por Ablasdo a Laser (LA — ICP — MS) elevadas concentracdes de Cu, Cd, Hg, Pb e
Zn em espécimes amostrados de trés areas com diferentes niveis de contaminagao
ao norte de Bretanha, Franca. A glandula digestiva foi o 6rgdo que mais acumulou
0s elementos quimicos analisados e quando comparado com outros 0rgaos o
acumulo de Cd e Hg foi exclusivo. No trato reprodutivo, em partes do testiculo e
oviduto, foi observado acumulo de Cu e Zn. No rim, na glandula e no epitélio do
manto, os autores quantificaram Cd, Cu e Pb.

Espécimes do bivalve Pinctada radiata foram coletados em dois pontos no
Golfo Pérsico (Oriente Médio) para a andlise quimica do musculo adutor e das
branquias (POURANG et al., 2014). Os autores observaram niveis de Cd, Cu, Ni e
Zn maiores nas branquias do que no musculo, seguindo os seguintes padrbes para
o musculo: (Zn,Ni)>(Cd,Cu)>(Pb) e para branquias: (Zn,Ni,Cd)>(Cu, Pb).
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Diferentemente dos demais, o estudo de Bordean et al. (2014) expbs
gastropodes terrestres da espécie Cantareus aspersus a diferentes concentracdes
de Mn no solo de uma floresta localizada nas proximidades de uma industria com
manganés entre seus insumos. Os autores expuseram um grupo de animais as
concentracfes baixas por 30 dias e, em seguida, 0 mesmo grupo foi exposto a
concentracdes elevadas de Mn por mais 30 dias, totalizando 60 dias de exposicéo.
Os niveis de acumulo de Mn foram medidos no hepatopancreas, pé e concha dos
individuos em cada grupo. Para ambos (exposicdo de 30 e de 60 dias), o
hepatopancreas foi o 6rgdo que mais acumulou o elemento quimico estudado,
fortalecendo, assim, a utilizacdo de moluscos como biomonitores ambientais.

De acordo com Santos (2016), elevadas concentracdes dos elementos
quimicos Zn e Cu foram quantificadas em glandulas digestivas e gdnadas de L.
angulifera de manguezais com diferentes impactos antropogénicos. Segundo o
trabalho, ao comparar o local de maior impacto antropogénico com o local de menor
impacto o hepatopancreas apresentou, concentracao vinte vezes maior para Zn e
seis vezes maior para Cu; enquanto nas gbnadas, a concentracdo de Zn atingiu
valores sete vezes maiores e, para Cu os resultados foram 12 vezes maiores. Nesse
trabalho fez-se estudos genotoxicos associados, contudo, as consequéncias dessa
acumulacdo para os organismos nao puderam ser devidamente esclarecidas,
necessitando de estudos mais detalhados sobre a bioacumulacao, a contribuicdo do
sistema circulatério nessa acumulacdo e a resposta do animal aos impactos

antropogénicos.

2.6 ELEMENTOS QUIMICOS EM MATRIZES LIQUIDAS

As matrizes liquidas sdo as substancias em estado liquido presente no
organismo, como sangue, plasma e urina. Essas matrizes apresentam dificuldades
quanto a analise quimica referente a extragdo das amostras, a padronizacdo da
técnica de extracdo e ao tratamento quimico das amostras. Para estabelecer o
tratamento da amostra sao relevantes a matriz, os elementos quimicos que
pretendem ser quantificados, o volume de amostra a ser estudado e a técnica a qual
sera submetida ao final da digestdo (ARRUDA; SANTELLI, 1997). Na Tabela 1
podem ser observados o equipamento digestor e técnicas analiticas aplicadas para

quantificacdo de elementos quimicos em matrizes liquidas animais.
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Tabela 1 — Equipamento digestor utilizado e técnicas analiticas aplicadas para quantificacéo
de elementos quimicos em matrizes liquidas

) Elementos Equipamento ) )
Técnica o _ Matriz Referéncia
guimicos digestor
Al, Ca, Cd, Co, Cr, i
Hemolin
ICP-OES Cu, Fe, K, Mg, Mn, Banho de ultrassom - Santos et al. (2005)
a
Pb, Zn.
Ag, As, Cd, Co, Mn, ) Sangue
ICP-MS ) Micro-ondas ) Nunes (2009)
Ni, Pb, Se. bovino
As, Ca, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, Hg, K, Mg, i Tinta de
ICP-MS ) Micro-ondas Bua et al. (2017)
Mn, Mo, Na, Ni, P, lula
Pb, Zn.

Fonte: AUTORA (2021).

Esses trabalhos citados na Tabela 1 apresentaram metodologias eficientes
para analise de matriz liquida. Santos et al. (2005) centrifugaram a hemolinfa e
digeriu o material suspenso, enquanto Nunes (2009) refrigerou o sangue bovino,
incubou com solucéo de hidroxido com tetrametilamdnia, homogeneizou em vortex
e retirou uma aliguota, que preparou com Triton® para a digestédo. Por sua vez, Bua
et al., 2017) dissecaram 0s sacos de tinta do animal, extraindo os contetudos para
realizar a digestdo. Podendo ser observado as distintas metodologias aplicadas por
cada estudo para quantificacdo de elementos quimicos em uma mesma matriz por
técnicas analiticas semelhantes. Para amostras liquidas h& escassez de estudos

utilizando a técnica a ser aplicada nesse trabalho (AAS).

2.7 A MATRIZ SEDIMENTO EM SUSPENSAO EM ESTUDOS AMBIENTAIS
ENVOLVENDO ACUMULACAO DE ELEMENTOS QUIMICOS

O sedimento possui importante papel ecologico para organismos aquaticos,
servem de habitat para comunidade bentbnica e para seres decompositores,
participando como estoque, na ciclagem de nutrientes da cadeia trofica (LI et al.,
2019). O sedimento em suspensao (SS) possui a propriedade de adsorver

substancias quimicas, interferindo na dindmica de ecossistemas aquaticos (RITCHIE
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et al.,, 1976). Nos manguezais, a sedimentacdo é favorecida, pois a fitofisionomia
diferenciada € uma barreira natural contra as acdes das marés, aumentando a
capacidade de armazenamento de material particulado (THODSEN et al., 2019) e
promovendo a expansdo dos bancos de lama caracteristicos do bioma
(FURUKAWA; WOLANSKI, 1996).

Os elementos quimicos se encontram biodisponiveis quando estao suspensos
nos corpos d’agua e o sedimento em suspensao atua como uma armadilha para
poluentes, por isso o crescimento da sua utilizacdo no diagndéstico de impactos
ambientais em  estudos de  monitoracdo  ambiental (NEWCOMB;
MACDONALD,1991; MARIANI, 2006; SILVA et al., 2018; LI et al., 2019).

Ao analisar elementos quimicos nutrientes, a acumulagdo nos animais pode
alcancar elevadas concentra¢cdes como ocorreu para Cu e Zn nos espécimes dos
moluscos terrestres Littoraria angulifera e Melampus coffea, do Manguezal do
Parque Memorial Arcoverde, no complexo de Salgadinho, situado as margens do Rio
Beberibe (MELO, 2014).

Relacionando estudos que quantificam elementos quimicos em SS com a
acumulacdo dos mesmos em espécies de gastropodes, é possivel observar uma
tendéncia de alguns elementos quimicos nutrientes serem acumulados pelos
organismos, podendo atingir altissimas concentracfes nos individuos, como pode
ser observado na Tabela 2 para K, Mg e Zn, e na Tabela 3 para todos os elementos
quimicos listados exceto Ni e Pb.

Tabela 2 — Frag8es de massa obtida em mg.kg? de elementos quimicos acumulados em
Sedimento em Suspenséo e em gastropodes de manguezal no Rio Beberibe

SS e Bioacumuladores Fe K Mg Mn Ni Pb Sr Zn

*SS em Rio Beberibe 55000 500 3500 553 26 100 153 248

**Caramujos Rio Beberibe 2800 7600 8700 148 0,8 1,6 70 4450
*Resultados de Lyra (2016); ** Resultados de Mélo (2019)
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Tabela 3 — Frac6es de massa obtida em mg.kg! de elementos quimicos acumulados em
Sedimento em suspensao e em gastropodes de manguezal Rio Ipojuca

SS e Bioacumuladores As Cd Cu Fe Mn Ni Pb Zn

*SS em Rio Ipojuca 0,89 0,018 292 2876 66 15 2821 19

**Caramujos do Rio Ipojuca 5 0,3 147 4400 89 0,7 14 180
*Resultados de Silva, et al. (2015); ** Resultados de Mélo (2019)

Esses estudos apontam uma relacdo entre a disponibilidade de elementos
quimicos no sedimento em suspensao e a afinidade desses com gastropodes de
manguezais. Em estudo com trés espécies de gastropodes de manguezais Mélo
(2019) constatou que o gastropode Littoraria angulifera é o mais sensivel a
acumulacado de elementos quimicos e Santos (2016) para essa espécie, observou
essa acumulacdo em 6rgaos (Glandula Digestiva, Pénis e Demais Componentes da

Massa Visceral) especialmente para os elementos quimicos Cu e Zn.

2.8 AMATRIZHEMOLINFA EM ESTUDOS AMBIENTAIS ENVOLVENDO TESTES
GENOTOXICOS E CONCENTRACAO DE ELEMENTOS QUIMICOS

A hemolinfa de moluscos e de outros animais que a possuem, pode ser um
elemento precioso para fornecer informacfes acerca dos efeitos prejudiciais ao
ecossistema oriundos de impactos ambientais antrépicos. Os trabalhos que realizam
a andlise de hemolinfa de moluscos e verificaram os danos genotéxicos causados
por esses impactos utilizam o teste do micronucleo (KLOBUCAR et al., 2003;
PINHEIRO et al.,2013; SANTOS, 2016) e do cometa (KLOBUCAR et al. 2003;
SILVEIRA et al., 2003; KOLAREVIC et al. 2013; CHELOMIN et al., 2017; D’COSTA
et al., 2017; PANDA et al., 2017; SIQUEIRA et al., 2021).

Para a monitoracdo de agentes mutagénicos que causam aberracoes
cromossOmicas em células, o teste utilizado com maior frequéncia e de menor custo
€ o teste do micronucleo (MN) (FLORES; YAMAGUSHI, 2009). Essa técnica de
quantificacdo de micronucleo foi inicialmente desenvolvida por Schmid e protocolada
para moluscos por Bolognesi e Fenech (2012). Os micronucleos sao formados por

cromossomos e fragmentos acéntricos que ndo migram para as regides polares
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durante a fase da anafase da mitose, como pode ser observado na Figura 5
(FENECH, 2000).

Figura 5 — Processo de formacao de célula micronucleada.

Formacio de duas
células micronucleadas

Célula
mitdtica

Y/ e

-l §~

at Yy 2

Célula micronucleada corada
com giemsa e fotomicrografada
com aumento de 1000x

Anafase com cromossomo falho e
fragmento acéntrico que nio
migraram para os polos

Fonte: Adaptado de Fenech (2000).

Essa malformacédo € originada por processos clastogénicos, que induzem a
quebra do cromossomo, enquanto aneugénicos provocam a desorientacdo do
cromossomo, resultando na ndo migracédo para as regiées dos polos (MATEUCA et
al., 2006). A frequéncia observada nos diversos estudos apresenta uma relacéo
entre a resposta do organismo ao dano citogenético e eficiéncia do mecanismo de
defesa, atuando, assim, como marcadores biol6gicos de danos genéticos. Desse
modo, essa analise em células hemocitarias de diversas espécies vem sendo
amplamente utilizada em estudos como um instrumento de monitoragdo ambiental.
A frequéncia de micronucleo em hemdécitos é de, aproximadamente, 1% para areas

mais impactadas como pode ser observado na Tabela 4.

Tabela 4 — Frequéncia de micronicleos em hemacitos observadas em trabalhos de
monitoragcdo ambiental.

. . ) Maior frequéncia de o
Espécie Area monitorada Referéncia
MN observada (%)

Dreissena polymorpha Margem de Rio 0,5 Klobucar et al.
(2003)

Ucides cordatus Manguezal 0,9 Pinheiro et al.
(2013)

Littoraria angulifera Manguezal 0,7 Santos (2016)

Fonte: AUTORA (2021).
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Outro teste genotoxico utilizado para estudos relacionados a impactos
ambientais é o Ensaio do Cometa (DE LAPUENTE et al., 2015). Esse teste, também
chamado de Ensaio de Gel em Célula Unica (SCG) e Eletroforese com Microgel
(MGE), foi introduzido pela primeira vez por Ostling; Johanson (1984). A partir desse
ensaio, € possivel observar as rupturas na cadeia de DNA causadas por agentes
estressores que reduzem o tamanho da molécula de dupla hélice, como pode ser
observado na Figura 6 (FAIRBAIRN et al., 1995).

Figura 6 — llustracdo do dano que produz os fragmentos de DNA observados no Ensaio

Cometa

Células «'mnjuhl\';m de lise Eletroforese alcalina
(|):n;|‘runn\;m de membranas (revela as quebras do DNA)
e as histonas do DNA)

)

/ —
S
(L

%o
é@o

©

Illi(‘l'ﬂtl\(()plil

epifluorescente

Amostras tratadas com solucio alcalina
(desenrolar e desnaturar o DNA

Fonte: Adaptado de Creative Bioarray (2017)

Em estudos de biomonitoracdo ambiental o ensaio cometa permite observar
a viabilidade celular para avaliar a capacidade genotoxica de um ambiente
impactado, visto que danos no DNA ocorrem antes de se tornarem cromossdmicos
(SILVEIRA et al., 2003), como aconteceu no estudo de biomonitoragdo ativa as
margens do Rio de Drava, Norte da Croacia realizado por Klobucar et al. (2003).
Neste estudo, a espécie Dreissena polymorpha apresentou danos ao DNA em
espécimes transferidas para regides com diferentes niveis de contaminacgdo. Porém,
como a regido controle também apresentou danos elevados, os autores concluiram
nao haver diferenga significativa entre as areas impactadas.

A capacidade genotdxica também pode ser utilizada para categorizar o
impacto ambiental de uma regido para uma determinada espécie (SILVEIRA et al.,
2003). Foi determinado o potencial genotéxico de amostras de agua superficial e

sedimento da bacia do Lago Guaiba em Porto Alegre — RS para a espécie



36

Limnoperna fortunei, utilizando os ensaios do micronucleo e cometa em hemacitos.
Dentre os resultados obtidos, danos ao DNA celular foram observados em todos os
pontos coletados, sugerindo a espécie como bioindicadora de contaminantes.

Por outro lado, Kolarevic et al. (2013) aplicaram o teste do cometa em estudos
com biomarcadores para avaliar o potencial uso do molusco Sinanodonta woodiana
como biomonitor de contaminacédo ambiental de Rios em Velika Morava em Varvarin
na Sérvia. Os autores observaram que a espécie apresenta bom desempenho para
realizar a biomonitoracdo de ambientes aquaticos e uma boa resposta genotdxica
guando os individuos foram submetidos a uma andlise sazonal, a partir do ensaio
cometa, com 0s maiores valores obtidos durante o veréo.

Alguns estudos utilizam testes genotoxicos para avaliar a capacidade toxica
de elementos quimicos disponiveis no meio. Estudos como o de Chelomin et al.
(2017) apontaram que a exposicdo do mexilhdo Mytilus trossulus a nanoparticulas
de Cu gerou dano ao DNA nas células branquiais. Estudo semelhante foi realizado
por D’'Costa et al. (2017) para avaliar a capacidade téxica de Cd para a espécie de
bivalve Meretrix casta. Durante 15 dias, grupos de animais foram expostos a
diferentes concentracdes de CdClz (0.75 pg/L, 1.5 pg/L e 3 ug/L). Os autores
observaram que o aumento no dano ao DNA da espécie estava relacionado ao
aumento da concentracdo de Cd. Resultados positivos quanto a toxicidade foram
observados tanto para 0 ensaio cometa quanto para o de micronucleo. Em
experimento expondo nanoparticulas de 6xido de zinco (ZNnONP-GS, ZnONP-S e Zn
(CH3CO0O0)?) em sementes germinantes da leguminosa Lathyrus sativus, Panda et
al. (2017), por meio do ensaio cometa, observaram danos oxidativos sobre a
molécula de DNA para todas as nanoparticulas utilizadas.

Ensaios genotoxicos sdo bastante favorecidos quando combinados com
técnicas analiticas pois possibilitam uma maior compreenséo da interferéncia dos
elementos quimicos nos danos celulares por meio da andlise da flutuagcdo dos
resultados. Também permitem avaliar se houve algum efeito indireto relativo ao
contato do organismo com espécies quimicas nao alvo do estudo, levando assim a

novas hipéteses cientificas.
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Os gastropodes da espécie Littoraria angulifera foram coletados dos

manguezais da Paraiba: Barra de Camaratuba — BC, Barra de Mamanguape — BM,

Rio Abiai — RA e Pontinhas — PO. Em Pernambuco, os manguezais foram: Barra de

Catuama — BT, Carne de Vaca — CV, Maria Farinha — MF e Rio Formoso — RF. Um

total de 184 animais foram analisados, e desses, 99 espécimes foram coletados em

Pernambuco e 85 espécimes foram coletados na Paraiba.

3.1 AREADE ESTUDO

Os locais de coleta, observados na Tabela 5, foram selecionados em

decorréncia de estudo prévio realizado por Mélo (2019). Os elementos quimicos

escolhidos foram Cobre (Cu) e Zinco (Zn).

Tabela 5 — Localizac¢é@o das coletas em Pernambuco e na Paraiba e a identificacdo de altas
e baixas concentra¢des dos elementos quimicos.

) *Altas *Baixas L
Manguezais . . Localizagdo GPS
concentracgdes concentracdes

-7.676009, -

Barra de Catuama - CdeCu
34.838139
-7.571228, -

Carne de Vaca - CuePb
34.841722

PE

) ) ) -7.909374, -

Maria Farinha CuPbeZn As e Ni
34.843581
) ) -8.699833, -

Rio Formoso As e Ni Cd
35.104654
Cu, Nie Pb CdeZn -6.602729, -
Barra de Camaratuba
34.967391
- As e Pb -6.777636, -
Barra de Mamanguape
34.930864
PB
) ) - Cd, Cue Zn -7.441623, -
Rio Abiai
34.814533
) As, CueZn - -7.569048, -
Pontinhas

34.839567

*Valores obtidos em estudo realizado por Mélo (2019)
- Auséncia dos elementos quimicos selecionados como critério para escolha de manguezal.

Fonte: Adaptado de MELO (2019).
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3.2 AMOSTRAGEM DE CARAMUJOS DA ESPECIE L. ANGULIFERA, DE
SEDIMENTO EM SUSPENSAO E MORFOMETRIA

Cada ponto de coleta na Paraiba e em Pernambuco foi georreferenciado por
sistema de posicionamento global — GPS, podendo ser observados na Figura 7. As
coletas dos caramujos nos quatro manguezais do estado da Paraiba e quatro do
Pernambuco, dois que apresentaram maiores concentracdes e dois com menores
concentracbes de elementos quimicos ocorreram por busca ativa em 25 de
novembro de 2018 na Paraiba, com temperatura média maxima de 25,63°C e
minima de 24,60°C; umidade relativa méaxima de 85,33% e minima de 80,67%
(INMET, 2020) e em 10 de janeiro de 2019 em Pernambuco, com temperatura média
méaxima de 27,63°C e minima de 26,75°C e umidade relativa maxima de 72% e
minima de 67,96% (INMET, 2020). Para analise de sedimento em suspensao foram
coletados dos oito manguezais, agua de estuario (4 amostras de 5 Litros, totalizando
20 Litros) durante o periodo da maré cheia. Em seguida, todas as amostras de
molusco in vivo e os sedimentos nos galdes foram conduzidas ao Servico de
Monitoragdo Ambiental (SEAMB) do Centro Regional de Ciéncia Nuclear do
Nordeste — CRCN-NE.

Figura 7 — Mapa da area de estudo com os locais de coleta nos estados da Paraiba e
Pernambuco

Nordeste do Brasil

Oceano Atlantico
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BC- Barra de Camaratuba; BM- Barra de Mamanguape; RA- Rio Abiai; PO- Pontinhas
BT-Barra de Catuama; CV- Carne de Vaca; MF- Maria Farinha; RF- Rio Formoso

Fonte: Adaptado de SISCOM. IBAMA 2020 http://siscom.ibama.gov.br/geoexplorer/composer/



39

Chegando ao SEAMB-CRCN-NE, as amostras de agua foram colocadas em
refrigeracdo a uma temperatura de 4°C por, aproximadamente, 6 meses para a
realizacdo da andlise do Sedimento em Suspenséo, segundo técnica de analise
utilizada por Franga (2010).

Os moluscos coletados e transportados vivos ao SEAMB em sacolas de
polipropileno em caixa de isopor foram limpos com solucdo de Extran a 1%, para
remocao de particulados, em seguida foram medidos comprimento e largura com
paquimetro e identificados quanto a sexagem. Ao todo foram coletados 431 animais,
131 fémeas e 85 machos na Paraiba, 116 fémeas e 99 machos em Pernambuco. As
variaveis independentes estudadas foram os manguezais (BT, CV, MF e RF em
Pernambuco, BC, BM, PO e RA na Paraiba) e o sexo (M — macho, F — fémea).

Desses, 240 foram analisados quanto a concentracdo de Cu e Zn em
hemolinfa e seguiram para o teste do micronucleo. A hemolinfa foi coletada dos
mesmos animais para duas analises (n = 40), onde, aproximadamente, 50uL foi
extraida para realizagdo do teste do micronucleo, realizado no SEAMB, e analisado
no Laboratério de Radiobiologia do Departamento de Biofisica e Radiobiologia do
Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco. Para a
quantificacdo dos elementos quimicos Cu e Zn por espectrometria de absorcéo
atdmica em Forno de Grafite (GFAAS) no SEAMB, dessa mesma matriz foi extraida
aproximadamente 1mL.

Para analise da bioacumulacéo de elementos quimicos por meio do teste em
FAAS (Espectrometria de Absorcdo Atbmica por Chama), 184 espécimes foram
dissecados para separacdo da glandula digestiva, demais tecidos moles e pénis

(apenas em machos), e submetidos também a analise no SEAMB.

3.3 ANALISE DA GENOTOXICIDADE: TESTE DO MICRONUCLEO E ENSAIO
COMETA EM HEMOLINFA DE L. angulifera

Para realizacdo destes ensaios, a hemolinfa dos moluscos foi extraida

(Figura 8) segundo a técnica adaptada para espécie, por Santos (2016).
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Figura 8 — Extracdo de Hemolinfa em L. angulifera para montagem de lamina de
microscopia

A — Seta apontando regido do Sinus Bucal, onde ocorre a pung¢éo; B- Puncéo e extracdo da
Hemolinfa
Fonte: AUTORA (2021).

Para teste do micronucleo, 50 yL de hemolinfa foram depositadas em laminas
de microscopia com 50 pL de acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Em seguida,
as laminas foram colocadas em camara umidificada a 25 + 2 °C por 30 minutos. Os
hemacitos foram fixados com 100 pL de gluteraldeido em solucdo de Ringer a 1%
por 10 minutos e depois lavadas com solugcéo de Ringer e, posteriormente, colocadas
em posicédo inclinada para secar naturalmente. Apds a secagem, as laminas foram
coradas com Giemsa (10% v/v) por 5 minutos, e em seguida foram lavadas com agua
destilada e colocadas para a secagem a 25+ 2°C (SILVA, 2013). As laminas foram
analisadas em microscopio 6ptico (Medilux) com aumento de 1.000x. A frequéncia
de micronucleo (MN) foi avaliada a partir da metodologia sugerida por Flores e
Yamaguchi (2009). Outras alteracdes celulares podem ser visualizadas com esta
técnica séo elas: apoptose e binucleacédo celular. Em duas laminas de hemolinfa por
animal foram contabilizadas 1000 células, essas compdem 1 leitura. Para cada

manguezal estudado fez-se leitura em quintuplicata.

3.4 ANALISE DA HEMOLINFA PELA TECNICA DE ABSORCAO ATOMICA POR
FORNO DE GRAFITE — GFAAS

Os animais dos manguezais de PE e PB utilizados no teste do micronudcleo
tiveram a hemolinfa analisada pela Espectrometria de Absorcdo Atémica com Forno

de Grafite (GFAAS) para detectar presenca de Cu e Zn (Figura 9). As leituras
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aconteceram em duplicata. As curvas analiticas foram construidas com solu¢des-
padrdao da Merck, que possuem concentracdes conhecidas do elemento quimico de

interesse. Aliquotas de 20 pL das amostras e do branco analitico foram analisadas.

Figura 9 — Equipamento GFAAS modelo 240 Zeeman com Forno de Grafite GTA120.

Fonte: A Autora.

A metodologia de preparo de hemolinfa para anélise em GFAAS para
gastropodes é escassa na literatura. A padronizacao aplicada foi adaptada a partir
de protocolos estabelecidos para fluidos como plasma sanguineo, sangue
reconstituido e sangue (WELZ; SPERLING, 1999). Para analise, foi homogeneizado
em tubo de microcentrifuga de 2 mL na relagdo de 1:1 hemolinfa e 0,2% Triton X-
100, detergente nédo ibnico com propriedade de desestruturar a membrana e as
proteinas celulares. A analise de Cu e Zn aconteceu por ingestdo direta dessa

solucéo.

3.5 DISSECACAO E PRE-DIGESTAO DAS AMOSTRAS DE ORGAOS DE L.
ANGULIFERA

Os animais dos manguezais da area de estudo em Pernambuco e Paraiba
apos lavados foram separados da concha e dissecados para separacdo da glandula
digestiva (GD) e pénis (P), dos demais componentes da massa visceral (DCMV)
(Figura 10).
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Figura 10 — Estruturas dissecadas do caramujo L. angulifera para analise dos elementos
quimicos Cu e Zn
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Fonte: AUTORA (2021).

Essas estruturas seguiram para o liofilizador até massa constante, em seguida
foram maceradas em almofariz de vidro até tamanho de 0,5 mm aferidos com uma
peneira. O material de referéncia utilizado para verificar a exatiddo da analise foi o
Tecido de Mexilhdo (PEN TM-1) (PETRONI, 2015). Tanto as amostras, quanto o
material de referéncia foram pesados em balanca analitica de 6 digitos e digeridos
com HNOs P.A. em Forno Digestor por micro-ondas Provecto Analitica DGT 100
Plus, ilustrado na Figura 11. Esse forno digestor tem capacidade para 12 frascos,
contudo, por se tratar de um equipamento que aquece por poténcia, optou-se por

utilizar apenas 6 frascos.

Figura 11 — Equipamentos utilizados para separacao de aliquota e digestdo das amostras
de caramujo L. angulifera.

A — Balanca analitica com 6 casas decimais; B — Amostras pesadas; C- Forno digestor Provecto
Analitica; D- Disposicéo dos frascos no forno micro-ondas.
Fonte: AUTORA (2021).
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O volume de acido utilizado na digestdo foi de 8mL para os materiais de
referéncia e para amostras com massa até 0,5 g, aguelas com massa inferior, o
volume de &cido utilizado foi proporcional. Amostras com massa menor que 0,25 g
foi adicionado 4mL de HNOs. O programa de aquecimento utilizado foi adaptado do
manual do equipamento sugerido para digestdo de rim bovino (PROVECTO, 2008)
e a cada rodada da analise foi programada uma rodada de descontaminacdo com
5mL de HNOs por 5 minutos a 800W, a 0 e mais 800W para eliminacao do efeito
memoria. Para minimizacdo de interferéncias, brancos analiticos foram analisados
juntamente com as amostras e o material de referéncia. Ao final, em capela de fluxo
laminar, as solu¢des foram filtradas, avolumadas para 30mL com agua Mili-Q e

armazenadas em geladeira até a andlise em FAAS.

3.6 COLETAE PREPARO DAS AMOSTRAS DE SEDIMENTO EM SUSPENSAO

O preparo das amostras para analise seguiu a metodologia descrita em
Franca et al., (2010), a qual sugere sedimentacdo espontanea sob baixa
temperatura. Para isso, as amostras ficaram por, no minimo, 6 meses a 4°C. A
remocao de agua sobrenadante aconteceu por sifonacdo e o processamento foi em
centrifuga para separacao do sedimento. O excesso de agua foi retirado com seringa
e a amostra transferia a placa de Petri para secar em estufa. As etapas podem ser
observadas na Figura 12.

A centrifugacédo para separacdo da mistura foi realizada a 2200 rpm por 5
minutos e a temperatura da estufa durante a secagem das amostras foi de 50°C.
Apds massa constante, as amostras foram pesadas (balanca analitica com 5 casas
decimais) e aliquotas de aproximadamente 0,1g das amostras foram encaminhadas

para digestao.
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Figura 12 — Etapas de preparacgédo para analise das amostras de sedimento em suspenséo.

A — Sifonacéo; B — Abertura do galdo; C — Centrifugacdo; D- Secagem em estufa
Fonte: AUTORA (2021).

Juntamente com as amostras, para garantir a qualidade do procedimento
analitico, o material de referéncia Montana Soil (NA 2710) também passou pelo
processo de digestdo quimica. Na digestdo, utilizou-se o forno micro-ondas
(Provecto Analitica) e 5 mL de acido nitrico P.A (MERCK). O programa utilizado foi
adaptado para o sedimento em suspensdo, o qual ficou 5 minutos a 330W, 10
minutos a 640W e 10 minutos a OW, para resfriamento da amostra. Ao final foram
filtradas e um volume de 5 mL de HNO3 a 5% utilizado para arrastar a amostra dos
tubos da digestdo e avolumadas para 30 mL com agua Milli-Q. O procedimento
aconteceu em capela de fluxo laminar. Posteriormente, as amostras foram colocadas

em refrigeracéo (5 °C) até a andlise em FAAS.

3.7 ANALISES PELA TECNICA DA ABSORCAO ATOMICA POR CHAMA — FAAS

Para a obtencdo da concentracdo dos elementos quimicos Cu e Zn no
Sedimento em Suspensdo e nos 6rgdos dos moluscos Littoraria coletados de
manguezais da Paraiba e Pernambuco foi utilizada a técnica de Absorcao Atémica
por Chama, modelo AA da Agilent, Figura 13.
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Figura 13 — Equipamento SpectrAA 220 da Varian/Agilent.

Fonte: AUTORA (2021).

As curvas analiticas foram construidas com solu¢Bes-padrédo da Merck,
contendo concentragcfes conhecidas dos elementos quimicos de interesse Cu e Zn.
Primeiramente, foram feitas as leituras do material de referéncia e do branco analitico
e em seguida foram feitas as leituras das amostras dos 6rgdos dos moluscos e
sedimentos em suspensao. As leituras aconteceram em duplicata e os resultados

obtidos foram colocados em tabelas para andlise estatistica dos dados.

3.8 CONTROLE DA QUALIDADE DOS PROCEDIMENTOS ANALITICOS

A estimativa de incerteza analitica foi obtida a partir da soma quadratica das
incertezas individuais referentes a precisao e a exatiddo segundo o
EURACHEM/CITAC Guide CG (ELLISON; WILLIAMS, 2012). Esses valores de
incertezas foram expandidos em nivel de 95% de confianca. Para validacdo do
procedimento analitico, utilizou-se o Niumero Na. Para nivel de confianca de 95%, a
faixa adequada para os resultados do Numero Na foi entre -1 e 1, conforme
recomendacao da NA 13528/2005.



46

E, = —obe—Xrer
wll Ut:-:bs + U;-?a F
1)
na qual,
Xobs = valor observado na analise do material de referéncia;
Xref = valor do certificado de analise para o material de referéncia,;
Uobs = incerteza analitica expandida em nivel de 95% de confianca do valor
obtido do material de referéncia;
Uret = incerteza analitica expandida em nivel de 95% de confianca do valor

certificado para o material de referéncia.

3.9 AREA DE ESTUDO E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO ESTUDO DE
CASO DE ALTAS CONCENTRACOES DE CU E ZN NO MANGUEZAL DO
ESPACO CIENCIA.

No Complexo de Salgadinho, o Parque Memorial Arcoverde apresenta 4 ilhas
de manguezais. Na maior dessas, encontra-se o Museu de Ciéncia Espaco Ciéncia.
No museu, esse manguezal € nomeado de Manguezal Chico Science e recebe
influéncia indireta do canal do Derby — Tacaruna (CUNHA; GUIMARAES, 2000;
FIGUEIREDO et al., 2003; BRANDAO et al., 2009; SANTOS, 2016).

Em razdo desse estudo ter como hipétese as concentracbes de Cu e Zn
influenciarem nos danos celulares da espécie, 0os seguintes estudos foram levados
em consideracao: o realizado por Mélo (2019), que quantificou em L. angulifera dos
animais do Rio Abiai menores concentracdes de Cu e Zn, quando comparado ao
manguezal do Parque memorial Arcoverde analisado por Mélo (2015) e o de Santos
(2016), que mediu danos genotdxicos e elementos quimicos em 6Orgaos de L.
angulifera do manguezal do Espago Ciéncia, quantificando altas concentracdes de
Cu e Zn (dados disponiveis na Tabela 6). E como os valores basais desses
elementos quimicos ndo sao conhecidos, esse estudo de caso foi proposto. De forma
complementar, houve a investigacdo em campo de h4bitos e comportamento de L.

angulifera, disponivel no Apéndice I.
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Tabela 6 — Concentracao de Cu e Zn em L. angulifera de manguezal da Paraiba — Rio Abiai
e de Pernambuco — Memorial Arcoverde e Espaco Ciéncia.

Manguezais Concentragdo em mg kg !
Cu Zn
*Rio Abiai 56 250
**Memorial Arcoverde 257 7797
***Espago Ciéncia 393 20600

*Resultados em parte mole (MELO, 2019);
** Resultados em parte mole (MELO, 2014)
*** Resultados em glandula digestiva (SANTOS, 2021)
Fonte: AUTORA (2021)

Em 25 de novembro de 2018, um total de 50 animais foram coletados do
manguezal do Rio Abiai (RA) e levados para o manguezal do Espaco Ciéncia (EC).
Contudo, apenas 28 animais foram analisados. Os animais foram pintados com tinta
esmaltada em sua concha de modo a diferenciar de onde vieram e 0s géneros (rosa
fémeas e azul machos). Dia 27 de novembro de 2018, todos foram transferidos para
arvores entre o pier da area movimento do museu, de forma aleatéria. Desde a
coleta, o experimento durou 228 dias, e desses, 226 foram nos manguezais. Os dois
dias entre a coleta e a introducéo da espécie no manguezal se deu para limpeza do
sistema digestivo (SANTOS, 2016). Algumas etapas do experimento podem ser

observadas na Figura 14.
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Figura 14 — Etapas do Ensaio de Bioacumulagcédo de Cu e Zn no manguezal do Espaco
Ciéncia no caramujo L.angulifera

Mapa com os manguezais utilizados nesse Animais do RA identificados e transferidos para

ensaio de bioacumulagio. arvores.

Arvores ao lado do pier na darea movimento
no EC que partici m do ensaio.

2

Tempo de exposicdo e nome das amostras

4 37d 86d 125d 156d 226d

rA-ec1 (D
rA - ez (D
ra - ec (D

RA - EC4

RA - EC5

Fonte: AUTORA (2021).

Os animais que compuseram a amostra chamada RA—-EC1 ficaram expostos
no manguezal EC por 37 dias. Os que foram denominados RA-EC2 ficaram no
manguezal por 86 dias. Aqueles que compuseram o grupo RA-EC3 ficaram por 125
dias, o grupo RA-EC4 ficou exposto por 156 dias e o ultimo grupo experimental, o
RA—-ECS5 ficou exposto por 226 dias. Também foram coletados caramujos endémicos
do manguezal do EC para realizacdo das analises. Para verificacdo de danos
genéticos pela consequéncia da exposicdo ao EC, aplicou-se o ensaio cometa na
hemolinfa dos caramujos de metodologia adaptada de Singn et al. (1988). O
acompanhamento das concentracfes de Cu e Zn nas amostras de parte mole do
caramujo L. angulifera aconteceram por FAAS no CRCN/NE.

Para o ensaio Cometa foram utilizadas as solugdes, Gel de agarose de baixo
ponto de fuséo (LM); Gel de agarose padréo; solucdo de EDTA; solucao de hidréxido
de sadio (NaOH); tampéao fosfato alcalino (PBS), Solucéo de lise (2,5 M NacCl, 100
mM EDTA, 1 M NaOH, 10 mM Tris, 1% Triton X-100, e 10% DMSO) ajustada para
pH 10 e Tampao de eletroforese (1M NaOH, 200 mM EDTA) ajustado para pH > 13.
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As laminas histologicas foram lixadas e limpas com detergente, agua e alcool
(70%). Coletou-se aproximadamente 60uL (3 gotas) de hemolinfa de L. angulifera,
homogeneizados com 100 pyL de solugdo de 0,5% de agarose LM a 37°C. Esse
procedimento foi realizado na auséncia de luz (Etapa fotossensivel). O material
homogeneizado foi depositado nas laminas previamente banhadas em agarose
padrdo, para sO entdo ser adicionada a laminula sobre o material. O processo de
solidificacéo da agarose ocorreu por resfriamento das laminas a 4°C em refrigerador
por 10 minutos. Apds o resfriamento, as laminulas foram retiradas e as laminas
imersas em solucdo de lise a 4°C durante 72h. Ao término, as laminas foram
embebidas por 20 minutos em solucdo tampéo a 4°C (para desnaturar o material
genético). Apos finalizagdo da confeccdo da lamina, essas foram submetidas a
corrida de eletroforese por 20 minutos a 40 V/cm e 300 mA e postas em uma solugéao
de neutralizacao (0,4 M Tris-HCI, pH 7,5) por 15 minutos. Por fim, as laminas foram
fixadas, por imersdo em etanol absoluto durante 5 minutos, e armazenadas a 4°C
até a andlise microscopica.

Para leitura em microscopio de fluorescéncia Nikon H550L no aumento de
400x as laminas foram previamente coradas com 50uL de corante SYBR Safe
(Invitrogen) diluido em agua destilada na proporcao 1:500. Para analise, um total de

100 nucleoides foram avaliados em triplicata.

3.10 ANALISES ESTATISTICAS

Nas variaveis dependentes e independentes estudadas foram aplicadas
estatistica descritiva, métodos estatisticos univariados e multivariados, para
observar os tipos de distribuicdo e correlacao entre os resultados obtidos. Todas as
analises foram realizadas com auxilio do software STATISTICA 10 (STATSOFT,
2011).

3.10.1 Genotoxicidade em Littoraria angulifera de diferentes manguezais

Foi aplicada a estatistica descritiva estratificada por estado e local associada
com a frequéncia de Micronucleo — MN, Binucleacdo — BN e Apoptose — AP, além

do teste de normalidade de Shapiro Wilk (p>0,05). ApGs observar as diferencas
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significativas entre os grupos (p<0,05), foi feita a analise de variancia com o teste de
Tukey. A frequéncia das variaveis relacionadas com a genotoxicidade em L.
angulifera obtida pelo ensaio do micronucleo foi analisada assumindo a distribuicdo
de Poisson com proporgédo p para n amostras com estimativa de desvio-padrao
s = p(1-p)/n¥2, Baseado nessa distribuicdo, o intervalo de confianca de Wald, em
nivel de 95% de confianga (za2 = 1,96), foi escolhido por apresentar aplicabilidade
em teste de micronucleo para a espécie estudada (BARBOSA SANTOS, 2017).
Nesse teste, para obtencdo dos limites superiores e inferiores em nivel de 95% de

confianca, foi aplicada uma correcéo para p (WILSON, 1927) a partir da Equacéo 2:

<, s,
p+2::1i*q| n +4r£3
=
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)

3.10.2 Cobre e Zinco em Sedimento em Suspenséo, 6rgaos e hemolinfa de

Littoraria angulifera

As concentracdes e incertezas analiticas combinadas foram obtidas a partir da
soma quadratica das incertezas e expandidas em nivel de 95% de confianca
(ELISON; WILLIAMS, 2012). A qualidade do procedimento analitico foi estabelecida
pelo nimero EN para as andlises de Sedimento em Suspensdo e Orgaos. Pela
auséncia de material de referéncia que fosse utilizado por ingestao direta no AAS,
foram calculadas incertezas mais altas que as demais variaveis na analise da
hemolinfa. Os resultados foram apresentados por estatistica descritiva, fingerprint e

analise de grupamento.

3.10.3 Analise morfométrica dos espécimes coletados nos manguezais de

Pernambuco e Paraiba

Nessa analise foi aplicada a estatistica descritiva estratificada por estado, local

e género, onde foi realizado o teste de normalidade de Shapiro Wilk (p>0,05) e
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Andlise de variancia de dois critérios. A diferencas significativas entre 0os grupos
(p<0,05) em conjunto com o teste de Tukey foram utilizadas para comparar as

variareis.

3.10.4 Correlacao entre Cu e Zn e genotoxicidade em hemolinfa

Foi aplicada a correlacdo de Spearman para observar as interacdes entre 0s
grupos, associando as concentracdes de Cu e Zn em hemolinfa e 6érgdos com os

resultados observados do teste do micronucleo.

3.10.5 Mutagenicidade pelo teste cometa no ensaio da contaminacédo de Cu e
Zn.

Os cometas observados foram classificados em dois parametros (COLLINS et
al., 2008): o indice de Dano (ID) e a Frequéncia de Dano (FD%). O ID classifica os
cometas em cinco classes, da classe 0 a classe 4, de acordo com o comprimento da
cauda e a intensidade. Na classe 0 estdo 0os cometas sem danos causados pela
exposicao; a classe 1 corresponde a cometas com danos minimos; classe 2 a
cometas com danos médios; classe 3 a cometas com danos intensos; e a classe 4
corresponde aos cometas com danos maximos. ID total = 0.(n° de cometas classe

0) + 1.(n° classe 1) + 2.(n° classe 2) + 3.(n° classe 3) + 4.(n° classe 4).

O segundo parametro, FD%, ser& calculado como a porcentagem de todos o0s
cometas danificados (classe 1 a classe 4) em relacdo ao total de células contadas,
gue vai da classe 0 a classe 4 (n° total). Neste caso, foi aplicado o seguinte calculo:

[(Ne total de cometas — N° de cometas categoria 0)100]
FDU =

Ne total de cometas
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises de animais da espécie Littoraria angulifera para cada manguezal
estudado foi realizada com a finalidade de estabelecer a concentracdo de Cu e Zn
presente em 6rgaos do corpo do animal e hemolinfa e associar esta presenca aos
possiveis efeitos bioldgicos. Também foi estudado o sedimento em suspensédo das
aguas onde foram coletados os moluscos, para avaliacdo da presenca de Cue Zn e
desta forma associd-los como uma das fontes de contaminacao dos moluscos. Para
obter estes resultados foram realizados bioensaios e técnicas analiticas nucleares.

Os resultados podem ser verificados nos tépicos a seguir.

4.1 QUALIDADE DO PROCEDIMENTO ANALITICO

Para quantificar, em manguezais da Paraiba e Pernambuco, Cu e Zn nos
Sedimentos em Suspensao, nos 6rgdos e no corpo inteiro de Littoraria angulifera,
analisou-se, concomitantemente, as solu¢des padrdo, o branco analitico e materiais
de referéncia para garantir a qualidade do procedimento analitico. Os resultados dos
materiais de referéncia analisados por FAAS para Sedimento em Suspens&o,
Orgéos e corpo de L. angulifera estio apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores obtidos e certificados (mg.kg™), incertezas analiticas expandidas para 95% de
confianca e valores de Numero Na para os materiais de referéncia analisados por FAAS

NA 2710 Montana Soil

) Valor Obtido Valor Certificado
Analito NUumero Na
Média Incerteza Média Incerteza
Cu 3648 + 616 3420 + 50 0,4
Zn 4079 + 1159 4180 + 150 -0,1
TM 01 IPEN
Cu 10,0 + 1,7 11,3 + 1,7 -0,3
Zn 102,1 =+ 29 1185 =+ 9,5 -0,5

NA 2710= Material de referéncia Sedimento em Suspenséao;
TM 01 IPEN = Material de Referéncia Org&os.
Fonte: AUTORA (2021).

As concentragfes dos elementos quimicos estiveram em concordancia com 0s

valores certificados com incertezas analiticas expandidas em nivel de 95% de
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confianca. A qualidade dos procedimentos analiticos foi comprovada a partir dos
valores do Numero Na, que estiveram entre -1 e 1 (NA 13528 2005), para os
elementos quimicos quantificados nos materiais de referéncia (Tabela 7). Com isso,
assume-se que o0s procedimentos analiticos empregados garantem a correta
determinacdo de Cu e Zn em L. angulifera (6rgaos e parte mole) e os sedimentos

em suspensao dos manguezais amostrados.

4.2 GENOTOXICIDADE DE CARAMUJOS DA ESPECIE LITTORARIA
ANGULIFERA EM MANGUEZAIS DA PARAIBA E PERNAMBUCO

De uma mesma amostra de hemolinfa fez-se o teste do micronucleo e a
andlise por GFAAS para a quantificacdo de Cu e Zn. Na andlise das laminas foram
observados hialindcitos e granuldcitos, bem como a presenca de Micronucleo (MN),
Binucleacdo (BN) e Apoptose (AP) nestas células, que podem ser observados na

Figura 15.

Figura 15 — Imagens dos danos celulares encontrados nas células analisadas.

Imagem A: Micronlcleo apontado em seta, B: Binucleagdo apontadas em setas, C: Apoptose.

& B C
\‘ ——

Fonte: AUTORA (2021)

As frequéncias de Micronucleo, Binucleacéo e Apoptose celular, obtidas por

meio do teste do micronucleo estao descritas na Tabela 8.
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Tabela 8 — Frequéncia de alteracdes celulares como: micronucleo, binucleacédo e apoptose nos
hemdcitos de L. angulifera de manguezais dos estados da Paraiba e Pernambuco.

Local Total de Total de Frequéncia (%)
animais hemécitos  Micronlcleo  Binucleacéo Apoptose
BC 5 5000 4,5 1,0 0,7
BM 5 5000 4,2 1,3 0,6
P8 RA 5 5000 3,9 2,3 0,0
PO 5 5000 7,4 3,1 0,7
BT 5 5000 4,2 0,9 0,7
Ccv 5 5000 4,0 0,2 1,0
PE MF 5 5000 51 1,2 1,3
RF 5 5000 7,2 5,0 7,3

Manguezais da Paraiba (PB) Barra de Camaratuba — BC, Barra de Mamanguape — BM, Rio Abiai —
RA e Pontinhas — PO e de Pernambuco (PE) Barra de Catuama — BT, Carne de Vaca — CV, Maria
Farinha — MF e Rio Formoso — RF

Fonte: AUTORA (2021).

Com um total de 5000 células contadas por manguezal estudado, o0s
resultados com valores mais altos para apoptose foram dos manguezais de
Pernambuco: Carne de Vaca (1,0%), Maria Farinha (1,3%) e Rio Formoso (7,3%).
Percentuais tdo altos para apoptose quanto encontrado para o Rio Formoso séo
descritos em estudos laboratoriais de exposicdo a contaminantes. Siqueira et al.
(2021), expuseram moluscos Biomphalaria glabrata a concentragéo 50mg.L* de lodo
domeéstico por 48 horas observando uma frequéncia de apoptose proximo a 10% (em
3.000 células contadas). Enquanto em estudo realizado por Lima et al. (2018),
também com o gastrépode B. glabrata, observaram aproximadamente 10% de
células em apoptose (em 3.000 células contadas) ao expd-lo a 0,25mg. L™ do
pesticida oxyfluorfen. Ndo ha dados na literatura sobre exposicdo de Littoraria
angulifera a contaminantes em laboratério. O Unico estudo do teste do micronucleo
realizado na espécie foi em campo, em que nele Santos (2016) encontrou para AP
frequéncia de 0,35% (4.000 células contadas) em manguezais da regido
metropolitana do Recife (O manguezal do Espaco Ciéncia). Com isso, 0s resultados
observados para AP indicam haver uma elevada fonte de poluicdo antropica na
regiao, que por sua vez esta induzindo a morte celular.

A varidvel binucleagéo foi maior para os animais dos manguezais da Paraiba:
RA (2,3%) e PO (3,1%) e para Pernambuco os dos manguezais MF (1,2%) e RF

(5%), esse ultimo apresentou frequéncia maior que a soma de todas as binucleacdes
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dos outros manguezais do estado de Pernambuco. Os valores encontrados podem
ser considerados elevados, visto que em trabalho realizado por Santos (2016) com
L. angulifera do manguezal “antropizado” do Espaco Ciéncia a frequéncia média de
Binucleacao foi de apenas 0,2% (para 4.000 células contadas), resultado 10 vezes
menor que o encontrado nos animais do Rio Abiai. Os valores sao elevados também
ao serem comparados com dados de outras espécies de gastropodes, 0s quais 0s
pesquisadores também avaliaram a presenca de binucleagdo nos hemacitos. Na
pesquisa de Lima et al. (2019) com o gastropode B. glabrata a frequéncia de
Binucleacdo foi de 0,6% (3.000 células contadas) ao expor o caramujo a
concentracdo de 200 nM de CdTe. Em estudo de Montalvdo (2019), com o bivalve
Anodontites trapesialis expostos a lixiviados de bituca de cigarro a binucleacdo
também foi observada, porém néo quantificada. Esses e outros estudos descritos na
literatura (SILVA et al., 2010; ARCAUTE et al., 2016) sugerem que a presenca de
binucleacdo nos hemacitos estédo relacionadas ao processo de defesa a agentes
mutagénicos, servindo assim como indicador de atividades antrdpicas. Os altos
valores encontrados principalmente nas variaveis AP e BN nos hemocitos dos
animais de RF (Pernambuco), sugerem que o0s animais desse manguezal
encontram-se sobrevivendo em grave estresse ambiental.

Para a variavel micronucleo, todos os resultados foram elevados, porém a
maior frequéncia foi observada na hemolinfa dos caramujos do manguezal de PO
(7,4%), na Paraiba, e em Pernambuco: MF (5,1%) e RF (7,2%). Podemos considerar
essas frequéncias bem elevadas para essa variavel. Tanto para analise de MN in
situ, como mostra o estudo realizado por Pinheiro et al. (2013), que encontrou maior
frequéncia de 0,4 % de MN no crustaceo de manguezal Ucides cordatus em Cubatéo
— SP (10.000 células contadas), e o realizado por Santos (2016), que quantificou a
maior frequéncia de células micronucleadas em 0,3% (em 4.000 células contadas),
para espeécie L. angulifera em manguezal do Espaco Ciéncia, localizado em um
centro urbano. Quanto para analise de MN ex sito, como mostram os trabalhos de
Silva (2010) que, ao expor o Biomphalaria glabrata a radiagdo de dose de 45 Gy,
obteve uma frequéncia de 0,3 % (em 3.000 células contadas). Souza (2015) que
observou a frequéncia de 0,3% de células micronucleadas no gastrépode Helix
aspersa (3.000 células contadas) exposto em local com alto teor de carvdo mineral
com concentracao elevada de enxofre e Montalvdo (2019) em seu trabalho com o

bivalve Anodontites trapesialis expostos a lixiviados de bituca de cigarro em
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concentracdo 10x mais alta que disposta em trabalho na literatura, de 2000 células
analisadas observou frequéncia de MN em 0,2 %. A maior frequéncia de MN
observada para esse estudo € semelhante a encontrada em trabalhos com
mexilhdes biomagnificantes (VILLELA et al., 2006; GEREMIA, 2015), fortalecendo a
hipétese de que as pressbes antropicas nesses locais estdo elevadas e vém
causando danos as células dos espécimes, principalmente os que habitam os
manguezais do estado da Paraiba: PO e Pernambuco: CV, MF e RF.

Para verificar a diferenga estatistica entre as variaveis analisadas no teste do
micronucleo (AP, BN e MN), aplicou-se o teste Shapiro Wilk para observar a
normalidade dos resultados (p>0,05). Apenas a variavel MN (p = 0,334) apresentou
distribuicdo normal. Para essa variavel fez-se os testes de analise de variancia (p <=
0,005) seguido pelo teste de Tukey e foi observada diferenca significativa na
frequéncia de MN dos animais do manguezal de PO na Paraiba.

Durante a coleta, pescadores de Pontinhas informaram do perigo da regido e
foram observados, juntamente com produtos lubrificantes e ferramentas, restos de
pecas de motos. A equipe acreditou se tratar de um local de desmanches. O que
levou a hipdtese: Sera que os produtos utilizados como lubrificantes e/ou o
combustivel dos veiculos podem estar contaminando o ambiente e interferindo na
saude da espécie? Por sua vez, mesmo apresentando um resultado estatistico
significativo, a frequéncia de MN em Rio Formoso é bem préxima a de Pontinhas, e
devido ao grupo realizar trabalhos na regido ha alguns anos tem-se observado o
acréscimo de atividades turisticas e 0 aumento de barcos.

Nos trabalhos mencionados anteriormente para mexilhdes que realizam a
biomagnificacdo de metais pesados Villela et al. (2006) encontraram no mexilh&o
dourado Limnoperna fortunei, ao exp6-lo a 1,88 pg/mL de sulfato de cobre (CuSOa)
por 24h, uma frequéncia 8,7% de micronucleos entre as 4.000 células contadas,
enquanto Geremia (2015) quantificou nos hemdécitos dos mexilhdes Perna perna
encontrados na Plataforma de Tramandai — RS uma frequéncia de 6,25% de MN em
1000 ceélulas contadas. Esses resultados fortalecem a hipotese de a¢des antropicas,
especificamente as relacionadas a poluicdo ambiental pela utilizagdo de produtos
guimicos e combustiveis fésseis, ambas fontes de metais pesados, tanto nos barcos,
guanto nas motos, serem uma possivel fonte dos danos celulares observados na

espécie L. angulifera dos manguezais de PO (Paraiba) e RF (Pernambuco). O
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intervalo de confianca de Wilson aplicado para as variaveis AP, BN e MN podem ser

analisados na Tabela 9.

Tabela 9 — Resultados do intervalo de confianca em nivel de 95% de confianca (IC95%), para as
variaveis micronucleo — MN, binucleacéo — BN e apoptose — AP de Manguezais de PB e PE.

Estatistica descritiva

Frequéncia (%)

Local Variavel
N p S w- w+
BC 5000 0,009 0,0013 0,0068 0,0120
BM 5000 0,0084 0,0013 0,0062 0,0113
RA MN 5000 0,0078 0,0012 0,0057 0,0106
PO 5000 0,0148 0,0017 0,0118 0,0185
BC 5000 0,002 0,0006 0,0011 0,0036
BM 5000 0,0026 0,0007 0,0016 0,0044
RA BN 5000 0,0046 0,0010 0,0031 0,0069
PO 5000 0,0062 0,0011 0,0044 0,0088
BC 5000 0,0014 0,0005 0,0007 0,0028
BM 5000 0,0012 0,0005 0,0006 0,0025
RA AP 5000 0 0,0000 0,0004 0,0004
PO 5000 0,0014 0,0005 0,0007 0,0028
BT 5000 0,0084 0,0013 0,0062 0,0113
Ccv 5000 0,008 0,0013 0,0059 0,0108
MF MN 5000 0,0102 0,0014 0,0078 0,0134
RF 5000 0,0144 0,0017 0,0115 0,0181
BT 5000 0,0018 0,0006 0,0010 0,0034
Ccv 5000 0,0004 0,0003 0,0002 0,0013
MF oN 5000 0,0024 0,0007 0,0014 0,0041
RF 5000 0,01 0,0014 0,0076 0,0131
BT 5000 0,0014 0,0005 0,0007 0,0028
CcVv 5000 0,002 0,0006 0,0011 0,0036
MF AP 5000 0,0026 0,0007 0,0016 0,0044
RF 5000 0,0146 0,0017 0,0117 0,0183

n = tamanho da amostra; p = propor¢cao média; s = desvio padrdo da proporcao p.
Manguezais da Paraiba (PB) Barra de Camaratuba — BC, Barra de Mamanguape — BM, Rio Abiai — RA e
Pontinhas — PO e de Pernambuco (PE) Barra de Catuama — BT, Carne de Vaca — CV, Maria Farinha — MF e

Rio Formoso — RF
Fonte: Autora (2021)

Os resultados do intervalo de confianga de Wilson estéo representados como

barra nos graficos das Figuras 16 e 17. Eles mostram indicios estatisticos de

diferencas entre as propor¢bes médias em nivel de 95% de confianca para os
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manguezais estudados de cada estado.

Na Figura 16 € possivel observar o resultado do intervalo de confianca de Wilson
em nivel de 95% de confianga das variaveis AP, BN e MN dos animais dos
manguezais da Paraiba estudados.

Para o Micronucleo, observa-se a diferenca significativa dos animais de
Pontinhas — PO quanto a proporcdo média para todos 0s outros manguezais
estudados (RA, BM e BC). Quanto a Binucleacdo os manguezais Barra de
Mamanguape — BM e Barra de Camaratuba — BC apresentaram indicios de diferenca
estatistica do manguezal PO, mas ndao do manguezal Rio Abiai — RA. Para a variavel
Apoptose, 0s manguezais ndo apresentaram indicios de diferenca significativa,
exceto os animais de RA, contudo, em razdo dos valores serem iguais a zero, esse
resultado tem forte indicio de também néo ser significativamente diferente em nivel

de 95% de confianca.

Figura 16 — Intervalo de confian¢a de Wilson a 95% de confian¢a dos danos citotoxicos observados
nos espécimes dos manguezais da Paraiba-PB.

Micronucleo PB Binucleacao PB
PO _— PO
——— ———
———1— BM C—— BM
OBC OBC
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0 0,005 0,01

Apoptose PB

PO

: RA
—— BM
OBC

-0,001 0 0,001 0,002 0,003

BC- Barra de Camaratuba, BM — Barra de Mamanguape, RA — Rio Abiai, PO — Pontinhas
Fonte: AUTORA (2021).

Na Figura 17 as variaveis AP, BN e MN representadas sdo de animais dos
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manguezais de Pernambuco. A variavel Micronucleo em animais de Barra de
Catuama — BT e Carne de Vaca — CV apresenta indicios de diferencas estatisticas
de Rio Formoso — RF. Quanto a Binucleagéo, os animais do manguezal CV diferem
de todos os outros manguezais, os manguezais BT e MF tem indicios estatisticos de
similaridade, porém diferem de RF. Para a variavel Apoptose, 0os animais dos
manguezais BT, CV e MF diferem de RF.

Figura 17 — Intervalo de confianga de Wilson a 95% de confianga dos danos observados nos
espécimes dos manguezais de Pernambuco-PE.

Micronucleo PE Binucleacdo PE
— RF RF
0
————1— cv = cv
0 0,005 0,01 0,015 0,02 QBT -0,001 0,004 0,009 0,014 OBt

Apoptose PE

—1 RF
MF
——
= v
OBT
0 0,005 0,01 0,015 0,02

BC- Barra de Camaratuba, BM — Barra de Mamanguape, RA — Rio Abiai, PO — Pontinhas
Fonte: AUTORA (2021).

Com o intervalo de confianca de Wilson, que considera a propor¢cdo media das
variaveis do teste do micronucleo utilizados nesse estudo, ha indicios significativos
gue o numero de 5000 células contadas para analisar a genotoxicidade de cada
manguezal representa chances de 95% de confianca de serem a representacao da
populacéo, refutando a necessidade de analise de 10.000 células (PINHEIRO et al.,
2013).

O teste do micronldcleo € um teste genotoxico rapido que mede danos
estabelecidos em um grupo de células. Este teste foi utilizado neste trabalho com

moluscos da espécie L. angulifera para observar a relacdo dos impactos
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antropogénicos aos possiveis danos ao sistema de defesa destes moluscos
(SANTOS, 2016). Para compreender se ha correlacdo desses danos com a
capacidade de acumular Cu e Zn em seus o6rgaos foi realizado andlise

espectrométrica desses elementos presentes em sua hemolinfa.

4.3 CONCENTRACOES DE CU E ZN EM HEMOLINFA DE CARAMUJOS L.
angulifera COLETADOS EM MANGUEZAIS DA PARAIBA E PERNAMBUCO

Concentragdes de Cu e Zn foram quantificadas na hemolinfa de caramujos da
espécie L. angulifera pela técnica de Absorcdo Atdmica por Forno de Grafite —
GFAAS, os experimentos foram realizados em duplicata e os resultados estédo
apresentados na Tabela 10. A média das concentracdes em ppm (mg.kg™) e as
incertezas expandidas calculadas a partir da leitura do padrdo analitico estdo
descritas abaixo, considerando a incerteza analitica expandida de 40% (valor
admitido para andlises ambientais (KISSLING et al., 2007; SANTOS, 2016;
SCHMILDT, et al., 2017).

Tabela 10 — Concentragdes médias dos elementos quimicos em mg.kg, nimero de amostras (n) e
incerteza analitica expandida em nivel de 95% de confianca (em %) da hemolinfa de caramujos L.
angulifera de manguezais da Paraiba — PB (Barra de Camaratuba- BC, Barra de Mamanguape —
BM, Pontinhas — PO e Rio Abiai — RA) e Pernambuco — PE (Barra de Catuama — BT, Carne de
Vaca — CV, Maria Farinha — MF e Rio Formoso — RF).

Estado Local N cu il
Média U(%) Média U(%)
BC 5 36801 7822 0,42 0,038
BM 5 40091 8521 0,48 0,043
P8 PO 5 46953 9979 0,81 0,073
RA 5 42728 9081 0.50 0.045
BT 5 22215 230 0,85 0,098
Ccv 5 25656 265 0.69 0.079
PE MF 5 20646 213 1,19 0,137
RF 5 24789 256 0,64 0,0748
n= namero de animais U — Incerteza expandida

Fonte: AUTORA (2021).
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Para o elemento quimico Cu as maiores concentracdes foram observadas na
hemolinfa dos animais da Paraiba, com concentracdo média de 41.643 mg.kg™
Enquanto em Pernambuco, as concentracbes médias ficaram em torno de
23.326 mg.kg*. Sobre esse elemento quimico, sabe-se que se trata do principal
componente da hemolinfa desses animais (GIBSON et al., 2016). No organismo, a
caréncia de cobre leva a uma deficiéncia humoral, mas as consequéncias do
excesso sao pouco conhecidas (SANTOS, 2005). Contudo, as altas concentracdes
observadas nos animais da Paraiba podem estar associadas a contaminacgéo desses
manguezais, pois 0 acumulo de cobre no meio ambiente pode ocorrer devido a acdes
antropicas oriundas de processos industriais, sejam por fungicidas utilizados em
atividades agricolas, ou uso de canos de cobre ou soldas (ZHANG et al., 2018). Pela
tendéncia a concentrar esse elemento na glandula digestiva e gbnadas (SANTOS,
2016), acredita-se que o excesso de Cu na hemolinfa seja reflexo dessa acumulacéo
no 6rgédo e em todo o organismo (MELO, 2019).

Para Zn, as maiores concentracdes foram observadas na hemolinfa de animais
de PO (0,81 mg.kg?) na Paraiba e MF (1,19 mg.kg?) em Pernambuco, no qual os
animais de MF acumularam mais Zn em sua hemolinfa que os de PO. Os animais
coletados nos manguezais de Pernambuco acumularam mais Zn do que o0s
encontrados na Paraiba, apontando haver excesso desse elemento quimico nesses
manguezais. Esse excesso de Zn nos manguezais PO (PB) e MF (PE) também foi
observado por Mélo (2019) em analise de tecido mole de L. angulifera (PO — 690
mg.kg? e MF — 1.650 mg.kgt). Nenhum dado foi encontrado sobre a presenca de Zn
na hemolinfa de L. angulifera, sendo esse estudo o primeiro a ser realizado na
espécie. Todavia, sabe-se que tem funcdo essencial no sistema imunoldgico
(SANTOS, 2005). Os animais do manguezal de PO (7,4%) apresentaram maior
frequéncia de MN para o estado da Paraiba, levando ao questionamento: altas
concentracbes desse elemento quimico na hemolinfa poderiam contribuir para o
dano genotdxico? Associar 0s danos citotoxicos e genéticos nas células do sistema
de defesa (hemacitos) destes moluscos exclusivamente as concentracdes de Cu e
Zn guantificadas ainda ndo é possivel, em razdo de outros elementos quimicos
toxicos ndo terem sido quantificados, como o As, com altas concentra¢cdes no
manguezal de RF em Pernambuco e PO, na Paraiba (MELO, 2019).

Os dados de citotoxidade nas células de defesa na hemolinfa sdo originais e de

grande importancia. A analise de elementos quimicos em hemolinfa é descrita na
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literatura para outras espécies de moluscos, contudo ndo apresentam testes
genotoxicos associados (SANTOS et al. 2005; NUNES 2009; BUA et al. 2017). Os
trabalhos associam as diferentes concentracbes dos elementos quimicos a
contaminacdo ambiental e hébito alimentar. Assim, esse estudo comprova uma
citotoxicidade proporcional a concentracdo dos elementos quimicos no ambiente,

fortalecendo o uso dessa espécie em estudos de biomonitoracao.

4.4 CONCENTRACOES DOS ELEMENTOS QUIMICOS CU E ZN EM ORGAOS DE
L. angulifera DE MANGUEZAIS DA PARAIBA E PERNAMBUCO

A concentracdo de Cu e Zn nos manguezais da Paraiba BC- Barra de
Camaratuba, BM — Barra de Mamanguape, RA — Rio Abiai, PO — Pontinhas e de
Pernambuco BT- Barra de Catuama, CV — Carne de Vaca, MF — Maria Farinha, RF
— Rio Formoso foi quantificada pela técnica analitica Absor¢do Atémica por Chama
— FAAS. As solucdes das amostras foram analisadas em duplicata e as médias
quantificadas foram corrigidas pelo Branco e Fator de diluicdo. A incerteza analitica
expandida, produto da incerteza combinada com um fator k, foi de 20%. Este método
de andlise é utilizado rotineiramente no SEAMB para analise das amostras no FAAS.

As concentracdes meédias, os valores minimo e maximo dos elementos
quimicos Cu e Zn em mg kg?, bem como o desvio padrdo (DP) e o nimero de
amostras (n) estdo apresentados nas Tabelas 11 e 12. E possivel observar as
concentracfes dessas variaveis para os 6rgaos: glandula digestiva — GD e demais
componentes da massa visceral — DCMV dos caramujos L. angulifera dos

manguezais de Pernambuco e da Paraiba abaixo (Tabela 11).
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Tabela 11 — Estatistica descritiva estratificada das concentracées de Cu e Zn em mg.kg-1 nos
orgaos Glandula Digestiva — GD e Demais Componentes da Massa Visceral —- DCMV de L.
angulifera nos manguezais estudados do estado de Pernambuco e da Paraiba.

) Zn Cu
Estado Local Orgéo N
Média DP Minimo Maximo Média DP Minimo  Maximo
BC GD 5 775,01 282,79 361,76 1043,25 55,72 8,76 48,38 70,90
BC DCMV 5 83,19 18,59 61,91 106,02 61,43 12,53 41,46 72,58
2436,56 1082,94 1163,8 3617,67 115,04 43,17 68,55 176,62
BM GD 5
9
BM DCMV 5 205,96 56,49 128,73 282,39 72,04 9,01 62,71 85,23
PB
3033,73 212,62 2802,3 3316,52 1381,03 354,13 1003,82 1843,74
PO GD 5
6
PO DCMV 5 200,94 30,81 177,09 252,10 257,08 93,29 199,70 422,14
RA GD 5 1052,45 228,64 830,10 1388,94 75,40 29,02 47,19 117,77
RA DCMV 5 93,15 34,56 49,62 145,47 58,93 10,97 45,50 73,52
BT GD 5 1338,24 366,85 851,39 1801,69 115,38 15,79 89,96 133,04
BT DCMV 5 104,13 27,93 75,62 139,67 54,80 10,12 39,24 66,26
1250,1
CcVv GD 5 2080,54 529,77 0 2597,62 173,76 86,30 95,92 314,74
PE CcVv DCMV 5 241,29 261,45 85,80 703,71 61,74 10,71 47,63 72,38
MF GD 5 3535,08 2074,45 717,80 5652,39 1227,79 414,47 750,51 1744,13
MF DCMV 5 1839,97 1985,01 274,39 4656,09 186,06 25,72 158,85 216,78
RF GD 5 494,49 124,55 330,40 662,85 63,11 11,14 55,81 82,52
RF DCMV 5 84,71 32,62 57,91 138,70 49,12 7,15 42,42 58,80

Manguezais da Paraiba (PB) Barra de Camaratuba — BC, Barra de Mamanguape — BM, Rio
Abiai — RA e Pontinhas — PO e de Pernambuco (PE) Barra de Catuama — BT, Carne de Vaca — CV,
Maria Farinha — MF e Rio Formoso — RF
Fonte: AUTORA (2021).

A partir da quantificacéo dos elementos quimicos Cu e Zn nos orgaos GD, P

e DCMV, altas concentracdes foram encontradas na glandula digestiva de L.

angulifera, corroborando ao trabalho de Santos (2016), que observou elevada

capacidade de acumulacéo desse 6rgédo em L. angulifera do manguezal do Espago

Ciéncia (393 mg kgtde Cu e 20.600 mg kgtde Zn). Altas concentracées de Cu e Zn

em hepatopancreas de outras espécies de invertebrados também sao citadas na

literatura. Como os estudos de Green e Walmsley (2013), em joaninhas da espécie
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Coccinella septempunctata e Bordon et al. (2016) em estudo realizado com espécie
de siri Callinectes danae em estuario antropizado. Especificamente para o Zn, o
estudo de Pagano et al. (2017) com o bivalve Mytilus galloprovincialis observou
danos mais evidentes nos hemacitos que nas células da glandula digestiva. Todos
justificam as elevadas concentractes de Cu e Zn no hepatopancreas/ ou glandula
digestiva por se tratar de um 6rgdo que € responsavel pela detoxificacdo do
organismo pela agdo das enzimas da familia das metalotioneinas presente nestes
animais.

As maiores concentracées de Cu e Zn, foram respectivamente 1.23 mg.kgte
3.53 mg.kg?! na GD dos animais de Maria Farinha — PE e 1.38 mg.kg™* e 3.03 mg.kg?
na GD dos animais de Pontinhas em PB, manguezais cujo animais também
apresentaram altas concentracdes desses elementos quimicos na hemolinfa,
possibilitando que seja feito com a espécie L. angulifera estudos de bioacumulacéo,
sem necessitar do sacrificio dos animais, bem como a biomonitoracdo de
manguezais utilizando os mesmos espécimes.

Para a analise de Cu e Zn em 6rgaos, as maiores concentracdes encontram-
se nos animais dos manguezais de Pontinhas na Paraiba e Maria Farinha em
Pernambuco, corroborando a relacdo observada por Mélo (2019) para corpo todo de
L. angulifera nesses mesmos manguezais. Ha uma relacdo na absorcdo desses
elementos quimicos nos 6rgdos: os locais que mais acumulam Cu, também sao os
que mais acumulam Zn, semelhante ao que ocorre na hemolinfa. Essa caracteristica
foi observada no 6rgdo DCMV dos animais da Paraiba (Cu = 257 mg.kg? e Zn = 201
mg.kg! em PO) e de Pernambuco (Cu = 186 mg.kg* e Zn = 1.834 mg.kg* em MF)
e no pénis dos animais da Paraiba (Cu = 47 mg.kg* e Zn = 742 mg.kg* em PO) e
de Pernambuco (Cu = 78 mg.kg? e Zn = 764 mg.kg! em MF). Nos DCMV a
concentracédo de Zn foi maior nos animais encontrados nos manguezais de Maria
Farinha — PE que nos de Pontinhas — PB, correspondendo ao observado na analise
de Zn na hemolinfa dos animais desses manguezais, 0 que reforca a viabilidade de
estudos de biomonitoracdo de manguezais pela analise da hemolinfa.

Nos orgdos DCMV dos animais que ndo apresentaram elevadas
concentracdes de Cu e Zn, (como nos DCMV do manguezal de BM), foi observada
uma alta concentracédo de Zn (206 mg.kg?) que nédo foi acompanhada de uma alta
concentracdo de Cu (72 mg.kg™). Segundo Dvorac et al. (2019), em invertebrados

aquaticos a acdo da metalotioneina pode ser induzida por ions de Zn. Como sua
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atuacdo se concentra no armazenamento de ions metélicos enzimaticos e
metabdlicos, ha um limiar de Zn que nao foi alcancado no organismo do animal e,
por sua vez, ndo induziu a acumulacdo de Cu nos érgaos dos L. angulifera desses
manguezais.

Para analise do 6rgao pénis — P, por se tratar de um 6rgédo de pouca massa,
nao foi possivel analisar mais de 1 amostra por manguezal, o total de individuos que

compdem cada n pode ser observado na Tabela 12.

Tabela 12 — Estatistica estratificada das concentracdes médias de Cu e Zn em mg.kg! no Pénis — P
de L. angulifera nos manguezais estudados do estado de Pernambuco e da Paraiba.

Estado Local N Individuos Zn Cu
BC 1 16 537,43 43,06
BM 1 21 547,16 28,96
°B PO 1 29 742,01 47,21
RA 1 19 411,21 22,26
BT 1 25 441,28 32,82
(64Y) 1 25 438,20 58,72
PE MF 1 23 763,58 78,34
RF 1 26 364,35 26,66

Manguezais da Paraiba (PB) Barra de Camaratuba — BC, Barra de Mamanguape — BM, Rio
Abiai — RA e Pontinhas — PO e de Pernambuco (PE) Barra de Catuama — BT, Carne de Vaca — CV,
Maria Farinha — MF e Rio Formoso — RF.
Fonte: AUTORA (2021).

Esse 6Orgdo, por se tratar de uma estrutura reprodutiva, pode auxiliar no
caminhamento desses elementos quimicos para fémeas e por sua vez, para 0S 0VoS
e larvas. Nos manguezais de Barra de Camaratuba (PB) e de Maria Farinha (PE),
mesmo com numero de machos menor, altas concentracées foram observadas,
indicando haver nesses manguezais algum estoque desses elementos quimicos.
Para analisar a correlacdo entre a presenca de Cu e Zn com os 6rgaos dos moluscos
encontrados nos diferentes manguezais, foi realizada a padroniza¢ao dos dados e,
posteriormente, analise fatorial por componentes principais. Estes resultados foram
utilizados na construcdo de dendrograma da analise de grupamento, analise de
Cluster.

Esses dendrogramas foram criados combinando os grupos de pares

ponderados e a distancia de Chebyshev. Para melhor observag¢do do agrupamento,
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a escala de Log-1 foi aplicada no dendrograma. A analise de agrupamento leva em
consideracédo a semelhanca entre os vetores das médias, permitindo diferenciar as
condi¢bes ambientais independentes, mensuradas por variaveis dependentes. Por
se tratar de um dendrograma criado pela métrica méaxima, a interpretacdo dos
resultados se da do centro para as pontas, no qual no centro estdo agrupadas as
variaveis com menores concentracdes de Cu e Zn e nas extremidades as de maior
concentracdo. Na figura 18, se observa o dendrograma dos 6rgdos de Littoraria

angulifera.

Figura 18 — Dendograma das cargas fatoriais para os érgaos de Littoraria angulifera: Demais
componentes da massa visceral (DCMV), Glandula digestiva (GD) e Pénis (P)

Weighted pair-group average
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GD DCMVY DCMV DCMV DCMV DCMV P P P GD P GD

Fonte: AUTORA (2021).

E possivel observar fortes relacées entre os grupos de 6rgdos estudados
quanto a acumulacdo de Cu e Zn. Foram nos oOrgaos Pénis (P) e Demais
Componentes da Massa Visceral (DCMV) as variaveis com menor concentragdo de
Cu e Zn. As Glandulas Digestivas, por estarem nas extremidades, sao 0s 6rgaos que
apresentaram uma maior concentracdo dos elementos quimicos estudados.

Contudo, as relagcbes entre GD de alguns manguezais sao fracas por eles estarem
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mais distantes. O segundo dendrograma construido com 0s componentes principais

para o fator Manguezal desse estudo encontra-se na Figura 19.

Figura 19 — Dendograma das cargas fatoriais dos manguezais da Paraiba Barra de Camaratuba
(BC), Barra de Mamanguape (BM), Rio Abiai (RA) e Pontinhas (PO) e de Pernambuco Barra de
Catuama (BT), Carne de Vaca (CV), Maria Farinha (MF) e Rio Formoso (RF).
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Fonte: AUTORA (2021).

A mesma interpretacdo ocorre para esse dendrograma, ha fortes correlacdes
entre os grupos RF, RA, BC e BT, que sao os locais com menores concentracoes de
Cu e Zn para DCMV. As correlacdes entre 0s grupos podem ser sobrepostas e,
dessa forma, é possivel observar que o processo de acumulagdo nos Demais
Componentes da Massa Visceral dos animais de MF se assemelha a acumulagéo
na Glandula Digestiva de Carne de Vaca, pois ambos se encontram agrupados a
esquerda do dendrograma.

Com o objetivo de compreender as vias de acumulacdo de Cu e Zn pelos
orgaos, tambeém foi realizada a analise desses elementos quimicos no sedimento em

suspensao dos manguezais estudados. A hipbtese de serem os Sedimentos em
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Suspensdo a via do excesso de Cu e Zn encontrado em L. angulifera foi uma
hipdtese levantada por Franca et al. (2017) que mostrou ser o SS o compartimento

gue mais acumula o Zn em manguezal urbano.

4.5 SEDIMENTO EM SUSPENSAO (SS) EM ESTUARIOS DOS MANGUEZAIS DA
PARAIBA E DE PERNAMBUCO

Os manguezais da Paraiba e de Pernambuco foram analisados quanto a
concentracdo de Cu e Zn no Sedimento em Suspensao, as concentracdes médias e
incertezas podem ser observadas na Tabela 13.

Tabela 13 — Concentragdo de Cu e Zn em Sedimento em Suspensao nos manguezais da Paraiba e
Pernambuco estudados.

Estado Local Cu (mgkg™) Zn (mg-kg™)

média U% Média U%

BC 2,35 0,40 -1,27 -0,36

BM 2,61 0,44 1,29 0,37

FB RA 12,60 2,13 3,64 1,04
PO 12,73 2,15 24,18 6,87

CvV -23,58 -3,98 21,21 6,03

BT 5,79 0,98 5,39 1,53

PE MF 16,87 2,85 19,29 5,48
RF 1,15 0,19 10,29 2,93

U — Incerteza expandida a 95%. Da Paraiba: Barra de Camaratuba (BC), Barra de
Mamanguape (BM), Rio Abiai (RA) e Pontinhas (PO) e de Pernambuco: Barra de Catuama (BT),
Carne de Vaca (CV), Maria Farinha (MF) e Rio Formoso (RF).

Fonte: AUTORA (2021).

Os valores foram colocados em grafico que distribui os manguezais no sentido
Litoral Norte para Sul (Figura 20), comec¢ando do ponto mais a jusante, 0 manguezal
de BC e terminando em RF. Por isso, ndo serdo pormenorizados os estados a que
esses pertencem. Em SS de CV, o resultado da quantificagéo de Cu foi fora do limite
de deteccdo e a concentracdo de Zn para BC também, por esta razdo foram
identificadas em vermelho.

Segundo a resolucao 353/2005 do CONAMA (BRASIL 2005) para 4gua salobra,

a qual se enquadra agua de estuario, na classe 2 sdo enquadradas as aguas que



69

podem ser destinadas a pesca amadora e a recreacao de contato secundario, 0s
padrées de parametros inorganicos de Cu dissolvido é de 0,0078 mg.kg™ e de Zn
total é de 0,12 mg.kg™*. Os valores dos sedimentos em suspenséao retirados das
adguas dos manguezais estudados para esses dois elementos quimicos inviabilizam
seu uso como classe 2, s6 podendo ser utilizada, de acordo com a resolu¢do, como
classe 3, em que ndo ha parametros para os elementos quimicos, pois a destinacéo
SO aconteceria para navegacdo e harmonizacdo paisagistica. O que néo foi o
observado durante as coletas. Pescadores e/ou viveiro de carcinicultura foram

observados em todos os manguezais estudados.

Figura 20 — Concentra¢gBes médias (mg.kg?) de Cu e Zn de sedimentos em suspensao em fungéo
dos manguezais da Paraiba e de Pernambuco analisados.
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Fonte: AUTORA (2021).

Os elevados valores de Cu observados no SS de PO (12,7 mg.kg?), RA (12,6
mg.kg?) e MF (16,9mg.kg?), em novembro de 2018, também foram encontrados no
Rio Ipojuca em maio (11.4 mg.kg™) e em setembro (10.8 mg.kg?) de 2014 em estudo
de Silva et al. (2015). Os autores justificaram as variacdes serem em razédo da
diminuicao das chuvas durante os meses de coleta. Todavia, neste estudo nao houve
flutuacdo de temporadas, por isso as altas concentragcdes de Cu devem-se a
influéncia de contaminacdo antropica como sugerem Zhang et al. (2018) e Qiao et
al. (2020).

Os resultados elevados de Zn no SS de PO (24,2 mg.kg?), CV (21,2mg.kg™?),
MF (19,3 mg.kg™?) e RF (10,3 mg.kg?) podem estar relacionados a agricultura e
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utilizacao de fertilizantes nos solos, bem como eliminacao de residuos poluentes da
atmosfera pelas industrias (MARIANI, 2006) devido ao posicionamento geografico
desses manguezais. Silva et al. (2015) acreditam serem 0s estuarios os estoques de
elementos tragos, afinal apenas cerca de 10% dos elementos traco transportados
pelos rios desaguam no mar (MARTIN; WHITFIELD, 1983).

Os resultados elevados de Cu e Zn em PO e MF corroboram ao observado nesse
estudo, pois séo os locais em que 0s caramujos se encontram com excesso desses
elementos nos 6rgaos e na hemolinfa. O excesso de Zn em CV pode ser em raz&do
desse receber algum efluente do Rio Tracunhaém que margeia o manguezal de PO,
levando a fortes indicios que os animais de CV que ainda ndo apresentam excesso
de Zn em seus 6rgdos e hemolinfa podem estar no inicio do seu processo de
contaminacgao, como sugere Dvorac et al. (2019), devendo assim, haver nessa regiao
uma maior biomonitoracdo desses animais, com a finalidade de observar e
esclarecer duvidas quanto ao processo de bioacumulacéo. Os valores mais altos de
Zn em RF podem estar associados a crescente pressdo antrépica nesse manguezal
em decorréncia de atividades turisticas relatadas nesse trabalho, e corroborada por
Santos (2016) e Mélo (2019), que estudaram o manguezal de RF.

A concentracao alta de Cu em RA também pode ser em raz&o da proximidade a
PO. Ainda n&o h& nos animais indicios dessa acumulacéo.

Buscando compreender possiveis relacbes entre danos genotoxicos, a
acumulacao e a presenca dos elementos quimicos Cu e Zn no SS de manguezais

dos estados de PE e PB fez-se um levantamento da morfometria de L. angulifera.

4.6 MORFOMETRIA DE MACHOS E FEMEAS NOS MANGUEZAIS DE
PERNAMBUCO E PARAIBA

Foram analisadas as variaveis dependentes Largura, Comprimento da concha e
Massa do animal com a concha a média e o desvio padrao dos valores obtidos de
todas as varidveis foram agrupados na Tabela 14. O minimo de individuos
analisados foi 52 e 0 maximo foi de 55 por manguezal estudado.

No manguezal paraibano PO houve um maior numero de machos. Porém, o
maior numero de fémeas presentes nos outros manguezais estudados corrobora ao
estudo de Zeidan et al. (2020) que relata que, em manguezais da Bahia, também

com L. angulifera, observaram mais fémeas que machos.
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Os moluscos coletados na Paraiba apresentaram média de comprimento entre
21,83-27,39 mm, a média de comprimento nos de Pernambuco variou de 19,83 e
25,96 mm. A média da largura para os animais da Paraiba foram de 1,81-1,46 mm,
enquanto para Pernambuco a variacdo da média foi de 1,59-2,77 mm. Para a variavel
massa, nos animais da Paraiba pesaram entre 1,69 — 3,25 g e 0s animais de

Pernambuco entre 1,53 — 3,05 g.

Tabela 14 — Estatistica descritiva estratificada por Estado, Local e Género das variaveis

morfométricas utilizadas em L. angulifera, Comprimento, Largura e Massa.

N Comprimento- cc Largura — Il (mm) Massa—m (g)

Estado Local Sexo (mm)
Individuo Média P Média P Média P

s

BC F 36 24,31 2,16 12,67 1,20 2,78 0,65
BC M 16 23,94 1,88 12,56 1,03 2,68 0,52
BM F 33 25,79 2,16 13,52 1,06 2,95 0,64
BM M 21 24,52 1,81 12,86 0,96 2,66 0,52
FB PO F 26 21,96 1,91 11,73 1,00 1,69 0,34
PO M 29 21,83 2,12 11,31 1,04 1,70 0,37
RA F 36 27,39 2,46 14,47 1,28 3,25 0,74
RA M 19 26,84 2,06 14,21 1,03 3,16 0,57
BT F 28 25,96 2,62 13,93 1,15 2,52 0,61
BT M 25 24,96 1,88 13,40 0,76 2,21 0,49
CVv F 30 21,80 1,85 11,33 0,76 1,53 0,27
Ccv M 25 22,08 2,18 11,32 1,14 1,53 0,38
PE MF F 29 20,10 1,59 10,59 0,87 1,68 0,41
MF M 23 19,83 2,17 10,30 1,06 1,53 0,50
RF F 29 25,00 2,41 12,72 1,36 3,02 0,64
RF M 26 24,92 2,77 12,38 1,30 3,05 0,71

Manguezais da Paraiba (PB) Barra de Camaratuba — BC, Barra de Mamanguape — BM, Rio Abiai — RA e
Pontinhas — PO e de Pernambuco (PE) Barra de Catuama — BT, Carne de Vaca — CV, Maria Farinha — MF e
Rio Formoso — RF.

Fonte: Autora (2021).

O tamanho dos animais foi maior nos manguezais da Paraiba BC e RA. Os
maiores animais presentes em manguezais de PE foram encontrados em Barra de

Catuama. Todos 0s manguezais citados anteriormente foram o0s que menos
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acumularam Cu e Zn, tanto em 6rgaos, quanto na hemolinfa, e também foram
observados menos danos genotoxicos nos hemdécitos dos animais desses
manguezais, fortalecendo o sugerido por Freitas (2019), que tamanho e idade sé&o
proporcionais e para atingirem maiores tamanhos devem estar em ambientes
equilibrados, e, por isso, com menos impacto antropogénico.

Os menores animais foram encontrados em PO (para as fémeas cc: 21,96
11:11,73 m: 1,69 e para os machos cc: 21,83 II: 11,31 m:1,70) na Paraiba e em
Pernambuco em CV (para as fémeas cc: 21,80 1:11,33 m:1,53 e para os machos
cc: 22,08 1I: 11,32 m:1,53) e MF (para as fémeas cc: 20,10 1:10,59 m:1,68 e para 0s
machos cc: 19,83 II: 10,30 m:1,53).

O menor tamanho observado nos animais de PO e MF pode estar relacionado
a maior pressdo antrépica dessas areas de estudo mostrado nesse trabalho, com os
elevados valores de Cu e Zn na hemolinfa, nos érgdos dos espécimes e no
Sedimento em Suspensdo do manguezal. Os trabalhos de David (2019) no Ceara e
Zeidan et al. (2020) na Bahia, também observaram individuos da espécie L.
angulifera com menor comprimento de concha em locais mais urbanizados,
corroborando aos resultados encontrados neste trabalho, refutando a hipotese
sugerida por Chaves (2002); Melo et al., (2012) que animais de tamanho maior se
encontrariam em ambientes mais antropizados, todavia que para alcancarem o
tamanho maior precisariam sobreviver por mais tempo no ambiente.

Para observar uma diferenca estatistica entre as variaveis e analisar os dados,
aplicou-se o teste de normalidade de Shapiro Wilk (p>0,05). Os histogramas estéo
apresentados na Figura 21. Nele observa-se a distribuicdo normal nos resultados
das variaveis comprimento NA e massa (P) nos grupos de fémeas (F) e machos (M)
dos animais da Paraiba (C/F p = 0,06; P/F p=0,13; C/M p =0,52; P/M p =0,16). A
variavel largura nédo teve distribuicdo normal, dessa forma néo foi aplicada no teste
estatistico, e segundo David (2019), essa variavel ndo é eficiente morfometricamente

para expressar o comprometimento do ambiente.
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Figura 21 — Histograma do teste de normalidade de Shapiro Wilk agrupados por género de
cada variavel dependente analisada nos animais de PE e PB
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Fonte: AUTORA (2021).

Nas variaveis que apresentaram resultados normais, foi aplicado o teste de
variancia (ANOVA) a dois critérios. A diferenca foi significativa entre machos e
fémeas dos manguezais da Paraiba quanto a massa e o comprimento. Utilizamos o
teste Tukey de comparacfes multiplas e foi observado p = 0,000 para as variaveis
agrupadas quanto ao comprimento da concha e a massa. Para o género p = 0,048 e

para o local p = 0,042. As diferencas observadas séo significativas, mas nao séo
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dependentes, ndo sendo possivel observar interacdo entre os fatores analisados
(género, tamanho, massa e local). Segundo teste de Tukey, houve diferenca
significativa entre os géneros para a massa e o comprimento dos animais de PO e

RA, como mostra a Tabela 15.

Tabela 15 — Teste de Tukey para as variaveis massa e comprimento de conchas de caramujos L.
angulifera da Paraiba e de Pernambuco

Variavel Local Média 1 2 3 4 5

BC 24,19 CEEES
B M 25,30 *kkk *kk*k

Comp.
PO 21,89 Fkokx
RA 27,20 kokk
BC 2,75 ik
BM 2,84 Fhkk

Massa
PO 1,70 Hkx
RA 3,22 b

Fonte: Autora (2021).

4.7 CORRELACAO ENTRE TESTES GENOTOXICOS E CONCENTRACAO DE
CU E ZN EM CARAMUJOS LITTORARIA ANGULIFERA

Para testar a correlacdo entre todas as variaveis estudadas fez-se o teste de
correlacdo de Spearman com resultados entre 1 e -1 para explicar o grau de
correlacdo. As variaveis Cu e Zn, dos 6rgaos GD e DCMV, Hemolinfa, Micronucleo,
Binucleacao e Apoptose foram padronizadas e analisadas. Os resultados podem ser
observados na matriz da Figura 22.

Foi possivel observar correlagdes entre 0 Zn da hemolinfa com o Cu dos DCMV
(0,5), o Cu quantificado na hemolinfa com a Apoptose (-0,5), MN com BN (0,6), Cu
e Zn dos DCMV (0,6), porém, como os valores das correla¢cdes sao baixos, esses
resultados sao classificados como moderados. Pela auséncia de estudos que
analisem os danos celulares, bem como a concentracdo de outros elementos
quimicos na hemolinfa e/ou 6rgdos, deve haver correlacdes entre os danos e os

elementos quimicos que esses animais acumulam ainda desconhecidos.
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Figura 22 — Matriz de correlacao de Sperman relacionando Cu e Zn com 6rgaos, hemolinfa,
micronucleo, binucleacao e apoptose em células de L. angulifera.
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Fonte: AUTORA (2021).

Nesse trabalho também foram observadas fortes correla¢des (>0,7 ou >-0,7) ou
correlagdes significativas para as Zn da GD com Zn e Cu dos DCMV (0,7 cada), Cu
da GD com Zn e Cu dos DCMV (0,7 cada) e Cu e Zn da GD (0,7). Reafirmando a
relacdo e interacdo que ha entre esses elementos quimicos nos 6rgaos e tecidos de

L. angulifera. Dados semelhantes foram encontrados por Santos (2016).

4.8 ESTUDO DE CASO: CONTAMINACAO DE CU E ZN EM CARAMUJOS L.
angulifera DO RIO ABIAI INTRODUZIDOS NO MANGUEZAL DO ESPACO
CIENCIA

Os resultados observados para a concentragdo de Cu e Zn na parte mole dos
caramujos e o indice e frequéncia dos danos genéticos estdo descritos na Tabela
16. Para os valores de Cu e Zn, a analise ocorreu em duplicata, para avaliacdo do

dano genético, em triplicata, e cada lamina composta por um unico animal.
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Tabela 16 — Concentracao de Cu e Zn em corpo e avaliacdo de dano genético em hemdcitos de L.
angulifera durante ensaio de bioacumulacéo de 226 dias.

Amostra Dia Cu (mg.kg™) Zn (mg.kg™)
S S " Média U% Média U% ® FD O6)

RA* 1 10 56 3 250 60 - -
RA-EC1 37 8 53 14 283 13 - -
RA-EC2 86 8 57 15 346 16 103,00 + 10,82 94,67 £ 2,08
RA-EC3 125 3 87 23 866 40 104,00 + 16,70 92,67 £ 7,51
RA-EC4 156 3 76 20 1396 65 112,67 £ 4,04 91,33 £ 2,08
RA-EC5 226 3 59 16 547 26 17,83+ 1,76 16,67 £ 1,53

EC 365 3 89 24 780 36 17,00 £ 1,73 17,8+ 1,73

n — Total de individuos por amostra.
* - Valores presentes em Mélo (2019).
U — Incerteza expandida a 95%.
ID — indice de Dano, média e desvio padr&o.
FD — Frequéncia de Dano, média e desvio padréo.
RA — Rio Abiai
EC — Espaco Ciéncia
Fonte: AUTORA (2021).

Em estudo realizado por Mélo (2019) com L. angulifera do Rio Abiai ndo houve
andlise de dano genético, dessa forma n&o ha valores de indice e Frequéncia de
Dano (ID e FD, respectivamente). Foi atribuido ao valor encontrado nos animais do
RA o dia 1 e dos animais que vivem no EC 365 dias, 1 ano. Na primeira coleta
(RAECL1), realizada em janeiro de 2019 (37 dias) ndo havia sido testado o ensaio
cometa na espécie, por isso a auséncia de resultados de ID e FD. O total de
individuos por amostra foi alterado, apds a primeira coleta uma das arvores em que
os animais foram transferidos, em funcdo de chuvas, caiu. Tentou-se na segunda
coleta (RA-EC2), em fevereiro (86 dias), manter o n de L. angulifera, todavia na
terceira coleta (RA-EC3), em abril (125 dias), poucos animais estavam na arvore
restante e trés foi o numero de animais utilizados para o teste do cometa, assim
também foi o n de L. angulifera coletado e utilizado nas analises seguintes (RA-EC4
em maio e RA-EC5 em julho).

As variaveis foram padronizadas e testadas quanto a sua distribuicdo normal
(p>0,05) e observou-se distribuicdo normal para os dias de exposicao (p=0,69)
valores de Cu (p = 0,06) e Zn (p=0,16), e ndo normal para ID (0,02) e FD (0,01).
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Assim, foram aplicadas as correlacdes de Pearson e Spearman respectivamente.
N&o foi observada correlacao entre as variaveis Cu e Zn, contudo, de acordo com o
teste de Spearman ha uma correlacdo forte e negativa (-0,9) entre o tempo de
exposicao e a FD, ou seja, quanto maior o tempo de exposi¢do, menor o percentual
de danos genéticos.

Na Figura 23 é possivel observar os danos no DNA causados pela exposicéo
dos animais do RA no EC. Os danos genéticos ocorreram de forma crescente até o
156° dia de exposi¢do, nos ultimos 70 dias os valores observados nos animais
transferidos se assemelharam aos dos endémicos. Caracteristica observada por
Villela (2006), que ao aumentar o tempo de exposicdo do mexilhdo dourado
Limnoperna fortunei nas maiores concentragcdes de CuSO#, observou que o dano
genético foi menor. Esse mecanismo também foi observado por Pagano (2017) em
células de glandula digestivas de Mytilus galloprovincialis expostas 72h e 7 dias a
CdCI? e ZnCI?. Em trabalho de Siqueira et al. (2021), também ocorreu 0 mesmo
processo, em 15 dias de exposi¢cdo a esgoto doméstico, caramujos Biomphalaria
glabrata apresentaram menor dano genético que em 48 horas. Havendo nesses
moluscos um limiar de dano que o organismo pode receber, porém, uma exposi¢ao
prolongada ativa processos celulares de controle de dano.

A flutuacdo na concentracdo de Zn nos animais coletados em RA-EC3 para
RAEC4 foi observada também no Indice de Dano, levando a hipotese desse
elemento quimico esta relacionado ao dano no DNA (ensaio cometa) e no
cromossomo dos hemdécitos (teste do Micronucleo), ambos realizados neste
trabalho. A maioria das células analisadas apresentou grau 1 de fragmentacao
durante as primeiras analises, isso deve-se a exposicdo a elementos quimicos
toxicos presentes no manguezal do EC (PAIVA, 2014; PAIVA et al., 2015; MELO,
2014; SANTOS 2016)
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Figura 23 — Distribuicdo dos cometas em Frequéncia e indice de Dano causadas pela exposicio
dos hemacitos de L. angulifera em manguezal antropizado. As categorias estao indicadas pelos
nameros e sombreamento, a partir do branco (categoria 0) até a cor cinza escuro (categoria 4).
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Fonte: AUTORA (2021).

Esses elementos quimicos nos organismos dos moluscos levam a formacéo de
espécies reativas de oxigénio, como peréxido de hidrogénio, anions superoxido e
radicais hidroxila, que por sua vez promovem estresse oxidativo celular e danos ao
DNA (SIQUEIRA et al., 2021). A hipotese que 0 estoque para o contato dos animais
de L. angulifera a altas concentracdes de Cu e Zn se confirma pela analise do SS do
RA e EC apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17 — Valores de Cu e Zn em Sedimento em Suspensado nos manguezais do Rio Abiai e no
Espaco ciéncia.

Cu (mg.kg™?) Zn (mg.kg™?)
Local
média U% Média U%
RA 13 2 4 1
EC 123 21 652 185

U — Incerteza expandida a 95%
Fonte: AUTORA (2021).

Elevados valores de Zn em SS para a regido haviam sido quantificados
(LYRA, 2015; FRANCA et al., 2017). Contudo a diferenca entre as concentracdes do
SS de RA e EC para Zn é maior que 100x e nado havia sido analisado
concomitantemente a testes genotdxicos. Para Cu, a diferenca entre as
concentracdes sdo de quase 10x, ambas refletidas nas altas concentracdes desses
elementos na parte mole do animal. Esses resultados de SS em EC revelam que as
espécies que ainda resistem a esse impacto antropogénico podem ndo aguentar por
muito tempo e que esse estuario € uma agua inapta para qualquer atividade que néo
seja paisagistica ou de navegacdo, de acordo com a resolucdo 353/2005 do
CONAMA (BRASIL 2005).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A quantificacdo de elementos quimicos em hemolinfa é determinante na
realizacdo de biomonitoragdo ambiental em espécies de invertebrados com
baixa populacao.

No teste do micronucleo foram encontradas células binucleadas e em
apoptose. Juntamente com 0 ensaio cometa mostraram ser aplicaveis com
éxito na espécie Littoraria angulifera.

A glandula digestiva, dentre o pénis e os demais componentes da massa
visceral foi 0 6rgao que mais acumulou os elementos quimicos estudados (Cu
e Zn).

O sedimento em suspensédo € o compartimento chave para se iniciar estudos
de biomonitoracdo de Cu e Zn em manguezais, pois atuam como estoque
desses elementos quimicos.

Os manguezais urbanizados de PO em Pontinhas e MF em Maria Farinha
apresentam animais com maiores concentracdes de Cu e Zn em todos 0s
compartimentos biolégicos estudados, e sdao também 0s manguezais com
animais menores.

Processos de detoxificacdo de Cu e Zn séo realizados por L. angulifera
mesmo em ambientes com elevada pressao antrépica.

Danos genotoxicos em L. angulifera ndo podem ser justificados pela
acumulacao de Cu, porém o Zn pode estar relacionado a esses danos, sendo
necessaria analises com outros elementos quimicos na mesma espécie para
verificagdo desta hipotese.

Por fim, com esse trabalho pode-se compreender alguns aspectos biolégicos
e ecologicos de Littoraria angulifera, bem como elucidar questionamentos
relacionados ao acumulo de Cu e Zn pela espécie e registrar o primeiro ensaio
do cometa e analise de Cu e Zn em hemolinfa feito na espécie de caramujo

de manguezal L. angulifera.
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APENDICE A - DIARIO DE CAMPO

Diario de campo Manguezal Tamandaré (8°43’°29” S - 35°5’45”)

Dia 1 (07-04-2018) Horas em campo (4 horas)

Buscando area em que houvesse espécimes de Littoraria angulifera entre 10 e 11
horas.

Area apresentando muitas clareiras proximo a marina de Tamandaré, havia poucas
Rhizophora sp. e consequentemente auséncia de L. angulifera.

Quando area a ser observada foi encontrada constatou-se a presenca de animais jovens
(medindo < de 15mm).

Retornamos a area de observacéo e ficamos das 13 as 16 horas.

Nesse horario alguns animais apresentavam estado de torpor (fixados ao tronco pelo
muco na concha), enquanto outros pareciam ativos (presos ao tronco pelo pé), nao foi
observado relagéo entre o tamanho dos animais e o torpor.

Nesse dia foram marcados 6 animais (verde claro, azul claro, vermelho, rosa, roxo e

dourado) e os troncos em que estavam, para melhor localiza-los a posteriori.

Dia 2 (08-04-2018) Horas em campo (2:30 horas)

Fomos durante a chuva observar o habito dos animais marcados (9 as 9:30 horas).
Marcamos os Ultimos 3 animais observados (preto, verde escuro e azul escuro) também
marcando a arvore em que se encontravam.

Os animais rosa e dourado estavam muito proximos, porém nao foi observado copula.
Todos, com excec¢do do animal preto estavam em locais diferentes do que estavam no
dia anterior.

Havendo com isso a hipotese de apresentarem habito noturno.

Voltamos ao manguezal as 16h e ficamos até as 18h.

Os animais estavam mais ativos, quando comparados as visitas anteriores,
fortalecendo a hipétese de habito noturno, porém também havia chovido naquele dia
mais cedo, levantando a hipotese que ap6s a chuva eles ficam ativos.

Dos animais marcados 0s que permaneciam no lugar desde manha foram aqueles com
as cores preto e verde claro, porém ambos estavam em posicao diferente daquela do

dia anterior.
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Ao voltar a mover-se, 0s animais que estavam em estado de torpor defecam bastante
(esvaziam o sistema digestivo), contudo ndo foram vistos se alimentando.

Quando se movimentam movem bastante os tentaculos e passam os labios e radula por
onde passam, em um movimento de raspagem.

Seriam eles raspadores de microrganismos? Seriam limpadores, exerceriam funcéo

semelhante aos camardes? Ou peixe chupa pedra?

Dia 3 (09-04-2018) Horas em campo (2:30 horas)

Ficamos no manguezal das 8:30 as 9h e o animal preto estava proximo a outro, dando
a entender um comportamento de copula.

Voltamos as 14:30h e ficamos até as 16:30h

Coletamos casca de Rhizophora sp. para identificagdo em laboratério dos liquens
presentes.

Foi observado estrutura esbranquicada em troncos e foram trazidas para analise em
laboratério, ha a hipdtese de serem desovas.

Foi filmado inicio de copula entre azul e verde escuro.

Todos os animais marcados foram medidos e aqueles que estavam ativos, também foi
possivel identificar o sexo.

O caramujo marcado de azul escuro é uma fémea, um caramujo ndo marcado estava
apresentando intencdo de cépula, porém ndo aconteceu (0 caramujo macho nao

marcado, andou pela concha da fémea e saiu).

Dia 4 (10-04-2018) Horas de Campo (2:40 horas)

Ficamos no manguezal das 10:20 as 12h.

Os animais ndo estavam ativos, porém estavam em posicao diferente do dia anterior.
Para identificar a fémea azul, foi necessario mové-la e ela saiu do torpor.

Retornamos ao manguezal as 17h e ficamos até as 18h, os animais continuavam na
mesma posi¢do que estavam durante o dia.

Nao choveu durante esse dia.

Dia 5 (11-04-2018) Horas em Campo (2:40 horas)
Ficamos no manguezal das 10:20 as 12 horas.

Todos os animais haviam mudado de lugar, exceto o verde claro.



94

e Havia chovido mais cedo nesse dia, estiou umas 9 horas.

e Animais estavam mais ativos, porém pouco moveis.

e Foi fotografado o sexo de todos os animais marcados, exceto o do azul claro que ja
havia sido fotografado dia 09-04-2018.

e Foi observado e filmado possivel intencdo de cépula, contudo animais se afastaram
apo6s pequena interacdo, em seguida verificamos o sexo dos organismos envolvidos
nessa interacdo e ambos eram machos.

e Voltamos ao manguezal as 18:20 e saimos as 19:20 os animais estavam em posi¢oes
diferentes daquelas que observamos pela manha.

e Semelhante intencdo de copula e afastamento foi observada com outros dois machos
(dessa vez foi fotografado e ndo filmado).

e O animal marcado com dourado néo foi encontrado.
Dia 6 (12-04-2018) Horas em campo (1 hora)
e Ficamos no manguezal das 10:20 as 11:20

e Todos os animais marcados foram encontrados

Sexo, tamanho e cor dos animais marcados

Cor da
Marcacio Sexo Tamanho

Macho 17mm

Azul escuro Fémea 21mm

Dourado Macho 9mm

Preto Macho 24mm

Rosa Fémea 12mm

Macho 14mm

Verde claro Macho 15mm

Verde escuro Macho 15mm

Vermelho Fémea 17mm
Animais adultos comprimento > 15mm (aproximadamente 2 anos de

vida)




