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Resumo
Em meados do segundo semestre de 2019 grande parte dos recifes enfrentaram o
derramamento de petréleo no qual, estruturas do recife foram cobertas por 6leo impactando
toda a fauna que ali se encontravam. O estudo tem como objetivo observar, através da
alimentacdo e da analise de danos genéticos, o potencial do caranguejo Eriphia gonagra
como bioindicador de derramamento de petréleo. Os individuos foram mensurados e em
laboratério foram extraidos os estdbmagos para as analises de conteudo estomacal. Foram
realizadas coletas de sedimento nas praias e posteriormente a extracao e analise dos HPAs e
MT. Apb6s um ano do evento foram coletados animais e analisados danos de genoma
(Micronucleo e Ensaio Cometa) a fim de observar se existe persisténcia de contaminacéo.
Para o estudo de alimentacdo, os individuos foram coletados levando em consideracdo o
periodo do derramamento (ANT, DUR, DEP). As coletas de MC e EC foram realizadas apds
um ano do derramamento. No periodo do derramamento, os resultados apontam um aumento
nos niveis de HPAs e MT em Gaibu, foram encontradas diferencas nos itens alimentares,
principalmente praia de Carneiros, com uma alimentacdo rica em macroalgas. Os danos
genotdxicos revelaram uma pressdo moderada causada pela contaminacdo crénica, ndo
necessariamente correlacionada com o derramamento de 6leo de 2019. Na alimentacdo, dois
fatores sdo preponderantes para explicar os impactos causados alimentacédo da E. gonagra na
Praia de Carneiros. O primeiro, correlacionado com a diminuicdo das presas que morreram
apos a chegada do dleo, o segundo sdo os efeitos duradouros dos contaminantes (HPAs e
MT) na capacidade de predacdo da espécie. Os danos genéticos demonstram que a espécie é

exposta a contaminacdo crénica ndo havendo correlacdo direta com o derramamento.

Palavras-chave: Petrdleo. Alimentagdo. Genotoxicidade.



Abstract

In the middle of the second half of 2019, a large part of the reefs faced an oil spill in which
reef structures were covered by oil, impacting all the fauna found there. The study aims to
observe, through feeding and analysis of genetic damage, the potential of the crab Eriphia
gonagra as a bioindicator of oil spills. The individuals were measured and the stomachs were
extracted in the laboratory for stomach content analyses. Sediment collections were carried
out on the beaches and later the extraction and analysis of PAHs and Trace Metals. One year
after the event, animals were collected and genome damage analyzed (Micronucleus and
Comet Assay) to observe if there is a persistence of contamination. For the feeding study,
individuals were collected taking into account the spill period (ANT, DUR, DEP). For the
study, collections were carried out one year after the spill. During the spill period, the results
point to an increase in the levels of PAHs and MT in Gaibu, differences were found in food
items, mainly Carneiros beach, with a diet rich in macroalgae. Genotoxic damage revealed a
moderate pressure caused by chronic contamination, not necessarily correlated with the 2019
oil spill. In terms of food, two factors are predominant to explain the impacts caused by E.
gonagra feeding on Praia de Carneiros. The first has to be the decrease in prey that died after
the arrival of the oil, the second is the lasting effects of contaminants (HPAs and MT) on the
predation capacity of the species. Genetic damage demonstrates that the species is exposed

to chronic contamination, with no direct correlation with the spill.

Keywords: Petroleum. Feeding. Genotoxicity.
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1- Introducéao

As atividades de exploracdo de petroleo movimentam uma grande quantidade
monetaria, contudo suas acles estdo sujeitas a acidentes, tornando assim os eventos de
derramamento acidental um fendmeno comum, gerando estressores ambientais nas principais
areas produtivas (ANDRAWS et al., 2021). Em sua maioria, 0s acidentes com derramamento
de petroleo, sdo causados por abalroamento entre embarcacbes ou por encalhes em locais
rasos, que ocorrem proximo a costa, dentro de 10 milhas néauticas (ITOPF, 2020).

As rotas oceanicas sdo as melhores formas de transporte atualmente e cada vez mais
0 Brasil passa pelo aumento de rotas e fluxo de embarcacGes (TOURNADRE, 2014). Essa
expansdo possibilita e intensifica as chances de acidentes, 0 que aumenta os incidentes entre
embarcacdes, potencializando os riscos de derramamentos de petrdleo nas principais rotas
maritimas (MUSK, 2012). Desta forma, isso torna os impactos do derramamento de petroleo
em areas costeiras uma situacéo recorrente, ligada ao crescimento das atividades do setor,
tendo como problema o potencial de degradacéo que estes eventos podem causar ao ambiente
(SOUSA et al., 2013).

Dentre eles destacam-se 0s impactos econdmicos e turisticos associados a
contaminacdo (CHEONG, 2012; RIBEIRO et al., 2020). Neste contexto, associados a
presenca do 6leo no ambiente, existem também outros problemas que afetam, ndo apenas as
comunidades bioldgicas, mas também os seres humanos que dependem diretamente dos
recursos locais, podendo ocasionar uma série de problemas sociais, culturais e psicolégicos
(PALINKAS et al., 1993).

A partir do segundo semestre de 2019, fragmentos de 6leo comecaram a atingir a
costa brasileira, em especial na regido Nordeste, sendo reportadas manchas de 6leo desde o
litoral do Maranhdo até as praias do Rio de Janeiro (WWF, 2019; LESSA et al., 2021). Ap6s
analises geoquimicas forenses das amostras, os resultados demonstraram que as particulas
possuiam caracteristicas quimicas compativeis ao Oleo venezuelano (OLIVEIRA et al.,
2020). Estimativas apontam um volume de 6leo derramado variando entre 5000 e 12500m3,
a cerca de 700 km da costa, permanecendo desconhecido a fonte do derramamento e o real
causador desse desastre (LESSA et al., 2021; ZACHARIAS et al., 2021).

Uma série de fatores fizeram com que esse evento tivesse tal propor¢éo, a falta de
um real responsavel, algo que impossibilita as a¢bes de identificagdo do local do acidente, as
caracteristicas do 6leo, impedindo a répida deteccdo das manchas, além de uma série de

tomadas de decisGes governamentais tardias, que fizeram com que a comunidade civil tivesse
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que atuar no processo de limpeza e extracdo do 6leo (LOURENCO et al., 2020; PENA et al.,
2020). Toda essa juncéo de fatores auxiliou na ampliagdo do derramamento tornando assim
um dos maiores desastres ocorrido na América do Sul, como também um dos mais
importantes na regido tropical (SOARES et al., 2020 a, b; MAGALHAES et al. 2021).

Devido as caracteristicas do fisico-quimicas do dleo, apresentando uma densidade
maior que a 4gua, ndo houve uma flutuacdo na superficie marinha, impossibilitando assim a
visdo da deriva das manchas de 6leo, fazendo com que sua deteccdo S6 ocorresse muito
proximo a costa (LOURENCO et al., 2020) impedindo que houvesse uma agao preventiva e
bem mais eficaz. Devido a extensao do problema, impactos econdmicos e ambientais foram
reportados em 11 estados, 130 municipios e 1009 localidades, além de cerca de mais de 55
areas de preservacao costeira importantes para a manutencdo da vida marinha (SOARES et
al., 2020 a, b; IBAMA, 2020; MAGALHAES et al., 2021).

O efeito do 6leo varia conforme o ambiente impactado e o seu grau de sensibilidade
ao evento, tornando assim necessario a investigagdo dos possiveis fatores de estresse na fauna
(WAKE, 2005). No geral, os riscos estdo ligados ao potencial das manchas de 6leo atingirem
as principais areas mais produtivas junto a costa, como 0s mangues, estuarios e recifes que
possuem uma vasta variedade de organismos delicados, com as mais complexas
vulnerabilidades (GUNDLACH e HAYES, 1978). A presenca do petr6leo no ambiente
marinho possibilita a formacdo de uma série de compostos organicos tdxicos, que associado
a sua fragmentacdo em substancias secundarias, causam e potencializam ainda mais 0s danos
ambientais (ANDRADE et al., 2010).

Esses efeitos possuem duas atuacOes sobre a fauna, inicialmente um impacto agudo,
com a mortalidade muito grande dos animais, seguido pelos efeitos de médio e longo prazo
devido a presenca de residuos secundarios (SCHLACHER et al., 2011). Por isso, € necessario
0 monitoramento utilizando diversas ferramentas, além do uso de outros grupos de
bioindicadores, para avaliar a persisténcia dos efeitos e ter no¢do do real impacto
(BOLOGNESI et al., 2006; SCHLACHER et al., 2011). Dentre os ambientes marinhos, os
organismos que vivem nas regides entremarés sao passiveis a uma agdo maior do impacto
(SAMIULLAH, 1985; GARCIA et al., 2020).

A costa brasileira possui importantes areas produtivas para a manutencao da vida
marinha e dentre esses ambientes se encontram os recifes de arenito. Os recifes de arenito
sdo distribuidos entre a regido do Cabo de Sdo Roque, Rio Grande do Norte e a
desembocadura do Rio Séo Francisco, podendo ainda ter algumas formacdes avistadas no

litoral da Bahia e Espirito Santo, sendo 0 seu maximo encontrado entre as cidades de Recife,
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Pernambuco e Macei6, Alagoas (VILLACA, 2009). Estas formagdes recifais permitem atuar
como substratos suplementar para a colonizacgao de diversos invertebrados como poliquetas,
moluscos e crustaceos, formando assim microambientes adicionais, possibilitando que os
seres tenham diversos beneficios de um ambiente de grande energia (CACABELOS et al.,
2010; SARMENTO e SANTOS, 2012). Devido a sua baixa mobilidade os organismos
bentbnicos sdo fundamentais componentes na deteccao de perturbacfes ambientais. Segundo
Elmgren et al. (1983) um derramamento de petréleo pode atuar na fauna bentbnica e
dependendo do grau essa acdo pode reverberar por grande tempo necessitando assim uma
investigacao sobre os efeitos na fauna.

Historicamente, os recifes de arenito, j& passam por perturbacdes antropicas devido
ao seu apelo turistico e a formacdo de piscinas naturais o que gera atrativo principalmente
nessas areas (DEBEUS e CRISPIM, 2008). Com presenca humana intensa aliados ao aporte
de efluentes agem de forma substancial sobre a fauna que ali residem gerando assim presséo
sobre toda a comunidade (BROSMAN e CRUMRINE, 1994; MARINHO et al., 2012;
VASCONCELOS etal., 2019). Além de todo o impacto ja existente houve também a chegada
de extensa manchas de petroleo que cobriu partes consideradas dessas formacdes.

Diversos trabalhos que foram desenvolvidos ao longo do tempo mostram, em sua
maioria, os efeitos sobre o derramamento de petréleo envolvendo peixes e moluscos bivalves
(BOLOGNESI et al., 2006; FRANCIONI et al., 2007; BOLOGNESI e HAYASHI, 2011;
BARSIENE et al., 2012; GIANNAPAS et al., 2012; WHITEHEAD et al., 2012;
DELUNARDO et al., 2015; MARTINOVIC et al., 2015). Contudo 0s crustaceos decapodes
sdo um dos importantes veiewlos na deteccdo de impactos, uma vez que conseguem absorver
e metabolizar em seu corpo uma série de componentes quimicos do ambiente no qual estao
inseridos (FIRAT etal., 2008; BAYRAKLLI, 2021). Estes animais conseguem mostrar efeitos
desde a sua fase larval e na fase adulta podem acumular altas concentrac6es de compostos de
origem petrogénica, sejam elas HPAs e MTs, e com isso transferir para nichos troficos
superiores (ROCHA et al., 2012; IHUNWO e IBEZIM-EZEANI, 2021, KARAM e AL-
WAZZAN, 2021). E dessa forma entender os efeitos letais e subletais que o dleo vem a
provocar nesses animais sdo importantes uma vez que tais acdes podem afetar a populagédo
que se encontram inseridas no local (GILTZ e TAYLOR, 2017).

Em uma mesma populacdo, os individuos podem responder de diversas formas,
fatores como sexo e periodo de vida pode tornar mais ou menos susceptivel ao impacto
(ZENGEL et al., 2016; CAMPELO et al., 2021; SANTANA et al., 2022a), alterando padrdes

populacionais ou até mesmo o recrutamento das espécies. Outro padrdo de resposta a ser
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observado sdo as alteracbes fisiologicas e morfoldgicas que podem aparecer em no
organismo dos caranguejos ao contato com o contaminante. De forma aguda, além da morte
dos animais danos em partes externas do corpo, principalmente patas e carapacas sdo comuns
e observadas, além de alteracdes internas como dano em branquias e outros 6rgaos, causando
complicagcbes para esses individuos (FELDER et al., 2014; PHUKAOKAEW e
SUKHSANGCHAN, 2019). Os componentes que sdo liberados na agua, podem agir no
sistema nervoso dos animais causando efeitos neurotoxicos influenciando diretamente em
padrdes de respostas comuns para a espécie, sejam eles movimentos de fuga, pastagem ou
construgdes de galerias intensificando assim uma pressao nas espécies (CULBERTSON et
al., 2007).

Os decépodes consistem em um grupo muito diversificado. Segundo De Graves et
al., (2009) cerca de 14.334 espécies sdo descritas para a ordem, sendo reportado para o Brasil
mais de 500 espécies (AMARAL e JABLONSKI, 2005). Estes animais possuem uma ampla
distribuicdo ocorrendo desde as éareas polares até as regides tropicais, sendo a sua maior
diversidade nessa area (BOSCHI, 2000). Dos decapodes, uma quantidade expressiva de
espécies faz uso dos recifes de arenito, tornado essas areas essenciais na manutencao da vida
desse grupo (SOUZA, 2018).

Dentre os crustaceos decapodes habitantes dos recifes de arenito do litoral brasileiro,
estd a espécie Eriphia gonagra (Fabricius, 1781). Pertencente a familia Eriphiidae, sendo a
Unica espécie do género que ocorre na costa brasileira, a—espéeie tem a sua ocorréncia
documentada principalmente no Atlantico Oeste, estendendo-se desde as Bermudas até a
Patagonia e na costa brasileira, sendo comumente encontrada habitando os costes rochosos
e recifes de arenito, sob pedras e cavidades localizadas na regido entremarés até cinco metros
de profundidade (PINHEIRO et al., 1997; MELO, 1996; KOH e NG, 2008).

Uma série de estudos ecoldgicos envolvendo a espécie ja foram realizados e isso €
um ponto importante, que o torna fundamental na tomada de decis&o da escolha de um bom
bioindicador (HOLT e MILLER, 2011). Alguns aspectos ecoldgicos ja foram alvos de
pesquisas, tais como desenvolvimento larval, comportamento e sele¢éo de presa, crescimento
relativo, heteroquelia, analise da razao sexual, estrutura, dinamica populacional e ocupagéo
do habitat, biologia populacional em simpatria com outra espécie (Pachygrapsus
transversus), variacdo do investimento reprodutivo e andlise reprodutiva (FRANSOZO,
1987; NALESSO, 1996; GOES e FRANSOZO, 1997; 1998; 2000; ANDRADE et al., 2014;
ARAUJO et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2017, RIOS et al., 2022). Contudo, poucos estudos

a respeito da E. gonagra, como bioindicadora, apontam o potencial da espécie em responder
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a alteragBes antropicas e ambientais no seu organismo. Dos estudos existentes, pode-se
destacar os trabalhos de Bolla Junior (2014) e Azevedo-Farias et al. (2021), estes autores
apontam a capacidade da espécie em responder efeitos morfoldgicos desde a fase larval até
a fase adulta em resposta a intera¢fes antropicas, bem como na alimentacdo da E. gonagra.
Sendo assim, tais indicadores podem ser utilizados como ferramentas eficazes para a
elucidacdo das condi¢des do ambiente no qual a espécie se encontra inserida (RODRIGUES
etal., 2020; SANTANA et al., 2022b).

Desta forma, como sendo uma das principais espécies residentes nos recifes, o
presente estudo tem com objetivo, observar alteragcdes relacionadas ao derramamento de
petroleo e com isso servir de subsidio ndo sé para observar os impactos deste evento na
populacdo de E. gonagra como também, servir de espécie sentinela para ser utilizada como
bioindicador de futuros eventos. O presente estudo traz a espécie como possivel ferramenta
na deteccdo dessas perturbacdes, utilizando as alteracbes alimentares e os dados sobre 0s

danos citogenéticos, acrescentando assim informacg6es sobre a espécie.
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Alimentacdo do caranguejo Eriphia gonagra (Fabricius, 1781) (Decapoda: Brachyura:
Eriphiidae) como ferramenta para avaliar os impactos de derramamento de petrdleo

RESUMO

Este estudo visa observar as alteragbes na alimentacdo do caranguejo E. gonagra em
decorréncia do derramamento de petroleo ocorrido no ano de 2019 em duas praias do litoral
de Pernambuco (Gaibu e Carneiros), Nordeste do Brasil. As mudancas na alimentacdo da
espécie foram investigadas levando em consideracdo os periodos (ANT, DUR e DEP) do
derramamento e correlacionadas com as anélises de contaminagdo de sedimento (HPAs e
MT). A partir das analises de 140 animais foram encontrados 24 itens alimentares havendo
uma prevaléncia de Mollusca e Macroalgas na dieta. N&o houve a detec¢do de fragmentos de
petroleo nos estbmagos dos animais, contudo foram observados diferentes padrdes na
alimentacdo da espécie estudada nos periodos ANT, DUR e DEP do derramamento. Na praia
dos Carneiros as alteracdes alimentares foram mais pronunciadas, havendo um aumento do
item Macroalgas principalmente durante o derramamento. Apesar da espécie apresentar um
habito generalista, é possivel constatar alteragdes em relagdo as presas capturadas, podendo
assim observar uma alimentacdo com baixos niveis nutricionais causados principalmente em
ambientes impactados. Dois fatores sao preponderantes para explicar os impactos causados
na alimentacdo de E. gonagra na Praia de Carneiros. O primeiro, tem a haver a diminuicéo
das presas que morreram apés a chegada do 6leo, o segundo séo os efeitos duradouros dos

contaminantes (HPAs e MT) na capacidade de predacdo da espécie.

Palavras-chave: Dieta alimentar, Impacto ambiental, Derramamento de 6leo,

Bioindicador.
INTRODUCAO

A industria petrolifera movimenta uma grande quantidade monetaria, contudo as suas
exploracgdes se concentram em areas produtivas vulneraveis, gerando assim, estressores onde
a exposicdo a derramamentos de petroleo sdo um dos eventos provaveis a ocorrerem
(Andrews et al., 2021). Os impactos do derramamento de petroleo em &reas costeiras se
caracterizam como uma situacao recorrente com o crescimento ligados a atividade do setor,
tendo como problema principal os efeitos que os desastres geram sobre a biota (Sousa et al.,
2013). Os riscos que o ambiente corre esta relacionado ao fato de que normalmente esses
distdrbios néo séo de facil mitigacédo, e agem de forma complexa sobre a comunidade que ali

vive, podendo assim levar anos para a recuperacao total do ambiente impactado (EImgren et
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al., 1983; Castege et al. 2014). Cada evento de derramamento possui caracteristicas proprias,
0 que torna valido a investigacdo de cada um desses episodios.

Em 30 de agosto de 2019, foi observada a presenca de 0leo nas praias do estado da Paraiba e
a partir dessa data, outras particulas foram constatadas na costa brasileira, impactando
principalmente a regido Nordeste, havendo relatos da presenca desde a praia de Currupuru
no Maranhdo até Sdo Jodo da Barra no Rio de Janeiro (Wwf, 2019; Lessa et al. 2021),
apresentando assim, uma extensa area litoranea impactada. Tomadas de decisdes lentas,
tardias e desordenadas foram, a principio, um dos principais problemas que proporcionaram
a ampliacdo do desastre (Soares et al. 2020 a, b), impactando diretamente areas marinhas de
importancia produtiva, atingindo o setor econdémico, regido muito dependente do turismo e
da pesca artesanal, bem como, a parte ambiental, impactando as comunidades e a fauna que
se encontram inseridas nos mais diversos ambientes (Brum et al. 2020; Campelo, 2021,
Estevo et al. 2021; Ferreira et al. 2021; Magalh&es et al. 2022; Sousa et al. 2022; Rosa, 2022;
Santana et al. 2022a).

Apds o derramamento, o petréleo afeta a fauna local direta e indiretamente, isso devido a sua
complexa composicdo, compostos toxicos podem ser formadas e tais substancias atuam no
organismo dos braquidros e interferindo a saide desses animais (Culbertson et al. 2007,
Zengel et al. 2016, McClain et al. 2019). Segundo Bolognesi et al. (2006) devido a essa
caracteristica de potencial de contaminacdo, faz-se necessario o monitoramento ambiental ao
longo do tempo, utilizando diversas ferramentas, além do uso de outros grupos de
bioindicadores, para avaliar a persisténcia e ter uma real nogdo do impacto em diferentes

ecossistemas.

Os recifes sdo regides tropicais com uma intensa area produtiva, esses ecossistemas costeiros
foram diretamente atingidos pelo derramamento de petroleo. Entre os crustaceos decapodos
que vivem nos ambientes recifais costeiros de Pernambuco, estd o caranguejo Eriphia
gonagra (Fabricius, 1781). Esta espécie tem sua ocorréncia documentada principalmente no
Atlantico Oeste, estendendo-se desde as Bermudas até a Patag6nia e na costa brasileira, é
comumente encontrada habitando os costdes rochosos e recifes de arenito, sob pedras e
cavidades localizadas do entremarés até 5 metros de profundidade (Pinheiro et al. 1997;
Melo, 1996; Koh e Ng, 2008). A ecologia da espécie encontra-se relativamente bem definida,
e de acordo com Holt e Miller (2011) isso é um ponto importante, que a torna fundamental

na escolha de um bom bioindicador.
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Estudos feitos com E. gonagra apontam o potencial da espécie em responder a alteracdes
antrdpicas e ambientais, constatando efeitos morfoldgicos na espécie desde a fase larval até
a fase adulta (Bolla Juanior, 2014; Azevedo-Farias et al. 2021). Outros estudos também
evidenciam a acdo de impactos ambientais na alteracdo da alimentacédo da E. gonagra, como
demonstrado por Rodrigues et al. (2020) e Santana et al. (2022b) possibilitando a
investigacao desse método para avaliar a resposta do animal a um impacto dessa magnitude.
Nesse contexto o estudo buscou observar as alteracdes na alimentacdo do caranguejo E.
gonagra em decorréncia do derramamento de petroleo ocorrido no ano de 2019 em duas

praias do litoral de Pernambuco (Gaibu e Carneiros), Nordeste do Brasil.
MATERIAIS E METODOS

Caracterizacdo da area de estudo

As coletas do material foram realizadas sobre os recifes localizados nas praias de Gaibu
(8°19'46.5"S; 34°56'59.3"W) e praia de Carneiros (8°42'13.8"S; 35°04'43.0"W), (Figura 1).
Localizada entre a foz do rio Ariquinda até a foz do rio Formoso a praia de Carneiros
encontra-se inserida em duas areas de preservacdo a APA Guadalupe e a APA dos Corais,
possuindo uma economia que gira em torno do turismo, a regido possui baixa densidade
populacional sendo intensificada nos periodos de alta temporada (Selva, 2012; Cordeiro et
al, 2013). Segundo Koppen (1936) o tipo de clima predominante, em ambas as regides-de
tipo-as, se caracteriza por possuir um clima tropical imido e com invernos chuvosos e veroes
secos. Essas duas praias foram escolhidas, pois possuem diferentes niveis de poluicéo
causadas pelo homem e de grau de urbanizacdo e ocupacdo de pos-praia (Aradjo et al. 2007).
Além disso, os municipios de Cabo de Santo Agostinho e Tamandaré foram os principais
impactados pelo derramamento, sendo retirada cerca de 1363,27 toneladas de petrdleo,
representando assim, cerca de 82,62% de todo petréleo encontrado nas praias de Pernambuco
(Mesquita e Quinamo, 2020).
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Figura 1: Localizacdo das areas de estudos nas praias de Gaibu e Carneiros
(Pernambuco, Brasil). Fonte: Autor.

Obtencao e analise do material

Na praia de Gaibu os individuos foram coletados nos meses de junho de 2019 a agosto de
2019 (GAI ANT), novembro de 2019 (GAI DUR), fevereiro de 2020, novembro de 2020,

novembro de 2021 e maio de 2022 (GAI DEP). Na praia dos Carneiros as coletas ocorreram
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em fevereiro, maio e agosto de 2019 (CAR ANT), em novembro de 2019 (CAR DUR),
fevereiro e novembro de 2020, novembro de 2021 e maio de 2022 (CAR DEP). Os
caranguejos foram coletados de forma aleatoria, manualmente com auxilio de pingas e
transportados para o Laboratério de Crustaceos (Museu de Oceanografia Prof. Petronio Alves
Coelho) em sacos plasticos com agua do local sob refrigeragdo, para evitar 0s processos
metabdlicos de digestdo dos animais (figura 2a). Os individuos foram quantificados, sexados
e medidos com o auxilio de um paquimetro eletrénico com precisao de 0,01mm. A medida
aferida foi o comprimento da carapaca (CC) — medida a partir da extremidade frontal até a
extremidade posterior da carapaca. A sexagem dos espécimes foi realizada com base na
forma do abdémen, nimero de pledpodos e presenca ou ndao de gondpodos. O peso Umido,

dos animais, foi obtido com o auxilio de uma balanca de analise de precisdo 0,001g.

A retirada dos estdmagos foi realizada a partir de um corte dorsal margeando a carapaca para
a remocao do trato digestivo, com o auxilio de pinca e tesoura, para a posterior anélise
seguindo a metodologia proposta por Santana et al. 2019 (Figura 2b). O estado de replecéo
estomacal (ER) foi classificado em trés classes: 1 (semi vazio — 25 a 50% de replec¢éo), 2
(semi cheio - 50 a 75% de replecdo) e 3 (cheio — 75 a 100% de replecdo), como sugerido por
Branco e Verani (1997), sendo desconsiderados o0s estdbmagos vazios ou que nao
apresentaram conteddo significativo (< 25% de replecdo). Logo apds, os estbmagos foram
pesados individualmente com o auxilio de uma balanca analitica de precisdo 0,001 g e

conservados em formalina 4%.

O contetido dos estdmagos foi removido com jatos de agua e depositado em placa de Petri
para analise em microscopio ou estereomicroscopio (Stevens et al. 1982; Branco e Verani
1997). Os itens alimentares foram identificados até o menor taxon possivel e conservados em
solucdo de formalina a 4%. A frequéncia de ocorréncia foi calculada segundo a expressao:

FOY% — (%) « 100 Onde b representa o nimero de individuos em que ocorreu determinado

item alimentar i e N o numero total de estbmagos com alimento (Oliveira et al. 2006). Os

itens alimentares oriundos da polui¢do humana foram todos nomeados como microplasticos.
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b

Figura 2: Eriphia gonagra. a) Vista dorsal de um individuo fémea, b) Vista interna de uma

fémea (a seta indica a localizacdo do estdbmago). Escala: 1 cm. Fonte: Autor

O método de pontos foi utilizado para quantificar o volume (V) de dado item, expresso em

percentual, em relacdo ao volume de todos os itens alimentares presentes nos estdmagos

(Williams, 1981), sendo calculado como: V% = = (ﬂ) « 100 ONde aij 0 nimero de pontos
A

do item i, A é numero total de pontos para todos os itens e multiplicado por 100 afim de
determinar o valor em porcentagem. O aij de cada item foi estimado atribuindo pontos a cada
estagio de replecdo estomacal (ER1 — 0,35 ponto; ER2 — 0,65 ponto; ER3 — 1 ponto). A
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contribuicdo e os pontos do estagio de replegdo foram multiplicados e agrupados para cada
item. O Indice de Importancia Alimentar (Kawakami e Vazzoler, 1980) foi calculado
utilizando a equacdo: IAi =FO.V / > (FO.V), onde FO ¢ a frequéncia de ocorréncia dos itens
alimentares e V & contribuicdo relativa do item alimentar i em volume. O indice de
Importancia Alimentar foi correlacionado, a partir de uma dbRDA, com os dados de PAHs e

Metrais Tracos a partir das andlises de sedimento.

Foi proposta a analise de estratégia alimentar seguindo o método de Costello (1990)
modificado por Amundsen et al. (1996), através da correlacdo entre a frequéncia de
ocorréncia com a abundancia especifica da presa que foi calculada através da formula
Pi=(XZSi/ ZSti)x100; onde Si é o conteudo do estbmago composto pela presa i, e St o contetdo
do estbmago nos predadores em que a presa i ocorreu em seu estdbmago. Para a interpretacdo

dos gréaficos gerados foi utilizado o diagrama proposto por Amundsen et al. (1996).
Caracterizacéo dos contaminantes no sedimento

O sedimento da praia foi coletado em quadruplicada de forma aleatéria, mais préximo do
recife, nos meses maio de 2019 (ANT), novembro de 2019 (DUR) e fevereiro de 2020 (DEP),

o material foi armazenado e levado ao laboratdrio para posteriores analises.
a) Hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAS)

As analises seguiram a metodologia proposta por Santana (2022) onde as amostras foram
liofilizadas, moidas e passadas por uma peneira de malha de 500 um. 15 g de sedimentos
foram usadas para analise de HPA. Exatamente 100 pl de padrdo interno de HPA
(acenafteno-D10, fenantreno-D10 e criseno-D12 a 1000 ng ml-1) foram adicionados padrdes
as amostras para calcular a recuperacdo dos analitos. Os extratos foram obtidos através de
um extrator Soxhlet, utilizando 80 ml de uma mistura contendo n-hexano: diclorometano (1:
1; vIv) por 8 horas. Os extratos foram concentrados até 1 ml e divididos em duas partes iguais.
O primeiro foi limpo e fracionado em uma coluna de silica/alumina (5% desativada) para
determinacéo de HPA. Sequencialmente a coluna foi diluida com 10 ml de n-hexano e 15 ml
de uma mistura de n-hexano: diclorometano (7: 3; v/v). Os dltimos 15 ml foram coletados
para analise de HPA (Arruda-Santos et al. 2018). A fragdo foi injetada em um cromatografo
a gas (sistema Agilent Technologies 7820A GC) equipado com uma coluna capilar de silica
fundida (HP-5ms, 30m x 25 mm x 0,25 um) e acoplada a um espectrometro de massa (Agilent
Technologies 5975¢ ms) (GC- EM)( ver Zanardi-Lamardo et al. 2019).
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Para as anélises foram considerados 16 HPASs prioritarios listados pela USEPA (Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos), nos quais levam em conta o seu potencial toxico.
O controle da qualidade foi baseado em espacos em branco de laboratorio, recuperacdes de
padrdes internos e analise duplicada do material de referéncia certificado (SRM 1944 - Nova
York/Nova Jersey sedimentos a hidrovia adquiridos do Instituto Nacional de Padrdes e
Tecnologia dos Estados Unidos, NIST) (Santana, 2022).

A recuperacéo dos padrdes internos variou de 45 a 115%. A recuperacdo média dos analitos

no material de referéncia foi de 81 + 19% das concentragdes certificadas.
b) Metais Tragos (MT)

Todas as amostras foram pulverizadas manualmente, até tamanhos de particulas de um limite
de 500 um. 100 g da aliquota foi separada e enviada para o Laboratério SGS Geosol
(https://www.sgsgeosol.com.br) para analise de metal. A extracdo incluiu digestdo
multidcida com HNO3, HF, HCIO# e HCI. Seis elementos foram escolhidos levando em
consideracdo seu potencial de toxidade: As, Cr, Cu, Ni, Pb e Zn. Esses MT foram
identificados e quantificados por espectrometria de massa plasmatica indutivamente
acoplada (ICP-MS). O material de referéncia padrdo (certificado canadense até 3) esteve do
desvio padrdo das concentracfes certificadas para todos os elementos analisados. O
coeficiente de variagdo (CV) entre duplicatas variou de 4 a 12% (Santana, 2022).

Analise estatistica

Com base na matriz de dados abiéticos (HPA e MT) foi construida uma analise de
componentes principais (PCA), para tanto os dados foram normalizados. Para avaliar a
influéncia dados abidticos sobre os bidticos (alimentacdo) a matriz foi transformada em raiz
quarta e Bray Curtis para constru¢do da matriz de similaridade, onde foi aplicado um modelo
de regressao linear baseado em distancia (DistLM) com o método de selecdo “Best”, para
selecionar o modelo final foi utilizado o critério de selecdo (R?). A partir desses dados foi
construida aplicada uma anélise de redundancia baseada em distancia (dbRDA) (McArdle &
Anderson, 2001). Os fatores para comparacao utilizados foram periodo (ANT, DUR e DEP)
e praia (GAIl e CAR). A Permanova, ao nivel de 5% de significancia, foi utilizada para se
detectar as diferencas alimentares na populacédo, levando em consideracao as alteragcdes nos
padrdes de alimentacdo entre os periodos e as praias. Para as analises foram utilizados o

programa Primer 6.
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RESULTADOS

Foram analisados 140 animais (71 em Gaibu e 69 em Carneiros). Em Gaibu foram capturados
36 machos, 31 fémeas ndo ovigeras e quatro fémeas ovigeras, e em Carneiros foram 36
machos, 26 fémeas ndo ovigeras e sete fémeas ovigeras. O comprimento da carapaca dos
caranguejos na praia de Gaibu variou entre 10,17 e 35,1 cm. Em Carneiros o0 comprimento
da carapaca variou entre 8,9 e 28,02 cm. O peso dos caranguejos em Gaibu variou entre 1,4
e 22,82 g em Carneiros de 1,45 e 26,66 g.

Andlise alimentar

Eriphia gonagra consumiu um total de 24 itens alimentares de origem animal e vegetal, além
de detritos sintéticos. Ndo foram encontrados fragmentos de 6leo nos estbmagos dos animais
em todo periodo do estudo. Dentre os itens alimentares, Mollusca (fragmentos) e Macroalgas
se caracterizaram como 0s mais importantes na dieta, com valores acima de 50%. O item
Mollusca foi representado nos estbmagos através, principalmente, de fragmentos de conchas
e pedacos de radula. Alguns itens participaram de forma acessdria na alimentacéo, tais como
Arthropoda (cuticula), sedimento e MOD. Outros apareceram com baixa frequéncia se
caracterizando como algo esporddico na dieta como Acaro, Amphipoda, Brachyura,
Echinodermata, Harpacticoida, Insecta, Majidae, Tanaidacea, Ostracoda, Polychaeta, Ovo,
Foraminifera, Haminoeidae, Mithracidae, Stomatopoda, Paguroidea, Chironomidae,

Isopoda, Zoea.

Em GAlI, os itens Macroalgas, Mollusca (fragmento) e MOD se sobressairam na frequéncia
de ocorréncia, sendo reportados na maioria dos estdbmagos e no geral ndo séo sentidas grandes
mudancas na alimentacdo, permanecendo constante. Contudo, o item Arthropoda (cuticula)
ndo foi consumido no periodo DUR (FO: 0%), mas posteriormente no periodo DEP é
reportado (FO: 24%) (Tabela 1). Em CAR s&o observadas diferengas—marcantes
principalmente ANT e DUR. O item Macroalgas apresentava uma baixa ocorréncia (FO:
29%) nos estdmagos e no periodo DUR apresentou um aumento na sua frequéncia (FO:
60%). O contrario é observado no item Mollusca, que aparece em 54% dos estdmagos e no

periodo DUR tem uma reducéo em 34% dos estdmagos (Tabela 1).

Em Gaibu, os maiores volumes de conteudo nos estdbmagos da E. gonagra foi composto de
matéria vegetal (Macroalgas) junto com sedimento, que juntos representam mais de 50% do
volume dos itens. A MOD animal possuiu altera¢6es nos periodos do derramamento, no geral

ficando muito préximo os valores nos trés periodos ANT, DUR e DEP com respectivamente



38

de, 46,29; 45,73 e 47,57% (Tabela 1). Em Carneiros, foram observadas as mudancas mais
bruscas no volume alimentar, entre as areas analisadas. Antes do derramamento de petroleo,
0S animais apresentaram um volume em sua maioria composto por itens de origem animal
representando 75,96%. Durante o derramamento ocorreu uma reducdo para 30,93% do
volume total de itens de origem animal, e a partir do derramamento ocorre um aumento

novamente desses itens (Tabela 1).

Relacionado ao IA, é possivel observar diferencas entre as praias e entre os periodos do
derramamento (p>0,05) (Tabela 2). Na praia de Gaibu trés presas se destacaram foram
Macroalgas, Mollusca (fragmento) e MOD. O item preferencial foi Macroalgas com valores
de 1A acima de 0,5 permanecendo assim nos trés periodos do derramamento, 0 item
Mollusca, com um IA nos trés periodos de, respectivamente 0,23; 0,32; 0,32 aparece como
item secundario, assim como o item Sedimento (1A:0,10) antes do derramamento, ja matéria
organica digerida, aparece com um IA constante de respectivamente nos trés periodos de
0,07; 0,09; 0,05(Tabela 1).

Os mesmos itens de destaque na praia de Gaibu, foram encontrados nos estdmagos dos
caranguejos da praia de Carneiros. Na praia de Carneiros foram observadas as maiores
diferencas no IA. Antes do derramamento, Mollusca (fragmento) (IA: 0,32) e Matéria
organica digerida (1A: 0,43) séo preferéncia na alimentacdo dos caranguejos e neste mesmo
periodo Macroalgas (IA: 0,09) aparece como item secundario na alimentacdo (Tabela 2). No
periodo DUR o item, Macroalgas (IA: 0,59) se torna um item preferencial, seguido de
Matéria orgéanica digerida (IA: 0,32), j& Mollusca (fragmento) (IA: 0,01) possuiu uma

reducdo. Posterior ao derramamento, Macroalga (IA: 0,43) continua com valores altos e
Mollusca (fragmento) (IA: 0,40) torna-se preferencial na alimentagéo (Tabela 1). Os outros
itens encontrados nos estdbmagos tiveram IA inferior a 0,1 sendo itens assessorios na

alimentacéo (Tabela 1).
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Tabela 1: Composicéo da dieta (FO(%): frequéncia de ocorréncia;V(%): volume; IA: Indice alimentar) da E. gonagra. ANT: antes; DUR: durante; DEP: depois;
MOD: matéria organica digerida; MOL: Mollusca; DS: detrito sintético; MAC: Macroalgas; ART: Arthropoda; SED: Sedimento; CHIR: Chironomidae; STO:
Estomatopoda; PAG: Paguroidea; INS: Insecta; HAM: Haminoeidae; OVO: Ovos; ECH: Echinoidea; BRA: Brachiura; AMP: Amphipoda; ACA: Acari; ZOE: Zoea;
POL.: Polychaeta; ISO: Isopoda; FOR: Foraminifera; TAN: Tanaidacea; MIT: Mithracidae.

Mac
MOD
Mol
Ds
Sed
Sto
Ovo
Art
Zoea
Bra
Har
Aca
Chi
Ech
Amp
Ins
Pag
Pol
Isso
For
Tan
Ost

Ham
Mit

V%

41,36
12,03
16,26
2,18

10,18

1,24
5,43

2,27

0,72
2,37
0,95
1,67

1,53
0,36
0,36
0,36

0,36
0,36

ANT
FO%

68,57
31,43
77,14
25,71
54,29

571
37,14

571

571
22,86
8,57
11,43

11,43
2,86
2,86
2,86

2,86
2,86

1A

0,52
0,07
0,23
0,01
0,10

0,04

0,01

V%
45,35
15,34
23,39
4,51
4,41

1,92

1,92

1,25

1,92

GAIBU

DUR
FO%
85,71
42,86
100,00
42,86
28,57

14,29

14,29

14,29

14,29

1A

0,53
0,09
0,32
0,03
0,02

V%
39,88
11,71
23,91

3,51
9,04

6,92

0,88

1,33

0,15

2,67

DEP
FO%
65,52
27,59
82,76
34,48
34,48

24,14

6,90

10,34

3,45

17,24

1A

0,47
0,06
0,35
0,02
0,06

0,03

0,01

V%
12,94
25,96
24,35

5,41
5,69
1,53
0,27
8,75

2,04
0,27
0,27
1,29
0,51
4,08
1,53
5,10

ANT
FO%

29,17
66,67
54,17
37,50
16,67
4,17
4,17
29,17

4,17
4,17
4,17
8,33
4,17
4,17
4,17
4,17

1A

0,09
0,43
0,33
0,05
0,02

0,06

0,01

CARNEIROS
DUR
V% FO% 1A
50,52 60,00 0,60
26,80 60,00 0,32
2,06 20,00 0,01
18,56 20,00 0,07
2,06 20,00 0,01

V%
33,10
10,30
30,76

1,00
12,17
0,47
0,36
6,05
0,24
1,82

1,09

0,73
1,09
0,84

DEP
FO%
75,86
17,24
75,86
10,34
48,28
3,45
6,90
20,69
3,45
3,45

13,79

3,45
6,90
3,45

1A

0,43
0,03
0,40

0,10

0,02
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Tabela 2: Resultados da PERMANOVA de dois fatores aplicada aos dados de dieta de E.
gonagra.

Fatores Df SS F P(perm)
Praia 1 19,291 2,6509 0,0132
Periodo 2 26,392 1,8134 0,031
Praia X Periodo 2 35,553 2,4427 0,0026
Res 134 975,15

Total 139 1052

Com relacéo a estratégia alimentar, foi observado um padrdo generalista na alimentacédo da
espécie, com os pontos de abundancia nao excedendo 50%, exceto para Carneiros no periodo
do derramamento de 6leo. Esse padrdo ocorreu em ambas as praias, durante os trés periodos
do derramamento. Foi observado um alto componente infrafen6tipo nas praias e nos trés

periodos do derramamento (Figura 3).

Em Gaibu, é observado uma tendéncia a especializacdo em macroalgas, com valores de
frequéncia e abundancia maiores aos demais itens encontrados, onde este padréo se repete
nos trés momentos, apresentando uma dominancia de Macroalgas e Mollusca (fragmentos),
ficando pronunciado no periodo DUR (figura 3a, b, ¢). As mudancas mais amplas de nicho,
melhor observadas na praia de Carneiros nos trés periodos do derramamento (figura 3d, e, ).
Antes do derramamento, observou-se uma alimentacdo generalista, apresentando poucos
destaques para alguns itens, ndo havendo dominancia de presas na alimentacdo (figura 3d).
Contudo, durante o derramamento de petrdleo, foi possivel observar uma especializacdo no
item macroalgas (figura 3e), algo que apds o derramamento tende a diminuir essa
especializacdo (figura 3f). O item Arthropoda (cuticula), antes do derramamento, apresentou
uma certa dominancia em ambas as praias, algo ndo observado durante o derramamento
(figura 3a, ), em Carneiros existe uma tendéncia de retorno dessa ap6s o derramamento
(figura 3f).
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Figura 3: Estratégia alimentar do caranguejo E. gonagra nos trés periodos do derramamento. a, b, c: Praia de Gaibu, antes, durante e depois do
derramamento, respectivamente. d, e, f: Carneiros antes, durante e depois do derramamento, respectivamente. MOD: mateéria organica digerida;
MOL.: Mollusca; MP: Microplastico; MAC: Macroalgas; ART: Arthropoda; SED: Sedimento; CHIR: Chironomidae; STO: Estomatopoda; PAG:
Paguroidea; INS: Insecta; HAM: Haminoeidae; OVO: Ovos; ECH: Echinoidea; BRA: Brachiura; AMP: Amphipoda; ACA: Acari; ZOE: Zoea;
POL.: Polychaeta; ISO: Isopoda; FOR: Foraminifera; TAN: Tanaidacea; MIT: Mithracidae. Fonte: Autor.
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Niveis de HPAs e MT no sedimentos

Todos os HPAs e MTs analisados forma detectados nas analises de sedimento. No periodo DUR
os niveis de HPAs foram maiores na praia de Gaibu comparados aos niveis observados na praia
de Carneiros. As maiores concentracfes médias encontradas na praia de Gaibu, em novembro,
no periodo DUR, foram os compostos Fen, Cri, Pir, B[a]A, B[a]P, B[b]F, Flo e Flu (Tabela 1).
No mesmo periodo, a praia de Carneiros apresentou valores inferiores, os compostos que
possuiram as maiores concentracdes foram o Pireno, Fenantreno e o Naftaleno, estando esses
mesmos compostos em destaque ANR e DEP (Tabela 3). Apds o derramamento, em fevereiro
de 2020, foi observado uma redugdo nos niveis encontrados em Gaibu e um aumento nos niveis
de HPAs em Carneiros (Tabela 3).

Depois do derramamento o Ar apresentou uma concentracdo média 11 ng/g na praia de Gaibu,
seguido do Zi, ANT e DUR na praia de Carneiros com 7 ng/g. A maior concentracdo de Cr
encontrada em GAI ANT do derramamento (3,25 ng/g). Para o Cu, a maior concentragdo
encontrada foi em CAR ANT (4,75 ng/g). J4 o Ni e o Pb, apenas na praia de Carneiros no
periodo ANT foram detectados (Ni: 1,28 ng/g; Pb: 3,03 ng/g) (Tabela 3).

A PCA aplicada aos dados de HPAs e MT, demonstrou as diferengas dos niveis de
contaminacgdo entre as areas de coleta e os periodos amostrados (Figura 4). Os dois primeiros
eixos juntos, explicaram 91,0% da variacao dos dados. O primeiro eixo, com 68,3%, posicionou
no eixo positivo GAlI DUR e os maiores valores de concentracdo dos contaminantes 2-MN,
Acenaftileno, Ant, B[a]A, B[b]F, B[k]F, B[a]P, B[ghi]P, Cri, D[a,h]A, Fen, Flo, Flu, 1[1,2,3]P
e Pir, os quais ficaram inversamente correlacionados a GAl ANT, posicionado no eixo negativo,
guando estes contaminantes apresentaram valores inferiores a 0,33 ng/g (Tabela 3). O segundo
eixo explicou 22,7% da variancia total dos dados, no quadrante positivo, CAR DUR, CAR DEP
e GAI DEP formaram um grupo associados ao arsénio, ja no eixo negativo ficou posicionado
CAR ANT juntamente com Naf, Cu, Zi, Ni, Pb, Cr e Ace.
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Tabela 3: Concentracdo de HPAs e MT (ng/g) extraidos do sedimento de duas praias estudadas.

Os dados sd@o média + erro padrdo. ANT: antes; DUR: durante; DEP: depois; nd= ndo detectado,

Naf: naftaleno; 2-MN: 2-metil naftaleno; Aci: acenaftileno; Ace: acenafteno; Flu: fluoreno,

Fen: fenantreno; Ant: antraceno; Flo: fluoranteno; Pir: pireno; B[a]A: benzo[a]antraceno; Cri:

criseno; B[b]F: benzo[b]fluoranteno; B[K]F: benzo[k]fluoranteno; B[a]P: benzo[a]pireno;
B[g,h,i]P:

benzo[g,h,i]perileno; Ar: arsénio; Cr: cromo; Cu: cobre; Ni, niquel; Pb Chumbo; Zi zinco:

I[123]P:

HPA's

Naf

2-Mn

Aci

Ace

Flu

Fen

Ant

Flo

Pir

Bla]A

Cri

B[b]F

BIK]F

B[a]P

I[1,2,3]P

D[a,h]A

B[ghi]P
MTs

Ar
Cr
Cu
Ni
Pb
Zi

ANT
0,46+0,03
0,11+0,02
0,09+0,02
0,04+0,01

nd
0,19+0,06
0,10+0,02
0,21+0,11
0,17+0,07
0,12+0,04
0,16+0,06

0,33+0,02

0,09+0,03
0,10+0,06
0,13+0,08

nd
0,19+0,13

ANT
nd
3,25+0,85
2,75+0,85
nd
nd
3,75£1,0
3

indeno[1,2,3-cd]pireno;

GAIBU
DUR
0,44+0,16
0,81+0,60
0,09+0,03
1,50+1,35
4,68+4,45
56,77+56,01
2,71+2,55
6,7615,78
20,86+19,73
16,37+15,96
23,48+23,01

7,44+6,88
2,83+2,5
11,97+11,55
1,24+0,61
2,39+2,28
4,16+3,29
GAIBU
DUR
2,53+2,49
0,01+0,009
nd
nd
Nd
0,27+0,24

D[a,h]A:

DEP
0,39+0,07
0,07+0,005

0,07
0,04+0,01

nd

0,16+0,05
0,08+0,01
0,19+0,08
0,52+0,41
0,58+0,50
1,18+1,08
0,42+0,34
0,10+0,06
0,38+0,34
0,11+0,04
0,17+0,13
0,43+0,32

DEP
11+0,6
0,25+0,02
nd
nd
nd
0,77+0,46

dibenzo[a,h]antraceno;

ANT
0,56+0,21
0,24+0,09
0,08+0,01
0,06+0,01
0,07+0,01
0,51+0,17
0,06+0,01
0,20+0,06
0,26+0,07
0,07+0,01
0,10+0,02
0,11+0,03
0,09+0,02
0,09+0,03
0,09+0,03

Nd
0,10+0,03

ANT
Nd
3+2
4,75+0,25
1,28+1,24
3,03%+2,99
73,02

CARNEIROS

DUR
0,28+0,10
0,14+0,03
0,06+0,01
0,04+0,01
0,04+0,01
0,35+0,07
0,06+0,01
0,19+0,04
0,56+0,18
0,06+0,01
0,11+0,02
0,07+0,02
0,05+0,01
0,06+0,02
0,06+0,03

Nd
0,06+0,03

CARNEIROS

DUR
5,27+3,03
0,02+0,01

Nd

Nd

Nd
0,26+0,25

DEP
0,32+0,08
0,20+0,05
0,06+0,01
0,05+0,02
0,11+0,08
0,86+0,33
0,11+0,02
0,45+0,08
1,22+0,33
0,18+0,06
0,54+0,27
0,47+0,15
0,20+0,16
0,29+0,13
0,51+0,18
0,12+0,04
0,68+0,25

DEP
nd
0,5+0,29
nd
nd
nd
30,58
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Figura 4. Analise de componentes principais aplicada aos dados de HPAs e MT nos sedimentos
dos recifes de arenito das Praias de Gaibu (GAI) e Carneiros (CAR) nos periodos antes (ANT),
durante (DUR) depois (DEP) derramamento do 6leo. Naf: naftaleno; 2-MN: 2-metil naftaleno;
Aci: acenaftileno; Ace: acenafteno; Flu: fluoreno, Fen: fenantreno; Ant: antraceno; Flo:
fluoranteno; Pir: pireno; B[a]A: benzo[a]antraceno; Cri: criseno; B[b]F: benzo[b]fluoranteno;
B[K]F: benzo[k]fluoranteno; B[a]P: benzo[a]pireno; 1[123]P: indeno[1,2,3-cd]pireno; D[a,h]A:
dibenzo[a,h]antraceno; B[g,h,i]P: benzo[g,h,i]perileno; Ar: arsénio; Cr: cromo; Cu: cobre; Ni,

niquel; Pb Chumbo; Zi zinco:. Fonte: Autor.

Integracdo dos dados sobre alimentacéo de E. gonagra com os dados abiéticos

O modelo DistLM selecionou quatro contaminantes (um HPA, Naf e trés metais, Zi, Ni e Cr)
dentre os 23 contaminantes analisados como preditores que influenciaram na composi¢éo dados
de composic¢éo alimentar, com correlagdo acumulada de 0,98 (Tabela 4). A configuragéo gréfica
do RDA explicou 70,73% dos dados nos dois primeiros eixos juntos. O Eixo 1 explicou 41,36%
da variagdo dos dados e posicionou no quadrante positivo CAR DUR inversamente
correlacionado a CAR ANT e GAI ANT, nas coordenadas negativas. O eixo 2 demonstrou
explicacdo de 29,38% da variancia, onde no eixo positivo GAl ANT, CAR DUR e CAR DEP
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com os metais Cr e Zi, enquanto nas coordenadas negativas estiveram posicionadas GAlI ANT
e GAI DEP com o metal Ni (figura 5).

Tabela 4: Selecdo dos elementos que mais influenciaram a composicdo dos dados alimentares

no modelo DistLM. Naf: naftaleno; Zi: zinco, Ni: niquel; Cr: cromo.

Variavel R? SS(trace) F P(perm)
Naf 0,38041 965,82 2,4558 0,011
Zi 0,65516 697,58 2,3902 0,097
Ni 0,86535 533,67 3,1222 0,14
Cr 0,98435 302,13 7,6054 0,086
Melhor solucéo
R? 0,98435
20—+
CAR
©
4
=)
4
2
H{is]
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© v
-
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Figura 5. Analise de Redundancia aos dados de composigdo alimentar e contaminantes (HPA’s
e MT) nos sedimentos dos recifes de arenito das Praias de Gaibu (GAI) e Carneiros (CAR) nos
periodos antes (BEF), durante (DUR) e depois (LAT) do derramamento do 6leo. Naf: naftaleno;
Zn: zinco; Cr: cromo; Ni: niquel. Fonte: Autor.

DISCUSSAO

A fragmentacdo grande fragmentagdo dos itens estomacais, dificultando assim a melhor

identificacdo, decorre da E. gonagra possuir o habito esmagador e descascador no ato da
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alimentacdo (Turra et al. 2005). Nesta espécie sdo encontradas uma série de especializacbes nos
apéndices, principalmente nas quelas, como a presenca de uma heteroquelia, existéncia de
dentes molares e dentes curvos no dedo maével da quela o que facilita o animal explorar uma

dieta durdfaga (Schweitzer e Feldmann, 2010).

A diversidade de itens encontrados nos estdbmagos dos caranguejos, permite definir que E.
gonagra, na area estudada, possui um habito alimentar onivoro oportunista, semelhante a
classificacéo proposta para a espécie ( ver Santana et al. 2022b) com uma composicéo baseada
em moluscos e macroalgas, além de outros invertebrados (principalmente crustaceos) e
sedimento. Esses resultados, demonstram algo caracteristico envolvendo a espécie, uma vez
que, valores similares foram documentados para diferentes locais da costa brasileira (Nalesso,
1993; Rodrigues et al. 2020; Santana et al. 2022b). No entanto, outras espécies do mesmo
género, como E. verrucosa e E. smithi sdo classificadas como carnivoras oportunisticas, as
guais se alimentam prioritariamente de moluscos e equinodermos, com baixa ou nenhuma
contribuicdo de material vegetal (Vannini et al. 1989; Pérez-Miguel et al. 2017; Acar et al.
2022).

As diferencas encontradas na proporc¢édo do consumo de fontes de origem animal e vegetal, tanto
nos periodos de coleta, quanto entre as praias, traz uma ideia de resposta da espécie as
perturbacdes causadas pelo derramamento de 6leo. Nas duas praias estudadas, E gonagra
apresentou diferencas nas propor¢des de consumo de material vegetal (macroalgas) e animal, e
consequentemente, com mudancas na estratégia alimentar. Essas mudancas foram mais visiveis
em Carneiros, onde antes do derramamento de petroleo, os animais consumiram cerca de 13%
de macroalgas, e inverteram sua dieta para cerca de 51% durante o derrame. ApoOs 0
derramamento, os valores reduziram tendem a uma reculperacdo. Porém, em Gaibu essas
proporces permaneceram muito semelhantes entre os periodos de coleta, com uma leve
reducdo do consumo de material animal no periodo do derramamento. A alimentacdo
generalista, semelhante a que foi encontrada para E. gonagra, favorece o sucesso do animal em
explorar outros nichos. As espécies que ndo possuem uma alimentacdo especializada possuem
uma vantagem perante as perturbacdes ambientais e conseguem sobreviver a certos ambientes
degradados, uma vez que ndo dependem diretamente de um recurso fixo, podendo se alimentar

de outras fontes disponiveis no ambiente (Schmitt et al. 2019).

A estratégia alimentar dos caranguejos, reflete seu comportamento e a disponibilidade de itens

alimentares no ambiente (Laughlin, 1982). As mudangas de nicho demostrado pela estratégia
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alimentar na E. gonagra no periodo de derramamento de petroleo, revelaram que a espécie é
capaz de variar o foco da alimentacdo e em uma area impactada € fundamental para o sucesso
dos individuos. Experimentos realizados em Nova Jersey (USA) com siris (Callinectes danae),
demonstraram que a espécie preferiu o consumo de macroalgas e outras plantas, e menos presas
vivas (ex.: peixes e outras crustaceos de vida livre) no estuario contaminado por metais, quando
comparado com o estudrio sem contaminacdo (Reichmuth et al. 2009). As mudancgas na dieta
estdo correlacionadas por alguns fatores, incluindo a reducgédo de sua coordenagdo motora para
capturar presas mdveis, muito embora ndo ocorra a perda de apetite ou motivacao. Isto porque,
seria capaz de consumir animais sésseis (ex. mexilhdes), caso estejam disponiveis e fagam parte
de sua dieta. Mudancas comportamentais, como resposta de fuga e velocidade de alimentagéo
sdo documentadas como efeito agudo da contaminacdo do 6leo em caranguejos chama-marés
apos o derramamento causado pelo Deepwater Horizon na regido do golfo do México
(Culbertson et al. 2007; Zengel et al. 2016).

Outro fator que precisa ser observado sobre a estratégia alimentar de uma espécie generalista,
além da disponibilidade de presas, sdo as diferencas de comportamento durante os turnos
diurno-noturno e alturas de marés. Observacdes feitas em campo sobre a habitos alimentares de
E. smithi, em um golfo na Somalia, revelaram que a espécie é mais ativa nas marés baixas
noturnas, durante o dia prefere se alimentar daquilo que esta disponivel no entorno de suas
tocas, especialmente algas, detritos e presas que estejam aderidas as algas ou sobre o substrato
(Vannini et al. 1987). Durante a noite, nas marés baixas, os individuos maiores (cw 40-44 mm)
podem se deslocar por mais de 10 m de distancia, quando aproveitam para predar fontes de

alimento de origem animal (moluscos e outros crustaceos) (Vannini, 1980; Vannini et al. 1987).

As analises demonstram um padrdo de recuperacdo da dieta na praia de Carneiros, onde apds o
derramamento a sua dieta apresentou uma tendéncia aos niveis apresentados antes do
derramamento. Devido a sua alta densidade e um aspecto mais sélido do 6leo foram aspectos
fundamentais na retirada do 6leo, diminuindo assim a presenca no ambiente, favorecendo uma
recuperacdo rapida da meiofauna, itens utilizados como fonte alimentar por E. gonagra
(Lourenco et al. 2020; Oliveira et al. 2020, Craveiro et al. 2020, Rosa et al. 2022). Por outro
lado, em Gaibu, onde ndo houve alteracdes na estratégia alimentar, os impactos cronicos
(urbanizacdo, degradacéo e turismo) sdo preponderantes para explicar os padrdes observados

na alimentagéo da espécie. Em ambientes recifais, onde existem impactos de pisoteio, despejo
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de esgoto sem tratamento, poluigdo por plastico e urbanizacéo elevada, a dieta da E. gonagra
foi composta basicamente de algas e detritos (Rodrigues et al. 2020, Santana et al. 2022b)

Os problemas de um animal onivoro, onde sua alimentacdo é alterada para altos teores de
compostos vegetais, € que essa dieta € de baixa qualidade, possuindo niveis de nitrogénio e
carbono de dificil digestdo (Cannicci et al. 2007). Muitas vezes, essa propor¢do ndo atende as
necessidades energéticas necessarias para a espécie, influenciando diretamente estoques de
carboidrato e lipidios, que estdo correlacionados nas funcdes fisioldgicas do animal como
crescimento, esforcos reprodutivo, maturidade e atividade reprodutiva (Linton e Greenaway,
2007; Belgrad e Griffen, 2016). Porém, no estudo realizado sobre a contribuicdo isotopica dos
itens alimentares no tecido muscular em E. verrucosa, as macroalgas (Clorhophyta e
Ochrophyta) participaram com mais de 19%, enquanto gastropoda foi o principal (57%),
seguido por Crustacea (16%), com variacdes na ordem de importancia dependendo do modelo

de andlise bayesiana adotado (Acar et al. 2022).

grandes volumes de macroalgas encontradas nos estdbmagos dos caranguejos da praia de Gaibu,
bem como aos grandes volumes encontrados durante o derramamento de petréleo em Carneiros
estdo relacionados a um processo compensatorio. Diferente dos animais herbivoros, onde existe
toda uma fisiologia voltada ao consumo de matéria vegetal, os individuos onivoros ndo possuem
essa fisiologia que auxilia na absorcdo de nutrientes, resolvendo esse déficit com um consumo
de grandes volumes de alimentos (algas) uma vez que possuem baixa assimilagdo por parte do
animal (Riley et al. 2014).

Em todos os estbmagos analisados no periodo em que sucedeu a chegada das machas, ndo foram
encontrados particulas visiveis de petroleo. Contudo, apesar da ndo constatacdo visual, a
presenca do petréleo no ambiente pode desencadear uma série de alteracGes fisioldgicas nos
animais. No siri Polybius henslowii, as analises de conteido estomacal também nédo constataram
a presenca de particulas de 6leo no estomago, apds o derramamento causado pelo petroleiro
Prestigie na costa galega em 2022, entretanto presenca de petréleo no ambiente foi responsavel
pelo aumento da enzima acetillcolinesterase, biomarcador de estresse neurotoxico utilizado

para avaliar contaminacdo Signa et al. (2008).
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A andlise de PCA, demonstrou a formacdo de dois grupos com relacdo aos contaminantes. As
concentracdes de HPAs estiveram associadas principalmente com a praia de Gaibu durante o
derramamento, e os MT associados principalmente com a praia de Carneiros antes do
derramamento. De modo geral, os valores encontrados demonstraram uma contaminagédo
moderada comparada com os valores encontrados em &reas verdadeiramente poluidas e que
apresentam intensa entrada de contaminantes (Scolo et al. 2000; Readman et al. 2002, Silva et
al, 20) contudo, devido a constatacdo da presenca dos contaminantes é possivel observar outras
fontes de contaminantes presente nas praias, como a entrada de contaminantes piroliticos, a
queima de combustiveis e a entrada de efluentes (Scollo et al. 2000; Pacheco e Santos, 2001;
Muniz et al. 2006)

Uma longa exposicao aos processos de intemperismo, auxilia na decomposicdo do 6leo ao
chegar na praia e favorece com que grandes HPAs se degradem em compostos menores mais
biodisponiveis (Doerffer 1992; Huettel, 2022). Diferente das areas de manguezais os fatores
como alta dindmica, maior granulometria do sedimento e uma intensa oxigenacao, encontradas
principalmente em ambientes de praia, impede a permanéncia desses contaminantes e
possibilita uma maior lixiviacdo e diminui¢do das concentracdes encontradas (Barth, 2001;
Huettel, 2022). Outro fator que influencia nos resultadas das concentracfes de HPAs é a rapidez
no processo de limpeza da praia. Segundo Richetti e Milaré (2021), os processos de limpeza
ocorreram quando as manchas chegaram nas praias e toda uma comocao por parte da sociedade,
auxiliaram na extracao do 6leo das praias. Esse processo de limpeza traz reflexo na diminuicao

dos niveis de HPAs observados apds o derramamento.

Os derreamentos de petrdleo bruto sdo responsaveis pela contaminacdo de MT no ambiente
(Chinedu e Chukwuemeka 2018). Contudo, no presente estudo podemos inferir que existem
fontes distintas e crénicas, independentes do derramamento de 6leo ocorrido nas areas de coleta.
O que explica a deteccdo de contaminantes antes da chegada do petréleo. As concentracGes de
Zinco sdo muitas vezes associadas a contaminagéo por despejos de efluentes (Righi et al. 2022)
que podem ser transportados e depositados no ambiente. E possivel observar uma associagio
do Arsénio a praia de Carneiros durante e depois do derramamento e em Gaibu ap6s o
derramamento. Neste contexto, 0os vazamentos de petrdleo fazem com que os niveis de arsénio,
retidos nos HPAs, sejam liberados no ambiente (Schreiber e Cozzarelli, 2021). No entanto,
outro fator que ndo pode ser desconsiderado. Essas areas costeiras compostas por rochas

sedimentares e vulcanicas que, naturalmente, contém elemento quimico (Mendes, 2015) e
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através dos processos naturais de erosdo e lixiviacdo, € liberado do solo e das rochas sdo

lixiviados podendo acumular-se na agua do mar e na areia da praia.

De acordo com analise do indice alimentar e os dados abiéticos, o Naftaleno possuiu uma maior
influéncia nos padrdes de alimentacéo na praia de Gaibu e Carneiros antes do derramamento,
correlacionando de forma contréria em Carneiros no periodo do derramamento. Ja Zi e Cr
apresentaram uma correlagdo positiva em Carneiros no periodo apés o derramamento. O Niquel
esteve correlacionado principalmente na praia de Gaibu durante e depois do derramamento.
Esta relacdo aos compostos, principalmente Naf, Zi e Cr, a partir das analises de HPAs e MT,
sdo contaminantes constante no ambiente e essa relacdo antes do derramamento, demonstrando
a presenca de uma contaminacgdo presente no ambiente. Devido seu habito alimentar, os
crustaceos possuem uma facilidade com o contato das fontes de contaminagéo no sedimento o
que favorece a exposicdo (Voorspoels et al. 2004). Os MT e os oligoelementos possuem a
capacidade de biomagnificacdo e em certas concentracdes podem ser toxicos para 0s animais
atuando nos processos fisiologicos induzindo a danos teciduais (Doerffer, 1992; Shahidul Islam
e Tanaka, 2004; Righi et al. 2022), no entanto deve-se levar em consideracdo as altas

concentracdes de contaminantes assim com a biodisponibilidade.

Nos crustaceos, a contaminacdo esta relacionada com a toxicidade que a exposi¢do a certas
concentragbes pode ocasionar nos animais. No organismo dos crusticeos, o naftaleno é
acumulado e metabolizado no érgdo perigastrico, este érgdo atua como armazenamento lipidico
que sdo utilizados no processo de reproducdo o pode trazer uma série de problemas,
principalmente nos processos de vitelogénese (Vijayavel et al. 2004). A taxa de evaporacao de
alguns compostos de HPAs, aliada a hidrodindmica da praia faz com que as concentracdes de
maiores riscos sejam agudos e com o passar do tempo a biodisponibilidade desses componentes
diminuam (Zambrano et al. 2012). Além disso, os crustaceos possuem uma excelente forma de
limpeza do seu corpo, principalmente pelos processos de muda, uma vez que a sua carapaca
representa a maior parte da biomassa corporal, existe uma acumulagéo neste 6rgao fazendo com
que ndo exceda 0s niveis em seu corpo tornado assim toxico para o animal (Righi et al. 2022).
Adeleke et al. (2020), reporta niveis significativamente altos de MT no sedimento, em
contrapartida, é encontrado uma baixa concentragcdo de MT no organismo do caranguejo Dotilla

fenestrata.
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CONCLUSAO

Devido ae seu hébito generalista a E. gonagra apresenta um potencial de adaptabilidade as
pressdes antropicas geradoras de impactos. As alteracGes na alimentacdo, principalmente nos
recifes da praia de Carneiros, que esta inserida na APA dos Corais e APA Guadalupe, consiste
em uma resposta do efeito do petréleo sobre os animais. Os maiores volumes de macroalgas,
principalmente nos estdmagos no periodo do derramamento reforca esse ponto. Desta forma,
os resultados demonstram que em areas impactadas existe a preferéncia pelo item alimentar,
assim como € observado nos animais da praia de Gaibu, &rea com a presenca antropica
fortemente consolidada. A deteccdo de HPAs e MT antes da chegada do dleo endossa o fato
gue em menor e maior grau, as praias sdo impactadas de forma cronica (esgoto, turismos,
contaminacdo por metais, etc.) e que os efeitos sé foram acrescidos com a chegada das grandes
manchas de petréleo. Apesar da espécie apresentar um habito alimentar generalista, alteracdes
séo observadas em sua dieta. Diante do exposto, dois fatores sdo preponderantes para explicar
0s impactos causados alimentacdo da E. gonagra. O primeiro, tem a haver com a diminuigéo
da disponibilidade presas que morreram apés a chegada do 6leo, bem como a baixa quantidade
de presas disponiveis nos recifes e o0 segundo, sdo os efeitos duradouros dos contaminantes
(HPAs e MT) na capacidade predadora da espécie. O estudo de alimentacdo, é uma ferramenta
importante e os resultados apresentados demonstram os efeitos que um distdrbio age sobre a
espécie e desta forma servirdo como subsidios para futuros eventos com magnitude comparada

ao ocorrido no ano de 2019 no Nordeste do Brasil.
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Anélise dos danos gendémicos em caranguejos Eriphia gonagra (Fabricius, 1781)
(Brachyura:Eriphiidae) de areas recifais pernambucana impactadas pelo
derramamento de petroleo

RESUMO

Os danos genémicos sdo Otimas ferramentas para avaliar o efeito rapido de contaminantes no
ambiente. Nesse estudo, avaliamos os danos gendmicos na espécie Eriphia gonagra ap6s um
ano do derramamento de 6leo trés &reas recifais de Pernambuco (praia de Carneiros, praia de
Gaibu e praia Barra de Caruama). Dois testes de genotoxidade, micronucleo (MN) e ensaio
cometa (EC), foram usados para observar a presenca de danos no DNA. A partir das analises,
foram observados danos em baixa quantidade MN, ndo havendo diferengas entre praias e
tempo, o mesmo foi observado nas analises de EC. Maiores quantidades de células em apoptose
foram encontradas na praia de Barra de Catuama. Nossos estudos apontam que os danos
encontrados reportam efeitos de uma contaminacao crénica e serve como base para futuros

estudos envolvendo a espécie.
Palavra-chave: Genotoxidade, MicronUcleo, Ensaio cometa, Recife de arenito
INTRODUCAO

Os recifes apresentam uma grande importancia tantono no aspecto turistico, ambiental e
econémico. Esses ambientes atuam como excelente substrato para a consolidagdo da vida
marinha, fazendo com que a biodiversidade nesses locais seja alta e complexa (Correia e
Sovierzoski, 2005). Apresentando apelo visual, esses ambientes possuem uma forte pressao
antropica expondo 0s animais a uma série de componentes toxicos tornando 0s organismos
bentbnicos susceptiveis aos danos gerados pelo contato com elementos disponiveis no ambiente

gerado pela presenga humana nesses locais (Edinger et al, 1998).

Recentemente, o litoral nordestino teve suas praias afetadas por misteriosas manchas de 6leo,
cobrindo uma vasta &rea, com diversos ambientes importantes para a manutencdo da
vida(Craveiro et al. 2021). Em decorréncia desse evento, todo um ecossistema foi, de alguma
forma, impactado, atingindo também a fauna que ali estéo inseridos (Magalh&es et al. 2021;
Craveiro et al. 2021). Os derramamentos de petroleo consistem em eventos que podem tomar
grandes proporg¢des. Composto de uma mistura complexa rica em hidrocarbonetos, em contato
com o ambiente ela-pode se fragmentar devido as intemperes e com isso liberar uma série de

compostos organicos toxicos, intensificando a contaminacdo do ambiente (Doerfer, 1992;
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Andrade et al. 2010). A presenca de alguns compostos secundarios, podem atuar de forma
significativa no organismo dos animais, causando danos em oOrgaos, além de afetar funcGes
enddcrinas, neurologicas ocasionando também mutacdes a nivel celular como cancer (Doerffer,
1992; Islam e Tanaka, 2004). Segundo Bolognese et al. (2006) devido essa caracteristica de
potencial de contaminacgdo, faz-se necessario 0 monitoramento ambiental ao longo do tempo
utilizando diversas ferramentas, além do uso de outros grupos de bioindicadores, para avaliar a

persisténcia e ter uma real nocdo do impacto em diferentes ecossistemas.

Devido seu habito de vida, os caranguejos possuem a facilidade de entrarem em contato com
contaminantes, tais como HPAs, MT e pesticidas que consequentemente sdo assimilados pelo
organismo desencadeando uma série de efeitos que podem ser detectadas a partir do efeito no
organismo dos animais (Adeleke et al. 2020; Righi et al. 2022). O uso de bioindicadores sdo
fundamentais para a deteccdo precoce de causadores de estresse, além de fornecer dados a
respeito da exposicdo dos animais aos contaminantes (Lomartire et al. 2021). As alteracfes
morfolégicas evidentes ndo sdo de répida visualizacdes, algo que é observado a partir de uma
exposicdo continua e longa dos animais a um contaminante e apenas a constatacdo dessa
alteracdo morfologicas ndo sdo o suficiente, necessitando de outras ferramentas mais

minuciosas para observar essa pressao (Pinheiro e Toledo, 2010).

Como uma ferramenta para observar os efeitos de contaminantes, os estudos de genotoxidade
atuam como um meio na deteccdo prévia de mutacfes genéticas causadas pela exposicdo a
agentes causadores de contaminacdo (Araldi et al. 2015). Estas analises possuem uma alta
sensibilidade capaz revelar efeitos a uma vasta lista de agentes contaminantes (Bolognesi e
Fenech, 2012). A aplicabilidade dos estudos genotoxicos em crustaceos, na intencéo de analisar
a saude dos ambientes, pode ser uma ferramenta eficaz para elucidar os efeitos precoce de
contaminantes nesses animais ou ter uma nocao dos efeitos crénicos ap6s um desastre (Falcédo
et al. 2020; Pinheiro et al. 2013; Pinheiro et al. 2022). A ampla distribuicdo de espécies bem
como a relacdo direta com 0 ambiente torna os caranguejos uma excelente espécie sentinela e
as caracteristicas como endemismo, residente e uma baixa vagilidade (Adam et al. 2023)
caracteristicas essas, que tornam a espécie Eriphia gonagra uma candidata como espécie

sentinela no monitoramento dos recifes de arenito.

Da vasta fauna de espécies que utilizam os recifes de arenito a E. gonagra é um caranguejo
comumente encontrado associado a esse ambiente e de ampla distribuicéo pela costa brasileira

sendo facilmente encontrado sob tocas. Seu registro vai desde a regido do Caribe até a regido
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da Patag6nia, habitando principalmente costfes rochosos e recifes de arenito, do entremaré até
cinco metros de profundidade (Pinheiro et al. 1997; Melo, 1996; Koh e Ng, 2008). Os poucos
estudos envolvendo a E. gonagra como bioindicadora evidenciam o potencial de resposta da
espécie as interacBes antropicas (Bolla Junior, 2014; Rodrigues et al. 2020; Azevedo-Farias et
al. 2022; Santana et al.2022).

De acordo com Bolognesi et al. (2006) ap6s um derramamento de petréleo existe o potencial
de fontes residuais de contaminantes causadores de danos mutagénicos e cancerigeno, aflorem
e continuem liberado compostos. De acordo com Lourenco et al. (2020) devido as
caracteristicas do 6leo que chegou nas praias em 2019, fragmentos podem permanecer presos
no sedimento e através dos processos de dindmica do oceano podem se suspender e voltar a
contaminar as areas e ap0s 0s processos de limpezas faz-se necessario o monitoramento
ambiental para ter nocao da contaminacdo e dos efeitos da limpeza sobre a fauna que ali vivem
(Cantagallo et al. 2007)

O presente estudo busca apresentar indicativos ecoldgicos gendmicos no caranguejo recifal
Eriphia gonagra em trés recifes de arenito, impactados de diferentes formas pelo derramamento
de petréleo e com isso ter uma a perspectiva da saude dos recifes apds e contribuir como dados

basais a respeito dos danos genéticos.

METODOLOGIA

Foram coletados hemolinfa de 10 individuos em trés localidades, Praia de Carneiros
(8°42'13,8"S; 35°04'43,0"W), praia de Gaibu (8°19'46,5"S; 34°56'59,3"W) e praia Barra de
Catuama (7°40'41,6"S 34°49'51,6"W), Pernambuco, Brasil. Para o teste Micronucleo, as coletas
ocorreram nos meses de novembro de 2020, maio de 2022 e novembro de 2022. Para 0 ensaio-
cometa, as coletas ocorreram nos meses de novembro de 2020, novembro de 2021 e novembro
de 2022. Os caranguejos foram capturados de forma manual, com duas pessoas percorrendo o
recife, com o auxilio de pingas na retirada dos animais das tocas. Os individuos foram
acondicionados em sacos plasticos com agua do local. Em laboratdrio foram realizadas puncdes
nas articulagbes, com seringas com 1 ml de hemofol previamente colocados, a fim de retirar a
hemolinfa dos animais. Apos as puncdes, uma parte do material foi utilizado na realizacdo dos
esfregacos para o teste de micronlcleo e a outra fracdo de cinco individuos foram
acondicionados em tubos de ependorf, embalados em aluminio, protegidos da luz até a

realizacdo do ensaio-cometa.
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Teste de Micronucleo (MN)

Para o teste de micronucleo, as Iaminas foram limpas com extran, lavadas com agua destilada,
enxaguadas com etanol 70% e secas em temperatura ambiente. 15 pl do material biologico
(hemolinfa) foram gotejados nas laminas e realizado o esfregaco em duplicata. Apos, as laminas
foram secas na posi¢do horizontal por 3 minutos & temperatura ambiente. Seguindo a
metodologia modificada de Bolognesi e Frenech (2012) e Falcéo et al. (2020), todas as laminas
foram postas em um berco de coragéo e colocadas em uma cuba contendo alcool metilico por
cinco minutos, lavadas em agua destilada e secas em ambiente. Apos secas, foram coradas com
solucdo de Giemsa (puro) por trés minutos e lavadas em agua destilada até a retirada do excesso
de-cerante, todas as 1aminas foram distribuidas horizontalmente até a secagem completa em
temperatura ambiente e guardadas em refrigeracdo para posterior leitura. A leitura das laminas
realizou-se por meio de um microscopio 6ptico (100x), onde foi contado um total de 1000

celulas micronucleadas.
Procedimento Ensaio cometa (EC)

O procedimento seguiu o protocolo modificado de Singh et al.(1988), onde as ldaminas foram
revestidas com agarose de alto ponto de fusdo. Em uma sala protegida pela luz, a aliquota de
15 pl do material biologico foi homogeneizada em 100 pl de agarose de baixo ponto de fusdo
(LM). A mistura foi transferida para as laminas revestidas com agarose, cobertas com uma
laminula e incubadas em uma temperatura de 4°C por 10 min. Apés passado o tempo, foram
retiradas as laminulas e submetidas a solucéo de lise (1 ml de Triton x100, 10 ml de DMSO, 89
ml de solucéo lise pH 10). Decorrido 24h na solucdo de lise, as laminas foram submetidas a
eletroforese (33V~300 mA por 20 min) em tampao alcalino. Passado o tempo todas foram
imersas em solucdo de neutralizacdo por 15min, fixadas em etanol absoluto por 5min e secas
em temperatura ambiente. As laminas foram mantidas em refrigeracdo até a coloracdo. Para a
coloragéo foi utilizado GelRed (Biotium®) na proporgao de 1 ul de corante homogeneizado em
1000 pl de agua deionizada estéreo. A leitura das laminas realizou-se por meio de um
microscopio de fluorescéncia (40x) aplicando 50 pl do corante sobre a lamina e contabilizado

100 células por animais.

Os nucleoides (cometas) foram classificados visualmente em cinco classes, de ndo danificados
(classe 0) a completamente danificados (classe 1V), de acordo com o formato da cabega e o

comprimento da cauda. Com base nos valores arbitrarios atribuidos as diferentes classes (da
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classe 0 = 0 a classe IV = 4), um indice de dano genético (ID) foi calculado como a soma dos
nucleoides observados em cada classe de dano multiplicada pelo valor da respectiva classe
[(nGmero de células da classe 0 x 0) + (nimero de células da classe | x 1) + (nUmero de células
da classe Il x 2) + células (nimero de células da classe 111 x 3 células) + (nimero de células da

classe IV x 4)]/ nimero de animais (Collins et al. 1995 ).
Anélise estatistica

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk. Os dados que apresentaram
uma distribuicdo normal foram avaliados a partir do teste ANOVA seguido pelo teste Tukey.
Jé os dados ndo normais, foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, e posteriormente, pelo
teste de comparacdo de Dunn, a fim de observar as diferencas entre praias e periodos. Foram

considerados estatisticamente diferentes nos valores de p 5%.
RESULTADOS

Foram capturados 90 animais para as analises, 56 fémeas (7 ovigeras) e 34 machos. Na praia
de Barra de Catuama, 0s animais tiveram o comprimento de carapaca medio de 20,20 cm e 0
peso médio de 13,23 g. Na praia de Carneiros, o comprimento da carapaca medio de 18,63 cm
e 0 peso medio de 8,55 g. Ja na praia de Gaibu, o comprimento da carapaca médio de 17,90 cm

e 0 peso médio de 7,77 ¢
Teste micronacleo (MN)

Nas trés praias foram detectadas anomalias celulares (Figura 1). Independentemente do tempo,
ndo foram observadas diferencas nas médias das frequéncias de células micronucleadas (p >
0.05), contudo, houve diferencas entre as praias no més de novembro de 2020 entre Carneiros
e Gaibu (p < 0,05). Em Barra de Catuama a média ficou em 3,63 £ 0,42 MN%o, 3,09 + 0,41
MN%o € 3,14 £ 0,46 MN%o. Na praia de Gaibu 4,50 £+ 0,93 MN%o, 3,08 & 0,93 MN%o, 3,25 +
0,45 MN%o. Em Carneiros as menores frequéncias foram observadas 2,25 + 0,34 MN%o, 1,92
+ 0,47 MN%o, 1,86 + 0,51 MN%o (Figura 2).
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Figura 1: Imagem dos hemocitos da E. gonagra apos a coloracdo de Giemsa através do
microscopio optico (100x). MN: micronlcleo; NCEL: células normais; APT: células

apoptoticas. Fonte: Autor.
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Figura 2: frequéncia de células micronucleadas (media + erro) observada nos caranguejos E.
gonagra, letras representam diferencas significamente distintas. BC: Barra de Catuama; CA:

Carneiros; GB: Gaibu. Fonte: Autor.
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Na praia de Barra de Catuama, foi reportada uma frequéncia maior de células em apoptose a
média diferencas significativas (p < 0,05) foram observadas entre as praias (Figura 3). A praia

diferiu das demais principalmente nos meses de novembro de 2020 e em novembro de 2022.
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Figura 3: frequéncia de células apopticas (média + erro) observada nos caranguejos E. gonagra,
letras representam diferencas significamente distintas. BC: Barra de Catuama; CA: Carneiros;
GB: Gaibu. Fonte: Autor.

Ensaio cometa (EC)

Os resultados de EC revelam a presenga de danos nos animais. Essas alteracdes gendémicas
foram reportados nas trés praias, Gaibu, Carneiros e Barra de Catuama (Figura 4). Nao foram

observadas diferencas significativas com rela¢do ao tempo e as praias (p > 0.05) (Figura 5).
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Figura 4: Classificagdo dos nucleoides da E. gonagra de acordo com o grau de danos; O - 4,

onde 0 representa a auséncia de danos e 4 células com o maximo de danos. Fonte: Autor.

Na praia de Carneiros foram encontradas as menores porcentagens de células danificadas em
novembro de 2021 e 2022 com 29.8% (Tabela 4). Em Gaibu foram encontrados os maiores

valores com 40.6% de células danificadas no més de novembro de 2020 (Tabela 1).
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Figura 5: Analise temporal do indice de dano genémico (média + erro) na E. gonagra nos trés

recifes. a: Barra de Catuama; b: Carneiros; ¢: Gaibu. Fonte: Autor.
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Tabela 1: Células danificadas (%) e indice de danos gendmicos (ID) encontrados na E. gonagra

nos trés recifes de arenito.

Areas Recifais Periodo Células Danificadas ID
Nov-20 35,2% 66,8 + 7,05
Barra de Catuama  Nov-21 31,2% 61,2+ 7,34
Nov-22 33,4% 75,0 £ 9,68
Nov-20 35,8% 60,8 + 4,78
Praia de Carneiros  Nov-21 29,8% 57,8 +7,50
Nov-22 29,8% 65,4 +8,27
Nov-20 40,6% 79,2 £ 8,05
Praia de Gaibu Nov-21 38,2% 74,4 + 3,93
Nov-22 37,6% 83,6 + 4,83
DISCUSSAO

A partir dos dados de EC e MN nos caranguejos E. gonagra, foram encontrados danos
causadores de mutagéneses e tais resultados trazem indicios da presenca cronica de agentes
estressores. A entrada de petrdleo no ambiente pode liberar compostos que intensificam a
presenca de células com danos. Tais efeitos em E. gonagra ja foram documentados, no qual foi
detectado um aumento na frequéncia de células micronucleadas, principalmente no periodo
préximo a chegada das manchas, seguido de uma recuperacao logo apés o periodo de retirada
do petrdleo Santana (2022). Desta forma, os resultados encontrados confirmam a presenca desta

recuperacdo no ambiente e demonstra a acdo de outras fontes causadoras de danos.

A literatura para caranguejos em sua maioria abrange espécies de manguezais (Araldi et al.
2015, Duarte et al. 2016, Pinheiro et al. 2013, 2021). As caracteristicas ambientais diferem
fisicoquimicamente das condi¢des encontradas nos recifes. As areas recifais possui intensa
dindmica, com um ambiente grande energia de ondas e alta permeabilidade do solo o que facilita
a oxigenacdo da area e consequentemente a oxidacdo de compostos quimicos, principalmente
os de origem do derramamento de petroleo, aumentando a degradacéo e reduzindo o seu efeito
(Bontempo Filho et al. 2022, Huettel, 2022). No geral, as areas de manguezais sdo portas de
entrada para contaminantes, atuando como sumidouros de compostos quimicos e devido a sua
baixa oxigenagdo existe uma permanéncia desses compostos, tornado assim biodisponiveis ao
longo tempo e por consequéncia maiores danos aos caranguejos que possuem contatos com o
solo (Bayen, 2012).

A praia de Carneiros esta inserida em areas de protecdo (APA dos Corais e APA Guadalupe) é

possivel observar baixos niveis de MN em compara¢do com as outras praias. Os padrdes
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encontrados para a E. gonagra de MN em Barra de Catuama e Gaibu se aproximam de &reas
que apresentam interacGes antropicas. No Ucides cordatus é reportado 4 MN%o. como valor de
base para o no caranguejo do mangue, e valores menores a 2 MN%o. relacionados principalmente
em praias de Sdo Paulo (Cananéia, baixo impacto humano e Juréia, area intocada) com
caracteristicas de preservacdo e pouca intera¢cdo humana (Duarte et al. 2016 e Pinheiro et al.
2013). No Cardisoma guanhumi foram encontrados valores muito variados, no litoral
pernambucano o maximo de MN encontrado foi 4,1 MN%o no periodo de inverno associados a
contaminag@o, com valor de base por volta de 0,2 MN%o associados a baixa contaminagéo
(Araldi et al. 2015). Em Juréia, area preservada, é relatado uma média para o Aratus pisonii de
0,9 MN%o, Goniopsis cruentata 1,7 MN%o ¢ U. cordatus valores 1,3 MN%o (Pinheiro et al.
2021). Contudo, a E. gonagra habita um ambiente distinto, das espécies anteriormente citadas,
com caracteristicas fisicoquimicas diferentes que podem alterar a disponibilidade de
contaminantes, e neste caso, valores basais para outras espécies podem ndo refletir as condicbes
reais do animal. Os fatores como, alimentacao e estilo de vida podem influenciar no contato
com contaminantes e consequentemente faz com que os valores variem, no geral espécies de
maior nivel trofico possuem uma maior facilidade de contaminacdo o que acarreta maior
frequéncia de MN (Pinheiro et al. 2021).

Uma das principais formas de contato da E. gonagra com causadores de estressores vem do
habito de forrageamento sobre os recifes. Essa caracteristica é classificada como uma das
principais consequéncia para o Goniopsis cruentata apresentar niveis de MN maior que outras
duas espécies (Ucides cordatus e Aratus pisonii) encontradas no mesmo manguezal (Pinheiro
et al. (2021). No geral, esses locais possuem proximidades a areas estuarinas, bem como areas
urbanas, no qual intensos despejos de efluentes oriundo do interior do continente costumam
chegar a praia e aos recifes, além da presenca contante e intensa do fluxo de embarcacdes que
liberam compostos quimicos na agua (Dila et al, 2022; Hermansson et al, 2023) e
consequentemente propicia 0 contato com contaminantes, muitos deles com potenciais

genotodxicos.

Barra de Catuama apresentou uma maior incidéncia de deterioracdo celular, com a presenca de
celulas apoptoticas demonstrando a inducdo da morte celular. A entrada de um causador de
danos pode induzir diretamente a célula nos processos de apoptose fazendo com que ela néo
passe pelos processos de divisdo celular e consequentemente a formacéo do micronucelo, desta

forma é possivel detectar uma baixa quantidade de células micronucleadas, mas em
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contrapartida, uma maior quantidade de células em apoptose. (Araldi et al. 2015; Falcéo et al.
2020).

Com relagéo ao ID encontrado na E. gonagra é possivel ver a presenca de dano moderado nos
animais com valores variando 57,8 + 7,50 na praia de Carneiros a 83.6 = 4,83 na praia de Gaibu.
Os modelos bioldgicos possuem sensibilidades diferentes, o que fazem responder de forma
distinta, além de que ndo ha um consenso com relagdo a metodologia de anélise de danos, uma
vez que alguns trabalhos usam meétodos empiricos ou valores de medidas da cauda (Lee e
Steinert, 2003; Esteves et al. 2020). Na Aegla patensis, valores para o ID na espécie variando
entre 107,3 a 165,0 entre &reas com menor e maior grau de degradacgdo (Goldoni et al. 2023).
No C. guanhumi observaram diferencas entre area preservada e areas com pressdo antropica,
com valores variando entre 7,5 a 121,8 entre areas (Falcéo et al. 2020). No estudo de Rocha et
al. (2012), séo observados valores superior a 150 no ID para camardes Xiphopenaeus kroyeri
submetidos a diferentes concentracdes de benzo[a]pireno. No estuario do rio Protengi- RN 0s
valores de ID encontrados por Cabral (2017), para Ucides cordatus, variaram entre 100 a 346.

Apesar de ndo apresentar diferencas com relacdo aos animais dos recifes de Carneiros (area
localizada em uma APA) com os outros recifes € reflexo de uma adaptacédo da espécies nessas
areas com maior interagdo humana. Areas que apresentam contaminacdes podem induzir um
aumento nos niveis de danos celulares (Davanso et al.2013; Falc&o et al. 2020). No entanto, em
uma situacdo continua de contaminacdo os animais possuem habilidade de adaptacdo no
ambiente. A partir de estudos no camardo Penaeus vannamei expostos a cadmio, Ming Chang
et al. (2009) observou danos ap0s a exposicdo, foi observado um aumento nas primeiras seis
horas e posterior uma queda com o passar do tempo. O mesmo foi observado por Hong et al.
(2013) com o caranguejo Eriocheir sinensis para concentragdes subletais de deltameltrina no

primeiro dia houve aumento notavel no nimero de danos.

A técnica de EC possui a caracteristica de ser muito sensivel a uma vasta quantidade
contaminantes e ser capaz de responder a agentes causadores de danos com maior facilidade
(Araldi et al. 2015). Assim é possivel afirmar que, E. gonagra nas trés praias estdo sendo
submetidas a contaminantes indutores de estresse mutagénico. As alteragdes mutagénicas
encontrados pelo EC em E. gonagra possui uma perspectiva de reparo ao genoma, existindo a
possibilidade de reparo no DNA. O EC é capaz de responder a danos que podem ser reversiveis,
ndo excluindo os riscos com a exposic¢ao prolongada da inducdo de neoplasias nos animais

(Gianfredi et al, 2020). A constatacdo de células MN, e de certa forma preocupante, uma vez
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que os danos gendmicos formados séo irreversiveis algo que pode induzir a morte programada
da célula (Araldi et al. 2015; Krupina et al.2021).

CONCLUSAO

E possivel detectar danos na Eriphia gonagra demonstrando eficacia no biomonitoramento dos
recifes de arenito. Observa-se que os animais encontrados nos recifes passam por efeitos de
contaminagdo causadora de danos genéticos, em menor grau em comparagao ao periodo do
derramamento, de forma crénica no ambiente. Sdo detectados a presenca de macro e
microlesdes, demonstrando uma ferramenta como bioindicadora dos recifes de arenito, no
entanto ainda sdo necessarios mais estudos envolvendo a espécie e o potencial de resposta aos

mais diversos agentes contaminadores.
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4-Conclusdes

Durante o periodo do derramamento na praia de Carneiros houve uma mudanca na alimentacéo
de E. gonagra com o aumento significativo do consumo de macroalgas. Esta mudanca ndo foi
observada na praia de Gaibu, que antes do evento ja apresentavam um consumo alto de
macroalgas. Dois pontos explicam essa mudanca na alimentagdo o primeiro € a falta de alimento
causado pelo impacto do derramamento e a segunda sdo as alteracbes comportamentais,

ocasionada pela presenca de compostos toxicos oriundos do petroleo.

Foi constatado um aumento na presenca de HPAs principalmente na praia de Gaibu, sendo

capaz de causar alteragdes na alimentacdo dos caranguejos das praias de Carneiros e Gaibu.

Os valores encontrados para danos genéticos é possivel identificar a ocorréncia de impactos
crbnicos na area, ndo estando diretamente relacionada ao derramamento de petroleo de 2019 e

sim a impactos antrdpicos, como poluicdo, preexistentes nas areas.

Desta forma é possivel constatar o potencial da E. gonagra em responder a impactos ambientais
servindo como ferramenta no monitoramento a eventos de desastres antrépicos, bem como

impactos decorrentes da poluicdo, principalmente dos recifes de arenito.
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