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RESUMO
O presente estudo teve como objetivo analisar o potencial de trés espécies de Callinectes como
bioindicadores das condi¢cdes ambientais por meio de testes de alimentacdo e genotoxicidade.
Para a anélise genotoxica, os siris foram avaliados entre os anos de 2022 e 2023, periodo em
que foi registrado o ressurgimento de 6leo na forma de “tar balls” no Nordeste do Brasil. As
coletas foram realizadas em trés areas estuarinas de Pernambuco: Atapuz, Carneiros e Suape,
durante os meses de maio e novembro de 2022 e maio de 2023. O teste de Microntcleo (MN)
foi utilizado para avaliar macrolesdes no DNA. Durante o estudo, foi detectada a ingestéo de
6leo pelos espécimes, além de altos niveis de danos ao material genético. Para a analise da
alimentacdo, as coletas foram realizadas nos mesmos locais do estudo anterior, com avalia¢6es
conduzidas de 2020 a 2023. Esse estudo incluiu a coleta de sedimentos nos estuarios, seguida
da extracdo e analise de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), bem como a avaliacdo
de microlesdes no DNA por meio do Ensaio Cometa (ID). Ao analisar os componentes da dieta
dos espécimes, verificou-se que, dos 173 siris coletados, aproximadamente 20% apresentavam
material oleoso no estdbmago. Durante o periodo do derramamento de 6leo, os resultados
indicaram um aumento nos niveis de HPA, que se correlacionaram com as maiores médias do
indice de dano (ID), exceto na localidade de Carneiros. A ingestdo desses contaminantes pode
ser atribuida a diversos fatores, como o aumento do consumo de sedimentos pela espécie,
eventos de precipitacdo e processos naturais, como lixiviacdo e alta predacdo. Os danos
genéticos observados sugerem que as espécies expostas a contaminacao sdo impactadas direta
e indiretamente durante os periodos de derramamento de 6leo, conforme demonstrado neste

estudo.

Palavras-chave: Petrdleo; Ingestdo; Genotoxicidade; Siris.



ABSTRACT

The present study aimed to analyze the potential of three species of Callinectes as bioindicators
of environmental conditions through feeding and genotoxicity tests. For genotoxic analysis, the
crabs were evaluated between 2022 and 2023, a period in which the resurgence of oil in the
form of “tar balls” was recorded in Northeast Brazil. Collections were carried out in three
estuarine areas of Pernambuco: Atapuz, Carneiros and Suape, during the months of May and
November 2022 and May 2023. The Micronucleus (MN) test was used to evaluate macrolesions
in the DNA. During the study, oil ingestion by the specimens was detected, in addition to high
levels of damage to the genetic material. For the analysis of feeding, collections were carried
out in the same locations as in the previous study, with assessments conducted from 2020 to
2023. This study included the collection of sediments in estuaries, followed by the extraction
and analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), as well as the evaluation of
microlesions in DNA through the Comet Assay (DI). When analyzing the components of the
specimens' diet, it was found that, of the 173 crabs collected, approximately 20% had oily
material in their stomachs. During the oil spill period, the results indicated an increase in PAH
levels, which correlated with the highest averages of the damage index (DI), except in the
Carneiros location. The ingestion of these contaminants can be attributed to several factors,
such as increased sediment consumption by the species, precipitation events, and natural
processes, such as leaching and high predation. The observed genetic damage suggests that
species exposed to contamination are directly and indirectly impacted during oil spill periods,
as demonstrated in this study.

Keywords: Petroleum; Ingestion; Genotoxicity; Swimming crabs.
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1 INTRODUCAO

A historia dos derramamentos de petréleo no Brasil € antiga, os primeiros registros
ocorreram durante as décadas de 1960 e 1970 quando houve 0s primeiros acidentes com navios-
tanque, coincidindo com a época do desenvolvimento industrial do pais. Nas duas décadas
seguintes, falhas em dutos e na infraestrutura industrial foram os motivos dominantes de
acidentes. Ja no século XXI, as causas dos derramamentos passaram a ser atribuidas a falhas
humanas e operacionais (Zacharias & Fornaro, 2020).

Siqueiraetal. (2023) e Lemos et al. (2024) mapearam rotas e trajetorias que possibilitam
a chegada de manchas de 6leo ao litoral brasileiro. Zacharias et al. (2023) estimaram que até
30% dos navios que seguem em direcdo ao Cabo da Boa Esperanca podem estar despejando e
limpando tanques nas proximidades das &guas jurisdicionais brasileiras. E amplamente
reconhecido que a producdo de petrdleo e gas natural é fundamental para o fornecimento global
de energia (Soares et al., 2020). Entretanto, 0 aumento das atividades nesse setor, pode acarretar
riscos significativos para o meio ambiente (Sousa et al., 2013).

No segundo semestre de 2019, um extenso derramamento de 6leo afetou a costa do
Nordeste e parte do Sudeste do Brasil, atingindo mais de mil localidades ao longo do litoral
brasileiro (Lourengo et al., 2020). Sendo este evento considerado um dos maiores
derramamentos na América do Sul e um dos mais significativos na regido tropical (Soares et
al., 2020; Magalhdes et al., 2021). Exames geoquimicos forenses indicaram que as particulas
do 6leo “misterioso” de 2019 apresentavam caracteristicas compativeis com o 6leo venezuelano
(Oliveiraet al., 2020). Embora a remocao do residuo das praias, recifes de corais e manguezais
tenha sido consideravel (Brum et al., 2020), pequenas manchas de 6leo ainda foram detectadas
em varias regides, com potencial para persistir por anos. Magris e Giarrizo (2020) ressaltaram
0s impactos desse evento nos habitats costeiros, destacando ameagas as espécies marinhas.
Além de impactar vilas de pescadores e o turismo, exigindo acdes de protecdo ambiental e
governamentais, devido & magnitude do problema, foram relatados impactos econémicos e
ambientais em 11 estados, 130 municipios e 1009 localidades (Almeida et al., 2022; Inojosa et
al., 2022). Além disso, mais de 55 areas de preservacdo costeira, essenciais para a conservagao
da vida marinha, também foram afetadas (Soares et al., 2020; IBAMA, 2020; Magalhaes et al.,
2021).

Em 2022, um novo evento petrolifero afetou o Litoral do Nordeste, semelhante ao
ocorrido em 2019, como relatado por Soares et al. (2023) e Lourengo et al. (2023). Os efeitos
do 6leo variam conforme o ambiente afetado e seu grau de sensibilidade (Wake, 2005). Os

riscos estdo particularmente associados ao potencial das manchas de oleo atingirem areas
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costeiras produtivas, como manguezais, estuarios e recifes, que abrigam organismos delicados
e com vulnerabilidades complexas (Gundlach & Hayes, 1978). Devido a sua densidade e
caracteristicas quimicas, o petroleo no ambiente marinho pode formar compostos organicos
toxicos, a sua fragmentacéo intensifica os danos ambientais, especialmente para a fauna local
(Andrade et al., 2010). O petrdleo é composto principalmente por hidrocarbonetos, com 95%
de sua estrutura formada por hidrocarbonetos alifaticos (80%) e aromaticos (15%). Apesar de
os hidrocarbonetos aromaticos representarem uma fragcdo menor, eles sdo os mais toxicos, em
que consistem em dois ou mais anéis aromaticos condensados. Esses compostos, formados por
carbono e hidrogénio, séo motivo de preocupacdo, pois muitos de seus componentes Sdo
reconhecidamente mutagénicos e carcinogénicos (larc, 2012).

O manguezal, por exemplo, € um ecossistema que por apresentar caracteristicas
sensiveis, € fortemente impactado, quando poluentes o atingem. lvar do Sul et al. (2014) explica
que as florestas de mangue conseguem acumular residuos durante longos periodos,
especialmente em suas areas mais elevadas, onde a influéncia de correntes e marés é reduzida.
O contato direto com o petréleo bruto pode matar muitos organismos, resultando em uma
reducdo na diversidade e abundancia de espécies e levando a mudancgas na composicao e perda
das funcGes dos ecossistemas nas areas afetadas (Eichler et al., 2014; Magris & Giarrizzo, 2020;
Craveiro et al., 2021; Santana et al., 2022).

Felder et al. (2014) e Phukaokaew e Sukhsangchan (2019) relatam que a contaminacao
por Oleo pode causar danos externos em animais, carapagas e membros ambulatorios, além de
afetar 6rgdos internos, como as branquias. Magris e Giarrizzo (2020), Soares et al. (2022) e
Soares e Rabelo (2023) apontam evidéncias de ingestdo de 6leo, mudancgas no tamanho e sexo
dos organismos, e alteracdes morfoldgicas. Campelo et al. (2021) sugerem um impacto na
abundancia do microzooplancton, enquanto Souza et al. (2022) observam uma reducao nas
taxas de assembleia de zooplancton. Além disso, Santana et al. (2022) relatam uma diminuicao
no namero de fémeas de caranguejos Pachygrapsus.

Os caranguejos da infraordem Brachyura Latreille, 1802 pertencem a uma classificagéo
de crustaceos, que engloba espécies com valor socioambiental, como siris do género Callinectes
Stimpson (1860), o qual é composto por 15 espécies, das quais a grande maioria pode ser
encontrada ao longo da costa brasileira (Robles et al., 2007). Esses siris possuem um importante
valor econdmico, especialmente para pescadores ribeirinhos que dependem da pesca como
fonte de sustento para suas familias (Jablonski et al., 2006). A alimentagdo dos siris azuis, como
sdo conhecidos popularmente, distingue-se de trés maneiras diferentes a: raptorial, interface e

planctofaga (Negreiros-Fransozo & Fransozo, 1994). O que envolve comportamentos
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diferentes, como a captura de grandes organismos; se alimentar na superficie de objetos e
sedimentos; o consumo de pequenos materiais suspensos, respectivamente. Dessa forma, os
siris desempenham um papel ecolégico muito importante na estrutura e funcdo da cadeia
alimentar.

Além disso, estes representantes da familia Portunidae apresentam alta edacidade,
manifestam maior atividade e crescimento em comparagdo com outros crustaceos (Edgar,
1990). Devido a essas caracteristicas, esses animais ingerem uma maior quantidade de
alimentos e, consequentemente, mais contaminantes, caso estes estejam biodisponiveis
(Mantellato e Christofoletti, 2001). Assim, esses animais tém potencial para serem empregados
como bioindicadores da qualidade ambiental (Areces et al., 2015; Leite et al., 2020). Mudancas
no ambiente podem prejudicar o material genético dos organismos, e medir esses danos é uma
forma eficaz de identificar perturbacdes ambientais, conforme discutido por Gonzalez-Hunt et
al. (2018). O teste de micronucleo é um método amplamente utilizado para avaliar macrolesées
no material genético, causadas por fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos, sendo um dos
marcadores genéticos mais comuns para analise do potencial de genotoxicidade (Oga et al.,
2008; Sommer et al., 2020). Macrolesdes sao mutacGes que atingem por¢des maiores do DNA,
como a perda de parte do cromossomo (Oga et al., 2008). Os microntcleos (MN) sdo nucleos
menores formados por fragmentos cromossdmicos ou cromossomos inteiros que ndo sdo
incluidos no nucleo principal devido a erros anafasicos podendo serem observados apds um
ciclo completo de diviséo celular (Fenech, 1997; Bonassi et al., 2007). A exposi¢ao a agentes
mutagénicos pode levar & formacdo de microndcleos, caracterizando um fenétipo de
instabilidade cromossomica/genémica (Fenech, 2002; Bonassi et al., 2007; Teixeira, 2007). A
analise quantitativa das macrolesdes € feita pela contagem do numero de células
micronucleadas em relacdo as células normais, estimando o impacto do agente perturbador
(Fenech, 2000). Este método destaca-se por sua alta sensibilidade e baixo custo (Sommer et al.,
2020). As células micronucleadas sdo identificadas por caracteristicas especificas, como a
estrutura da cromatina e a intensidade de cor semelhante ou mais fraca do que a do nucleo
principal (Tolbert, Shy & Allen, 1992; Fenech, 2000). Além deste método, também existe 0
ensaio cometa, que € um método genotoxicoldgico altamente sensivel para avaliar microlesoes
no DNA de células individuais, detectando quebras da fita em diferentes niveis (Belpaeme,
Cooreman & Kirsh-Volders, 1998; Speit & Hartmann, 1999; Scalon et al., 2010). Esta técnica
envolve a eletroforese do DNA em gel alcalino, onde células sdo inseridas em gel de agarose e
expostas a solugbes que rompem as membranas celulares, deixando proteinas nucleares

expostas (Singh et al., 1988). O DNA danificado migra durante a eletroforese, formando uma
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"cauda de cometa"”, cujo comprimento indica o grau de degradagdo do DNA (Paolo, 2006;
Brianezi, Camargo & Miot, 2009; Rojas et al., 1999). A intensidade do dano é avaliada
visualmente e classificada em niveis de acordo com o comprimento da cauda, variando da
Classe 0 (sem danos) até a Classe 4 (maximo dano) (Bolognesi & Cirillo, 2014). Este método
é amplamente utilizado no biomonitoramento de agentes genotoxicos, detectando efeitos de
agentes quimicos e fisicos em diferentes matrizes ambientais (Cotelle & Férard, 1999; Adam
etal., 2010).

A abordagem genotoxica é versatil, podendo ser aplicada a diversos organismos em
diferentes ambientes, tornando-se uma ferramenta de alta eficiéncia (Bhat et al., 2019). A partir
disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a dieta alimentar de trés espécies de siris
do género Callinectes, e entender através de testes genotdxicos se os estuarios estudados foram
contaminados e principalmente se a fauna estuarina foi impactada pelos recorrentes

surgimentos de petroleo na costa Pernambucana.
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1.1 Estrutura da dissertacéo

A presente dissertacdo realiza um estudo analitico sobre os efeitos genotoxicos em siris,
contaminados por petroleo. Diante disso, foi feita uma Introducdo Geral abordando os temas
dos capitulos seguintes. Os resultados fruto desta dissertacdo estdo apresentados nos tépicos 3
e 4.
Artigo | (Tdpico 3): “Efeitos da ingestdo de 6leo sobre as populagdes de trés espécies do género
Callinectes (Decapoda, Portunidae) em regides afetadas por derramamento de petréleo em
estuarios tropicais no Brasil” — Este artigo relata a ingestdo de fragmentos de petroleo por trés
espécies do género Callinectes em trés estuarios de Pernambuco e os possiveis efeitos
génomicos através de teste de micronucleo. Este manuscrito estd formatado de acordo com as
normas do periodico Science of the Total Environment, com excec¢édo do idioma do corpo do

trabalho, estando apenas as figuras e tabelas em seu idioma sugerido.

Artigo 11 (Topico 4): “Genotoxicidade e alimentacdo dos siris Callinectes spp. em areas afetadas
por derramamento de petroleo, no litoral de Pernambuco, Brasil” — Este manuscrito descreve a
dieta alimentar de siris do género Callinectes em regides atingidas por derrame de petréleo,
além de avaliar a contaminacg&o dos sedimentos e correlacionar esses dados com lesdes ao DNA.
Este artigo esta formatado de acordo com as normas do periddico Environmental Pollution,
com excecdo do idioma do corpo do trabalho, estando apenas as figuras e tabelas em seu idioma

sugerido.

As referéncias de cada capitulo estdo no final deles. Por fim, o tdpico 5 apresenta as

consideracdes finais deste trabalho, seguido das referéncias da parte introdutdria.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar possiveis danos genotdxicos em siris do género Callinectes presentes em
regides estuarinas afetadas por derramamento de petroleo, através da sua alimentagédo e a

presenca de residuos de petréleo.

2.2 Objetivos especificos

Analisar e quantificar o conteldo estomacal de Callinectes Stimpson 1860,

identificando os itens alimentares;

e Comparar os itens alimentares encontrados nos Callinectes entre as areas estudadas;

e Verificar a presenca de residuos de petréleo nos animais e em seu contetldo estomacal;

e Avaliar possiveis danos genotoxicos através de analises de micronicleo e ensaio
cometa;

e Acompanhar os impactos gerados pelo derramamento de 6leo ao longo do tempo;

e Avaliar a contaminacdo dos sedimentos das regides estudadas em termos de

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) e correlacionar as varidveis bioticas

analisadas nesse presente estudo.
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4. ARTIGO | - EFEITOS DA INGESTAO DE OLEO SOBRE AS POPULACOES DE
TRES ESPECIES DO GENERO Callinectes (Decapoda, Portunidae) EM REGIOES
AFETADAS POR DERRAMAMENTO DE PETROLEO EM ESTUARIOS TROPICAIS
NO BRASIL

Resumo

Os riscos ligados a vazamentos de petroleo nos ecossistemas marinhos sao bastante
significativos, estes podem causar efeitos deletérios em diferentes espécies costeiras. Diante
disso, este trabalho teve como objetivo analisar se as espécies Callinectes danae Smith, 1869,
Callinectes exasperatus (Gerstaecker, 1856) e Callinectes marginatus A. Milne-Edwards,
1861, ingeriram particulas de petroleo provenientes do ressurgimento registrado em 2022, e 0s
possiveis danos gendmicos. Os espécimes foram coletados em trés estuarios de Pernambuco:
Atapuz, Carneiros e Suape, nos anos de 2022 (meses de maio e novembro) e 2023 (maio). Em
laboratorio ap6s analise de conteudo estomacal desses espécimes, foram analisados com
Espectroscopia Raman fragmentos que tinham potencial de serem provenientes do derrame de
petréleo. Tambeém foi realizado o teste de microndcleo para a identificacdo de macrolesées no
DNA dos siris. Os resultados indicaram que os dados espectrais das amostras sdo compativeis
com os do ressurgimento de 2022. Além disso, as espécies apresentaram sensibilidade a
contaminacdo nos ambientes demonstrada através do teste de micronucleo, que apresentou
frequéncia média de eritrécitos portadores de micronucleos para a localidade de Atapuz de
2,38%. Para Suape, os valores de MN% foram de 3,47%, e em Carneiros, 2,41%. O que ressalta
a importancia do monitoramento continuo ap6s derramamentos de petroleo, a fim de

compreender o0 impacto no ecossistema e nos organismos gque o habitam.

Palavra-chave: Ecossistema; Espectro; Vazamentos; Macrolesoes.
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1.  INTRODUCAO

No segundo semestre de 2019 a costa brasileira sofreu um grande impacto ambiental
com o derramamento de 6leo considerado “misterioso”, em que atingiu toda a costa da regiao
do Nordeste e parte da regido Sudeste, ja considerado o maior acidente desta regido, com
registros de recorréncia até janeiro de 2020 (Escobar, 2019; Soares et al., 2020; Lourenco et al.,
2020). No ano de 2022 foi registrado o aparecimento de “tar balls” ao longo da costa
pernambucana, no periodo entre agosto e setembro, (Bérgamo et al.,2023). Outros autores como
Soares et al. (2023) e Lourencgo et al. (2023) também registraram o ressurgimento de petroleo
no Litoral do Nordeste brasileiro em 2022.

Os potenciais riscos ligados a vazamentos de petréleo e seu impacto nos ecossistemas
marinhos séo significativos. Tais incidentes tém potencial de causar danos consideraveis a vida
marinha e aos ecossistemas costeiros (Magris & Giarrizzo, 2020), como por exemplo, o
ambiente manguezal, que desempenha um papel crucial na ecologia do ambiente marinho
(Shaeffer-Novelli, 1995), além de proporcionar alimentacéo e abrigo para diversas espécies de
peixes e crustaceos, ele também cumpre a funcdo de ciclagem da matéria organica, servindo
como uma zona de transi¢do que ajuda a manter a satde do estuario (Shaeffer-Novelli, 2016;
Oliveiraet al., 2014).

A infraordem Brachyura compreende uma categoria diversificada de Crustacea,
abrangendo espécies de grande importancia econémica e ecoldgica, como os siris pertencentes
ao género Callinectes Stimpson (1860), e a familia Portunidae (Branco, 1990). Esses animais
fazem parte do ecossistema do manguezal, onde desempenham um papel crucial na ciclagem
de nutrientes, e na estrutura e fungdo da cadeia alimentar, além de ferramentas para avaliar a
salide dos ecossistemas em que habitam, pois sdo bioindicadores eficazes (Taissoun, 1973;
Laughlin, 1982; Oliveira et al., 2006). Além da sua importancia ecoldgica, eles também
apresentam um alto valor socioeconémico. Os siris constituem uma fonte de subsisténcia para
comunidades ribeirinhas de baixa renda, que dependem da captura desses crustaceos para

sustento e obtencédo de renda (Branco & Fracasso, 2004; Barreto et al., 2006).

Segundo Robles et al. (2007), a fauna de portunideos nas Américas é constituida por
aproximadamente 46 espécies, das quais 15 pertencem ao género Callinectes. Dentre essas
espécies, seis delas podem ser localizadas na costa brasileira: Callinectes bocourti A. Milne-
Edwards, 1879, Callinectes danae Smith, 1869, Callinectes exasperatus (Gerstaecker, 1856),

Callinectes marginatus A. Milne-Edwards, 1861, Callinectes ornatus Ordway, 1863 e
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Callinectes sapidus Rathbun 1896 (Melo,1996). Durante este estudo foram capturadas apenas

trés espécies dessas, que foram: C. danae, C. exasperatus e C. marginatus.

Callinectes danae é o siri mais abundante em areas rasas e costeiras no Brasil. E
encontrado com frequéncia em estuarios, manguezais e na plataforma continental até 70 metros
de profundidade, de ambientes salinos a hipersalinos (Norse, 1978; Buchanan & Stoner, 1988;
Melo, 1996; Andrade et al., 2015). Sua distribuicdo geografica abrange o oeste do Oceano
Atlantico, desde a Flérida até a Argentina (Williams, 1974; Mantelatto & Fransozo, 1999;
Chacur e Negreiros-Fransozo, 2001). A espécie C. exasperatus, assim como outras espécies do
género tem uma alta tolerancia a diferentes niveis de salinidade, sua distribuicdo geografica se
estende desde o sul da Florida ao Brasil, e do oeste do Golfo do México as Bermudas, além de
também ja ter sido registrada em aguas europeias (Williams, 1974; Cuesta et al., 2015). Ja C.
marginatus habita regides semelhantes as suas espécies congéneres e pode ser encontrada do
sul da Flérida até Sdo Paulo, Brasil (Williams, 1974).

O 6leo consiste em uma complexa mistura de substancias quimicas, cada uma com suas
préprias caracteristicas fisico-quimicas que podem mudar ao entrarem em contato com o
ambiente aquatico. Entre essas substancias, destacam-se os hidrocarbonetos, que sao
persistentes e ndo se dispersam facilmente na &gua do mar, caracterizando-se assim como 6leo
bruto, o que o torna altamente toxico (Roy & Fowlie, 2012). Residuos de 6leo com essas
caracteristicas, ao atingirem ambientes costeiros, causam maiores impactos, especialmente nas

areas de manguezais, devido a sua alta sensibilidade e seu substrato lamoso (Szewczyk, 2006).

Hidrocarbonetos podem levar décadas para serem biodegradados por completo, devido
sua alta resisténcia, principalmente quando estdo enterrados em sedimentos. Seus impactos
podem levar um longo prazo para serem detectados (Caruso & Alaburda, 2008). A fauna
marinha afetada geralmente é contaminada através da exposicédo direta ou a ingestao do petroleo
0 que torna lenta a deteccdo de seus efeitos (Li & Boufadel, 2010; Eichler et al., 2014; Magris
& Giarrizzo 2020; Lourenco et al., 2024). Alguns trabalhos relacionam a exposi¢cdo de
crustaceos a contaminantes como estressores que potencialmente causam danos subletais, como
alteracdes no DNA e alteracdes morfoldgicas (Nudi et al., 2010; Pinheiro et al., 2013). Entre 0s
métodos utilizados para analisar danos genotoxicos em crustaceos esta o teste de micronucleo

que detecta e quantifica as macrolesdes no material genético (Pinheiro et al., 2013).

Para o género Callinectes foram realizados alguns estudos sobre os impactos

relacionados a exposicao de 6leo em Callinectes sapidus (Pearson et al., 1981; Wang & Stickle,
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1988; Alloy et al., 2015; Giltz & Taylor, 2017; Chiasson & Taylor, 2017; Kelly & Taylor, 2018)
e a ingestdo de alimentos e agua contaminados por 0leo (Lee & Neuhauser, 1976). No entanto,
para as espécies modelo analisadas do presente estudo, ndo foram realizados nenhum trabalho
sobre ingestdo de petr6leo, o que ressalta a importdncia do estudo, diante do valor
socioecondmico desses organismos. Esses fatos motivaram a realizacdo de andlises
investigativas a respeito das possiveis consequéncias a fauna. Dessa forma, o objetivo deste
estudo foi investigar se os siris C. danae, C. exasperatus e C. marginatus ingeriram particulas
de 6leo decorrentes de ressurgimentos de petréleo bruto na Costa de Pernambuco, ocorrido no
ano 2022. Além disso, buscou-se compreender se essa ingestdo estava associada a efeitos

genotoxicos, atribuindo-os ao teste de microndcleo (macrolesdes no DNA).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem de Campo

Foram escolhidas localidades que foram afetadas pelos derramamentos de Oleo. As
coletas foram realizadas nos meses de maio e novembro de 2022 e maio de 2023, nos estuérios
de Suape (8°21°32.18”’S 34°57°41.33’0), Carneiros (8°40°54.79’°’S 35°6°51.35°0),
localizados ao sul do estado e no estuario de Atapuz, Barra de Catuama (7°41°0.19°°S
34°50°48.00°°0O) mais ao norte de Pernambuco, no nordeste do Brasil (Figura 1). Durante as
coletas foram utilizadas iscas e pucgas para a captura dos animais. Foram coletados 10 individuos
do género Callinectes de forma aleatdria, em cada estuario escolhido. Apos coleta, 0s
individuos foram acondicionados em caixas contendo agua local e sedimento e levados até um
ponto de apoio para retirada da hemolinfa, logo apo6s foram transportados para o laboratorio de

Carcinologia da Universidade Federal de Pernambuco, para coleta de dados.
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Figura 1. Mapa de localiza¢do do estudo
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Fonte: A autora (2024)

2.2 Anélise estomacal

Para remogdo dos estdbmagos foi realizado um corte dorsal, com o auxilio de pinca e
tesoura, margeando a carapaca do animal. Para anélise do contetdo estomacal, 0 mesmo foi
removido com jatos de agua e depositado em placa de Petri para analises em estereomicroscopio
e microscopio optico (Stevens et al., 1982; Branco & Verani, 1997). Logo apo6s, 0 estdmago
seco (sem contetdo estomacal) foi pesado com o auxilio de uma balanca analitica de precisao
0,001 g, e conservado em formalina 4%. Durante as analises, os fragmentos ndo naturais que
foram encontrados no conteido estomacal do animal eram separados com auxilio de uma pinca

para posterior identificacao.

2.3 Andlise espectral

Foram separados para analise os fragmentos que tinham potencial de ser classificados
como fragmentos de 6leo, os quais foram encontrados durante a analise do contedo estomacal
dos espécimes. Para realizar a confirmacgdo da composicdo destes fragmentos foi utilizado o
equipamento portatil Mira M-3, da Metronm, na faixa de 400 a 2300 cm™. Os dados espectrais
foram obtidos em triplicata e calculada a média para cada amostra, em seguida foram
suavizados com filtro de Savitzky Golay (Savitzky & Golay, 1964), com janela de 25 pontos,
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e correcdo de linha de base com filtro Whittaker (Kwofie et al., 2020) para reduzir ruidos com

intuito de prevalecer as informagdes quimicas das amostras.

2.4 Teste micronucleo

2.4.1 Preparacdo em laboratdrio

Antes de levar o material para campo, as laminas foram deixadas em Extran (2%) por pelo
menos 4 horas, sem ultrapassar as 24 horas de imersdo. Em seguida, foram enxaguadas com
agua destilada e deixadas secar ao ar livre. Foi garantido que fossem secas em temperatura
ambiente, em local seco e protegido da poeira, utilizando papel absorvente para forrar a
superficie onde foram colocadas. Com luvas, cada lamina foi identificada, seja com lapis ou
etiqueta impressa em jato de tinta HP, e armazenada nas caixas porta-laminas para a adi¢do da

hemolinfa posteriormente em campo.

2.4.2 Procedimentos em campo

Para realizar a coleta e preparacdo da hemolinfa, foram seguidas as seguintes etapas:
Primeiro, foi colocado 0,5 ml de heparina sédica (Hemofol®) (anticoagulante) em uma seringa
do tipo insulina (Scarpato et al., 1990; Pinheiro et al., 2013; Shields, 2017). Em seguida, foi
realizada a puncdo, retirando pelo menos 1 ml da hemolinfa do crustdceo vivo,
preferencialmente pela juncdo da coxa do quinto par de peredpodos, de forma a evitar colocar
uma quantidade excessiva de hemolinfa para evitar coagulagéo.

Apos a coleta, a seringa foi levemente agitada para promover a mistura do hemofol com
a hemolinfa. Entéo, duas gotas da mistura foram colocadas em uma lamina de margem fosca.
Foi utilizada a técnica do esfregaco das laminas a fim de espalhar todo o contetdo. Essas etapas
foram realizadas com precisdo para garantir a preparacdo adequada da amostra de hemolinfa
para analise posterior. Dos 10 animais coletados todos tiveram preparacdo de lamina, sendo
que, para cada individuo amostrado foram produzidas duas laminas para que houvesse uma
como reserva. Apés o esfregaco, as ldminas foram secas brevemente em temperatura ambiente
e, em seguida, as laminas foram colocadas no berco para transporte até o laboratorio de
Carcinologia da UFPE.
2.4.3 Anélise das 1dminas

As laminas que estavam dispostas no berco foram imersas no metanol a 100% por 5
minutos para coloragdo e posteriormente lavadas em &gua corrente. Depois, foram coradas com
Giemsa® por 3 minutos e lavadas novamente. Em seguida, as laminas foram removidas do

berco e colocadas para secar sobre papel absorvente, com a parte em que o esfregaco foi feito
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voltada para cima, permitindo uma secagem adequada. Apos a secagem, foram guardadas em
caixas proprias para laminas. Este processo foi realizado com cuidado para garantir a qualidade
das amostras para analise. Posteriormente as laminas preparadas foram examinadas em
microscépio dptico com lente de 100x utilizando 6leo de imersdo (Schmid, 1995; Cabral, 2017).
Durante a anélise, as laminas foram contabilizadas até 1.000 células, para estimar a frequéncia
de micronucleos, utilizando a formula MNF (%) = (células com microndcleos/nimero total de
células contadas) x 100 (Duarte et al., 2012). A identificagdo dos hemacitos apropriados seguiu

as descrigdes fornecidas por Bolognesi e Fenech (2012) (Figura 2).

Figura 2. (A): Representacéo de um eritrécito normal do siri Callinectes.; (B: seta): Eritrocito micronucleado;

(C: setas): Eritrocito com trés microncleos.

Fonte: A autora (2024).

2.5 Anadlises estatisticas

A Anédlise por Componentes Principais (PCA) foi realizada com objetivo de elucidar
informacgdes espectrais, levando em consideracdo 0s agrupamentos entre as amostras por suas
similaridades e divergéncias espectrais. O algoritmo foi aplicado por decomposicao de valores
singulares (SDV) e com dados centrados na média, em ambiente RStudio, gratuito e de facil

acCesso.

3. RESULTADOS
Foram coletados 74 individuos e identificadas trés espécies (Callinectes danae, C.
marginatus, e C. exasperatus), a espécie C. danae foi a mais abundante e a mais afetada. Ja
entre as trés localidades do estudo a que teve mais registro de espécimes com ingestao de 6leo

foi Atapuz, seguida de Suape e Carneiros (Tabela 1).
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Tabela 1. Distribuigdo da relacdo entre as espécies e a ingestdo de 6leo nos meses de maio e novembro de 2022 e
maio de 2023.

2022/May Atapuz Suape Carneiros

with oil without oil with oil without oil with oil without oil

Callinectes danae 5 3 1 3 0 11
Callinectes exasperatus 0 0 0 1 0 0
Callinectes marginatus 0 3 1 2 0 0

2022/November Atapuz Suape Carneiros

with oil without oil with oil without oil with oil without oil

Callinectes danae 3 3 5 1 0 5
Callinectes exasperatus 1 2 1 1 0 1
Callinectes marginatus 0 0 1 0 1 0

2023/May Atapuz Suape Carneiros

with oil without oil with oil without oil with oil without oil

Callinectes danae 8 0 5 2 2 1
Callinectes exasperatus 0 0 0 1 0 0
Callinectes marginatus 0 0 0 0 0 0

Fonte: A autora (2024)

Somando todos os individuos do més de maio de 2022, tivemos 30 individuos e sete
deles tinham em seu conteldo estomacal a presenca de 6leo, com isso aproximadamente
23,33% dos individuos ingeriram 6leo durante sua alimentagdo. Seguindo, no més de novembro

de 2022, foram capturados 25 siris e 12 deles apresentavam dleo em seu estdbmago (48%). Em



26

maio de 2023, foram coletados 19 espécimes, em que 15 individuos tiveram a presenca de
fragmentos de 6leo em seu conteudo gastrico (78,95%).

Entre as espeécies coletadas, C. danae foi a que apresentou maior nimero de espécimes
com registro de 6leo em seu contetdo estomacal, com 29 individuos. C. marginatus teve trés
exemplares com registro e C. exasperatus apenas dois.

Os espectros das amostras de fragmentos oleosos, apresentaram bandas similares nas
regides entre 1150 e 1270 cm™, assim como por volta de 1400 cm™, possivelmente sio
associadas informac@es quimicas das amostras de 6leo, tendo em vista que interferentes foram
removidos nas etapas prévias e minimizados durante a analise (Figura 3). Devido a baixa
densidade, alguns fragmentos de amostras de Oleo foram agrupadas, e nomeadas como
“GROUP”, para facilitar o registro dos espectros. A partir do resultado espectral pode-se
perceber uma similaridade na regido de 1400 cm™ entre as amostras de Suape
(“SU_GROUP_POOL”, “SU_CAL57” and “SU_CALS58”), enquanto as amostras de Atapuz
apresentam bandas mais discretas, porém melhores definidas comparadas com as amostras de

Suape.
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Figura 3. Espectro Raman das amostras de supostos fragmentos de 6leo encontrados nos conteidos estomacais

de espécimes de Callinectes no litoral de Pernambuco.
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Fonte: A autora (2024)

A analise por componentes principais ajudou na interpretacdao dos dados, reconhecendo o0s
agrupamentos de amostras de acordo com suas similaridades espectrais. Apenas trés
componentes principais foram suficientes para explicar 98% da variancia total dos dados, sendo
a primeira componente explicou aproximadamente 48%, engquanto a segunda e a terceira, 31%
e 19%, respectivamente. Na Figura 4a, os graficos de escores demonstram que a amostra
“TARBALL 22” possui comportamento espectral distinto das demais devido a presenga da
banda entre 500 e 1000 cm™, explicado pela PC1, porém similar as demais nos comprimentos
de onda seguintes. A faixa entre 1000 e 1600 cm™ destaca a similaridade entre as amostras de
Atapuz e Suape de diferentes coletas, assim como as amostras coletadas de 6leo usadas como
referéncia (“SU_GROUP_POOL”, “AT_GROUP POOL” ¢ “TARBALL 22”), divergindo do
comportamento de “OIL_2019” ¢ “TISSUE_STOM?”, referentes ao derramamento de 6leo no
ano de 2019 e ao tecido estomacal dos siris, demonstrados no grafico de pesos referentes PC2
e PC3 na Figura 4b.
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Figura 4a. Graficos de escores da PCA dos dados espectrais Raman.
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Figura 4b - Gréfico de pesos da PCA
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Fonte: A autora (2024)

Baseado nos pesos da PCA, as informacdes quimicas registradas dos estdmagos dos
siris sdo distintas dos vestigios de 6leo ingeridos por esses animais, pelas regides por volta de
1400 cm™ e acima de 1900 cm™. Além de que tais vestigios possuem comportamento similar
coletados nas regides analisadas, de Atapuz e Suape, pela faixa espectral entre 500 e 1000 cm”
1. A similaridade espectral entre as amostras dos contaminantes presentes nos estdmagos dos
siris das regides analisadas pode ser um indicativo de que o 6leo seja de mesma origem,
provavelmente do ressurgimento no ano de 2022 e divergente do 6leo encontrado em 2019.

O método das andlises de micronucleo, observando os eritrécitos portadores de
microndcleos, foi calculado e expresso em forma percentual. A frequéncia de MN% foi de 8,40
e 0,00% em Atapuz, 9,80 e 0,50% em Suape e 5,50 e 0,40% em Carneiros. Embora a literatura
geralmente reporte a frequéncia de células micronucleadas por mil (MN%o), n0ssos resultados
foram expressos em porcentagem, pois nem todas as laminas analisadas contavam com 1.000
células observadas. Comparando as trés localidades com a média de eritrocitos micronucleados
(MN%), resultou que o ponto de Suape teve maior registro de macrolesdes, seguido de
Carneiros e Atapuz. Podendo observar também que o ano de 2022 teve um destaque no més de

maio (Figura 5).
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Figura 5. Média de eritrocitos micronucleados (MN %) entre os trés estuarios estudados, no ano de 2022 nos

meses de maio e novembro, e em maio de 2023.
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Para C. danae (Figura 6A), os valores de eritrocitos micronucleados (MN%) em Atapuz
variaram entre 0,00% e 8,40%, com uma média de 2,74% (+ 2,86%). Em Suape, os valores
oscilaram de 0,75% a 9,80%, e valor médio de 3,94% (£ 2,60%), enquanto em Carneiros a
variacdo foi de 0,40% a 5,50%, e média de 2,48% (+ 1,34%). Podendo observar que no ano de
2022 seu percentual de eritrécitos micronucleados foram maiores no més de maio, em Suape e
Carneiros, sendo mais alta no més de novembro, no estuario de Carneiros. No ano de 2023, foi
observado a maior incidéncia de micronucleos em Atapuz, seguido de Suape e Carneiros
(Figura 6A).



Figura 6. Percentual de eritrécitos micronucleados (MN%) entre as trés espécies, Callinectes danae (A);
Callinectes exasperatus (B); Callinectes marginatus (C). **representa apenas um individuo coletado;

*representa zero individuos.
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Callinectes exasperatus ndo foi capturado no estuario de Atapuz e Carneiros em 2023,
assim como no més de maio de 2022, também em Carneiros. Em Suape, a espécie foi coletada
nas trés coletas realizadas. Para C. exasperatus o indice maior de macrolesdes ao seu DNA foi
no estuario de Suape, no més de maio de 2022 (Figura 6B). C. exasperatus, em Atapuz,
apresentou os valores de MN% entre 0,40% e 2,40% com média de 1,18% (£ 0,86%); em Suape,
foi de 0,50% a 8,30% e valor medio de 2,56% (£ 3,24%); e em Carneiros, de 1,50% a 1,60%
com média de 1,55% (+ 0,07%).

Callinectes marginatus também foi pouco encontrado durante as coletas do estudo,
estando presente apenas no més de maio de 2022 em Atapuz, em novembro de 2022 em
Carneiros e nos meses de maio e novembro de 2022 em Suape, ndo sendo capturado durante as
coletas de 2023. Seu maior percentual foi em novembro, em Suape e Carneiros. Sua frequéncia
de eritrécitos em Atapuz variou de 0,20% a 2,60% com média de 1,00% (z 1,39%), em Suape,
de 1,70% a 3,60% e valor médio de 2,55% (+ 0,72%). Em Carneiros, devido ao pequeno nimero
de amostras (N < 2), ndo foi possivel calcular a média e o desvio padréo, sendo o valor de MN%
registrado de 2,60% (Figura 6C).

4. DISCUSSAO

Ecossistemas como o manguezal s&o como pontos de acesso para contaminantes,
atuando como um depdsito de compostos quimicos (Alongi, 2002). Suas caracteristicas como
substrato lamoso e baixa oxigenacdo podem prolongar a permanéncia desses compostos no
ambiente, tornando-os biodisponiveis e potencialmente mais prejudiciais para animais
forrageiros (Bayen, 2012), como os siris do género Callinectes. Fatores como alimentacao,
estilo de vida, e distribui¢cdo no estuario podem influenciar no tamanho do impacto sob as
espécies (Pinheiro et al., 2021). Neste estudo, investigamos a ingestdo de 6leo por siris do
género Callinectes, em que 45,95% deles continham fragmentos identificados como 6leo, 0s
quais foram associados a danos genémicos.

As bandas espectrais registradas (120 a 274 cm™ e entre 690 e 875 cm™), descritas no
estudo de Lira et al. (2021) em poliquetas Branchiosyllis, refletem caracteristicas quimicas
especificas do petroleo derramado em 2019, como as vibragdes moleculares de cadeias
carbbnicas e compostos organicos apolares. Esses parametros quimicos foram essenciais para
identificar o 6leo como contaminante no presente estudo, confirmando sua presenca nos
estdmagos de Callinectes. A ingestdo desse material pelos crustaceos demonstra a extensao do
impacto ambiental causado pelo derramamento, com implicacdes diretas para a salde dos

organismos marinhos e a cadeia alimentar da regido.
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A entrada de HPAs nos ambientes costeiros pode ocorrer por varias vias, resultando em
sua acumulacao em diferentes 6rgdos de diversos animais marinhos, como no figado de peixes,
no hepatopancreas ou na glandula digestiva de crustaceos, incluindo espécies do género
Callinectes, anelideos e moluscos, bem como em diversos 6rgdos dos mamiferos (Sette, 2010).
Os prejuizos a salde causados pelos HPAs geralmente advém da ingestao cronica de pequenas
guantidades ao longo do tempo (Upshall et al., 1992; Heath et al., 1993; Rice et al., 2000). Ords
et al. (2005) observaram lesbes esofagicas em tartarugas marinhas apos a ingestao de petroleo
bruto. Outros animais marinhos também j& tiveram lesdes registradas apo6s ingestdo, como
peixes (Delunardo et al., 2015) e moluscos (Martinovic et al., 2015), além também, de algumas
espécies de Porifera e Cnidaria (Cergueira et al., 2020). No presente estudo, as espécies de
Callinectes ndo apresentaram lesdes morfoldgicas apds a ingestdo do petréleo, mas sim lesbes
ao seu DNA.

Embora lesdes no trato digestivo de crustaceos ainda nao tenham sido documentadas,
pesquisas indicam que esses animais podem absorver hidrocarbonetos tanto da agua quanto dos
alimentos (Lee, 1975; Corner et al., 1 N N976). Nos caranguejos, esses compostos Sao
hidroxilados, conjugados e depois excretados (Corner et al., 1973). Lee & Neuhauser (1976)
mostraram que Callinectes sapidus possui a capacidade de metabolizar hidrocarbonetos
provenientes da agua ou dos alimentos contaminados. Nos primeiros dois dias do seu
experimento, o material fecal excretado pelos siris eram ricos em hidrocarbonetos (cerca de 20
a 50% do total ingerido), o que sugere que uma grande parte dos compostos passa diretamente
pelo trato intestinal. O Unico 6rgdao do C. sapidus onde houve acumulo significativo de
hidrocarbonetos foi o hepatopancreas (Lee & Neuhauser, 1976).

Pesquisas que avaliaram a exposicdo do Oleo sobre a espécie Callinectes sapidus
focaram nos estagios larvais, pds-larvais e embrionarios (Lee, Ryan & Neuhauser, 1976;
Pearson et al., 1981; Wang & Stickle, 1988; Alloy et al., 2015; Giltz & Taylor, 2017; Chiasson
& Taylor, 2017; Kelly & Taylor, 2018). Esses estudos indicaram alguns efeitos subletais, como
crescimento atrofiado ou anomalias morfoldgicas, mas ndo evidenciaram um aumento na
mortalidade nem uma diminui¢do no tamanho da populacdo como consequéncia da exposi¢éo.
Assim como, ndo ha nenhum estudo que tenha registrado a exposi¢do ou a ingestao de 6leo nas

espécies modelo deste estudo.

As alteracfes ambientais podem causar danos ao material genético dos organismos, e a
quantificacdo desses danos sdo um indicativo eficiente de perturbac6es no ambiente (Gonzalez-

Hunt et al., 2018). A frequéncia média de eritrocitos portadores de micronucleos (MN%)
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encontrados em todas as localidades deste estudo sdo consideravelmente maiores, respeitando
a ordem de magnitude, do que os encontrados em outros estudos com Brachyura, Ucides
cordatus, caranguejo de mangue, apresentou uma média < 2 MN%o no estado de Sdo Paulo,
litoral sudeste do Brasil (Duarte et al., 2016; Pinheiro et al., 2013). Pinheiro et al. (2021), relatou
os resultados para Goniopsis cruentata, U. cordatus e Aratus pisoni, no estuario de Juréia, 0s
valores de 1,7 MN%o, 1,3 MN%o, ¢ 0,9 MN%o, respectivamente. Localizada no Rio Una, a
Estacdo Ecologica Juréia-Itatins, € uma unidade de conservacdo no litoral centro-sul de Sao
Paulo, Sudeste do Brasil, que faz parte de um Mosaico de UCs e apresenta baixa contaminacgéo
(Lino & Albuquerque, 2007), por esse motivo geralmente é utilizada como area controle em
trabalhos que analisam danos genotoxicos. Consequentemente, 0s animais que vivem nesta
regido, historicamente, apresentam valores baixos de macrolesdbes no DNA (MN%o) se
comparado a outras areas que sofrem mais impactos antrépicos.

Falcdo et al. (2020) conduziu um estudo em cinco areas estuarinas do Estado de
Pernambuco durante 2012 e 2013 (Goiana (GOI); Jaguaribe (JAG); Capibaribe (CAP);
Sirinhaém (SIR) e Formoso (FOR)) o que coincide com dois pontos deste presente trabalho.
Ponto Carneiros localizado proximo a Praia da Pedra, em torno do Rio Formoso, e o estuario
de Atapuz localizado em Barra de Catuama, préximo ao Rios Goiana e Jaguaribe. Apenas Suape
se tornando um ponto distante. As maiores médias apresentadas por Falcdo et al. (2020) foram
registradas em GOI, SIR e FOR (4,10 = 0,65 MN%o; 3,50 = 0,82 MN%o; 2,66 + 0,55 MN %o,
respectivamente). Para o caranguejo Cardisoma guanhumi, no periodo de inverno a maior
média foi em Goiana, com 4,1 MN%e., e seu valor de base foi por volta de 0,2 MN%o, em Juréia
(Falcdo et al., 2020). O que coincide com o0s maiores valores deste estudo, para as localidades.
Em que para Atapuz houve a maior frequéncia de MN%, seguido de Suape e Carneiros. No
entanto, os valores observados aqui sao praticamente o dobro dos reportados para C. guanhumi,
possivelmente devido a diferenca de 12 anos entre os estudos e a influéncia do derramamento
de 6leo, e pelo fato de que durante sua vida adulta o C. guanhumi tem uma capacidade de
dispersdo geografica reduzida, preferindo suas tocas ao longo da sua vida (Forsee & Albrecht,
2012), diferentemente dos Callinectes, que possuem maior interacdo com areas mais expostas
a variacdo de maré e contato direto com a 4gua, que também pode ser fonte de contaminacéo.

A magnitude do impacto sobre as espécies pode variar conforme fatores como
alimentacdo, estilo de vida e a localizacdo das espécies no estuario (Pinheiro et al., 2021). No
caso das espécies do género Callinectes, a presenca em estuarios € influenciada por variaveis
como temperatura (Attrill et al., 1999), tolerdncia salina (Norse, 1978) e interacOes

intraespecificas e interespecificas entre espécies congéneres (Buchanan & Stoner, 1988). No
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estudo de Carvalho & Couto (2010), concluiu-se que C. danae foi 0 mais dominante na maioria
dos niveis de salinidade, exceto entre 33 e 37, e ocorreu em todas as estacGes estudada,
frequentemente proximo as regides centrais das variaveis vetoriais. C. exasperatus tem menor
participagdo com o aumento da salinidade, esta espécie € mais comum em &reas com menor
salinidade, transparéncia e profundidade, e é registrada em regiGes mais proximas da margem.
C. marginatus ndo é registrado em niveis de salinidade entre 13 e 17, sendo mais frequente em
areas com valores intermediarios de salinidade e profundidade. Esta espécie mostra uma clara
relagdo negativa com a distancia da margem. Fémeas adultas das trés espécies tendem a ocorrer
em areas estuarinas externas com maiores salinidades, transparéncias e profundidades. Essa
distribuicdo apresentada por Carvalho & Couto (2010), ja foram relatadas em estudos anteriores
(Mansur, 1997; Pita et al., 1985; Branco & LunardonBranco, 1993; Negreiros-Fransozo &
Fransozo, 1995; Pereira et al. ,2009). A tendéncia das fémeas, especialmente as ovigeras, de
preferirem regides estuarinas externas pode estar associada a migracdo em busca de aguas com
maior salinidade, que oferecem condi¢bes mais adequadas para a desova e o subsequente
desenvolvimento das fases larvais (Branco & Masunari, 2000; Mantelatto, 2000).

Essas variacOes da localizacdo das espécies dentro do estuario, implica na possivel
ingestdo de 6leo. Pois, apds um derramamento de 6leo, processos fisicos, quimicos e bioldgicos
transformam o 6leo em pequenas goticulas (1-100 um) que permanecem suspensas ha agua,
facilitando sua dispersdao (Almeda et al., 2014). A concentracdo de 6leo e o tamanho das
goticulas sdo cruciais para entender a sua disperséo, a absor¢cdo por organismos marinhos e a
sedimentacdo no fundo do mar (Delvigne & Sweeney, 1988; Mukherjee & Wrenn, 2009). A
espécie C. danae por ser mais tolerante a diferentes niveis de salinidade (Masui et al., 2003),
transita mais ao longo do estuario, o que explica sua dominancia para este estudo, e
consequentemente, seus niveis maiores de macrolesdes, nos trés estuarios estudados por estar
mais proxima entre a zona de transicao, e dessa forma, recebendo maior influéncia marinha. Ja
a espécie C. exasperatus por apresentar preferéncia a areas menos salinas (Carvalho & Couto,
2010), ficando mais proxima as margens do estuario, ndo foi capturada em todas as coletas
realizadas, o que pode explicar os menores indices de danos genéticos nessa espécie (figura 6).
Isto tambem foi observado para C. marginatus, que € uma espécie mais frequente em areas com
valores intermediarios de salinidade e profundidade (Carvalho & Couto, 2010). As areas
estuarinas mais internas podem fornecer abrigo contra predadores (Attrill et al., 1999), e
possivelmente uma protecdo contra o0 contato com contaminantes. Estudos com peixes
apresentaram médias de células micronucleadas significativamente maiores em locais poluidos

em comparacdo com locais limpos (Adam et al., 2010; Arslan et al., 2015). Esse padrdo também
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foi observado em caranguejos-uca em estuérios de Sdo Paulo e Rio de Janeiro (Nudi et al.,
2007; Duarte et al., 2016).

5.  CONCLUSAO

Os resultados deste estudo confirmam que as espécies C. danae, C. exasperatus e C.
marginatus ingeriram particulas de Oleo in situ, revelando informagGes cruciais para a
investigagdo dos efeitos de contaminantes marinhos sobre esses organismos, e sobre o
ecossistema em que vivem, ja que atuam como bioindicadores. Além disso, verificou-se que o
6leo derramado em 2019 nao apresentou correlacdo direta com os fragmentos de 6leo ingeridos
pelos siris. Em vez disso, a presenca de "tar balls" ressurgidos em 2022, estdo aparentemente
mais associados a esse fendmeno. Este dado sugere que os efeitos do derramamento podem se
manifestar de maneiras mais complexas e em diferentes escalas temporais. Os Callinectes
apresentaram uma elevada percentagem de incidéncia de células micronucleadas, quando
comparado a outras espécies. Isso destaca a vulnerabilidade dos siris as contaminagdes
ambientais e sugere a necessidade de mais estudos sobre o impacto a longo prazo. Por fim, as
macrolesdes observadas nos siris indicam que a manifestacdo de danos genémicos podem levar
tempo para se tornar evidente nos animais, o que pode ser explicado pelo processo de
fragmentacdo e dispersdo do dleo bruto ao chegar a costa. Este fator ressalta a importancia de
monitoramentos continuos apos eventos de derramamento de 6leo, para entender plenamente

0s impactos a longo prazo sobre a fauna marinha.
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5. ARTIGO Il - GENOTOXICIDADE E ALIMENTACAO DOS SIRIS Callinectes spp.
EM AREAS AFETADAS POR DERRAMAMENTO DE PETROLEO, NO LITORAL
DE PERNAMBUCO, BRASIL

Resumo

A presenca de petréleo em ambientes marinhos podem causar complicacdes a espécies
marinhas, comunidades ribeirinhas e ao bioma. Esta pesquisa teve como objetivo analisar a
alimentacdo dos siris Callinectes spp. Stimpson 1816 coletados em trés estuarios no litoral
pernambucano, estes atingidos pelo derramamento de petréleo ocorrido em 2019 e ocorrente
ressurgimento em 2022. Foram realizadas coletas nos anos de 2020 a 2023 nos estuarios de:
Atapuz, Carneiros e Suape e 173 siris do género Callinectes foram coletados somada as trés
localidades. Em laboratério, apds identificacdo, pesagem e medicdo, as analises do contetdo
estomacal permitiram a identificacdo dos itens alimentares e a verificacdo da presenca de
fragmento oleoso no individuo, também foi realizado o ensaio cometa para a identificacdo de
microlesdes (ID) em seu DNA, e analises de HPAs presente nos sedimentos. Os resultados
apontaram Crustacea, Mollusca, Algas, Porifera, Peixes e Insecta como itens alimentares
encontrados nos siris, com porcentagens significativas para Mollusca, Crustacea e Sedimentos
como itens mais encontrados nos siris, tal como, foram identificados fragmentos oleosos no
conteudo estomacal desses individuos. Os siris de todas as localidades estudadas tinham
petréleo como item alimentar, sendo Carneiros o estuario com reducao significativa da presenca
de dleo no contetdo estomacal dos siris com 0 avango dos anos. Entretanto, os maiores indices
de danos foram identificados nos individuos coletados no estuario de Carneiros (nov/2022 e
mai/2023) e em Suape (nov/2022). Os estuarios de Atapuz, Carneiros e Suape foram atingidos
pela presencga de petroleo e os animais presentes tiveram contato com esse contetido e pode

atingir diretamente a economia local.

Palavra-chave: Dieta alimentar; Ensaio cometa; Manguezais; HPAs.
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1. INTRODUCAO

O aumento da exploracao e da necessidade por produtos a base de petréleo nas dltimas
décadas resultou no crescimento da poluicdo em ambientes marinhos, visto que a rota maritima
é a principal para o transporte de 6leo no Brasil (Tournadre, 2014; Pie & Mitchelmore, 2015).
E sabido que a producio do petroleo e gas natural sio essenciais para o fornecimento mundial
de energia, entretanto sua integragcdo aos ecossistemas representa alto risco para 0 meio
ambiente e saude publica (Soares et al., 2020a).

Durante meados de 2019 e 2020 foram encontradas em todo o litoral do nordeste
brasileiro grandes quantidades de 6leo, e mais de 1000 localidades foram afetadas, segundo
dados do IBAMA (2020). Informagdes quanto a origem, quantidade de éleo liberado, como e
quando ocorreu a contaminacdo ndo foram publicadas por empresas, entretanto, relatorios
oficiais nacionais divulgaram que o petréleo bruto encontrado possuia caracteristicas do
petréleo venezuelano, porém ndo foram registrados acidentes nesse periodo (Lourenco et al.,
2020).

Acidentes como os citados acima representam apenas uma fracdo do total. A maior
forma de entrada de 6leo no ambiente maritimo ocorre devido a vazamentos naturais e
atividades humanas continuas; como uso improprio e descarte incorreto resultando no
escoamento costeiro e fluvial (Sharma, 2024). Os impactos sobre a vida marinha séo grandes,
espécies entre invertebrados, tartarugas e mamiferos possuem alta vulnerabilidade ao petréleo
e podem bioacumularem os compostos e intensificar os efeitos ecoldgicos, e consequentemente
sociais, causados pelo 6leo (Neff et al., 2022; Magris, et al., 2020; Soares, et al., 2020b).

Os siris azuis, como sdo conhecidos, estdo espalhados no continente americano e
possuem aproximadamente 46 espécies de Portunidae, dessas 13 pertencem ao género
Callinectes (Davie et al. 2015). Na extensdo da costa brasileira podem ser encontradas:
Callinectes bocourti A. Milne-Edwards, 1879, Callinectes danae Smith, 1869, Callinectes
exasperatus (Gerstaecker, 1856), Callinectes marginatus A. Milne-Edwards, 1861, Callinectes
ornatus Ordway, 1863 e Callinectes sapidus Rathbun 1896 (Melo,1996).

Os siris pertencentes ao género Callinectes desempenham um importante papel
ecologico alem de ser fonte de subsisténcia para familias ribeirinhas e que dependem da captura
desses animais para obtencdo de renda (Branco & Fracasso, 2004; Barreto, Leite & Aguiar,
2006). Segundo dados da FAO (2024), no ano de 2022 houve uma captura anual de mais de

1.600t para os crustaceos, afirmando sua importancia econémica.
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Os Callinectes sdo classificados como onivoros oportunistas e alimentam-se
principalmente de macroinvertebrados bentdnicos e apresentam preferéncia por moluscos,
poliquetas, crustaceos e algumas opcdes de origem vegetal (Netto & Lana, 1994; Port; Fisch &
Branco, 2016). Os padrdes alimentares desses animais estéo diretamente ligados ao padrdo de
distribuicdo, migracédo, ecdise e posi¢do do animal na teia alimentar (Mclaughin & Hebard,
1961). Esses siris tém o ciclo de vida bifasico, os juvenis e adultos passam maior parte do tempo
em estuarios, no entanto, as fémeas quando ovigeras movem-se para aguas mais salinas para
desovar. Nesse contexto, os siris Callinectes podem ser contaminados por éleo em ecossistemas
diferentes, tanto em mar quanto em manguezais. Este género é importante para a manutencdo
ecoldgica e econdmica em toda a costa atlantica (Chiasson, 2017; Pié & Mitchelmore, 2015).

O petroleo bruto é composto por centenas de hidrocarbonetos altamente toxicos a saude
humana e ao meio ambiente, a fracédo mais toxica desses
hidrocarbonetos é conhecida como hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA) e
tipicamente representam 0,2 a 7% do petroleo bruto (NRC, 2003). Os hidrocarbonetos de
petréleo podem acumular nos intestinos de crustaceos e outros organismos marinhos (Campelo
et al., 2021; Lourenco et al. 2018). A ingestdo de hidrocarbonetos por individuos marinhos ja
foi relatada por Kiihn (2015), as consequéncias sdo diretas e pode ocorrer lesGes internas e
interferéncia na natacéo e flutuabilidade do animal (Nelms et al., 2016). Outro estudo demonstra
que a exposicdo de caranguejos a hidrocarbonetos de petroleo causa estresse oxidativo e
comprometimento do sistema endocrino (Vijayavel et al., 2004).

Avaliar os impactos causados por esses contaminantes na vida marinha é essencial para
acompanhar os efeitos deletérios que essas substancias causam nos organismos. O ensaio
cometa é uma ferramenta utilizada para avaliar o potencial genotéxicos de compostos
encontrados no ambiente (Augustyniak et al., 2014).

Mesmo com o avango de estudos acerca do habito alimentar de espécies brasileiras do
género Callinectes, ainda € necessario analisar esses efeitos genotoxicos do 6leo nos espécimes
de diferentes regides litoraneas, e em diferentes tempos de coletas. Nesse contexto, este trabalho
objetivou analisar a dieta alimentar dos Callinectes spp. tal como analisar os efeitos genotdxicos
da exposicéo ao 0leo dessas espécies em trés estuarios no litoral de Pernambuco no periodo de
2020 a 2023.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Area de coleta

Os pontos de coleta escolhidos foram locais afetados pelo derramamento do 6leo. As
coletas foram realizadas nos meses de fevereiro e novembro de 2020, novembro de 2021, maio
e novembro de 2022, e maio de 2023, nos estuarios de Suape (8°21°32.18°°S 34°57°41.33°°0),
Carneiros (8°40°54.79°°S 35°°51.35°°0), localizados ao sul do estado e no estuario de Atapuz,
Barra de Catuama (7°41°0.19°°S 34°50°48.00°°O) (Figura 1). Para a coleta e captura dos animais
utilizou-se iscas e pugés. De forma aleatdria foram coletados de 10 a 15 individuos do género
Callinectes em cada um dos estuarios. Apos a coleta, os individuos foram acondicionados em
um cooler e levados a um ponto de apoio para a puncdo da hemolinfa, logo em seguida
transportados para o laboratério de Carcinologia localizado na Universidade Federal de
Pernambuco para maiores coletas de dados.

Figura 1. Mapa de localizagéo do estudo
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Fonte: A autora (2024)

2.2 Procedimentos amostrais
Em laboratoério os individuos coletados foram identificados segundo Williams (1984),

contados, numerados, sexados e mensurados com 0 auxilio de um paquimetro digital com
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precisdo de 0,01mm. Foi realizada a medida da largura da carapaga (LC), essa corresponde a
distancia dos espinhos antero-laterais. A sexagem dos animais foi feita com base na forma do
pleon, o nimero de pledpodos e presenca ou ndo de gondpodos. Os individuos foram pesados
em balanca analitica com precisdo de 0,001g para a obtencdo do peso umido.

O estado de replecdo (ER) estomacal foi classificado em trés classes, segundo a
quantidade de conteldo, ou seja: 1 (25% cheio), 2 (50% cheio) e 3 (75-100% cheio) (Branco &
Verani, 1997). Posteriormente, para remoc¢édo do trato digestivo foi realizado um corte dorsal
margeando a carapaca com auxilio de uma tesoura e pinca (adaptado Carqueija & Gouvéa,
1998; Santana et al., 2022). Em seguida, o estbmago foi pesado em balanca analitica e
armazenado em formalina 4% com o objetivo de conservacdo. O contetdo estomacal foi
removido com jatos de 4gua e depositado em placa de Petri para analise em microscopio optico
e estereomicroscépio (Stevens, et al., 1982; Branco & Verani, 1997). Fragmentos encontrados
que possuiam potencial a ser classificado como fragmento de 6leo foram separados para

posterior analise. Estbmagos completamente vazios foram descartados.

2.3 Analises laboratoriais
2.3.1. Itens alimentares

Os itens alimentares foram identificados até o menor taxon possivel. A frequéncia de
ocorréncia de cada item alimentar, foi determinado segundo Oliveira et al. (2006), além disso,
0 método de pontos foi aplicado a fim de descobrir 0 volume de cada item, expresso na forma
percentual, em relacdo ao volume de todos os itens alimentares presentes nos estdmagos
conforme o proposto por Williams (1981). Durante as andlises, foi determinada a contribuicéo
percentual (%) de cada item em cada estbmago, e atribuidos pontos a cada estagio de replecao
estomacal (ER1 — 0,35 ponto; ER2 — 0,65 ponto; ER3 — 1 ponto). A contribui¢édo e os pontos
de cada estagio de replecdo foram entdo multiplicados e agrupados conforme cada item.

Para melhorar a compreensédo da importancia real de cada item alimentar em diferentes
condicBes de frequéncia de ocorréncia e volume, utilizou-se o indice alimentar proposto por
Kawakami & Vazzoler (1980), que combinou ambos os métodos. Esse indice foi calculado
conforme a formula:

IA.i =FO.V /) ni=1 (FO.V)

onde 1Ai corresponde ao indice alimentar do item i, FO a frequéncia de ocorréncia (%) e V a

contribuicéo relativa do volume (%) do item i.



50

2.3.2. Ensaio cometa

O ensaio cometa foi realizado conforme protocolo descrito por Singh et al. (1988). As
laminas foram lixadas previamente, lavadas com sab&o neutro (extran 2%) e imersas em alcool,
para enxague e secagem rapida. Apos, foram mergulhadas em solugdo padréo de agarose (70
°C) e secas em temperatura ambiente por 24 horas.

Em campo, foi colocado 0,5 ml do anticoagulante em uma seringa do tipo insulina
(Scarpato et al., 1990; Pinheiro et al., 2013; Shields, 2017). Em seguida, foi realizada a puncao,
retirando pelo menos 1 ml da hemolinfa de cada espécime vivo, e depositado rapidamente em
eppendorf individual coberto por papel aluminio para que se evitasse ao maximo o contato do

material biolégico com a luz branca.

Em laboratdrio, em um ambiente escuro, apenas com a luz vermelha exposta, para cada
lamina previamente identificada e cobertas por agarose, foi homogeneizado 15 pl da hemolinfa
com 100 pl de gel de agarose LM (previamente posto em banho maria a 37° C) em eppendorf
individuais. A mistura era depositada nas laminas, coberta com laminulas e mantidas na
geladeira por 10 minutos, para que o gel se solidificasse. Depois disso, as laminulas foram
removidas e as laminas submersas em uma cuba contendo solucgéo de lise durante 24 horas. O
préximo passo foi transferir as laminas para a cuba de eletroforese, com solugao tampéo, com
duracdo de 20 minutos para desassociar os dois filamentos da dupla hélice do DNA.
Posteriormente, o tanque foi ajustado para uma tensdo de 33V e 300 mA durante 20 minutos
para que haja a corrida dos fragmentos de DNA em dire¢do ao anodo, formando a caracteristica

“cauda do cometa”.

Foram confeccionadas duas laminas por espécime, essas foram coradas com corante
GelRed® diluido em agua ultrapura (1:100). A andlise foi realizada em microscopio de
epifluorescéncia (modelo Zeiss Axio Imager 2, com Software Axio Vision). Para cada siri
foram contabilizadas 100 nucledides utilizando a objetiva de 40x ou 100x com 06leo de imersé&o.
Para a andlise de distribuicdo dos cometas e quantificagdo dos danos foi utilizada a classificacdo
visual dos cometas (Bolognesi & Cirillo, 2014) classificados em 5 niveis, variando do nivel 0
(zero) para célula ndo danificada até o nivel 4 (quatro) para a célula mais danificada,

respectivamente como demonstrado na Figura 2.



Figura 2. Classificacdo dos nucledides de Callinectes de acordo com o grau de dano O - 4.

Fonte: A autora (2024)

Foi calculado o Indice de dano no DNA 1D (ua) a partir da formula abaixo:

ID (ua) = (N1 + (2 x N2) + (3 x N3) + (4 x N4) / S) x 100

onde: ID (ua) = indice de dano no DNA; ua = unidade arbitraria; N1 - N4 = niveis dos

nucledides; S = nimero total de nucleoides analisados (Duarte et al., 2012).

2.4. Anélise de HPAs

As amostras foram liofilizadas, maceradas e passadas em uma peneira granulométrica
com malha de 500 um. (Zanardi-Lamardo et al., 2019). Uma aliquota de aproximadamente 159
de sedimento foi pesada de cada amostra, e submetidas ao processo de extracdo em sistema
soxhlet com 80 mL de diclorometano: n-hexano (1:1, v:v) por oito horas. Antes da extracéo,
PAHs deuterados (acenafteno-d10, fenantreno-d10 e criseno-d12) foram adicionados como
padrdes internos (surrogate) a todas as amostras, incluindo branco e material de referéncia
certificado em duplicata (SRM 1944 — New York/New Jersey Waterway Sediment). Os extratos

organicos foram concentrados em rotaevaporador e submetidos a cromatografia de adsorcao
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em uma coluna contendo silica gel e alumina (5% desativadas), sendo os HPAs eluidos com 15
mL de uma mistura de diclorometano e n-hexano (3:7, v/v). A identificacdo de PAHSs foi
realizada por cromatografia gasosa (Agilent Technologies, modelo 7820) acoplada a

espectrometria de massa (Agilent Technologies, modelo 5975C).

Além disso, também foi feita a analise de uma amostra de 6leo que foi dissolvida em
diclorometano, sendo entédo separada da areia e de outras impurezas. A solucédo resultante foi
diluida e ajustada em baldo volumétrico para obter uma concentragdo final de 5 mg/mL. Foram
adicionados padrdes internos (acenafteno-D10, fenantreno-D10 e criseno-D12) ao extrato, que
foi posteriormente injetado em um cromatografo a gas acoplado a um espectrémetro de massas
(GC-MS) para a identificacdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS).

A identificacdo de HPAs foi baseada no tempo de retencao e quatro ions m/z principais
selecionados para 0s 16 compostos estabelecidos como prioridade pela Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos (USEPA). As condi¢bes do método cromatografico foram
descritas em detalhes por Arruda-Santos et al. (2018). A recuperacdo média de analitos no SRM
1944 foi de 92,5 + 19,7% dos valores certificados. A recuperacdo do surrogates variou entre
45 e 113%, situando-se dentro dos limites aceitaveis de acordo com Lauenstein e Cantillo
(1998). O limite de quantificagdo (LQ) de cada HPA na caracterizagao do 6leo foi de 0,20 pg/g.

Os resultados nos sedimentos sao relatados em uma base de peso seco.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 173 individuos foi identificado ao longo da pesquisa (Tabela 1). Entre as
espécies encontradas nos trés estuarios analisados (Atapuz, Carneiros e Suape), destacam-se

Callinectes danae, C. marginatus, C. exasperatus e C. ornatus.

Tabela 1. Relagdo de individuos coletados durante os anos de 2020 a 2023.

COLETAS ATAPUZ CARNEIROS SUAPE
2020/FEB 14 14 15
2020/Nov 10 10 13
2021/NoV 08 03 12
2022/mAY 11 11 08
2022/Nov 09 07 09
2023/MAY 08 03 08
TOTAL: 173

Fonte: A autora (2024)

Foi analisado o contetido estomacal dos individuos em decorréncia dos anos (Figura 3).
A dieta alimentar dos Callinectes mostrou-se diversificada, a qual apresentou o0s seguintes itens:
Crustacea, Mollusca, Algas, Porifera, Peixes e Insecta. Estudos anteriores afirmam a
importancia de estudo do contetdo estomacal do género e de acordo com os resultados a
maioria das espécies sdo onivoras (Laughlin, 1982; Christofoletti, 2001; Ferreira et al. 2011;
Chalegre et al., 2021), o que pode ser evidenciado nesse estudo.

Foi realizado o reconhecimento das presas até o nivel de subfilo, com excecdo do
caranguejo Goniopsis cruentata (Latreille, 1803), que foi identificado a nivel de espécie. A
identificacdo a nivel de espécie ndo se torna tdo relevante quanto a identificacdo dos itens
alimentares, neste estudo, a analise da dieta desses individuos € um instrumento importante para
avaliar a estrutura e o funcionamento dos ecossistemas. (Branco, 1996b; Krebs, 1989). Outros
materiais também foram identificados, sdo: Sedimentos, Matéria organica nao definida
(MOND), Matéria vegetal ndo definida (MVND), Fibras (ndo identificadas), e Petrdleo em seu
contetdo estomacal. Na Figura 3 estdo representados os itens com maior indice alimentar (1A

%) calculados a partir do proposto por Kawakami & Vazzoler (1980).
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Figura 3. Distribuicdo da média de indices alimentares (1A%) para os itens encontrados na dieta dos Callinectes

em trés estuarios: Atapuz, Carneiros e Suape, durante os anos de 2020 a 2023.

2020 2021
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Fonte: A autora (2024)

O conteudo de Mollusca encontrado nos siris no ano de 2020 foi significativamente
superior aos anos posteriores nas trés localidades (Figura 3). O predominio de moluscos na
dieta dos Brachyura foi amplamente documentado por diversos autores (Ropes, 1968; Paul,
1981; Laughlin, 1982; Wear & Haddon, 1987; Haefner, 1990; Hsueh et al., 1992; Carqueija &
Gouvéa, 1998; Chazaro Olvera et al., 2000; Mantelatto & Christofoletti, 2001; Branco et al.,
2002). Os moluscos fazem parte dos grupos benténicos mais abundantes nos estuarios tropicais
e estdo facilmente disponiveis como presa para os siris (Oliveira et al., 2006) Entretanto, a
importancia do consumo dos moluscos na dieta dos Callinectes deve-se ao alto valor energético
dos moluscos e ao célcio presente em suas conchas (Williams, 1982; Mantelatto &
Christofoletti, 2001).

Também foram encontradas algas e fibras mesmo que em menor quantidade. A ingestéo
de contetddo vegetal por siris do género Callinectes acontece de forma seletiva, acidental ou
oriunda dos estdmagos de suas presas (Paul, 1981) Assim como, para fibras (Waddell et al.
2020).

Parte do conteudo estomacal dos Callinectes spp. ndo foi possivel de ser identificada,

devido ao nivel avancado de digestdo, sendo entdo classificados como matéria organica nao
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definida (MOND). No ano de 2021, observa-se maior presenca de MOND no estdmago dos
espécimes, 54,67% nos individuos de Atapuz, 71,86% no estuario de Carneiros e 64,18% em
Suape. Segundo Edgar (1990), os representantes da familia Portunidae possuem alta
voracidade. Branco (1996a) observa que a digestdo em Callinectes e outros Portunidae, como
Portunus pelagicus (Linnaeus, 1758) e Scylla serrata (Forskal, 1775), ocorre de maneira
acelerada, resultando em uma grande quantidade de material organico nao definida (MOND).

Ao observar os graficos referentes aos anos de 2022 e 2023 ha porcentagens
significativas de fragmentos de petrdleo no contetido estomacal dos Callinectes (Freitas-Silva,
. etal., resultados ndo publicados.). Logo, existe uma reducdo notavel da variabilidade de itens
consumidos pelos animais (Figura 3). No ano de 2022 individuos de Atapuz e Suape
apresentaram em média 3,08% e 3,79% de petrdleo, respectivamente. Em 2023 também ha
ocorréncia de dleo no contetido estomacal dos individuos das trés localidades estudadas, com
10,79% (Atapuz), 5,31% (Carneiros) e 4,58% (Suape). A presenca do petroleo na costa
pernambucana apresentaram diferentes comportamentos, mesmo com a retirada da maior parte
do residuo ainda foi possivel encontrar manchas e fragmentos em locais de dificil acesso como
mangues, recifes de corais e formacdes rochosas (Brum et al., 2020; Nascimento et al., 2022)

O item Crustacea é um dos principais componentes da dieta alimentar dos Callinectes
(Sandes, 2021). Outros estudos também identificaram o item Crustacea como 0 mais
representativo na alimentacdo dos siris Callinectes. Entre esses estudos estdo Oliveira et al.
(2006) na Lagoa de Patos, Santa Catarina; Carvalho & Couto (2010) para a espécie C.
exasperatus em Ilhéus, Bahia; e Sandes et al. (2021) para a espécie C. danae no estuario do rio
Botafogo, Pernambuco. Estudos de Rady et al. (2018) corroboram com nossos resultados, onde
mais de 20% do contelido estomacal dos Callinectes sapidus apresentam o item Crustacea. E
notavel a presenca deste item durante os anos de analise, sendo em maior quantidade nos anos
2022 e 2023, corroborando com a hipdtese de que os itens oleosos podem ser oriundos das
presas que os Callinectes se alimentam.

Ainda referente aos anos de 2022 e 2023 observa-se presenca significativa de
sedimentos como item alimentar dos individuos. Sendo ainda maior o nivel de sedimentos no
ano de 2023 com: 28,01% em Atapuz, 15,93% em Carneiros e 7,95% em Suape. A presenca de
sedimentos no conteudo estomacal é consideravelmente normal nessas espécies, estudos de
Sandes (2021) encontrou 26,60% de areia no estdmago de Callinectes danae adulto em um
estuario tropical - Rio Pernambuco e afirma que geralmente esses sedimentos sao consumidos
junto a outros itens alimentares e reforca a hipotese de ser uma gestédo acidental (Mantellato e

Christofoletti, 2001), corroborando com os resultados dessa pesquisa, onde a maior
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porcentagem de sedimentos € encontrada no estuario de Carneiros (2022: 24,40%;
2023:15,93%).

O item sedimento também pode estar associado a particulas com matéria organica
aderida, onde alguns microrganismos se desenvolvem e ha uma remogdo seletiva dessas
particulas pelo siri, com o auxilio de seus apéndices, caracterizando-o como detritivoros
(Williams, 1982; Choy, 1986). Além disso, esses animais apresentam a capacidade de forrageio
(Oliveira, et al., 2006). Devido a esses habitos os siris sdo considerados bons indicadores de
contaminacdo porque habitam tanto em éareas fundas com rasas, além de ficarem mais
susceptiveis a ingestdo de sedimentos que contenham fragmentos oleosos durante sua
escavacdo e alimentacdo (Turkmen et al., 2006; Mutlu et al., 2011). Por isso, € importante
destacar que os caranguejos azuis tém um papel vital na diminuicdo da matéria organica
mineralizante, tamanho de particulas e sedimentos de remediacdo (Hewitt, 2023).

Como jé& visto, os HPAs sdo altamente toxicos para a saude humana e para 0 meio
ambiente (Fakhri et al. 2021). Assim, ao identificar o fragmento oleoso foi realizada a
quantificacdo de HPA nos sedimentos superficiais dos manguezais, além de visualizar o indice
de dano ao DNA (IDua). Perante os resultados expostos na Figura 4, quanto ao dano causado
no DNA, observa-se que, em 2021, os individuos apresentaram menos danos em comparacao
com os de 2022, onde € possivel observar um nivel de dano alto nos espécimes coletados em
novembro deste ano, nos trés estuarios estudados, apresentando medias de 140,8%, 191,6% e
138,4%, em Atapuz, Carneiros e Suape respectivamente. A baixa percentagem de danos nos
animais no ano de 2021, pode ser explicada através da auséncia do item sedimento, e da baixa

frequéncia de crustaceos na dieta dos siris coletados neste ano (Figura 3 e 4).
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Figura 4. Andlise temporal do indice de dano genémico (média * desvio padrdo) em Callinectes em trés

estuarios em Pernambuco: Atapuz, Carneiros e Suape.
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Fonte: A autora (2024)

Ao observar os indices da presenga de HPAs nos sedimentos coletados, no ano de 2020
nos meses de novembro foram encontradas as seguintes quantidades de HPAs em de Atapuz e
Suape: 98 e 109 ng g -1. No ano de 2021, também no periodo de novembro, para as mesmas
areas foram encontrados 61 e 94 ng g -1, respectivamente. Com o passar do ano, a quantidade
de HPAs foi menor em Suape, com uma concentragdo de 52 ng g %, e em Carneiros de 20 ng g
! enquanto para Atapuz foi de 104 ng g ** no referente més de novembro. Observa-se uma

quantidade de petréleo encontrado nos individuos coletados em Atapuz nesse ano (Figura 3).



58

Vale salientar que o0 més de novembro, € 0 més mais seco das mesorregides de
Pernambuco com média historica de precipitacdo inferior a 40 mm. Sendo os meses de junho a
agosto considerado o periodo chuvoso com precipitacdes de até 400mm (APAC, 2022). Em
estudo sobre a dieta alimentar de C. danae concluiu-se que a influéncia sazonal incide néo
somente na quantidade de presas disponiveis, como também na composi¢do taxonémica
(Branco et al. 2002). O mesmo autor, afirma que a abundéncia e o tipo do item alimentar estdo
relacionados a sua disponibilidade no ambiente e ndo a preferéncia do siri, disponibilidade essa
que varia sazonalmente. Neste estudo, o volume de alimentos nos estbmagos dos C. danae foi
maior no periodo seco, do que durante o periodo chuvoso corroborando com os resultados
encontrados em pesquisas de Sandes et al., 2021; Oliveira et al., 2006 e pode ser relacionado
ao fendmeno de lixiviagdo no ambiente.

No ano de 2023, ha uma reducdo de HPA nos sedimentos coletados na praia de
Carneiros e Atapuz, em sequéncia. J& no material avaliado da praia de Suape a quantidade de
petréleo foi maior quando comparado ao ano de 2022. A bioconcentracdo dos HPAs esta
diretamente relacionada ao seu carater hidrofobico, o que reduz sua solubilidade em agua a
medida que aumenta o nimero de anéis aromaticos. Isso favorece sua persisténcia no ambiente,
permitindo que sejam adsorvidos em sedimentos ou bioacumulados em tecidos lipidicos de
organismos. Esses compostos podem ser absorvidos pelos organismos através do contato direto
com a agua, material particulado em suspensao, sedimentos, ou pela ingestdo de alimentos
contaminados (Vives et al., 2004; Logan, 2007; Rubio-Clemente et al., 2014; Taylor et al.,
2022).

E importante o acompanhamento da presenca de compostos toxicos em siris, visto sua
importancia ecoldgica e econdmica. Reichmuth et al. (2009) observou em seus estudos
comportamentos diferentes no ato de captura de presas em caranguejos adultos de estuario
contaminado comparado a um estuario limpo, o mesmo afirma que esses animais tém sua
capacidade de captura reduzida quando em ambientes contaminados. H& a preocupacgdo também
com a contaminacdo secundéria, visto que dos portunideos 0s siris-azuis Sdo 0S mais
comercializados e participam da alimentacéo de seres humanos devido a qualidade da sua carne
(Gonzélez Buendia, 2023; Pereira-Barros; Travassos, 1972; Van Engel,1958).

Quanto aos dados expostos no ponto de Carneiros (2022 e 2023), é notavel a baixa
concentracdo de HPAs quando comparado as outras localidades estudadas. Possivelmente por
ser uma area integrada a preservacao, sendo essa inserida na APA dos Corais e APA Guadalupe.
Em contrapartida, € uma area que gira em torno da economia através do turismo em periodos

de alta temporada (Selva, 2012; Cordeiro et al, 2013). A principal atracdo para os turistas € o
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passeio de catamard, que percorre diferentes ecossistemas, permitindo aos turistas caminharem
sobre recifes e observar manguezais de perto, com pequenos peixes e crustaceos (Coelho &
Araujo, 2011; Santana et al., 2024). Consequentemente, esse e outros fatores desencadeiam

diversos impactos no ambiente natural (Lourenco, Eloy & Crispim, 2015).

4, CONCLUSAO

Os resultados dessa pesquisa apontam que as espécies foram afetadas pelo derramamento
do 6leo e com a avaliacédo entre os anos foi possivel observar a persisténcia do contaminante no
ambiente além da tendéncia de reaparecer depois de um tempo devido fenémenos oceanicos. E
perceptivel o dano que o petrdleo causa nos animais e esses podem causar deformacdes e
maiores complicacbes no comportamento dos siris. Este estudo afirma a importancia da
protecdo ambiental, visto que, a area de Carneiros protegida perante lei foi onde foram
encontrados menores quantidades de petroleo quando comparados a outras areas sem legislacao
ambiental. Dessa forma, € necessaria uma maior investigacdo, visto que mesmo depois de 4
anos apds o primeiro aparecimento de 6leo ainda é possivel encontrar fragmentos oleosos no
ambiente tipico dos siris. Perante o conteudo estomacal encontrado nos siris, estiveram
Mollusca, MOND e Crusticeo, além de outros itens ndo identificados fortalecendo a
diversidade na dieta desses animais. O impacto do petréleo na qualidade de vida desses animais
pode ser grave ja que 0s mesmos podem consumir sedimentos ou matéria organica que tenha
presenca de fragmentos oleosos. Para pesquisas futuras seria interessante coletas em outras
praias que também foram afetadas, aléem do retorno nessas praias ja estudadas para a
conferéncia dos niveis de HPAs nos sedimentos atuais e tornar publico esses dados por meio

da divulgacao cientifica.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As conclusdes destacam a magnitude e a complexidade dos impactos ambientais do
derramamento de 6leo em ecossistemas marinhos, com foco nas espécies de siris estudadas. As
evidéncias revelam que o 6leo derramado pode causar consequéncias persistentes e complexas,
afetando negativamente a satide e 0 comportamento das espécies impactadas. 1sso € evidenciado
pela alta incidéncia de células micronucleadas e microlesbes no material genético dos
espécimes. Confirmadas como onivoras e oportunistas, as espécies tém a capacidade de
consumir acidentalmente fragmentos oleosos presentes no ambiente, o que contribui para a
exposi¢do continua aos contaminantes. Além disso, a deteccdo de "tar balls" ressurgidas anos
apos o evento inicial ressalta que a fragmentacdo do 6leo no ambiente é um processo demorado,
0 que significa que os impactos podem se estender por periodos prolongados, complicando a

recuperacdo completa dos ecossistemas afetados.

O estudo também destaca a importancia de areas protegidas, como Carneiros, na mitigacao
dos efeitos do derramamento, evidenciando que a legislacdo ambiental pode desempenhar um
papel crucial na preservacao dos ecossistemas. No entanto, a persisténcia de fragmentos oleosos
no ambiente, mesmo ap6s quatro anos, indica que essas medidas podem ndo ser suficientes por
si 0, e que é necessario intensificar a protecdo. Além disso, eventos extremos pontuais, como
derramamentos de 0leo, reforcam a necessidade de investigacdo continua para compreender

plenamente as implicagfes do petroleo nos organismos marinhos e nos ecossistemas.

O impacto socioecondmico também é uma consideracdo importante. Caso ocorram mais
derramamentos de petrdleo, as populagdes que dependem da venda e consumo desses animais
podem ser ainda mais afetadas. Derramamentos de petr6leo como estes comprometem néo
apenas a salde dos ecossistemas, mas também a economia local que depende desses recursos

marinhos.

Assim, a presente dissertacdo reafirma a necessidade de uma abordagem integrada e de
longo prazo para monitorar, mitigar e compreender os impactos dos derramamentos de 6leo.
Isso inclui a ampliacdo das pesquisas para outras areas afetadas, bem como a divulgacédo
cientifica desses dados, de forma a promover politicas publicas mais eficazes e uma maior
conscientizacao sobre a importancia da preservacdo ambiental. A salde dos siris e de outros
organismos marinhos serve como um indicador critico da qualidade do ambiente marinho e,

por extensdo, da satde de todo o ecossistema costeiro.
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