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RESUMO 

 

 As regiões estuarinas incluem-se entre os ecossistemas costeiros mais ameaçados do 

mundo. Para prever riscos ao ambiente, surgiu a Avaliação do Risco Ecológico (ERA), que 

pode ser baseada no peso de evidências para avaliar os efeitos decorrentes da contaminação. 

O uso de biomarcadores na ERA pode fornecer uma detecção prévia de estresse em níveis 

subletais, gerando subsídios para a gestão, em conformidade com o princípio da precaução. A 

avaliação da qualidade dos sedimentos também é considerada um importante componente, 

visto que os sedimentos são o principal destino das substâncias antrópicas introduzidas nos 

corpos hídricos. No presente estudo, caranguejos da espécie Goniopsis cruentata e 

sedimentos foram coletados em dois estuários tropicais urbanizados na região Metropolitana 

de Fortaleza-CE (APA do Estuário do Rio Ceará - RC e APA do Estuário do Rio Pacoti). Os 

sedimentos foram avaliados quanto ao potencial tóxico (toxicidade crônica), características 

granulométricas, teor de matéria orgânica (MO) e carbonatos (CaCO3). Já os organismos de 

G. cruentata tiveram suas brânquias (anteriores e posteriores) analisadas quanto à atividade 

enzimática de Glutationa S-transferase (GST) e Colinesterase (ChE), enquanto a hemolinfa 

dos organismos foi utilizada no Ensaio do Cometa, visando a quantificação de dano no DNA. 

Os sedimentos dos estuários se apresentaram ricos em CaCO3, predominantemente lamosos e 

com altos teores de MO, indicando que ambos são propícios à deposição, recebem influência 

marinha e têm potencial de retenção de contaminantes. Nos testes de toxicidade todas as 

amostras dos estuários foram significativamente diferentes do controle e consideradas 

potencialmente tóxicas. No que concerne aos biomarcadores, a estação RC1 apresentou 

inibição da atividade enzimática da ChE relacionada ao aporte de pesticidas e compostos 

carbamatos, visto que existe uma policultura a menos de 800m da estação. A atividade da 

GST não apresentou diferença significativa entre os estuários, porém devido à contaminação 

da região do Rio Ceará e o aumento da contaminação na região do Rio Pacoti, é possível a 

indução na atividade da GST nos dois estuários. Em relação ao dano em DNA, as estações do 

RC apresentaram dano significativo quando comparado ao Pacoti, indicando que, apesar da 

ativação dos sistemas de detoxificação (GST), a exposição a compostos genotóxicos está 

causando efeito deletério no DNA dos caranguejos. Conclui-se que o RC apresenta piores 

condições para os organismos aquáticos, com presença de efeitos genotóxicos, bioquímicos, e 

toxicidade crônica dos sedimentos, enquanto o Pacoti apresenta comprometimento da 

qualidade anteriormente descrita para o estuário, evidenciada pela toxicidade crônica e efeitos 

bioquímicos. Além disso, o caranguejo grapsídeo G. cruentata se apresenta como um 

organismo-sentinela promissor para avaliações ecológicas de estuários tropicais. É necessária 

a aplicação de outras abordagens, visando elucidar de forma mais detalhada as relações entre 

contaminação, dinâmica dos fatores abióticos e presença de efeitos na biota local, como passo 

obrigatório para a avaliação de risco e o gerenciamento integrado desses estuários. 

 
Palavras-chave: atividade enzimática, contaminação, dano no DNA, sedimentos, toxicidade crônica.  
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ABSTRACT 

 

 The estuarine systems are among the most threatened coastal environments. The 

Environmental Risk Assessment (ERA) could be predicted by applying the Weight of 

Evidence approach, that is based on several Lines of Evidence (LOE) to assess the effect of 

contaminants in the ecosystems. The use of biomarkers in ERA can provide an early detection 

of stress at sublethal levels (early-warning), providing good data-base for coastal 

management. Sediment quality assessment is also an important component in ERA, since it 

accumulates contaminants and serves as source of pollution to the ecosystems. The aim of this 

study is assess the environmental risk and quality of two tropical estuaries in Fortaleza’s 

metropolitan area - CE - Brazil (Ceará river – RC; Pacoti river). Sediments were collected to 

evaluate potential toxic effects (chronic toxicity), granulometric characteristics, organic 

matter content (OM) and carbonate (CaCO3). The enzymatic activities of glutathione S-

transferase (GST) and cholinesterase (ChE) were analyzed in anterior and posterior gills of 

land crab Goniopsis cruentata, while the hemolymph was used to quantify DNA damage. The 

sediments showed high contents of mud, CaCO3 and organic matter, indicating a depositional 

site, with strong marine influence and potential to accumulate contaminants. In toxicity tests 

all samples of the estuaries were significantly different from control and potentially toxic. The 

RC1 station showed inhibition of enzymatic activity of ChE related to the pesticides and 

carbamate compounds inputs by an agriculture area near the site. Although GST activity was 

not significantly different between estuaries, it was considered that GST activity was induced 

in both estuaries due to contamination in Ceará river and increasing pollution in the Pacoti 

river. In relation to DNA damage, the samples of the Ceará river showed significant damage 

when compared to the Pacoti river, indicating that despite the detoxification systems (GST), 

exposure to genotoxic compounds are causing deleterious effects on crabs. We conclude that 

Ceará river has the worst conditions for aquatic organisms, with the presence of genotoxic, 

biochemical, and chronic toxicity effects, while Pacoti river is under moderated stress, that 

was evidenced by the chronic toxicity and biochemical effects. In addition, the Grapsidae crab 

G. cruentata could be a good sentinel organism for tropical estuary environmental 

assessment. It requires the application of other approaches, to elucidate in more detail the 

relationship between pollution, dynamics of abiotic factors and effects on biota, such as 

mandatory step for risk assessment and integrated management of estuaries. 
 

Key words: enzimatic activity, contamination, DNA damage, sediments, chronic toxicity.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil apresenta uma zona costeira ampla, considerada patrimônio nacional dada sua 

grande importância ambiental, social e econômica. Em seus 8.000 km de costa, abriga um 

mosaico de ecossistemas de alta relevância ambiental, com zonas de transição entre ambientes 

terrestres e marinhos, que requerem atenção especial do poder público devido a sua 

fragilidade (BRASIL, 1988a; BRASIL, 1988b). 

De maneira geral, os ambientes costeiros são as regiões de maior biodiversidade dos 

oceanos e abrigam a maior parte dos recursos vivos marinhos do mundo, principalmente em 

ecossistemas específicos, como manguezais, costões rochosos, recifes de corais, entre outros 

(CLARK, 1998).  

Estuários são ambientes complexos, dinâmicos, únicos e especialmente influenciados 

pela maré, que constituem zonas de alimentação, proteção e reprodução para um grande 

número de espécies. Podem ser definidos em função da variação da salinidade, pois são 

considerados zonas de transição entre água doce e água salgada, em mistura contínua, devido 

às descargas fluviais e a amplitude da maré, o que faz a salinidade variar geralmente de 0 até 

um pouco mais 35 (CLARK, 1998; CHAPMAN & WANG, 2001).  

Em geral, os estuários apresentam menor biodiversidade que os ambientes que o 

margeiam. Todavia são, em média, biologicamente mais produtivos do que as dos rios e 

oceano adjacentes, devido às características hidrodinâmicas da circulação, que potencializam 

a retenção de matéria orgânica, nutrientes e algas, tanto no sedimento quanto na coluna 

d’água, estimulando a produtividade primária (CHAPMAN & WANG, 2001; MIRANDA et 

al., 2002; McLUSKY & ELLIOTT, 2004). 

Apesar da notável importância, as regiões estuarinas estão incluídas entre os 

ecossistemas costeiros mais degradados pela ação humana no mundo. Os estuários e suas 

bacias são favoráveis ao assentamento humano e de indústrias pela acessibilidade, 

disponibilidade de recursos naturais, facilidades para obtenção de recursos básicos pela 

população (água doce, acesso ao mar e ao continente, alimentos) e ideal para o 

desenvolvimento de atividades econômicas como exploração de recursos naturais, turismo, 

atividades portuárias, etc. O uso múltiplo resulta na exposição destes ambientes a uma ampla 

variedade de contaminantes orgânicos e inorgânicos provenientes de atividades industriais, 
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agropecuárias, portuárias e urbanas (especialmente domésticas), entre outras (KENNISH, 

1992; MACHADO et. al., 2002; McLUSKY & ELLIOTT, 2004).  

Os principais impactos decorrentes das atividades humanas nas regiões estuarinas são: 

a redução da biodiversidade e da abundância de recursos naturais; o comprometimento da 

saúde da biota chegando em inúmeros casos a diminuição e extinção total de habitats; e a 

diminuição da qualidade de vida da população humana, visto que a sustentabilidade das 

atividades humanas e o bem-estar da população nas zonas costeiras dependem de um meio 

ambiente marinho saudável (KENNISH, 1992; CLARK, 1998). 

 

1.1. Zona Costeira do Ceará e sua gestão 

 

A zona costeira do Estado do Ceará (ZC-CE) está inserida na região conhecida como 

Litoral Setentrional do Nordeste, apresentando de maneira geral um litoral com clima sub-

úmido, alta disponibilidade de sedimentos arenosos e influência dos ventos Alísios de 

Nordeste (SEMACE, 2005). Com declividade de terreno suave e serra distante da costa, 

ocorre a incisão linear de rios formando zonas com características demarcadas, como o 

tabuleiro pré-litorâneo e planícies flúvio-marinhas. Extensos campos de dunas, lagos costeiros 

e praias arenosas caracterizam a linha de costa, enquanto manguezais dominam a margem de 

rios ao longo de regiões estuarinas (LACERDA & MARINS, 2006).  

O clima é controlado pela oscilação da Zona de Convergência Intertropical, que induz 

a precipitação, sendo a sazonalidade bem demarcada na maioria dos anos pelo período pré-

chuvoso (Dezembro à Janeiro), período chuvoso (Fevereiro à Maio) e período seco (Junho à 

Novembro) (FUNCEME, 2010). 

 Segundo a Superintendência Estadual do Meio Ambiente – CE (SEMACE, 2005), um 

dos órgãos responsável pelo meio ambiente no Estado, os principais problemas relacionados à 

zona costeira cearense envolvem a urbanização, erosão da linha de costa, desmatamento de 

manguezais e de matas ciliares, assoreamento ou aterramento de áreas de lagoas, enchentes, 

poluição de recursos hídricos superficiais e subterrâneos, disposição incorreta de resíduos 

sólidos, áreas de mineração, ocupação irregular e carcinicultura. 

Para lidar com os problemas ambientais e visando o cumprimento das diretrizes 

estabelecidas na Política Nacional do Meio Ambiente (PNMA), a SEMACE estabeleceu 
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programas estratégicos que focam na aplicação de instrumentos previstos em legislação, como 

o Zoneamento Ecológico-Econômico Costeiro (ZEEC) e delineamento de ações para controle 

e monitoramento. Dentre os programas que atuam direta ou indiretamente sobre a zona 

costeira vale destacar o Programa Estadual de Gerenciamento Costeiro – GERCO-CE. 

 O GERCO-CE tem como objetivo primordial planejar e administrar a utilização dos 

recursos naturais da zona costeira, visando a proteção de seus ecossistemas e a melhoria da 

qualidade de vida das populações locais, através do uso sustentável de seus recursos naturais 

(SEMACE, 2003). Este engloba por sua vez os programas de Monitoramento de 

Balneabilidade de Praias, Controle Ambiental, Fiscalização e Monitoramento da Qualidade de 

Água, entre outros. 

O órgão ambiental busca aplicar as diretrizes de qualidade já estabelecidas pela 

legislação brasileira, como nos programas de monitoramento da qualidade de água e 

balneabilidade de praias, onde os critérios aplicados são os previstos pela Resolução 

CONAMA 357-05 (BRASIL, 2005). Porém, a SEMACE ainda está se adequando as 

normativas da CONAMA 357-05, não tendo incluído como obrigatórios, por exemplo, 

estudos ecotoxicológicos nos programas de monitoramento ambiental, tanto para bacias 

hidrográficas e corpos hídricos (estudos conduzidos pelos órgãos ambientais), como os 

solicitados nos estudos para o licenciamento de empreendimentos potencialmente poluidores 

(estudos conduzidos pelos empreendedores) em esfera estadual.  

 A despeito das normas jurídicas de regulamentação, na ZC-CE definem-se quadros 

críticos ou potencialmente críticos de degradação ambiental, demandando ações de caráter 

corretivo, de mediação dos múltiplos conflitos de uso dos espaços e dos recursos naturais e de 

controle de impactos oriundos de atividades terrestres sobre o ambiente marinho (SEMACE, 

2003).  

 Diversos países vêm investindo na criação de áreas protegidas como estratégia para a 

conservação da biodiversidade, dos recursos naturais e dos valores culturais da humanidade 

(BRITO, 2000). Nas duas últimas décadas, a criação de Unidades de Conservação (UC) vem 

correspondendo a um dos maiores esforços da sociedade cearense, incluindo o governo, os 

órgãos ambientais e instituições privadas, para a proteção ambiental. A criação das UC tem 

como objetivo conservar ecossistemas estratégicos da ZC-CE, objeto de acelerado processo 

de ocupação, disciplinar o uso do solo e frear a intensa degradação de regiões de importância 

sócio-ambiental (SEMACE, 2004).  As unidades de conservação são, por definição, um 
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espaço territorial e seus recursos ambientais, incluindo as águas jurisdicionais, com 

características naturais relevantes, legalmente instituídas pelo Poder Público, com objetivos 

de conservação e limites definidos, sob regime especial de administração, ao qual se aplicam 

garantias adequadas de proteção ambiental (BRASIL, 2000). 

A Declaração de Bali, elaborada durante o III Congresso Mundial de Parques, 

realizado em 1982, enfatiza a importância das unidades de conservação como elemento 

indispensável para a conservação, já que asseguram a manutenção de amostras representativas 

de ambientes naturais, da diversidade de espécies e de sua variabilidade genética, além de 

promover oportunidades para pesquisa científica, educação ambiental, turismo e outras 

formas menos impactantes de geração de renda (BRITO, 2000).  

 Visando adequar as UC instituídas no Estado do Ceará ao Sistema Nacional de 

Unidades de Conservação – SNUC (BRASIL, 2000), a SEMACE criou o Sistema Estadual de 

Unidades de Conservação (SEUC), através do qual vem avaliando a situação das UC 

estaduais. Esta avaliação permitiu identificar alguns pontos críticos, como a predominância de 

unidades de Uso Sustentável (menos restritivas), inexistência de Planos de Manejo, 

precariedade na infra-estrutura física e operativa, necessidade de capacitação para os gerentes 

das UC, informações técnicas dispersas, entre outros (SEMACE, 2010). 

  Apenas a criação destas áreas, sem investimento em recursos humanos e financeiros, 

elaboração de estudos e diagnósticos, definição do plano de manejo, monitoramento e 

fiscalização adequados, e sensibilização por parte dos atores sociais envolvidos, torna o 

instrumento ineficaz no intuito de proteger o patrimônio natural e os recursos de uma 

determinada região.  

 Segundo SEMACE (2010) o monitoramento realizado atualmente nas UC ocorre 

através de sobrevôos mensais, priorizando as UC de uso sustentável, no caso as Áreas de 

Proteção Ambiental de Aratanha, Baturité, Maranguape e as APA litorâneas. Durante o 

sobrevôo se observam aspectos de uso e ocupação do solo, desmatamentos e queimadas, 

utilização de agrotóxicos, construção civil dentre outras. Após o reconhecimento aéreo, 

procede-se a averiguação de campo, e quando necessário, aplica-se as ações administrativas 

pertinentes. O licenciamento ambiental é realizado pelos gerentes das UC, que poderão 

solicitar a composição de equipe técnica, conforme as especificidades que cada caso requer 

(SEMACE, 2010). Vale frizar que, como não há plano de manejo, não existem diretrizes 
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específicas que os gerentes devam considerar para gerir o uso e ocupação do solo e assegurar 

os interesses sócio-ambientais específicos a cada unidade.   

 Muito investimento e empenho se fazem necessários para assegurar a qualidade 

ambiental na ZC do Estado. Faltam estudos nas áreas básicas para embasar planos de ação, 

p.ex. estudos sobre composição e funcionamento dos ecossistemas, atores sociais envolvidos, 

efeitos da contaminação sobre a biota local, entre outros. Essa demanda se torna primordial 

para as unidades, em face da crescente pressão que as regiões vêm sofrendo.  

 

1.2. Contaminação, sistema aquático e ecotoxicologia 

 

Uma vez introduzidos no ambiente aquático, os contaminantes são submetidos a 

processos de partição, podendo se dissolver na água ou ser sorvidos pelos materiais em 

suspensão (sais, carbonatos, matéria orgânica, argilas, entre outros) e/ou precipitando nos 

sedimentos (MEYER, 2002).  

De maneira geral os sedimentos são tidos como o principal destino das substâncias 

introduzidas nos corpos hídricos (ADAMS et al., 1992), sendo premissa a acumulação de 

contaminantes em níveis mais elevados que a coluna d’água adjacente (NIPPER et al., 1989). 

Os sedimentos são apenas um dos componentes dos ecossistemas, porém em muitos sistemas 

aquáticos podem ser a principal fonte de estresse para a saúde do meio (BURTON, 1992).  

Depois de retidos nos sedimentos, processos químicos, físicos e biológicos podem 

resultar na liberação dos contaminantes, transformando-os e/ou redisponibilizando-os. As 

principais formas de exposição aos sedimentos são sedimento integral, água intersticial, 

elutriatos e interface sedimento-água, todas estas relacionadas às vias de exposição dos 

organismos ao sedimento (NIPPER et al., 1989; NIPPER, 1997; CESAR, 2002). 

Os efeitos da contaminação dependem da via pela qual os contaminantes são 

absorvidos pelos organismos, como por trocas com o meio circundante (contato dérmico), 

alimentação direta (p.ex. ingestão, filtração) ou pela cadeia trófica, na qual os compostos 

passam consecutivamente para os próximos níveis tróficos (BURTON, 1992; MOZETO & 

ZAGATTO, 2006). O tempo de residência de certas substâncias também influencia nos 

efeitos da contaminação, pois esta é potencializada em ambientes menos dispersivos, o que 

aumentaria o tempo de contato contaminante/organismo, aumentando o risco de efeitos 
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nocivos decorrentes dessa contaminação (KENNISH, 1992; ARAÚJO et al., 2006; MOZETO 

& ZAGATTO, 2006). 

A Ecotoxicologia é uma ciência multidisciplinar que estuda os efeitos tóxicos de 

substâncias químicas biologicamente ativas sobre os organismos (MASTROTI, 1997). Possui 

aplicações importantes no diagnóstico e na avaliação da degradação ambiental, fornecendo 

informações para o controle dos impactos, bem como provendo análises de risco ecológico 

em programas de monitoramento ambiental, dentro dos quais fornece significado biológico 

para os dados de contaminação, além de prova legal, possibilitando o desenvolvimento de 

métodos mais eficazes para a conservação e gestão ambiental, responsabilização por danos e 

passivos, entre outros (ABESSA, 2002).  

Atualmente, os programas de monitoramento ambiental empregam análises químicas e 

ensaios ecotoxicológicos para avaliar os níveis de contaminação de uma área e os efeitos 

biológicos dessa contaminação.  

O uso de ensaios ecotoxicológicos permite a integração dos conceitos da ecologia, no 

que diz respeito à diversidade e representatividade dos organismos e seu significado ecológico 

no ecossistema, e da toxicologia, em relação aos efeitos adversos dos poluentes sobre as 

comunidades biológicas (PLAA, 1982). Os ensaios ecotoxicológicos são considerados os 

melhores métodos para estimar os efeitos de múltiplos contaminantes e determinar o potencial 

tóxico dos mesmos, desde que o organismo-teste seja sensível e os parâmetros avaliados ao 

final do teste (endpoints) bem escolhidos (USEPA, 2002). Testes de toxicidade de sedimento 

permitem estimar os efeitos tóxicos da exposição de um organismo a uma amostra ou 

substância, observando, entre outros, alterações nos estágios de desenvolvimento, reprodução, 

crescimento, bem como sobrevivência, permitindo assim considerações sobre a qualidade 

deste compartimento. 

Uma das grandes vantagens dos ensaios é a capacidade de integrar os efeitos de 

misturas complexas e interações contaminantes-fatores abióticos sobre os organismos. Perante 

a complexidade do compartimento analisado, os resultados podem ser relativamente variáveis, 

visto que dependem das respostas de organismos vivos e de processos biológicos que por si só 

não são necessariamente lineares e/ou dose-dependentes. 
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A análise química é uma boa ferramenta para avaliação ambiental. Seu resultado, 

entretanto, deve ser aplicado com parcimônia, visto algumas limitações, p.ex. quantificação 

direta dos contaminantes não refletir necessariamente que os mesmos estejam disponíveis a 

biota, e que em avaliação de ambientes com misturas complexas de contaminantes, as 

quantificações se restringem as substâncias mais comuns, as interações e possíveis efeitos da 

mistura desconsiderados (p.ex. efeitos sinérgicos) (CHAPMAN & WANG, 2001; MEYER, 

2002). 

A complexidade química e as baixas concentrações em que alguns compostos 

químicos se apresentam dificultam a sua detecção e a avaliação de seus efeitos, tornando 

necessário o desenvolvimento de métodos capazes de indicar a exposição e os efeitos quando 

das baixas concentrações de poluentes que não levam à letalidade, condição comumente 

encontrada em ambientes marinhos (DAVID, 2007). Além disso, em programas de 

monitoramento ambiental é interessante que sejam analisadas espécies que ocupem diferentes 

nichos ecológicos, devido às propriedades dos contaminantes e a maneira como os 

organismos metabolizam essas substâncias (BIANCHINI et al., 2006). 

 

 1.2.1 Biomarcadores  

 

A resposta biológica às agressões ambientais pode ser evidenciada em qualquer nível 

de organização biológica, desde ecossistemas até reações bioquímicas intracelulares 

(MAYER et al., 1992; RAND et al., 1995). 

Os biomarcadores são considerados alterações fisiológicas, bioquímicas, moleculares, 

celulares e comportamentais em resposta ao estresse, atuando como indicadores de exposição 

e/ou efeito à xenobióticos (RAND et al., 1995).  

 Biomarcadores de exposição são qualquer alteração biológica mensurável que 

evidencie a exposição dos organismos a um poluente específico (ou classe de poluente), 

enquanto biomarcadores de efeito, ou biomarcadores não específicos, evidenciam efeito 

associado à exposição do organismo a fatores de estresse, i.e. múltiplos contaminantes e/ou 

variações ambientais extremas, pois todos os tipos de estresse podem afetar o endpoint 

analisado (MAYER et al., 1992; BIANCHINI et al., 2006).  
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Uma vez exposto a um fator de estresse, um dos primeiros sinais de alteração no 

organismo são respostas fisiológicas, moleculares e bioquímicas, disparadas visando 

adequação a condição e retorno ao estado ótimo pretérito à exposição, através das vias 

metabólicas necessárias; quando o fator de estresse consiste na exposição/absorção de um 

poluente, as atividades dentro do organismo focam na metabolização, imobilização e/ou 

excreção da substância. As possíveis vias de metabolização e eliminação de um composto 

também dependem das características do mesmo, como a solubilidade em água, pois quanto 

menos solúvel o composto, maior o caminho que ele percorrerá até a total metabolização (que 

pode resultar em total excreção ou mesmo o acúmulo de metabólitos nos tecidos 

(MELANCON et al., 1992; LEHNINGER et al., 2006).  

 A metabolização de xenobióticos envolve comumente dois tipos de reações 

enzimáticas de detoxificação (MELANCON et al., 1992): reações de fase I e de fase II.  

As reações de fase I são o primeiro caminho metabólico pelo qual compostos 

hidrofóbicos percorrem: grupos polares são introduzidos na molécula do composto através de 

processos oxidativos, hidrolíticos ou de redução, formando um produto passível de excreção 

ou tornando-o um substrato adequado (mais eletrofílico) para os processos que caracterizam a 

fase II. Durante a fase II, os produtos da ação enzimática da fase I sobre os xenobióticos são 

novamente biotransformados: uma espécie endógena é ligada, por intermédio de uma enzima, 

a um grupo polar funcional. Esse processo, nesses termos, é conhecido como conjugação, 

resultando em produtos secundários normalmente menos tóxicos que o xenobiótico original, 

altamente hidrosolúveis, que são imediatamente excretados via bile, rim ou brânquias; 

também podem ser hidrolizados e os metabólitos livres reabsorvidos. Os principais agentes de 

conjugação e as enzimas que catalizam as reações de fase II são UDP glucuroniltransferase, 

glutationa S-transferase (GST), sulfotransferase, e acetilação por enzimas acetiltransferases 

(MELANCON et al., 1992; MANAHAN, 2001).  

Glutationa S-transferases são uma família de enzimas diméricas multifuncionais que 

vêm sendo utilizadas amplamente como biomarcadores para estimar exposição a estresse 

ambiental em organismos aquáticos. Na fase II de detoxificação são responsáveis pela 

catalização da reação de conjugação da glutationa reduzida (GSH) com xenobióticos e 

substâncias endógenas; participam tanto da detoxificação de xenobióticos (compostos 

orgânicos, metais, entre outros) quanto da proteção em eventos de estresse oxidativo e do 

transporte de substâncias endógenas e exógenas em diversos organismos, incluindo 

crustáceos, auxiliando na homeostase dos indivíduos (VAN DER OOST et al., 2003; 
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HERMES-LIMA, 2004;  CUNHA et al., 2007; MARTÍN-DÍAZ et al., 2007; ZHOU et al., 

2009). 

É importante frisar que as reações de fase I e fase II podem formar subprodutos 

tóxicos mais reativos que o composto inicial, como as espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio (ROS), e aldeídos produtos da peroxidação lipídica, capazes de estabelecer 

ligações covalentes com macromoléculas, resultando em danos subcelulares (figura 1); essas 

ligações covalentes são consideradas o evento inicial para muitos processos toxicológicos 

como mutagênese, carcinogênese, necrose e apoptose celular (MELANCON et al., 1992; 

ALMEIDA et al., 2007; MARTÍN-DÍAZ et al., 2007b). 

  

ESTRESSE AMBIENTAL

(Exposição a xenobióticos)

Produtos Fase I

Produtos Fase II

DANOS

DNA

Membrana

Sistemas Celulares

FASE I

FASE II

Sistema 

Antioxidante

Combate Radicais 

Livres (ROS/RNS)

resultantes das reações 

Fase I e II

BIOMARCADORES
 

Figura 1: Esquema ilustra fontes de possíveis biomarcadores dos processos e efeitos 

desencadeados por estresse ambiental., como lesões em componentes celulares (i.e. 

DNA e compostos lipídicos), atividade de enzimas das fases I e II, e ativação do sistema 

antioxidante (adaptado de Almeida et al., 2007  e Martín-Díaz et al., 2007b). 

  

 

 Dentre as famílias de enzimas mais conhecidas está a das Colinesterases (ChE), que 

inclui as acetilcolinesterases (AChE) e as pseudocolinesterases, grupo que envolve as 

Butirilcolinesterases, Propionilcolinesterases e outras isoformas (PChE). Enquanto a AChE é 

de suma importância para a neurotransmissão, sendo responsável pela degradação do 

neurotransmissor acetilcolina nas sinapses, as PChE degradam alguns xenobióticos e parecem 

apresentar ação protetora perante a AChE, visto que atuam sobre os agentes anticolinérgicos e 

diminuem a ação destes diretamente sobre a AChE. Também existem relatos da hidrólise do 
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substrato acetilcolina pelas PChE (MASSOULIÈ et al., 1993; BROWN et al., 2004; 

VIARENGO et al., 2007). 

 Consideradas, em um primeiro momento, biomarcadores de exposição específicos, 

devido à alta inibição da atividade relacionada à exposição aos pesticidas organofosforados e 

carbamatos, alguns estudos hoje indicam a inibição e/ou ativação das colinesterases também 

por alguns metais (i.e. mercúrio), surfactantes, pesticidas piretróides, componentes dos óleos 

combustíveis e misturas complexas de poluentes em altas concentrações, levantando dúvidas 

quanto a sua especificidade. Apesar disso, ainda hoje as colinesterases são aplicadas em 

estudos com pesticidas e organofosforados, e ainda são consideradas indicadores da 

ocorrência destes compostos no meio ambiente (MAYER et al., 1992; GUILHERMINO et 

al., 1998; McLOUGHLIN et al., 2000; ELUMALAI et al., 2002; QUINTANEIRO et al., 

2006). 

 Danos no material genético vêm sendo associados com efeitos deletérios em 

organismos aquáticos, como redução no crescimento, desenvolvimento anormal e 

sobrevivência reduzida de embriões, larvas e indivíduos adultos. 

As lesões no DNA envolvem quebra de fita (simples ou dupla), modificação de pares 

de base, problemas relacionados à troca entre os cromossomos e trocas DNA - proteínas 

(crosslinks). As quebras da fita de DNA podem ser causadas diretamente por compostos 

genotóxicos ou secundariamente por radicais de oxigênio e outros compostos reativos que são 

subproduto dos processos de detoxificação (LEE & STEINERT, 2003; AKCHA et al., 2004; 

DHAWAN et al., 2009).  

Diversos métodos podem ser aplicados para verificação e quantificação das quebras de 

fita de DNA. Um dos mais empregados é o Teste do Cometa (comet assay ou single cell gel 

assay), utilizado tanto para quantificar danos diretamente, como para observar a atuação dos 

mecanismos de reparo indiretamente, através da exposição in vivo ou in vitro e posterior 

quantificação de dano ao longo do tempo. O ensaio apresenta a vantagem de ser sensível, 

sendo capaz de detectar baixos níveis de danos (uma quebra por 10
10

 Da de DNA) em relação 

a outros testes de genotoxicidade (DHAWAN et al., 2009) 

 O ensaio do cometa foi considerado por LEE et al. (2003) e WOO et al. (2006) como 

uma ferramenta eficiente na detecção de danos no DNA em invertebrados marinhos e de água 

doce, assim como na avaliação da contaminação de sedimentos marinhos e estuarinos 

coletados de regiões costeiras. Devido a sua flexibilidade, ensaios de detecção de dano no 
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DNA com organismos provenientes de áreas degradadas devem ser combinados e 

incorporados a uma bateria de testes, provendo informações adicionais sobre a contaminação, 

e garantindo uma interpretação correta do resultado obtido (VASQUEZ, 2009). 

O uso de biomarcadores em estudos ambientais é de extrema importância, visto que a 

detecção prévia de estresse em níveis sub-letais (early-warning) fornece subsídios para a 

gestão ambiental (NASCIMENTO et al., 2006), com a vantagem de apresentar alta 

sensibilidade, curto prazo de resposta e baixo custo. 

Avaliações de risco ambiental aplicando biomarcadores vêm crescendo (FOSSI et al., 

2000). Vários autores utilizam o conceito em organismos aquáticos, semi-terrestres e 

terrestres dos mais diversos grupos e hábitos: vertebrados, invertebrados, vegetais, fungos; 

bentônicos, demersais ou da coluna d’água; sésseis ou de mobilidade variável; onívoros, 

detritívoros, suspensívoros, filtradores; entre outros. Alguns destes estudos lidam com 

organismos in situ e integram biomarcadores a outros testes e análises (em geral análises 

químicas), abordagem que permite explorar possíveis relações entre as respostas nos 

diferentes níveis de organização biológica e a complexidade do meio e suas relações 

(ASTLEY et al., 1999; CAIRRÃO et al., 2004; MARTÍN-DÍAS et al., 2005; MAGNI et al., 

2006; QUINTANEIRO et al., 2006; ZANETTE et al., 2006; ALMEIDA et al., 2007; 

CUNHA et al., 2007; DAVID, 2007; ELUMALAI et al., 2007; LIMAVERDE et al., 2007; 

MONSERRAT et al., 2007; PEREIRA et al., 2007; RANK et al., 2007; TOGNI, 2007; 

GORBI et al., 2008; TORRES, 2009; ZHOU et al., 2009; VIDAL-LIÑÁN et al., 2010). Além 

disso, existe um esforço para adequação de testes, validação de metodologias e eleição de 

espécies que possam ser consideradas boas como biomonitores de ambientes e representativas 

dentro dos diferentes ecossistemas, incluindo os ecossistemas estuarinos. 
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2. OBJETIVOS 

 

O objetivo deste estudo é comparar a qualidade ambiental de dois estuários da Região 

Metropolitana de Fortaleza (APA do Estuário do Rio Ceará e do Estuário do Rio Pacoti) com 

diferentes graus de degradação, utilizando análises biológicas (biomarcadores ChE, 

Glutationa S-Transferase, dano no DNA) além de testes de toxicidade crônica dos sedimentos. 

Os objetivos específicos são: 

- avaliar a qualidade dos sedimentos por meio dos testes de toxicidade crônica; 

- avaliar correspondência de respostas entre biomarcadores de efeito e exposição;  

- observar se há correspondência entre os efeitos indicados a partir de análises de 

biomarcadores e testes de toxicidade do sedimento; 

- avaliar a utilização do organismo Goniopsis cruentata como possível organismo 

sentinela. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Área de estudo  

 

O Programa Estadual de Gerenciamento Costeiro do Ceará – GERCO/CE divide a 

zona costeira do estado em quatro setores: Setor I - Costa Leste; Setor II - Costa 

Metropolitana; Setor III - Costa Oeste; Setor IV - Costa Extremo Oeste.  

 Os estuários enfoques do presente estudo estão inseridos no Setor II, mais 

especificamente na Região Metropolitana de Fortaleza (RMF) ilustrada na figura 2. São eles: 

Rio Ceará (RC) e Rio Pacoti. 

 

 
Figura 2: Mapa da Região Metropolitana de Fortaleza – CE. Destaque para o Rio Ceará e Rio Pacoti. Fonte: 

Nilin, 2008. 
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 3.1.1. Estuário do Rio Ceará  

 

O Rio Ceará é um dos principais afluentes que deságuam na zona costeira do Ceará. 

Com cerca de 60 km de extensão, desde a nascente na Serra de Maranguape até a foz entre as 

cidades de Fortaleza e Caucaia, bacia de drenagem com cerca de 600 km
2 

(SEMACE, 2005). 

A foz do Rio Ceará (RC) apresenta a formação de um spit arenoso decorrente de 

intervenção antrópica na linha de costa, fazendo com que a largura da foz seja equivalente a 

60 m, se abrindo em 250 m logo acima desta. Esse spit intensifica o assoreamento do estuário, 

diminui a contribuição do rio com material arenoso e matéria orgânica ao mar adjacente. A 

influência da maré pode ser observada até 14 km partindo da foz, classificada como planície 

flúvio-marinha, com ocorrência da floresta de mangue, após a qual se observa mudança 

gradual para uma cobertura vegetal tipicamente continental (SEMACE, 2005). 

A porção estuarina foi recentemente classificada com área de proteção ambiental, a 

APA do Estuário do Rio Ceará (Decreto Estadual 25.413/09), por abrigar ecossistemas de 

grande valor ecológico e turístico, e pela natural fragilidade do equilíbrio ecológico deste 

estuário, que hoje se encontra em permanente estado de risco, face às intervenções antrópicas 

(CEARÁ, 1999).  

A APA é uma das regiões mais estudadas no Estado, sendo uma das poucas áreas de 

proteção que apresenta plano de manejo já elaborado. Este, porém, ainda não foi publicado 

em Diário Oficial pelo estado, não exercendo, portanto, seu valor legal quanto a sua aplicação 

para gestão do território e delimitação dos usos previstos. 

Hoje, as principais atividades da região da APA são pesca artesanal, agricultura e 

urbanização residencial (SEMACE, 2005), havendo também cais de atracação para pequenas 

embarcações na desembocadura e navegação turística ao longo do estuário. 

Entre as principais fontes de poluição para o estuário do RC estão o Distrito Industrial 

de Maracanaú que despeja seus efluentes no rio Maranguapinho (principal afluente do Rio 

Ceará, a 7 km da foz), e fontes difusas de poluição relacionadas à ocupação desordenada do 

solo na região, decorrentes da falta de ações efetivas de gestão sobre os usos múltiplos da 

região, a favelização, entre outros (SEMACE, 2005). O Distrito Industrial de Maracanaú, 

criado há pouco mais de 40 anos, é o mais importante distrito do Estado, concentrando 1/3 da 

produção cearense; reúne cerca de 100 empresas de diversas áreas de atuação, como por 
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exemplo, têxteis, metalurgia e mecânica, papel e papelão, material elétrico, químico, de 

vestuário, calçados e serviços de construção (MARACANAÚ, 2010). Muitas indústrias não 

tratam seus efluentes, sendo estes lançados na rede de coleta pública ou nos recursos hídricos 

próximos (JUVÊNCIO, 1997).  

Poucos estudos ambientais foram realizados visando avaliar a qualidade ambiental do 

Rio Ceará. Dentre eles, alguns estudos recentes avaliaram água e sedimentos da região, sendo 

observada a ocorrência de toxicidade aguda e crônica no estuário (NILIN et al., 2007; NILIN, 

2008), e contaminação por cobre (Cu) e zinco (Zn) de origem antrópica (AGUIAR et al., 

2004). Também foi observada biocumulação de mercúrio (Hg) em ostras da região 

(VAISMAN et al., 2005), indicando presença de contaminantes na biota. 

  

 3.1.2. Estuário do Rio Pacoti 

 

O rio Pacoti é um dos principais da Região Metropolitana de Fortaleza (RMF). Com 

um total de 150 km de comprimento, a região estuarina representa cerca de 17 km, delimitada 

pela zona de influência da maré e ocorrência da floresta de mangue, permeando os municípios 

de Aquiraz, Eusébio e Fortaleza; a influência da maré se traduz em variações de salinidade 

entre 0 e 33 no estuário, chegando abaixo de 0,5 no alto estuário em períodos chuvosos. O rio 

e sua bacia são de grande importância para o abastecimento de água da região metropolitana, 

além de prover recursos para sustento da população ribeirinha. (IRVING et al., 1988). Há 

indústrias e serviços de apoio à atividade turística e à população local, bem como um 

importante pólo de artesanato em rendas e bordados. A implantação de empreendimentos 

imobiliários de vulto na região da bacia de drenagem, como o Porto das Dunas e o Alphaville, 

estimulou o crescimento populacional da região da bacia e áreas adjacentes. 

 O município possui bom potencial para atividade agrícola, capaz de contribuir para 

o abastecimento da Região Metropolitana. Culturas cíclicas (milho, feijão e mandioca) e 

fruticultura diversificada são os usos agrícolas principais. Possui, também, o município 

notória tradição na avicultura (Aguiar, 2005). 

 Devido à importância da região (apresenta remanescentes de Mata Atlântica, por 

exemplo), a mesma foi designada como Área de Proteção Ambiental com a criação da APA 

do Estuário do Rio Pacoti (Decreto Estadual no. 25.778), além da criação do Corredor 

Ecológico do Pacoti (Decreto Estadual no. 25.777), que interliga as APA do Estuário do Rio 
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Pacoti e da Serra de Baturité (CEARÁ, 2000a; 2000b). Nenhuma destas APA apresenta plano 

de manejo estabelecido. 

 Segundo Gorayeb (2005) e Semace (2010), os principais impactos na região são fontes 

difusas de esgotos relacionadas às atividades de turismo e lazer, disposição de resíduos 

sólidos, uso e ocupação irregular do solo, como urbanização, culturas agrícolas substituindo 

cobertura vegetal típica, extração de madeira, barramentos e desvios no curso do rio e 

conseqüente aceleração dos processos erosivos, de assoreamento e de diminuição da 

biodiversidade local. 

Alguns estudos consideraram a região da APA do Rio Pacoti inicialmente como área 

referência para comparação de dados em relação à contaminação e seus efeitos nos 

organismos, por se tratar de uma região com menores índices de urbanização e 

industrialização. Todavia, foi observado por esses autores um comprometimento da qualidade 

do estuário nos parâmetros analisados, enquadrando a região como comprometida, mas em 

um grau menor de degradação quando comparado com os outros estuários da RMF 

(AGUIAR, 2005; TORRES, 2009; NILIN, 2008).  

  

3.2. Organismo-teste 

 

O grupo dos invertebrados é muito utilizado em estudos ecotoxicológicos por 

representar quase 95% das espécies animais conhecidas, ser o maior componente de todos os 

ecossistemas descritos e por apresentar populações numerosas, o que permite a amostragem 

de indivíduos sem afetar significativamente a dinâmica da população (BRUSCA & BRUSCA, 

2003; FOSSI et al., 2000).  

Dentre os invertebrados, os crustáceos constituem um grupo interessante para 

avaliações ecotoxicológicas de sistemas estuarinos e manguezais, visto que é um dos grupos 

de maior representatividade nesses ecossistemas, ocupando praticamente todos os nichos, com 

diversas espécies-chave e importante para o fluxo de energia no sistema (MELO, 1996; 

BRUSCA & BRUSCA, 2003), se enquadrando nos requisitos básicos em torno da 

representatividade ecológica necessária a espécies utilizadas em abordagens ecotoxicológicas 

(CHAPMAN, 2002).  
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Os crustáceos braquiúros representam a fauna característica dos manguezais, 

possuindo um papel importante na cadeia alimentar e na aceleração do processo de 

decomposição da matéria orgânica. Os caranguejos, por terem o hábito de viver em tocas, 

promovem um constante revolvimento do substrato, contribuindo para sua aeração e liberação 

de substâncias, por exemplo, nutrientes para a coluna d’água, além de muitas espécies 

constituírem fontes de renda e proteína animal para as populações locais (COSTA, 1995; 

SILVA, 2007). 

O emprego de decápodes em estudos ecotoxicológicos vem se ampliando nos últimos 

anos, visando suprir a necessidade de organismos de diferentes níveis tróficos para a 

avaliação do ambiente, com estudos recentes utilizando caranguejos, como Carcinus maenas 

e Neohelice granulata, siris do gênero Callinectes, entre outros (SKAGGS & HENRY, 2002; 

BROWN et al., 2004; MARTÍN-DÍAZ et al., 2007a; TOGNI, 2009; SÁ et al., 2008). 

 Nesse contexto, o organismo-teste utilizado no presente estudo foi o caranguejo 

Goniopsis cruentata (Latreille, 1803) (Crustacea – Decapoda – Grapsidae), devido a sua 

ampla distribuição, ocorrência ao longo de todo ano e por apresentar um hábito que integra a 

complexidade do ambiente estudado ao ocupar a maioria dos microhabitats do ecossistema 

manguezal. A espécie, segundo Melo (1996), apresenta distribuição no Atlântico Oriental 

(Senegal a Angola) e Ocidental (Bermuda, Flórida, Golfo do México, Antilhas, Guianas e 

Brasil – Pará a Santa Catarina, com registros em Fernando de Noronha).  

 Goniopsis cruentata é considerado um organismo semi-terrestre, que pode ser 

encontrado do supra-litoral até o entre-marés, em praias lodosas, braços de mar ou estuários, e 

em regiões de manguezal, ocupando áreas como raízes e troncos das árvores de mangue, tocas 

escavadas por outros macroinvertebrados, poças lamosas, sob a serrapilheira, e o ambiente 

aquático por curto período de tempo (MELO, 1996; COBO & FRANSOZO, 2003). Por ser 

extremamente ágil, é capaz de desenvolver velocidade, deslocando-se rapidamente quando em 

fuga ou busca por alimento.  

 Ativo quando da maré baixa, G. cruentata é onívoro, se alimentando principalmente 

de propágulos e folhas de mangue, detritos, e pequenos crustáceos vivos ou mortos; seu papel 

ecológico vai da herbivoria à predação (MELO, 1996; COBO & FRANSOZO, 2003; 

MOURA & COELHO, 2004). No Ceará é utilizado como fonte alternativa de alimentação e 

renda por populações tradicionais e ribeirinhas (SOUZA, 2009). Essas características o 

tornam interessante para atuar como um possível bioindicador de ambientes estuarinos, pois 
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integra a complexidade do manguezal ao ocupar os mais diversos nichos desse ecossistema, 

além de ser uma espécie explorada pela população local.  

 

3.3. Amostragem 

 

 As coletas foram realizadas nos Estuários do Rio Pacoti e Rio Ceará durante o período 

pós-chuva, nos meses de Setembro (rio Pacoti) e Outubro (rio Ceará) do ano de 2009. Os 

pontos de coleta foram devidamente registrados com auxílio do GSP para posterior 

localização no mapa. No Rio Ceará foram determinados 3 pontos de coleta (figura 3), 

enquanto no Rio Pacoti (figura 4), inicialmente considerado referência para o presente estudo, 

foi determinado um único ponto de amostragem. 

 

 
Figura 3: Estações Estuário do Rio Ceará (foz S 3°42.046’ – W 38°35.471’); Datum: WGS 84 – Fonte: Google Earth™. 
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RC2 

RC1 

1731 m 
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Figura 4: Estação Estuário do Rio Pacoti (foz S 3°49.538’ – W 38° 24.124’); Datum: WGS 84 – Fonte: Google Earth 

TM
. 

 

 Os exemplares de G. cruentata foram “capturados” por meio de vara de pesca com 

isca de peixe, em maré baixa, nos braços e manchas de mangue descobertas. O esforço de 

amostragem consistiu em uma hora por ponto ou um mínimo de 10 animais, para os pontos do 

Rio Ceará.  No Rio Pacoti foi amostrado um total de 30 animais.  Os organismos foram então 

acondicionados vivos em caixas térmicas, com uma camada de 3cm de água do local de 

coleta, com passagem de ar aberta, mantido ao abrigo do sol, até transporte para laboratório, 

onde foram mantidos nas caixas térmicas, em ambiente escuro, temperatura controlada 

(23±2°C), processados para as análises em até 24hrs depois da coleta.   

 As amostras de sedimentos, para análises ecotoxicológicas, granulométrica e dos 

teores de matéria orgânica e carbonatos, foram coletadas com o auxílio de uma pá, 

correspondendo à camada superficial de sedimento (2 a 3 cm de profundidade). As amostras 

de água foram coletadas da superfície, para análise das variáveis físico-químicas em 

laboratório (pH, oxigênio dissolvido, salinidade), utilizando frasco âmbar, rinsado três vezes 

com água do local antes de acondicionar a amostra. As amostras de sedimento foram 

acondicionadas em sacos plásticos, e levadas ao laboratório em isopor com gelo (resfriamento 

a 4°C), ao abrigo da luz, assim como as amostras de água, que para as medidas das variáveis 

físico-químicas foi retornada as condições de temperatura ambiente.  

Pacoti 

1094 m 



20 

 

 

3.4.  Biomarcadores 

 

 3.4.1. Processamento do Material Biológico 

  

 Os exemplares de G. cruentata, devidamente identificados em laboratório quanto a 

sexo, peso e tamanho (comprimento e largura – figura 4), foram levados à condição letárgica 

através da baixa de metabolismo por resfriamento em gelo. Em seguida foi realizada a retirada 

de hemolinfa para o Teste do Cometa, com posterior dissecação do organismo para retirada 

das brânquias, que foram pesadas e imediatamente congeladas em -20°C.  

  

 
Figura 4: Exemplar de G. cruentata utilizado no presente estudo; (a) largura; (b) 

comprimento. Foto: autor. 

 

 

 O tecido branquial foi retirado para a realização das análises com biomarcadores 

bioquímicos, por esse órgão estar em contato direto com o ambiente, sendo considerado a 

primeira barreira direta à entrada de xenobióticos, além de participar tanto das trocas gasosas 

quando da transformação/excreção de muitos metabólitos produzidos pelos crustáceos em 

geral (MASUI et al., 2002).  Devido à diferença funcional da estrutura branquial (brânquias 

a 

b 
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anteriores respondem pelas trocas gasosas e brânquias posteriores pela excreção), cada 

organismo teve o trio branquial anterior e o trio branquial posterior analisados separadamente. 

 Para a homogeneização do material foi definido o Tampão Fosfato de Potássio (0,1M, 

pH 7.2). Duas soluções estoque foram preparadas: Fosfato de potássio monobásico 0,1M 

(KH2PO4; pH=4.53); e Fosfato de potássio dibásico 0,1M (K2HPO4; pH=9.48) (Sigma-

aldrich). As soluções estoque foram misturadas (solução ácida adicionada à básica), até a 

estabilização do pH em 7.2 (QUINTANEIRO, et al., 2006).  

 Os tecidos foram gradualmente descongelados sobre gelo, e em seguida misturados ao 

tampão de homogeneização gelado, na proporção 1:5 (1g de tecido:4mL de tampão). A 

homogeneização foi feita manualmente com auxílio de pistilo e tubo de vidro (potter Sigma-

aldrich), sobre o gelo. Os homogenatos foram centrifugados a 4°C, 10000 rotações por 

minuto, durante 30 minutos. A fração citosólica resultante, utilizada no presente estudo, foi 

aliquotada e congelada em freezer -20°C para as análises posteriores.  

 

 3.4.2. Quantificação de Proteínas 

  

 A dosagem de proteínas na amostra foi realizada seguindo o Método de Lowry (1951), 

adaptado para leitura em microplaca de 96 poços, utilizando-se um kit da marca BioRad. 

 A partir de uma solução padrão de albumina sérica bovina 1mg/mL (BSA, Sigma-

aldrich) foram feitas concentrações para traçar a curva padrão de proteína (0,0; 0,2; 0,5; 0,8; 

1,0 mg/mL) visando à obtenção da equação de regressão linear, utilizada na determinação das 

concentrações de proteína das amostras. 

 Para a quantificação, 5µL da amostra foram acondicionadas num poço ao qual foram 

adicionados 25 µL do reagente A’ (preparado a partir dos reagentes S e A) e 200µL do 

reagente B, sendo que a leitura ocorreu após 15 minutos da adição do ultimo reagente. As 

absorbâncias das amostras, assim como os pontos da curva padrão, foram lidas em 

quadruplicata, à λ 595nm, espectrofotômetro de microplaca (DTX-880, Beckman Coulter). 
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 3.4.3. Glutationa S-transferase 

  

 O princípio do método, descrito por Keen et al. (1976), baseia-se na detecção da 

formação de um tioéter (S-2,4-dinitrofenilglutationa), este por sua vez produto da conjugação 

do substrato CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) com a GSH (glutationa reduzida), pela ação 

da enzima glutationa S-transferase, caracterizando então uma medida indireta da atividade da 

GST. 

 O protocolo adotado por este estudo é a adaptação da metodologia de Keen et al. 

(1976) às espécies estuarinas brasileiras, realizada por Monserrat et al. (2006). A reação de 

Conjugação do CDNB (0,1M, Sigma-Aldrich) com GSH (0,1M, Sigma-Aldrich) realizou-se 

em meio Tampão Fosfato de Potássio pH 7.0. As amostras foram lidas em quadruplicata, a 

formação do thioéter monitorada em espectrofotômetro (FEMTO Scan), no comprimento de 

onda de 340 nm, a 25°C, em intervalos de 30 segundos, durante 2,5 minutos, registrando-se o 

aumento da absorbância ao longo do tempo. 

 O cálculo da atividade enzimática (AE), expressa em unidades de enzima necessárias 

para catalisar a formação de 1 mol de produto/minuto/miligrama de proteína (U/mg de 

proteína), foi realizado a partir dos dados obtidos de aumento da absorbância e quantificação 

de proteínas, aplicando-se a fórmula abaixo:  

 

AE = ΔABS* Dam / ( ε *  Vam * [prot]* Dprot * t ) 

Onde: 

ΔABS = variação (aumento) de absorbância 

Dam = diluição da amostra 

ε = coeficiente de extinção molar do CDNB (9,6 x 10
-4

) 

Vam = volume de amostra lido (mL) 

[prot] = concentração de proteínas (mg/mL) 

Dprot = diluição da proteína 

t = tempo de leitura (minutos) 
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 3.4.4. Colinesterase (ChE) 

  

 Para a quantificação da ChE utilizou-se o método clássico descrito por Ellman et al. 

(1961), e adaptado para leitor de microplaca por Guilhermino et al. (1996), onde enzimas do 

grupo ChE, predominantemente a acetilcolinesterase, degradam o substrato acetiltiocolina em 

tiocolina e acetato. A tiocolina complexa com o DTNB levando à formação de um composto 

de cor amarela. A formação deste composto pode ser monitorizada a aproximadamente 414 

nm, registrando-se um aumento de absorbância ao longo do tempo. 

 Para o presente estudo foram preparadas solução Tampão Fosfato (0,1M pH 7.2), 

solução A (iodeto de acetilcolina, 0,075M, Sigma-aldrich) em água ultra-pura, solução de B 

(DTNB - ácido 5,5-ditiobis2-nitrobenzóico, 10mM; NaHCO3, 17,85mM, Sigma-aldrich) em 

tampão fosfato. A solução de reação foi então preparada (30 ml de tampão fosfato; 0,2 ml da 

solução A; 1,0 ml da solução B), utilizada em no máximo 15 minutos após o preparo.  

 Para a análise, 250μl de solução de reação são adicionados a 50μl de amostra; após 10 

minutos iniciou-se a primeira das três leituras, realizadas em intervalos de 5 minutos, λ ≈ 

414nm, no espectrofotômetro de microplaca (DTX-880, Beckman Coulter). 

 O cálculo da atividade enzimática (AE), baseado na Lei de Beer-Lambert, é 

representado pela equação abaixo, dada em nmol de NTB/min/miligrama de proteína (U/mg 

de proteína):  

 

AE = (ΔABS/ε*d) * (1/(Vamostra/Vfinal)) * (1/ [prot]) * 10
6
 

Onde: 

ΔABS = delta do aumento da absorbância entre o último e primeiro valor de leitura; 

d= 0,9 cm (diâmetro do orifício da microplaca); 

Ɛ= coeficiente de extinção molar do DTNB (1,36x10
4
);  

V= volume; 

[prot] = concentração de proteína;  

 

 No presente estudo não foi determinado o tipo de Colinesterase predominante no 

tecido branquial do G. cruentata. Apesar da metodologia aplicada para a avaliação da 
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atividade enzimática empregar a acetilcolina como substrato, degradado principalmente pela 

ação de AChE, como não foram utilizados inibidores de AChE não se pode afirmar que a 

degradação ocorreu única e exclusivamente em virtude da ação desta enzima e não por outras 

colinesterases, como também não se pode afirmar que a AChE é a enzima colinesterase 

predominante no tecido. 

 Em decorrência da discussão sobre o tipo enzimático, apesar de aplicarmos o substrato 

acetilcolina nos ensaios, trataremos as enzimas apenas como colinesterases (ChE). 

 

 3.4.5. Teste do Cometa 

 

O Teste do Cometa, ou Single Cell Gel Assay pode ser realizado com qualquer célula 

de eucarionte, necessita de um número pequeno de células, e tem grande sensibilidade. Nele, 

núcleos celulares isolados, previamente expostos in vitro ou in vivo a agentes mutagênicos, 

são aplicados em um gel de agarose sobre uma lâmina, suas membranas são lisadas com 

detergente, seguindo por um tratamento com solução alcalina forte para extração das proteínas 

nucleares, que sofrem um relaxamento e desnovelamento do DNA. O produto então passa por 

uma micro-eletroforese numa cuba horizontal, onde qualquer fragmento de DNA (que é 

carregado negativamente) migra em direção ao ânodo. Após coloração, qualquer quebra 

(simples e dupla) na fita de DNA é observada, e apresenta a forma de uma “cauda de cometa”, 

a ser analisada visualmente ou por programas desenvolvidos para este fim, sendo os padrões 

de observação bem estabelecidos e de boa confiabilidade (UMBUZEIRO & ROUBICEK, 

2006). 

 Para o presente estudo, o teste do cometa seguiu o protocolo desenvolvido por Singh 

et al. (1988), adaptações no tempo de unwiding, adequando o teste à hemolinfa do G. 

cruentata. Primeiramente as lâminas foram lavadas em Detertec 10%, enxaguadas em água 

corrente, rinsadas com água destilada e deixadas de molho em álcool etílico 70%, por no 

mínimo 3 horas. Depois de retiradas do álcool, foram secas e então receberam a primeira 

camada de agarose (agarose padrão 1,5% em tampão fosfato de sódio - pH 7,4), deixadas para 

secagem overnight.   

 A hemolinfa dos organismos foi extraída com uma seringa hipodérmica (agulha 22G) 

previamente lavada com solução de EDTA 10 mM, contendo solução de citrato de sódio 1% 
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na proporção 1:1, para evitar a coagulação das células. Uma alíquota de 20µL do material 

retirado foi acondicionada em microtubo, à qual foram adicionados 180 µL de agarose baixo 

ponto de fusão 0,75%. Cada lâmina recebeu 100 µL da solução de células (duas lâminas por 

organismo), sendo imediatamente recoberta por lamínula e levada ao congelador por 3 

minutos, para solidificação da segunda camada de solução de células e retirada da lamínula. 

 As lâminas foram então submersas em solução de lise (NaCl 2,5M, EDTA 100mM, 

Tris 10mM, Triton X-100 1%, DMSO 10%, pH 10,5, 4°C), por um período mínimo de 3 

horas. Após esse período, o material foi levado a solução de eletroforese (NaOH 0,3M, EDTA 

1,25mM , pH>13, 4°C, 10 à 15 minutos) para relaxamento do DNA, e posterior corrida 

(270mA, 21V, 15 minutos). Logo em seguida, as lâminas foram imersas em solução tampão 

de neutralização (Tris 0,4M, pH 7,5, 15 minutos), e em Etanol P.A. a 4°C durante 5 minutos 

para fixação.   

 A coloração escolhida para o presente estudo foi nitrato de prata: as lâminas foram 

imersas em Solução A (fixadora, composta de Ácido Tricloroacético 15%, Sulfato de Zinco 

5%, Glicerol 5%), gelada, por 10 minutos; em seguida foram retiradas, lavadas em água 

destilada gelada e deixadas para secar overnight. Quando do início da segunda etapa do 

procedimento de coloração, realizado no escuro, as lâminas foram re-hidratadas em água 

destilada, 37°C, por 5 minutos. A Solução B (Carbonato de Sódio 5%) e a Solução C (Nitrato 

de amônia 0,1%, Nitrato de prata 0,1%, Ácido Silicotungstico 0,25%, Formaldeído 0,15%) 

compuseram a Solução de trabalho (66mL solução B e 34mL solução C), onde as lâminas 

foram coradas por cerca de 2 minutos, a 37°C, e depois imersas em água destilada gelada por 

3 vezes para lavagem, e em solução de interrupção de coloração (ácido acético glacial 1%) 

por 5 minutos, enxaguadas com água novamente. 

 A análise dos dados foi realizada por meio da quantificação visual, onde 100 células 

de cada organismo foram classificadas em cinco classes de danos, variando do zero (ausência 

de dano) a quatro (alto dano e células apoptóticas) (figura 5). A partir dessa classificação foi 

feito o cálculo do índice de dano (ID) de acordo com Villela et al. (2007) para obtenção de 

um único valor visando à comparação dos resultados; os valores para cada ponto podem 

variar de 0 (dano inexistente) a 400 (todas as células com alto índice de danos).  
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Figura 5: Classes de danos de hemolinfa de G. cruentata elaborada através de exposição à 

Peróxido de Hidrogênio 40µM (controle positivo). 
 

 

3.5. Sedimentos 

 

Ao considerar o estudo dos sedimentos por uma abordagem ecotoxicológica, é 

indicada a observação das vias de exposição dos organismos ao sedimento em questão. 

(NIPPER, 1997). 

No presente estudo foram consideradas as seguintes formas de exposição: sedimento 

integral, por ser um componente ambiental adequado para indicar a qualidade de um 

ecossistema aquático, já que é um importante substrato para diversos organismos, e integra a 

exposição via contato direto (dérmico) com a fase sólida do sedimento e com a água 

intersticial, e a exposição pela via alimentar; interface sedimento-água por ser um indicativo 

do potencial dos sedimentos para afetar a coluna d’água imediatamente adjacente e, por 

conseguinte, os organismos demersais, além de outras relações ecológicas que possam ser 

estabelecidas. 

Os sedimentos foram analisados quanto ao potencial tóxico, características 

granulométricas, teor de matéria orgânica e carbonato.  

 

  

 3.5.1. Teste de toxicidade de Interface Sedimento-Água  

 

 No presente estudo, foi observado o desenvolvimento embrionário dos gametas de 

ouriço-do-mar Lytechinus variegatus (Lamarck, 1816) expostos ao sistema Interface 
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Sedimento-Água (ISA) delineado por Anderson et al. (2001), adaptado ao tubo de ensaio por 

Cesar (2002). O organismo-teste (ovos recém fecundados de L. variegatus) é considerado 

sensível aos efeitos da poluição, e vem sendo utilizado com sucesso por diversos 

pesquisadores, devido à sensibilidade, facilidade de obtenção de gametas, baixo custo, rapidez 

na execução dos experimentos e ocorrência cosmopolita (PRÓSPERI & ARAÚJO, 2002). 

Para preparação da exposição interface sedimento-água, uma porção de 2mL de 

sedimento foi acondicionada em tubo de ensaio, 4 réplicas por amostra. Sobre cada porção foi 

colocada uma rede de plâncton de 45μm fixada por um anel plástico esterilizado, 

possibilitando a recuperação das larvas ao final do teste. Em seguida foram adicionados 8 ml 

de água de diluição ao sistema, que permaneceu nas condições controladas de temperatura 

(25°C) por um período de 24h, para que ocorresse o equilíbrio entre o sedimento (a princípio 

refrigerado) e a água adicionada. Após o período de descanso o sistema foi utilizado para 

realização dos testes de toxicidade. Foram utilizados 3 controles diferentes: controle (apenas 

água de diluição), controle-rede (água de diluição e a rede de plâncton com anel de fixação) e 

controle IB (utilizando sedimento proveniente da Praia do Engenho – IlhaBela-SP).  

Os indivíduos adultos de Lytechinus variegatus foram coletados nos costões rochosos 

da Ilha da Palmas, Santos-SP, por meio de mergulho livre, sendo imediatamente envoltos em 

macroalgas do local e levados ao laboratório, onde foram mantidos em tanques com água do 

mar sob condições controladas, até o início do experimento. 

Para a obtenção dos gametas e posterior fecundação o presente estudo adotou a 

metodologia descrita pela ABNT-NBR 15350 (2006); os ouriços foram submetidos a choque 

osmótico, com injeção de 1-3 mL de KCl (0,5M) na cavidade celomática dos animais. Os 

ouriços foram pré-selecionados pelo tamanho do gonóporo, pois, segundo ABESSA et al. 

(2001) existe dimorfismo sexual para L. variegatus, no qual os machos apresentam gonoporo 

relativamente menor do que fêmeas. O dimorfismo foi confirmado quando da liberação dos 

gametas: o esperma de cor branca e os óvulos de cor amarelo-alaranjada. Foram utilizados 

gametas de 3 machos e 4 fêmeas, promovendo relativa variabilidade entre os gametas, 

conforme indicado no protocolo. Cada fêmea foi apoiada em um béquer de cerca de 400 mL, 

totalmente preenchido com água do mar, permitindo a deposição dos óvulos. Em seguida, os 

óvulos foram reservados e analisados sob microscópio, para verificar seu estágio de 

maturação e sua morfologia, ou seja, definir se eram adequados para o teste; aqueles 

considerados inviáveis sendo descartados.  
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Os óvulos selecionados foram então misturados, em um béquer de 1000 mL, e lavados 

3 vezes. O esperma foi acondicionado in natura em um béquer mantido em isopor com gelo, 

sendo ativado por diluição em água do mar, numa proporção de 0,5 mL de esperma para 24,5 

mL de água de diluição, imediatamente antes da fecundação. Para a fecundação, adicionou-se 

de 1 a 2 mL da solução de esperma à solução de óvulos, verificando-se uma taxa mínima de 

90 % de sucesso na fecundação para a realização do teste. 

Em seguida, adicionou-se em cada réplica uma alíquota de solução de ovos recém 

fecundados contendo cerca de 300 a 500 ovos por tubo. Os testes foram mantidos em câmara 

de germinação, sob foto-período de 12hrs:12hrs (luz:escuridão) e temperatura de 25 ± 2 ºC. 

Após cerca de 24 horas, os embriões foram fixados com adição de 3 gotas de formol 40% 

neutralizado em cada tubo. 

Para a contagem das larvas foi utilizada ±1mL de amostra, em câmara de 

SEDGEWICK-RAFTER, examinada em microscópio óptico sob aumento de 40X. Para cada 

réplica, as primeiras 100 larvas foram contadas, sendo então contabilizadas as larvas com 

desenvolvimento anormal (ovo, desenvolvimento retardado ou deformações – figura 6) e 

também aquelas que atingiram o estágio plúteus, ou seja, as larvas normais. 

 

                                     

                                          

Figura 6: Desenvolvimento embrio-larval avaliado: (A) larva normal; (B) Ovo; (C)  larva 

desenvolvimento retardado; (D) Larva anômala (fotos sem escala).  

  

Ricardo Mastroti 

Ricardo Mastroti Ricardo Mastroti 
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 As variáveis físico-químicas medidas no início do experimento foram: oxigênio 

dissolvido (OD) e temperatura (oxímetro da marca Digimed DM4P), pH (pHmetro Lutron 

PH-206), salinidade (refratômetro 211) e amônia (Eletrodo Thermo Orion 9512 para NH4). 

  

 3.5.2. Teste de Toxicidade de Sedimento Integral 

  

 Para o teste com sedimento integral foi aplicada a metodologia padronizada por Lotufo 

& Abessa (2002), utilizando-se o copépodo harpacticóide Nitokra sp. O organismo-teste 

apresenta ciclo de vida relativamente curto (3 - 4 semanas), alta sensibilidade, é estuarino, 

bentônico, cosmopolita e de fácil cultivo. Os animais utilizados no estudo foram obtidos do 

cultivo do Núcleo de Estudos em Poluição e Ecologia Aquática (NEPEA) da Universidade 

Estadual Paulista, Campus Experimental do Litoral Paulista (UNESP-CLP), situado em São 

Vicente, litoral de São Paulo. 

 O teste consiste na exposição de 10 fêmeas ovadas ao sedimento a ser analisado, 

durante 10 dias, iluminação constante, avaliando efeitos tóxicos agudos (sobrevivência) e 

crônicos (reprodução) causados por contaminantes presentes nos sedimentos. 

Aproximadamente 2 mL de sedimento homogeneizado foram acondicionados em frascos de 

cintilação, 4 réplicas por amostra. A cada réplica foram adicionadas 8 mL de água de diluição, 

salinidade semelhante ao cultivo (19± 2), perfazendo um volume final de 10 mL. Após 24 

horas as fêmeas ovadas foram separadas do cultivo e acondicionadas nos frascos de 

cintilação.  

 A alimentação consistiu na adição de 100 μL de uma mistura de levedura e água no 

início do experimento. Os frascos foram mantidos sem aeração e sob temperatura constante. 

Ao final do experimento, o teste foi fixado e corado com uma solução formalina 10% e Rosa 

de Bengala, agitado, e posteriormente analisado após dois dias do encerramento do teste, 

propiciando uma melhor coloração dos sobreviventes. Os organismos foram retirados do 

sedimento com auxílio de uma peneira de malha de porosidade de 45 μm. O material retido na 

peneira foi levado ao microscópio estereoscópico onde foram identificados e classificados 

como fêmeas (adultos) e prole (náuplios e copepoditos) (figura 7).  
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 As variáveis físico-químicas medidas no início e no término do experimento foram: 

oxigênio dissolvido (OD) e temperatura (oxímetro da marca Digimed DM4P), pH (pHmetro 

Lutron PH-206) e salinidade (refratômetro 211). 

 

                           
Figura 7: Estágios avaliados no teste com Nitokra sp.; A - Fêmea adulta; B - Copepodito; C - 

náuplio (Fotos sem escala). 

  

 3.5.3. Granulometria 

 

Cada amostra foi seca em estufa a 56°C, durante três dias, e posteriormente macerada 

e peneirada em um conjunto de peneiras utilizando malha definidas na escala ϕ. Com base nos 

resultados, o tipo de sedimento predominante foi classificado de acordo com a escala de 

Wentworth (WENTWORTH , 1922). 

 

 3.5.4. Teor de Matéria Orgânica 

  

 Para a avaliação do teor de matéria orgânica total foi aplicado o método descrito por 

Loring & Rantala (1992), onde 10 gramas de sedimento, secos previamente em estufa a 60ºC 

por três dias, foram queimados em forno mufla à 500ºC por 3 horas. As amostras foram 

analisadas em duplicata e a concentração de matéria orgânica calculada pela diferença entre o 

peso inicial e o peso final (após a queima), dada em porcentagem.  

  

Jeamylle Nilin Marcela Davanso Marcela Davanso 

A B C 
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 3.5.5. Teor de Carbonatos 

  

 A estimativa do teor de carbonatos foi feita seguindo a metodologia descrita por Gross 

(1971). Frações de 2,0 gramas de sedimento, secos em estufa a 60°C por três dias, foram 

pesadas em béqueres e digeridas com acido clorídrico 50% por um mínimo de 4 horas, até 

total digestão dos carbonatos (observada pela ausência de formação de gases), duas réplicas 

para cada sedimento. Em seguida, as amostras foram lavadas com água destilada, deixadas 

sedimentar por um dia, o excesso de água foi retirado e as amostras levadas para secar em 

estufa a 60 ºC por 24 horas, sendo posteriormente pesadas. A diferença entre o peso final e o 

inicial correspondeu à estimativa do teor de carbonatos, dada em porcentagem. 

 

3.6. Análises Estatísticas 

 

 Os dados obtidos nos testes com biomarcadores e nos de toxicidade foram 

primeiramente verificados quanto à normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk´s ou teste de 

Bartlett, e quanto à homogeneidade das variâncias (homocedasticidade) pelo teste de Chi-

Quadrado.  

 Nos testes de toxicidade e do Ensaio do Cometa, que apresentaram distribuição normal 

e homocedasticidade, foi aplicado o método estatístico t-student (Zar, 1996) para amostras 

independentes, através do qual os resultados da análise das amostras foram comparados com o 

respectivo controle (água de diluição para os ouriços, sedimento de Ilhabela para os 

copépodos, estação do Pacoti para o Ensaio do Cometa), de modo a determinar se as amostras 

foram significativamente diferentes ou não. 

 Já os dados provenientes dos ensaios com biomarcadores enzimáticos foram 

submetidos ao Teste de Mann-Whitney para amostras independentes, análise não-paramétrica, 

visto que não apresentavam distribuição normal.  
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4. RESULTADOS 

 

 As condições de coleta, bem como as informações sobre os organismos coletados 

foram compilados na tabela 1.  

 

 

Tabela 1: Dados dos organismos e variáveis mensuradas nos pontos de coleta (Estuário do Pacoti - 23/09/2009; 

Estuário do Rio Ceará- 21/10/2009). 

Amostras 
G. cruentata Coleta 

 

n   Peso (g) comprimento (mm) largura (mm) S pH OD 

RC1 13 9 4 28,61±9,61 36,43±5,51 32,59±2,41 27 7,68 Sat 

RC2 16 7 9 36,06±9,95 40,50±3,05 35,02±2,95 20 7,80 Sat 

RC3 11 4 7 30,61±6,83 39,85±3,52 33,63±1,99 35 8,03 Sat 

Pacoti 21 10 11 28,8±10,1 37,16±3,87 32,31±3,21 35 8,05 Sat 

S: salinidade; OD: oxigênio dissolvido; Sat: OD > 5,0 mg/L. 

 

 

 As variáveis mensuradas se apresentam dentro do esperado para ambientes estuarinos 

e marinhos, os pontos mais próximos da foz apresentando valores maiores de salinidade e pH 

em torno de 8,0, demonstrando o aumento de salinidade e tamponamento característico 

exercidos pelo aporte de água marinha: o ponto RC2 apresentou a salinidade de 20, o que 

pode ser explicado pelo aporte de água doce uma vez que a estação está localizada na 

confluência dos rios Maranguapinho e Ceará.  

 O oxigênio dissolvido mensurado se mostrou dentro do esperado, visto a influência da 

água altamente oxigenada trazida pela maré, os valores de OD enquadrados dentro da classe 1 

de qualidade para águas salobras na CONAMA 357-05 (acima de 5,0 mg/L).  

 Os padrões de comprimento e largura obtidos para o G. cruentata indicam que os 

mesmos se encontram na faixa de organismos maduros (23,80 à 52,83 mm de comprimento, 

sendo comprimento e largura alométricos) (SOUZA , 2008); foi observada apenas uma fêmea 

ovada (Pacoti), fato que vem de encontro com o esperado, visto que Souza & Silva (2009) 

concluíram que o período reprodutivo (ocorrência de fêmeas ovadas) dos organismos da 

região se dá predominantemente entre os meses de abril e junho.  
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 Os machos amostrados apresentaram peso maior que as fêmeas (p=0,004), sendo que 

não houve diferença de peso significativa entre as estações (p=0,093), nem mesmo entre os 

machos e fêmeas da mesma estação (p=0,341). 

 

 

 4.1. Biomarcadores 

 

 Para a atividade de Glutationa S-transferase (GST) foi observada apenas diferença 

estatística entre as brânquias anteriores e posteriores (p=0,018), as posteriores com valores 

maiores; não houve diferença entre machos e fêmeas (p=0,059). Integrando os valores não 

foram observadas diferenças entre as estações (p=0,317). Porém, por haver diferença entre as 

brânquias, comparações estatísticas entre estações foram feitas levando em consideração esses 

dois grupos (figuras 8 e 9).  
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Figura 8: Ensaio de Atividade Enzimática de Glutationa S-transferase – Brânquia Anterior; estações 

que não compartilham letras minúsculas sobre as barras são estatisticamente diferentes (p<0,05). 
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 Não foi observada diferença estatística entre as estações para atividade enzimática de 

GST das brânquias anteriores de G. cruentata. O mesmo padrão foi obtido para brânquias 

posteriores. Nas brânquias dos organismos provenientes do Pacoti, é possível notar uma 

grande variabilidade dos dados, embora a média tenha sido ligeiramente maior que das outras 

estações nos dois casos. 
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Figura 9: Ensaio de Atividade Enzimática de Glutationa S-transferase – Brânquia Posterior; estações 

que não compartilham letras minúsculas sobre as barras são estatisticamente diferentes (p<0,05). 

 

 

 A atividade enzimática da Colinesterase não apresentou padrão de variação 

relacionado ao sexo dos organismos (p=0,851) nem com o tipo de brânquia analisado 

(p=0,839), estando relacionado significativamente com as estações (p=0,049).   

 Foram analisadas diferenças estatísticas entre estações para cada grupo de brânquia 

(figuras 10 e 11).  
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Figura 10: Ensaio de atividade enzimática de Colinesterase – Brânquia Anterior; estações que não 

compartilham letras minúsculas sobre as barras são estatisticamente diferentes (p<0,05).  
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Figura 11: Ensaio de atividade enzimática de Colinesterase – Brânquia Posterior; estações que não 

compartilham letras minúsculas sobre as barras são estatisticamente diferentes (p<0,05).  
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 Para as brânquias anteriores houve diferença estatística significativa entre as estações 

RC3 e RC1, com inibição da atividade nesta última estação. Já nas brânquias posteriores a 

estação RC1 foi diferente das demais estações, também indicando inibição da atividade da 

Colinesterase para a estação. Foi possível observar uma alta variabilidade nas brânquias 

anteriores e posteriores das estações Pacoti e RC2. A inibição da atividade foi considerada um 

efeito deletério (EF) sobre a saúde do organismo.  

 Os resultados obtidos para o teste do cometa foram compilados na figura 12: as 

estações do Rio Ceará apresentaram danos significativos quando comparadas à estação do Rio 

Pacoti, sendo a estação RC3 com maior índice de danos, caracterizando a estação como a 

mais degradada do Estuário em questão por este ensaio. 

 

Teste do Cometa

R
C
1

R
C
2

R
C
3

Pac
ot

i
0

100

200

300

400

*

*

*

Estação

Ín
d

ic
e 

d
e 

D
a
n

o

 
Figura 12: Índice de danos no DNA - Teste do Cometa; * 

(asterisco) representa as estações significativamente diferentes 

da Estação Pacoti (p<0,05). 

 

 Nenhum dos biomarcadores analisados apresentou relação com o peso dos organismos 

(ChE x Peso R
2
 = 0,012; GST x Peso R

2
 = 0,029; Teste do Cometa x Peso R

2
 = 0,003). 
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4.2. Sedimentos 

 

 Os sedimentos coletados nos respectivos estuários foram trabalhados em no máximo 3 

meses. A recomendação no geral é que os testes com sedimentos sejam executados o mais 

rápido possível; a USEPA (2001) assume que tanto sedimentos integrais como águas 

intersticiais podem permanecer estocados por 8 semanas ou mais por não observar um padrão 

constante na variação dos dados ecotoxicológicos, de acordo com o “Manual de Coleta, 

Estocagem e Manipulação de Sedimento para Análises Químicas e Ecotoxicológicas” da 

entidade; não esperamos portanto variação significativa na toxicidade relacionada as 

condições de armazenamento do sedimento. 

 De maneira geral, os sedimentos foram caracterizados como predominantemente 

lamosos (tabela 2); a estação RC1, apesar de apresentar a predominância de lama, indicou 

também a ocorrência da fração areia fina em quantidade, provavelmente por estar sob 

influência de área de salgado ou apicum, onde há maior ocorrência de sedimentos arenosos. 

Os teores de matéria orgânica (MO) variaram de 8,16 a 22,09 %, o valor mais alto encontrado 

na confluência dos rios Maranguapinho e Ceará. Já para o teor de Carbonato, foi observada 

uma variação de 10,24 à 14,37% nas amostras do RC, e 22,07 % no estuário do Pacoti. 

 

Tabela 2: Características gerais dos sedimentos coletados. 

Estação MO (%) CaCO3 (%) Lama (%) 

RC1 8,16 10,24 34,87 

RC2 22,09 12,52 85,78 

RC3 10,45 14,37 67,42 

Pacoti 13,02 22,07 95,51 

MO: matéria orgânica; CaCO3: carbonatos.  

  

 A água de diluição utilizada para os testes com copépodos e embriões de ouriço foi 

filtrada em membrana Milipore de 45µm, e aerada por dois dias no mínimo, apresentando OD 

inicial acima de 7,0 mg/L, ideal para a execução dos experimentos. 
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 O teste crônico de SI com o copépodo Nitokra sp. atingiu os padrões aceitáveis para as 

variáveis pertinentes a execução do teste (tabela 3). O pH observado está dentro do aceitável 

para águas estuarinas e testes com sedimentos provenientes destas regiões. A salinidade 

demonstrou um incremento final de no máximo 3, relacionada a possível evaporação e/ou 

salinização pelo sedimento. Os copépodos são organismos eurihalinos, suportando salinidades 

de 5 à 30 (Lotufo & Abessa, 2002), indicando então que o aumento observado no teste não foi 

um fator interferente à resposta obtida pelo mesmo. 

 

  Tabela 3: Variáveis físico-químicas do teste de SI com Nitokra sp.  

Estação 
pH Salinidade 

inicial final inicial final 

RC1 7,03 7,61 17 19 

RC2 6,82 7.91 17 17 

RC3 7,25 7,41 17 20 

Pacoti 7,14 7,48 17 19 

Controle IB 7,11 8,34 17 20 

 

  

 O resultado obtido com o teste crônico de sedimento integral é representado pela 

figura 13.  
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Figura 13: Teste com Sedimento Integral (SI) utilizando o 

copépodo Nitokra sp.; * (asterisco) representa as estações 

significativamente diferentes do controle (p<0,05). 
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 Todas as estações analisadas foram diferentes do controle interno (Ilhabela), indicando 

toxicidade crônica das amostras para o organismo-teste Nitokra sp. Não foi observada 

mortalidade das fêmeas em nenhuma das estações, para nenhuma das pseudo-réplicas, 

indicando ausência de toxicidade aguda. 

 As variáveis físico-químicas obtidas no teste crônico de ISA com embriões de ouriço 

do mar L. variegatus foram compiladas na tabela 4.  

 

Tabela 4: Variáveis físico-químicas do teste de ISA com L. variegatus. 

Estação pH mV/pH 
OD 

(mg/L) 
Salinidade 

NH4 

(mg/L) 

NH3
+

 

(mg/L) 

RC1 7,89 -105 2,0 35 0,30 0,0105 

RC2 8,29 -113 4,6 35 0,24 0,0197 

RC3 8,16 -117 4,1 35 0,19 0,0119 

Pacoti 8,08 -112 4,0 35 0,16 0,0086 

Controle IB 8,37 -124 6,3 35 0,06 0,0060 

Controle 8,30 -128 5,8 35 <0,04 <0,01 

Controle Rede 8,30 -128 5,8 35 <0,04 <0,01 

 

  

 Os valores encontrados obedeceram aos padrões de execução do teste. Em nenhuma 

das amostras os valores de amônia ionizada (NH3
+
), considerada interferente para o teste, 

foram iguais ou maiores que 0,05 mg/L, valor máximo proposto pelo protocolo experimental 

(PRÓSPERI, 2002), indicando que este fator não influenciou o resultado obtido pelo presente 

estudo. A estação RC1 apresentou OD igual a 2,0 mg/L após a estabilização de um dia dos 

frascos-teste, indicando perda considerável de OD que pode ter influenciado no resultado 

obtido. 

 O teste crônico de ISA tem seu resultado apresentado pela figura 14. Todas as estações 

foram tóxicas quando comparadas a qualquer um dos controles analisados (controle 

sedimento de Ilhabela, controle água de diluição e controle água e rede). No caso da RC1, 

como houve a baixa taxa de OD, o efeito observado na amostra da estação foi considerado 

como indício de toxicidade (IT). 
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Figura 14: Teste Interface Sedimento Água (ISA) 

utilizando o ouriço Lytechinus variegatus; * (asterisco) 

representa as estações significativamente diferentes do 

controle IB (p<0,05). 
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5. DISCUSSÃO 

 

 Um dos principais propósitos dos estudos de monitoramento é a avaliação do risco 

ambiental (Environmental Risk Assessment - ERA), que se enquadra no princípio da 

prevenção e da predição ao tentar identificar problemas que podem se agravar futuramente. 

Para tanto, se faz necessário estabelecer modelos conceituais sobre como o ecossistema 

funciona e como os agentes estressores podem afetar os componentes do ambiente natural. 

Esses modelos devem se basear em respostas a partir das espécies que constituem o 

ecossistema, contempladas na escolha de espécies-chave, com resultados que possam ser 

extrapolados para outros organismos, e prever conseqüências para outros níveis de 

organização biológica (população, comunidade e ecossistema, incluindo o ser humano) 

(DEPLEGDE & FOSSI, 1994; USEPA, 1998; GALLOWAY, 2006; PRÓSPERI & 

NASCIMENTO, 2006). 

 Uma abordagem buscando a ERA consiste no peso de evidências (Weight of Evidences 

– WOE) (DEPLEDGE & FOSSI, 1994; CHAPMAN et al., 2002), que visa determinar os 

impactos possíveis de estressores químicos baseado em múltiplas linhas de evidência (LOE), 

onde a relevância ecológica da exposição a poluentes pode ser determinada de maneira 

integrada dentro do processo de monitoramento e indicar a integridade do ecossistema como 

um todo. As LOE comumente consideradas são quatro: caracterização da contaminação, 

bioensaios, alterações in situ e biomarcadores.  

 A inclusão dos biomarcadores como uma LOE e sua integração com os demais 

parâmetros para a tomada de decisão na avaliação e gestão de áreas costeiras e de atividades 

permite uma determinação causa-efeito mais sensível (MARTÍN-DÍAZ et al., 2008b), 

buscando a prevenção de efeitos sobre a biota. O estudo e integração das LOE permitem, por 

exemplo, a adequação dos parâmetros de qualidade já existentes, como as guias de qualidade 

de sedimentos (CHOUERI et al., 2009; MORALES-CASELLES et al., 2009)  

 O presente estudo abordou duas das quatro linhas de evidência ao aplicar dois testes de 

toxicidade, avaliando duas formas de exposição potenciais para os organismos, e três 

biomarcadores, dois enzimáticos sendo um de efeito e outro de exposição, e um relacionado a 

danos no DNA. 



42 

 

  As linhas aplicadas apresentam como vantagem a resposta aos efeitos de compostos 

biodisponíveis, em três escalas sub-letais dentro da organização biológica (alterações 

enzimáticas, celulares, e efeitos no desenvolvimento e reprodução). A existência de um 

conjunto de efeitos em nível de população e sub-organismo (toxicidade e biomarcadores) 

indica que existe a possibilidade de os efeitos se propagarem para escalas biológicas maiores, 

como comunidade e ecossistema. 

  

 5.1. Sedimentos 

 

 Por sua capacidade de acumular contaminantes ao longo do tempo e pela sua 

importância ecológica, os sedimentos têm sido utilizados como importantes indicadores da 

saúde dos ecossistemas aquáticos, sendo hoje considerados tão importantes em avaliações 

ambientais quanto à coluna d’água ou a bioacumulação dos compostos nos organismos 

(ABESSA, 2002). 

 Os sedimentos dos estuários analisados no presente estudo se apresentam ricos em 

carbonatos, predominantemente lamosos e com alta carga orgânica, composição encontrada 

por vezes em regiões estuarinas (SCHAEFFER-NOVELLI et al., 1990; ABESSA, 2002; 

FARIA & SANCHEZ, 2001; KEHRIG et al., 2003), indicando um ambiente propício à 

deposição e com grande influência marinha, uma vez que a ocorrência de carbonatos também 

está relacionada à intrusão de água salina.  

 É possível observar a influência do rio Maranguapinho no sistema do RC, pelo 

aumento do teor de lama e de matéria orgânica nos sedimentos e pela diminuição da 

salinidade da água na área de confluência dos rios (RC2). Também é possível observar a 

influência da maré no canal do RC, visto que os teores de carbonatos diminuem ligeiramente 

conforme se adentra no rio.  

 Alguns autores encontraram valores diferenciados para as características 

sedimentológicas dos Estuários do Rio Ceará (RC) e do Pacoti. Aguiar (2005) observou 

sedimentos predominantemente arenosos e dedicou este fato no caso do estuário do Pacoti ao 

aporte de sedimentos das dunas adjacentes na região, chegando por arraste eólico, assim como 

descreve o ZEE (2005), e no RC pela influência da maré e plataforma adjacente, visto a 

ocorrência de maior porcentagem de sedimentos arenosos próximo da foz. Nilin (2008) ao 

analisar a fração granulométrica dos estuários constatou variação de 34,8 % a 92,3% no teor 
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de finos do Rio Ceará, a proporção de finos maior na porção interna do estuário, teores 

próximos aos apresentados pelo presente estudo. Os valores, segundo a autora, não 

apresentaram padrão de distribuição ao longo do ano, especialmente para as amostras dos 

pontos RC1 e RC2, assim como concluiu Juvêncio (1997) ao constatar que as frações 

granulométricas variaram consideravelmente entre as campanhas no RC, aludindo o fato à 

influência da maré e diferenças nos locais de amostragem. Para o Pacoti, Nilin (2008) 

encontrou o teor de finos em 40,4%, na mesma altura do rio (cerca de 7 km da foz), valor 

duas vezes menor do que o apresentado pelo presente estudo, fato que também pode estar 

relacionado a diferenças no local de amostragem.  

 No que concerne a MO, Aguiar (2005) observou baixos teores, variando de 0,82 a 

3,96% nos dois estuários, indicando baixa contribuição orgânica dos estuários à plataforma 

adjacente. O maior teor de MO constatado pelo autor ocorreu na área do RC2, região da 

confluência do Rio Maranguapinho. Já Nilin (2008) observou valores maiores em relação à 

estudos anteriores e grande variação de MO das amostras do RC (de 1,6 a 24,8 %), 

relacionando o incremento dos teores ao possível aumento da contribuição de MO por fontes 

antrópicas. O maior valor de MO encontrado pela autora também foi na região do RC2, 

corroborando a contribuição do afluente Maranguapinho ao sistema do RC, também 

observada pelo presente estudo.  

 Para o rio Pacoti o presente trabalho constatou um teor de MO nove vezes maior do 

que o observado por Aguiar (1,44±0,09%), sendo que o valor do presente estudo é equivalente 

aos observados por Nilin (2008) e Torres (2009) para a mesma região (em torno de 10%).  

 No tocante aos Carbonatos, Aguiar (2005) indicou altos teores de carbonatos no Pacoti 

(de 38,80 à 79,80%) e valores menores para o RC (de 3,75 à 49,72%), os valores mais altos 

próximos a foz nos dois estuários, evidenciando contribuição trazida pela maré de material 

proveniente da plataforma continental adjacente, visto que os carbonatos são considerados 

substrato sedimentar predominante na região da plataforma nordeste (LACERDA & 

MARINS, 2006; AGUIAR et al., 2007).  As amostras do RC analisadas por Nilin (2008) 

apresentaram teores de carbonatos variando de 0 a 18,6%, os maiores valores próximos da 

foz; no rio Pacoti, a autora encontrou 3,3% de carbonatos na amostra analisada, valor quatro 

vezes menor que o encontrado no presente estudo e mais de dez vezes menor que o observado 

por Aguiar (2005). 
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 A autora Nilin (2008) assim como Juvêncio (1997) constatou que a distribuição dos 

teores analisados apresenta grande variação ao longo do ano para as mesmas estações do RC. 

Variações de MO, carbonatos e fração lamosa podem ser observados em algumas regiões da 

costa cearense, como os estuários do Rio Jaguaribe (TORRES, 2009) e do Rio Malcozinhado 

(NILIN, 2008) e mar adjacente (AGUIAR et al., 2007; MOREIRA, 2009). 

 A variação dos teores descrita na literatura e observada no presente estudo nos leva a 

crer que os processos que regem a distribuição destes componentes nos dois estuários são 

altamente dinâmicos.  

 Os processos ligados ao aporte fluvial, à ação de maré e a componentes 

meteorológicos afetam a dinâmica dos processos sedimentares (MIRANDA et al., 2002). No 

caso dos estuários da costa cearense, a dinâmica sedimentar é particular. O aporte e 

capacidade de retenção dos sedimentos variam de acordo com o período e volume das chuvas, 

a ação dos ventos (fatores sob a influência climatológica da zona de convergência 

intertropical), a presença de rios com características intermitentes, como o Rio Ceará, 

formações geomorfológicas características, como as dunas e falésias, fonte de sedimentos 

para os sistemas adjacentes, torna o aporte e composição de sedimentos passível de 

variabilidade.  Além disso, intensas intervenções antrópicas nos estuários e suas bacias, como 

a ocupação desordenada do solo, desmatamento de áreas de mangue, barramentos e captação 

de água, etc, alteram a dinâmica estuarina (p.ex. geomorfologia das margens dos canais, 

padrão de entrada da maré, velocidade e direção das correntes) e influenciam no aporte e 

retenção dos sedimentos (MIRANDA, 2002; SEMACE, 2005; LACERDA et al., 2007). 

 Antes de se depositar nos fundos, as partículas de sedimento, MO e os carbonatos 

percolam através da coluna d’água, onde podem interagir com outras substâncias ali 

presentes; essas interações ocorrem na forma de processos como sorção ou formação de 

complexos, carreando substâncias diversas para os sedimentos, caracterizando a MO, os 

carbonatos e as partículas de silte e argila como bons carreadores geoquímicos (CHESTER, 

1993). 

 LONG et al. (2000) afirmam que os contaminantes presentes em sedimentos arenosos 

ricos em carbonatos estão mais biodisponíveis do que os contaminantes encerrados em 

partículas sedimentares finas e com carga (argilas e siltes). Argilas, MO e carbonatos 

enquanto carreadores geoquímicos são capazes de interagir com uma gama de contaminantes 

presentes em suspensão, retendo e agregando-os em moléculas mais estáveis e, 
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conseqüentemente, menos reativas e menos biodisponíveis, fatores que dependem também da 

concentração dos contaminantes no meio e da dinâmica biogeoquímica encontrada nos 

sedimentos (CHESTER, 1993). 

 No presente estudo as regiões analisadas apresentaram altos teores de matéria orgânica 

e carbonatos, e sedimentos predominantemente lamosos, características que propiciam a 

retenção de contaminantes no sistema, imobilizando-os para a coluna d’água e água 

intersticial, além de parâmetros físico-químicos da água comuns a regiões estuarinas, os 

padrões de pH em torno de 7,8 (tamponamento exercido pela influência da água do mar), 

salinidade entre 0 e 35, e alta oxigenação quando da entrada da maré no canal 

 As características de retenção do meio pode facilitar a incorporação pela via alimentar, 

tanto para os copépodos harpaticóides utilizados no ensaio de toxicidade com sedimento 

integral quanto para os caranguejos semi-terrestre, avaliados quanto aos biomarcadores. 

 Os estuários possuem características particulares, principalmente devido à mistura de 

águas marinha e fluvial e à inundação freqüente a que são submetidos pelas marés. Tais 

fatores impõem variações extremas de pH e salinidade ao ecossistema, além de 

proporcionarem condições permanentemente redutoras para os sedimentos sub-superficiais e 

águas intersticiais, principalmente quando apresentam florestas de mague (McLUSKY & 

ELLIOT, 2004). 

 Nesses ambientes, a precipitação de metais é favorecida pela alta disponibilidade de 

carbonatos (caso da costa cearense), pelo alto pH e pela disponibilidade de sulfetos, visto as 

condições de redução na camada sub-superficial do sedimento (MASUTTI et al., 2002). No 

que tange os compostos orgânicos, estes, por serem altamente hidrofóbicos, tendem a interagir 

com o material em suspensão, com especial afinidade química por carbono orgânico, 

componente amplamente distribuído em regiões estuarinas. O comportamento hidrofóbico faz 

com que os contaminantes orgânicos permaneçam associados às partículas nos sedimento por 

longos períodos, mesmo após o término de eventos de despejo no ambiente (BAUMARD, et 

al., 1999; MEDEIROS & BÍCEGO, 2004). 

 Não existem padrões brasileiros para controle da contaminação dos sedimentos por 

compostos orgânicos e inorgânicos (ABESSA, 2002; CETESB, 2008). Visando estabelecer 

critérios de qualidade de sedimentos, muitos estudos e até mesmo legislações brasileiras e 

órgãos ambientais aplicam valores orientadores presentes em guias de qualidade sedimento 

delineados para regiões temperadas, adotados por órgãos internacionais. O guia de qualidade 
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de sedimento comumente aplicado no país é o estabelecido pela agência ambiental canadense, 

a Environmental Canada (1999), que propõe dois tipos de valores orientadores limites para 

substâncias tóxicas, um para o feito limiar à biota (ISQG ou TEL – Threshold Effect Level) e 

outro acima do qual são observados efeitos severos na biota (PEL – Probable Effect Level) 

(CETESB, 2008). 

 Os ensaios de toxicidade de sedimento realizados indicaram toxicidade crônica para 

todas as amostras dos dois estuários. Os resultados obtidos vão de encontro com o observado 

por Nilin (2008), que encontrou toxicidade aguda e crônica nos sedimentos dos estuários do 

Rio Ceará e do Rio Pacoti. A autora relacionou ainda a toxicidade observada nas amostras do 

RC1 à ocorrência de contaminação por Cu (35,4 µg/g), Cr (63 à 76 µg/g) e Pb (30,3 µg/g)  

nos sedimentos, valores acima de TEL. 

 Aguiar (2005) observou concentração de Cu (20,4 µg/g) acima de TEL na região onde 

está inserido o ponto RC3 do presente estudo, caracterizando a contaminação como de origem 

antrópica com fonte difusa; para o Pacoti o autor não observou indícios de contaminação de 

origem antrópica (1,28±0,07 µg/g de Cu e 3,52±0,12 µg/g de Zn).  

 Já Lopes et al. (2005) não encontraram contaminação dos sedimentos por Zn (6 à 9,6 

µg/g) e Cu (3,1  à 3,6 µg/g) acima de TEL para nenhum dos dois estuários do presente estudo, 

porém constataram bioacumulação de Cu (25,9 à 121,3 µg/g de tecido seco) em ostras 

Crassostrea rhizophorae provenientes do RC, relacionando essa bioacumulação com a 

contaminação industrial por atividade de indústrias têxteis e de beneficiamento de couro, 

comuns na região. Como para a mesma região, Aguiar (2005) evidenciou Cu acima de TEL, é 

possível que este esteja biodisponível, explicando o padrão de bioacumulação em ostras 

observado por Lopes (2005). Vaisman et al. (2005) observaram bioacumulação de Hg em 

ostras C. rhizophorae em concentrações equivalentes a ambientes moderadamente poluídos. 

 Cavalcante et al. (2009), ao estudarem o impacto da urbanização sobre os mangues 

tropicais da RMF, encontraram nos sedimentos do RC alguns HPA (Benzo(a)Pireno, 

Benzo(a)Antraceno, Acenaftaleno e Acenafiteno) em níveis acima de TEL (de 46,9 a 87,5 % 

acima), relatando níveis maiores de contaminação no interior do estuário do que na foz, além 

de classificar cerca de 50% da camada sedimentar como área de influência média, típica de 

zona urbano-industrial, os compostos provenientes de fontes como petróleo, madeira e 

produtos de combustão pirogênica. 
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 Referente ao Rio Pacoti, Lopes et al. (2005) afirmam que a ausência de contaminação 

e bioacumulação era esperada por se tratar uma região mais preservada que as demais 

analisadas pelos autores. Porém, Lacerda et al. (2008) indicaram aumento da pressão 

antrópica na bacia do Pacoti ao correlacionar o enriquecimento de N e P nos sedimentos à 

pecuária e lançamento de esgotos, fato que pode explicar a toxicidade crônica e aguda 

observada por Nilin (2008) para o estuário.  

 O aumento da pressão antrópica na região do Pacoti também foi relatado por Ávila 

(2005) e Queiroz (2005). Thiago Pontes, atual gestor da APA do Pacoti (comunicação 

pessoal) relatou parâmetros de cor, DBO, nitrogênio amoniacal, sulfato, cloretos e coliformes 

termotolerantes de amostras de água da APA do Estuário do Rio Pacoti em desacordo com a 

Resolução CONAMA 357/05, mesmo quando comparados aos valores esperados para 

amostras de água salobra classe 3 (menos restritiva), monitoramentos realizados pela 

SEMACE no ano de 2009 e 2010.  

 Segundo Carr et al. (1996a; 1996b) a contaminação dos sedimentos pode ser 

classificada de em 3 grupos: inexistente - nenhum valor acima de PEL e/ou apenas 1 TEL 

excedido; moderada -  nenhum PEL e/ou mais de 2 TELs excedidos; forte – acima de 1 PEL 

excedido. Em contrapartida, focando nos efeitos da contaminação sobre a biota, Long et al. 

(2000) concluíram que a ocorrência de toxicidade aguda em sedimentos que contenham de 1 à 

5 contaminantes em níveis acima do PEL irá depender das características geoquímicas dos 

mesmos, relatando que quanto mais lamosos e ricos em MO, maior será o número de 

contaminantes acima de PEL para que ocorra toxicidade. 

 Ao avaliar estudos que identificaram contaminantes em níveis de efeito limiar e 

potencial aos organismos e a saúde humana na Baía de Tampa (Flórida – USA), MacDonald 

et al. (2004) elaboraram uma lista de compostos com provável potencial tóxico (COPC), 

baseado em quantas vezes esses compostos excederam os valores orientadores de qualidade 

de sedimentos, assim, uma vez listados, mesmo que os compostos não apresentem níveis 

acima de PEL, poderão ser considerados, em mistura, a causa da toxicidade observada 

 Abessa et al. (2006) observou ainda que para a região de Santos - SP, em mais de 80% 

dos casos em que houve violação do TEL (um ou mais contaminantes) ocorreu também 

toxicidade nos sedimentos, sugerindo que em ambientes tropicais e subtropicais os efeitos dos 

contaminantes aconteçam em menores concentrações do que no ambientes temperados em 
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virtude do metabolismo mais alto em organismos que ocupam regiões com temperaturas mais 

elevadas, além de variações das características dos sedimentos, entre outros fatores. 

 Para a região do RC avaliada, alguns autores (AGUIAR, 2005; NILIN, 2008, 

CAVALCANTE et al., 2009) observaram mais de um contaminante que excederam os níveis 

de TEL, indicando que a região apresenta contaminação moderada e potencialmente tóxica 

aos organismos. 

 Em regiões estuarinas, a disponibilidade e mobilidade de contaminantes estão 

relacionadas não só as características sedimentares, como granulometria ou composição, mas 

também aos fatores físico-químicos das águas intersticiais e da coluna da água adjacente aos 

sedimentos. No caso dos estuários nordestinos, a intrusão de água salina extremamente 

oxigenada, por exemplo, é responsável pela oxidação de muitos compostos, mobilidação e re-

disponibilização destes, assim como processos biológicos de bioturbação, responsável por 

oxigenar camadas sub-superficiais dos sedimentos e alterar o equilíbrio de partição. 

 Organismos bentônicos que vivem enterrados em sedimentos contaminados estão 

expostos tanto aos contaminantes associados à fase sólida (sedimento integral), como àqueles 

dissolvidos na fase líquida (ou água intersticial). Segundo Lotufo e Abessa (2002), é 

necessário ampliar nossos conhecimentos a respeito dos riscos ecológicos associados à 

presença de contaminantes em sedimentos para assegurar a proteção ambiental de 

ecossistemas aquáticos. Assim, mesmo sendo ricos em MO, carbonatos e predominantemente 

lamosos, os sedimentos dos estuários aqui analisados podem estar atuando como fonte de 

contaminantes para a biota e a coluna d’água adjacente. 

 O potencial tóxico dos sedimentos dos dois estuários foi comprovado pelo presente 

estudo. No caso do RC, existem relatos consistentes da degradação que explicam a toxicidade 

observada no presente trabalho, como a ocorrência de substâncias acima dos efeitos limiares, 

toxicidade aguda e crônica, e fontes de contaminação já descritas (p.ex. Distrito Industrial de 

Maracanaú) no estuário. Para o Pacoti devido os indícios de lançamento de contaminantes, e 

os resultados de toxicidade da região por Nilin (2008) e pelo presente estudo, é possível 

observar comprometimento da qualidade ambiental dos sedimentos deste estuário. 
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 5.2. Biomarcadores 

 

 A Glutationa S-Transferase (GST) não apresentou diferença estatística entre os 

estuários, os dados se apresentando inconclusivos e descortinando duas possibilidades: 1 - a 

atividade enzimática da GST mensurada nas brânquias de G. cruentata não se mostrou um 

biomarcador de peso para indicar a degradação observada nos estuários; 2 – os mecanismos 

de depuração estavam ativos nos animais coletados em todos os pontos de amostragem, de 

modo que os valores encontrados refletem um aumento da atividade da GST, como resposta 

ao estresse ambiental presente nos locais, inclusive a contaminação.  

 As GST são as enzimas da fase II de detoxificação mais estudadas e caracterizadas nos 

crustáceos (LIVINGSTONE, 1991). Compostos químicos, como metais pesados e 

hidrocarbonetos, são biotransformados em conjugados da enzima glutationa reduzida (GSH), 

sendo este processo de conjugação uma importante rota de detoxificação, o qual é catalizado 

pela enzima GST (MARTÍN-DÍAZ et al., 2008b).  

 A resposta da GST perante a contaminação costuma ser a ativação da atividade 

enzimática, porém algumas vezes pode ocorrer a inibição da atividade nos tecidos analisados, 

como o observado por Elumalai et al. (2002) . Assim, a análise dos resultados deve ser feita 

com cautela, visto que diferentes contaminantes podem promover efeitos distintos sobre a 

atividade da GST (BAINY et al., 2000). 

 Visando entender os efeitos observados no presente trabalho, alguns estudos que 

relacionam efeitos deletérios sobre a atividade da GST em organismos expostos a 

contaminantes em laboratório e em campo foram compilados na tabela 5 e discutidos 

posteriormente. 

 Ao estudarem o caranguejo S. serrata Van Oosterom et al. (2010) observaram, além 

da indução da atividade da GST, resíduos de HPA na urina dos caranguejos, indicando 

exposição a estes compostos e possível resposta do sistema de detoxificação, gerando os 

metabólitos excretados.  
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Tabela 5. Alterações da atividade enzimática de GST relacionada a exposição à contaminantes. 

Organismo Efeito Tecido Contaminante 
Via de 

Exposição 
Referência 

Caranguejo  

C. maenas 
ativação HEP 

Pb, Hg, 

HPAHPAs  
Sedimentos 

Morales-Caselles et 

al., 2008b 

C. maenas ativação HEP Cu, Cr, Hg, Mn Sedimentos 
Martín-Díaz et al., 

2007a 

C. maenas ativação HEP 
HPAHPAs, 

PCBs 
Sedimentos 

Martín-Díaz et al., 

2007b 

C. maenas ativação HEP 
As, Cd, Cr, Hg, 

Pb, Zn 
Campo 

Martín-Díaz et al., 

2008a 

C. maenas ativação HEP Cipermetrim 

Injeção 

cavidade 

abdominal 

Gowland et al., 2002 

C. maenas ativação HEP Zn, Hg Água Elumalai et al., 2007 

C. maenas inibição HEP Cr, Cu Água Elumalai et al., 2002 

C. maenas ativação 
HEMO e 

BRA 
n.a. Campo Astley et al., 1999 

Caranguejo  

S. serrata 
ativação 

HEP e 

HEMO 
HPAHPAs * n.a. 

Van Oosterom et al., 

2010 

Camarão 

C. crangon 
ativação AB 

Efluente urbano 

e Industrial 
Campo  

Quintaneiro et al., 

2006 

C. crangon ativação AB 
Óleo 

Combustível 
Água Menezes et al., 2010 

Peixe 

P. microps 
ativação BRA Cu, Hg Água Vieira et al., 2009 

Gastrópode 

N. lapillus 
inibição BRA Cu Água Cunha et al., 2007 

Molusco 

R. philippinarum 
ativação GLA Cu, Mn, Ni, Zn Campo 

Martín-Díaz et al., 

2008a 

Ostra 

C. rhizophorae  
ativação BRA n.a. Campo Zanette et al., 2006 

Mexilhão 

M. galloprovincialis 
ativação 

BRA e 

HEP 

Cu, HPAs, 

PCBs, DDT * 
Campo 

Vidál-Liñán et al., 

2010 

Mexilhão 

P. perna 

não 

apresentou 

alteração 

BRA HPAs Campo Pereira et al. 2007 

AB – Abdômen; BRA – Brânquias; GLA – Glândula Digestiva; HEMO – Hemolinfa; HEP – Hepatopâncreas; 

n.a. não analisada; * tecido do animal;  
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 Vieira et al., (2009) sugeriram duas diferentes hipóteses para explicar o resultado de 

ativação da GST obtido em P. microps: (i) como a GST é um co-fator da ação da glutationa 

peroxidase (GPx), o aumento da GPx  decorrente do estresse oxidativo ativou também a 

produção de mais co-fatores, elevando consequentemente os níveis de GST no tecido; (ii) 

como a determinação de GST foi realizada em brânquias, que constituem a primeira barreira 

contra a entrada de compostos tóxicos no organismo e a GST tem a capacidade de se ligar, 

capturar e/ou transportar substâncias, o aumento da GST pode ser a primeira tentativa de 

conter o estresse pela exposição aos metais, sendo capaz de se ligar aos metais e diminuir a 

concentração local dos compostos, evitando a absorção pelo organismo. Ambas as situações 

podem ocorrer concomitantemente, o incremento da GST como resposta rápida a 

contaminação na captura de compostos, e como resposta secundária no suporte as outras vias 

de detoxificação.  

 Metais traço também podem se ligar a diferentes grupos funcionais de uma enzima e 

alterar a atividade da mesma. Normalmente essas reações resultam na desativação da enzima, 

embora a ligação de cátions metálicos possa em algumas situações estimular sua função 

catalítica. Variações na atividade de enzimas que catalisam reações irreversíveis podem ter 

implicações desconhecidas sobre os aspectos de um metabolismo intermediário (WRIGHT & 

WELBOURN, 2002). 

 Pereira et al. (2007) não observaram alteração na atividade  da GST em Perna perna, 

mesmo tendo encontrado alta concentração de HPA nos organismos de uma das estações 

analisada. Porém os autores destacaram a grande variabilidade na atividade da GST observada 

para organismos da mesma estação, sugerindo que a população de organismos está exposta a 

uma condição de estresse, corroborada por efeitos em outros biomarcadores e pela 

contaminação observada no local. Essa variabilidade também foi observada no presente 

estudo, assim como as condições de estresse foram documentadas para as regiões analisadas, 

podendo responder pelo padrão obtido. 

 Alguns estudos abordam a problemática do potencial Redox dos tecidos branquiais 

relacionado ao metabolismo aeróbico dos organismos aquáticos, alterado pela condição de 

estresse de privação de oxigênio e reoxigenação em decorrência do ciclo de maré, fator 

comum às espécies estuarinas (OLIVEIRA et al., 2005; TOGNI, 2007). Em algumas espécies, 

um dos métodos de prevenção contra danos causados por ROS resultantes da reoxigenação é a 

produção/ativação de enzimas durante o período de anoxia, em especial da GST, visando o 

combate aos danos do estresse oxidativo. Este falso positivo de ativação da GST poderia, por 
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exemplo, ser induzido em decorrência do estresse de coleta dos organismos, uma vez que 

estes sejam privados de oxigênio durante o procedimento, e/ou exposição ao ar pelo ciclo de 

maré.  

 A fauna dos estuários apresenta uma gama de estratégias adaptativas (p.ex. adaptações 

fisiológicas), que permitem a sobrevivência sob as condições complexas do sistema, como a 

capacidade de resistir a ciclos alternados exposição e inundação, e as variações de salinidade 

(COSTA, 1995).  

 O caranguejo G. cruentata, utilizado como organismo-teste no presente estudo, por ser 

um caranguejo semi-terrestre apresenta adaptações diferenciadas para sobrevivência no 

ambiente estuarino. A exposição do organismo ao ar durante a maré baixa ou durante o 

procedimento de coleta não é um fator restritivo em relação à oxigenação dos tecidos, uma 

vez que os sistemas que emprega para trocas gasosas continuam ativos. O sistema branquial e 

pulmonar do G. cruentata se mantém ativos, oxigenando os tecidos, o primeiro em menor 

taxa, pois é capaz de continuar em atividade se as condições de umidade forem preservadas, e 

o segundo totalmente ativo, visto que realiza as trocas gasosas em contato direto com o ar, 

possibilitando a manutenção do nível de oxigênio na hemolinfa e, conseqüentemente, nos 

tecidos do organismo (WILKENS & YOUNG, 1992). Assim, como as condições de umidade 

foram mantidas durante a coleta e o G. cruentata é capaz de realizar trocas gasosas quando 

exposto ao ar, não esperamos alterações nos níveis de GST relativos ao estresse de hipoxia. 

 Os autores Zanette et al. (2006) levantaram ainda a questão de que a variação 

observada na GST em ostras Crassostrea rhizophorae entre os períodos de verão e inverno 

numa das estações analisadas pelos autores tenha sido reflexo de fatores sazonais ou se foi 

decorrente de evento de curto prazo, no caso representado por chuva intensa antes da coleta 

dos organismos, evento que alterou a salinidade e aumentou o pH da água.  

 As variações dos padrões abióticos ocasionados por precipitações podem afetar os 

biomarcadores. Todavia, outras condições decorrentes de um evento intenso de precipitação 

podem ser responsáveis por essa alteração, como o carreamento de contaminantes para o 

sistema aquático pelo escoamento superficial da bacia de drenagem e pelo aumento do aporte 

proveniente dos rios e riachos tributários contaminados que chegam ao sistema principal. 

Bainy et al. (2000) observaram o aumento da atividade da GST em mexilhões Perna perna e 

correlacionaram a alteração da atividade com o aumento da pluviosidade e conseqüente 
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aumento do descarte de efluentes domésticos não tratados diretamente no ambiente cerca de 

30 dias antes da coleta dos organismos. 

 A precipitação na RMF no ano de 2009 apresentou um padrão anormal, o período 

chuvoso se estendendo até o início de Agosto, com duas ocorrências de chuvas intensas nos 

meses de Setembro e Outubro. De maneira geral, a pluviosidade foi cerca de 50% maior em 

2009 do que no ano anterior, p.ex. o mês de agosto de 2009 apresentou índice de pluviosidade 

165% maior que no ano de 2008 (FUNCEME, 2010).  

 O aumento da pluviosidade pode ter influenciado nos resultados encontrados para 

GST, especialmente em decorrência do aumento do aporte de contaminantes via escoamento 

superficial e maior contribuição das fontes difusas (p. ex. esgotos domésticos). Cavalcante et 

al. (2009) descreveram como maior fonte de poluição para os sistemas aquáticos e lençóis 

freáticos da RMF os contaminantes que chegam através do escoamento superficial e 

drenagem urbana da região. 

 Pelos resultados encontrados neste estudo, tendo sido comprovada a toxicidade 

crônica dos sedimentos, pelos estudos que demonstram alteração da atividade da GST em 

organismos frente à exposição a compostos como Cu, Cr, Zn e HPA, contaminantes que 

ocorrem na região de estudo em concentrações acima do efeito limiar a biota e/ou 

bioacumulados nos organismos descritos em trabalhos recentes (AGUIAR, 2005; LOPES et 

al., 2005; VAISMAN et al., 2005; LACERDA et al., 2008; NILIN, 2008;  CAVALCANTE et 

al., 2009; TORRES, 2009), a alternativa mais provável é alteração da atividade enzimática da 

GST.  

 Nesse sentido, novos estudos devem ser feitos, tanto na identificação de contaminantes 

nas águas, sedimentos e biota do Rio Pacoti, quanto na análise da atividade da GST em 

caranguejos da espécie G. cruentata provenientes de locais comprovadamente não 

contaminados. O uso de outros biomarcadores, como superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT), glutationa peroxidase (GPx), em organismos do Rio Pacoti e do Rio Ceará também 

poderá oferecer informações importantes para a elucidação dessa questão. 

 A inibição de Colinesterase (ChE) vêm sendo amplamente aplicada como biomarcador 

no diagnóstico de um ambiente, indicando a exposição de populações nativas de vertebrados e 

invertebrados à compostos anticolinérgicos.    
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 O sistema nervoso dos crustáceos apresenta como neurotransmissor a aceticolina, que 

normalmente é degradada pela enzima AChE. Com exceção do sistema nervoso, mais de uma 

ChE é geralmente encontrada nos tecidos dos organismos. Alguns autores identificaram, 

através do método de variação de substrato e inibidores, o tipo predominante de colinesterase 

nos tecidos de um organismo, enquanto outros, mesmo variando tipo de substrato e inibidores 

não conseguiram classificar o tipo visto que as respostas obtidas foram típicas aos dois grupos 

de enzimas (ATWOOD, 1982; QUINTANEIRO et al., 2006; CUNHA et al., 2007). 

 Referente aos resultados da atividade da ChE, esta foi inibida apenas na estação RC1, 

tanto para brânquias anteriores quanto para as posteriores. A cerca de 800 metros da estação 

RC1 foi identificada pelo plano de manejo da APA do Estuário do Rio Ceará uma área de 

policultura (SEMACE, 2005), sendo esta possível fonte de compostos pesticidas, 

reconhecidos inibidores de atividade de ChEs. Estes compostos são de difícil detecção no 

ambiente visto que são de rápida degradação. Porém seu efeito tóxico na biota é agudo, severo 

persistente, podendo ser observado semanas depois da exposição (HABIG et al., 1986).  

 Já as brânquias anteriores dos organismos do RC2 e Pacoti não apresentaram diferença 

significativa nem quando comparados ao RC1 nem quando comparados ao RC3 devido a alta 

variabilidade dos dados. Este nível intermediário pode ser explicado pela presença de outros 

contaminantes acima de TEL, como Cu, também considerado agente neurotóxico para alguns 

invertebrados (BROWN et al., 2004), ou uma mistura complexa de contaminantes já descritas 

anteriormente para as regiões, carreados pela água da chuva, por exemplo.  

 Tsangaris et al. (2007) afirmaram que apenas exposição crônica a altas concentrações 

de metais pesados induzem efeito de inibição sobre ChE, enquanto Cailleaud et al. (2009) e 

Van der Oosterom et al. (2010) observaram inibição de ChE quando da presença de HPAs, 

nos crustáceos E.affins e S.Serrata respectivamente. Cavalcante et al. (2009) indicam o 

interior dos estuários da RMF como zonas de maior contaminação por HPAs que a região da 

foz, e LACERDA (2008) relatam o aumento da atividade antrópica na bacia do Pacoti, 

relacionado a pecuária, atividade que por vezes também associa o uso de pesticidas para 

controle de pragas na pastagem e parasitas no gado. 

   A alta variabilidade observada nos dados do RC2 e Pacoti pode ser decorrente de 

uma resposta heterogênea do organismo em decorrência de estresse ambiental.  Fatores como 

tempo e temperatura durante a coleta, transporte ao laboratório e processamento dos 

organismos, podem ser possíveis interferentes nos dados. Uma vez que os organismos foram 
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mantidos em ambiente úmido, com temperatura de 25±2 °C, no escuro, e processados em 

menos de 24 horas após a coleta, não esperamos variabilidades nos dados devido aos 

procedimentos realizados. É interessante, frente os resultados obtidos, o aumento do número 

de amostras eliminando possíveis pontos fora de âmbito, além da análise de outros tecidos do 

organismo, visando entender os efeitos aqui apresentados. 

 Estudos corroboram a alteração na atividade enzimática da ChE por compostos 

organofosforados e pesticidas, elementos metálicos em altas concentrações (p.ex.Cu, Cr, Cd), 

compostos orgânicos (como HPA) e misturas complexas de poluentes, caso dos efluentes 

(tabela 6). 

 Ainda não foi definido qual o melhor tecido para as análises de ChE em crustáceos e 

outros invertebrados (FULTON & KEY, 2001). Vale ressaltar a variabilidade da resposta de 

um mesmo tecido, dependendo também da via da exposição, e entre organismos para o 

mesmo tecido, destacando o emprego de diferentes vias metabólicas, além de diferentes 

susceptibilidades a contaminação.  

 O trabalho desenvolvido por Cunha et al. (2007) observou a inibição da ChE em 

células musculares de gastrópodes marinhos expostas in vitro a Cu, enquanto para o mesmo 

tecido, frente a exposição in vivo a Cd, ativação da ChE , relacionando a variação da resposta 

de detoxificação na exposição in vivo, que envolvem processos intra e extra celulares. Já 

Brown et al. (2004) constataram efeitos diferentes sobre a AChE quando da exposição de 3 

espécies de invertebrados a Cu, indicando diferentes vias de depuração. 
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Tabela 6. Alterações da atividade enzimática de ChE relacionada a exposição à contaminantes. 

Organismo 
Tipo 

ChE 
Efeito Tecido Contaminante 

Via de 

Exposição 
Referência 

Caranguejo  

C. maenas 
AChE inibição HEMO Cr, Cu Água 

Elumalai et 

al., 2002 

S. serrata ChE inibição HEMO HPAs * Campo 
Van Oosterom 

et al., 2010 

Camarão 

C. crangon 
AChE inibição CEF 

Áreas agrícolas e 

drenagem 
Campo  

Quintaneiro et 

al., 2006 

C. crangon AChE 

não 

apresentou 

alteração 

CEF 
Fração solúvel de 

óleo (WAF) 
Água 

Menezes et 

al., 2010 

Copépodo 

E. affinis 
AChE inibição ORG HPA e PCB Campo 

Cailleaud et 

al., 2009 

Anfípodo 

G.pulex 
ChE inibição CEF 

pirimiphos-

methyl 
Água 

McLoughlin et 

al., 2000 

Isópodo 

A. aquaticus 
ChE inibição ORG 

Efluente urbano 

tratado 
Campo 

O’Neill et al., 

2004 

D. magna AChE inibição ORG Organofosforados Água 
Guilhermino 

et al, 1996 

Caranguejo 

C. Maenas 

AChE 

inibição 

HEMO Cu Água 
Brown et al., 

2004 

Molusco 

P. vulgata 
ativação 

Mexilhão 

M.edulis 

não 

apresentou 

alteração 

P. perna ChE ativação BRA Mn, Cu, Cr * Campo 
Pereira et al. 

2007 

M. 

galloprovincialis 
AChE inibição MUS Efluentes urbanos Campo 

Tsangaris et 

al., 2007 

Gastrópode 

N. lapillus e N. 

lineata 

ChE 

inibição 

MUS 

Cu In vitro 

Cunha et al., 

2007 
N. lapillus ativação Cd Água 

N. lapillus e N. 

lineata 

não 

apresentara

m alteração 

Cu Água 

BRA – Brânquias; CEF – Cefalotórax; HEMO – Hemolinfa; MUS – Músculo; ORG – organismo todo; n.a. não 

analisada; * tecido do animal. 

 

  A inibição da atividade de ChE pode causar desregulação nas funções do sistema 

nervoso, sensorial e neuromuscular, levando, conseqüentemente, a  efeitos deletérios em 
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diversas funções, incluindo disfunções fisiológicas (p.ex. efeitos sobre taxa de respiração, 

batimentos cardíacos), alimentação, fuga e comportamento (VAN DER OOST et al., 2003). 

 Alguns autores correlacionam a inibição da ChE com alterações nas atividades 

fisiológicas, como Lundebye et al. (1997), que observaram a redução nos batimentos 

cardíacos de Carcinus maenas pela ação do pesticida dimetoato, e Habig et al. (1986) 

observou a alteração na musculatura da quela do siri Callinectes sapidus em decorrência da 

exposição a S,S,S-tri-n-butilfosforatritioato. Mattos et al. (2006) observaram efeitos sobre a 

acuidade visual do peixe Poecilia vivipara relacionada ao efeitos de inibição da AChE pelo 

composto naftaleno. 

 Os autores Vieira et al. (2009), por exemplo, ao estudarem o efeito de Cu e Hg sobre 

peixes da espécie Pomatoschistus microps, observaram o comprometimento dose-dependente 

da capacidade de natação dos organismos, esta por sua vez correlacionada à inibição 

significativa da atividade da AChE, indicando que os compostos estão causando efeito 

neurotóxico e, conseqüentemente, alteração das funções neurológicas e neuromusculares, com 

reflexo direto na capacidade de natação. No caso do P. microps, um peixe migratório e 

predador que habita regiões de considerável hidrodinamismo, o comprometimento da 

capacidade de natação pode afetar a sobrevivência do organismo no ambiente, visto que esta é 

de vital importância para a ocupação do nicho ideal e captura de alimento. 

 Portanto, tendo em vista os dados reportados na literatura e a inibição da ChE nos 

animais de RC1, a ação neurotóxica pode vir a comprometer, entre outras funções, a agilidade 

dos indivíduos da espécie G. cruentata capturados nesse local, já que essa é uma característica 

inerente deste caranguejo, bem como sua habilidade de fuga, escalada, captura de alimento, 

etc.   

 Segundo Brown et al. (2004), a normalização da atividade enzimática da ChE pela 

concentração de proteína do tecido analisado é justificada, porém cuidados devem ser 

tomados ao assumir as causas do efeito na atividade da ChE, sendo necessário confirmar o 

status da proteína total como normalizador e não como fator principal da variação encontrada 

nos valores. No presente estudo, no que diz respeito a normalização pelo conteúdo protéico, 

não houve relação entre a atividade enzimática de ChE e a concentração de proteína nos 

tecidos (brânquia anterior R
2
=0,22 e brânquia posterior R

2
=0,07), corroborando que o efeito 

encontrado é decorrente da alteração na atividade enzimática. 
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 Assim, para a avaliação da atividade de ChE, foi considerada sob efeito deletério a 

Estação RC1 em decorrência da possível contaminação por pesticidas. 

  Se a formação de compostos oxidantes e outros agentes de toxicidade para a célula 

não for inibida, estes podem levar a inativação de enzimas, peroxidação lipídica, danos no 

DNA e por fim a morte celular. Danos no DNA levam a transcrição incompleta, disfunções 

celulares, inibição no crescimento, efeitos negativos sobre a imunidade e reprodução, 

doenças, e outros efeitos deletérios sobre o organismo (WINSTO et al., 1991; WOO et al., 

2006).  

 A molécula de DNA dos invertebrados marinhos, segundo Dixon & Wilson (2000), 

expressa os danos induzidos por substâncias químicas de forma muito similar ao registrado 

para os vertebrados, validando a importância e a aplicabilidade dos testes genotóxicos nestes 

grupos animais. 

 As quebras de fita observadas através do teste do cometa não são possíveis de 

relacionar a compostos específicos, porém são uma medida fácil e sensível ao estresse 

ambiental, sendo uma conseqüência comum a agentes genotóxicos e um dos endpoints mais 

sensíveis para danos no DNA (NACCI et al., 1996). 

 Diferentes tecidos podem ser utilizados para ensaios de monitoramento. O uso da 

hemolinfa é recomendado visto que demanda menor manipulação do tecido, o que reduz a 

possibilidade de dano quando da execução do ensaio, além de desempenhar, entre outros, um 

importante papel na defesa imune, no transporte de substâncias e metabólitos, e na excreção e 

detoxificação de xenobióticos (MERSCH et al., 1996; SIU et al., 2004; VILLELA et al., 

2007). 

 Os organismos de todas as estações do RC se apresentaram significativamente 

diferentes perante a comparação com os indivíduos do Pacoti. Os danos no DNA nas células 

de hemolinfa mostram que vias de detoxificação, apesar de ativas, não estão sendo suficientes 

para lidar com a contaminação na região do Rio Ceará, ao contrário do Pacoti, onde os 

mecanismos de detoxificação estão ativos e não foram observados danos, indicando que estes 

estão sendo eficientes para lidar com a contaminação da região. 

 A complexidade da contaminação, a ocorrência de compostos acima de TEL, como Cu 

e HPA (compostos orgânicos comumente genotóxicos), podem responder pelo padrão de dano 

encontrado no RC. 
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 Muitos estudos demonstram danos genotóxicos relacionados à exposição a 

contaminantes (tabela 7). 

 

Tabela 7. Danos no DNA em organismos aquáticos relacionados à exposição a contaminantes 

analisados segundo o Ensaio do Cometa. 

Organismo Tecido Contaminante 
Via de 

Exposição 
Referência 

Mexilhão 

M. falcata 
HEMO n.a. Campo David, 2007 

M. falcata 
HEMO 

e BRA 
Metilmetanosulfonato Água David et al., 2007 

L. fortunei HEMO 

Radiação UV in vitro 

Villela et al., 2006 

Pentaclorofenol e Cu Água 

L. fortunei HEMO Efluente Urbano Sedimento Villela et al, 2007 

D. polymorpha HEMO 
Triclosan e 

Tripmethoprim 
in vitro Binelli et al., 2009 

M. galloprovincialis BRA Cr e Fe * Campo Nigro et al., 2006 

M. edulis 

HEMO 

e BLO 
Estireno Água Mamaca et al., 2005  

Peixe 

S. mellops 

Peixe  

P. olivaceus 
BLO HPA Sedimento Woo et al., 2006 

Camarão 

P. pugio 
EMB 

2,metil-1,4-naftoquinona, 

Cr e Hg 
Água Lee et al., 2000 

Caranguejo 

C. sapidus 
EMB 

2,metil-1,4-naftoquinona 

e  

4-nitroquinolina-N-oxido 

Água Lee et al., 1999 

BRA – Brânquias; BLO – Eritrócitos; EMB - Embrião; HEMO – Hemolinfa; * tecido do animal. 

 

 

 Os danos no DNA podem ter efeito dose-dependente, como relatam Binelli et al. 

(2009), ao observarem aumento do índice de dano em hemolinfa do mexilhão zebra 

acompanhando o aumento da concentração de Triclosan no experimento. 



60 

 

 David (2007) considerou que a resposta encontrada para mexilhões no estuário de 

Santos – SP decorrente da conhecida contaminação da região por compostos genotóxicos 

como o benzo(a)pireno, um dos principais HPA que ocorrem no meio. O autor discutiu ainda 

capacidade de reparo nos danos observados pelo ensaio do cometa, visto que para os mesmos 

pontos onde o dano no DNA foi significativo, não houve diferenças na análise de 

micronúcleos, técnica que depende da fixação do dano e da divisão mitótica para expressá-lo, 

sugerindo que a discordância entre os dados da análise de micronúcleos e do ensaio do cometa 

ocorreu devido ao fato dos danos genotóxicos terem sido reparados antes do processo de 

divisão dos hemócitos, mostrando eficiência nos mecanismos de reparo. 

 Os autores Villela et al. (2006) também discutiram a capacidade de reparo após a 

exposição do mexilhão zebra in vivo ao pentaclorofenol, destacando o possível reparo por 

excisão de pares de base.  Todos os organismos apresentam mecanismos de reparo contra 

lesões severas no DNA. A ocorrência de quebras na fita de DNA e formação dos fragmentos 

se dá, basicamente, durante o processo de reparo, a observação de quebras de fita sugere, 

conseqüentemente, a existência de várias lesões no DNA (WOO et al., 2006). 

 Como biomarcador de efeito, o ensaio do cometa indicou, portanto, o 

comprometimento da qualidade no Estuário do Rio Ceará. 

  

 5.3. Avaliação de Risco Ambiental e sua aplicabilidade na ZC – CE 

 

 O ambiente aquático (p.ex. rios, estuários, bacias) é normalmente o destino final de 

uma gama crescente de contaminantes, como HPA, PCB e compostos pesticidas, que são 

amplamente distribuídos em ambiente terrestre e apresentam fluxo contínuo para o sistema 

aquático. Esta característica de recepção e concentração de contaminantes dos ambientes 

estuarinos é o maior desafio das agências regulatórias e gestores costeiros para a proteção da 

qualidade dos recursos naturais. Esse desafio é particularmente árduo no que concerne aos 

compostos altamente tóxicos em concentrações abaixo do limite de detecção das técnicas 

existentes. Mesmo que estes contaminantes possam ser quantificados no meio ou na biota, a 

sua simples detecção não é suficiente sem o conhecimento dos efeitos biológicos e ecológicos 

sobre os organismos expostos (JHA, 2008), sendo os efeitos dessas interações avaliados 

através de métodos como os ensaios ecotoxicológicos. 
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 Em estudos ecotoxicológicos é importante avaliar a resposta ao estresse ambiental pela 

fauna nativa, buscando espécies indicadoras ou sentinelas perante a contaminação ambiental 

(PELLACANI et al., 2006). 

 Mesmo quando não se pode observar efeitos agudos sobre a biota ou sua composição 

(efeito agudo representando o mais avançado dos efeitos nocivos causados por 

contaminantes), é possível utilizar abordagens mais sensíveis (early warning) e capazes de 

medir alterações antes que efeitos mais severos aconteçam sobre os processos ecológicos. 

Assim, a aplicação dos biomarcadores e de testes sub-letais como linhas de evidência pode 

indicar situações onde o risco ambiental deve ser considerado para a gestão e proteção do 

meio, permitindo que ações de controle efetivas sejam tomadas, antes que os efeitos se tornem 

irreversíveis. 

 Morales-Caselles et al. (2008; 2009) ao monitorarem, através das múltiplas linhas de 

evidência, o impacto de uma derrame de óleo na costa Espanhola, concluíram que, apesar de o 

combustível não apresentar mais efeitos agudos sobre o ambiente após quatro anos do 

derrame, este, associado a outros inputs antrópicos, continua a provocar efeitos sub-letais nos 

organismos nas áreas afetadas. O fato, segundo os autores, indica que a mistura de poluentes 

continua afetando os organismos da região, que deve ser considerada sob potencial risco, 

demandando medidas mitigadoras para a contaminação existente. 

 Em relação à inclusão dos biomarcadores como importante linha de evidência, Martín-

Díaz et al. (2008b) elucidam que a aplicação desta ferramenta vem se tornando cada dia mais 

importante dentro da avaliação do risco ambiental, e que a mesma deve estar em constante 

desenvolvimento para se adequar e otimizar o processo de avaliação. Os autores destacam 

ainda a necessidade do uso de uma combinação de biomarcadores e testes ecotoxicológicos 

com o compartimento ao qual o organismo esteja exposto, provendo o “diagnóstico” do 

estresse do organismo. 

 Nessa linha de pensamento, o presente estudo abordou linhas de evidência biológicas, 

no caso biomarcadores e testes de toxicidade com sedimentos, com o intuito de avaliar a 

qualidade de dois estuários da Região Metropolitana de Fortaleza com diferentes graus de 

contaminação descritos em literatura, e prover informações para a avaliação de risco 

ambiental da região. 
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 Uma visão qualitativa dos resultados de toxicidade e biomarcadores, e quantitativa das 

características dos sedimentos é apresentada na tabela 8, fornecendo um resumo dos 

resultados encontrados neste estudo. 

  

Tabela 8: Sumário dos efeitos nos organismos e características dos sedimentos encontrados neste estudo. 

Estação MO (%) CaCO3(%) Lama (%) ISA SI ChE GST Cometa 

RC1 8,16 10,24 34,87 IT T EF IN EF 

RC2 22,09 12,52 85,78 T T NO IN EF 

RC3 10,45 14,37 67,42 T T NO IN EF 

Pacoti 13,02 22,07 95,51 T T NO IN NO 

EF: efeito; IT: Indício de toxicidade; T: tóxico; NO: efeito não observado; IN: inconclusivo. 

 

 Os resultados demonstram um comprometimento da qualidade ambiental dos 

estuários, tanto pela resposta dos testes de toxicidade, quanto pelos efeitos sobre os 

biomarcadores analisados no caranguejo G. cruentata. 

 Foram observadas contaminação moderada (dados compilados da literatura 

disponível) e toxicidade crônica para o estuário do RC, enquanto para o Pacoti ocorreu 

toxicidade crônica e indícios de aumento da contaminação que, no entanto, foi classificada 

como inexistente, aplicando aos dados a classificação de contaminação delineada por Carr et 

al. (1996a; 1996b). 

 A GST foi inconclusiva, sendo considerado o possível efeito sobre a atividade da 

mesma frente a contaminação descrita para os estuários. Uma vez ativos os mecanismos de 

depuração, estes não estão sendo suficientes para lidar com a contaminação na região do Rio 

Ceará, conclusão com base nos efeitos deletérios sobre o DNA observados para o estuário. 

Ainda em relação aos biomarcadores, a ChE apresentou inibição para a região RC1, estação 

sob influência de área de policultura. 

 Assim, o estuário do Rio Ceará por ter apresentado alteração em todas as LOE 

avaliadas, caracterizando efeito severo sobre a biota, foi considerado sob risco, sendo este 

proporcionalmente pior que o observado no estuário do Pacoti, demandando ações imediatas 

(e urgentes) por parte dos gestores para controle dos impactos, além de esforços para a 

recuperação da área.  

 Já o Rio Pacoti se apresenta como um estuário menos degradado, pela ausência de 

efeitos sobre o DNA dos organismos avaliados, e de efeitos sobre a ChE. Porém, visto seu 
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efeito deletério na reprodução e desenvolvimento de organismos (evidenciado pelos testes de 

toxicidade crônica) e possível efeito sobre a atividade enzimática da GST, efeitos moderados 

sobre a biota, aplicando o princípio da prevenção, a área também foi considerada sob risco, 

demandando esforços no monitoramento, identificação e controle das fontes poluidoras, além 

de outras ações regulatórias e de mitigação de impacto por parte do órgão ambiental, para 

frear o quadro de degradação observado pelo presente estudo. 

 O aumento da pressão antrópica vem ocorrendo em algumas áreas costeiras do NE 

brasileiro, com o aumento do desenvolvimento baseado na exploração dos recursos hídricos 

para atividades como pecuária, irrigação, agricultura, aqüicultura e urbanização (LACERDA 

et al., 2008). Vale lembrar que ambos os estuários foram enquadrados como APA, com o 

objetivo, segundo CEARA (1999; 2000), de primar pela conservação das regiões e garantir o 

uso e qualidade dos recursos naturais, preservar a alta diversidade biológica e proteger esses 

ecossistemas específicos de suma importância na Zona Costeira Cearense. 

 Segundo o SNUC, a Área de Proteção Ambiental (APA) é uma região em geral 

extensa, com um certo grau de ocupação humana, dotada de atributos abióticos, bióticos, 

estéticos ou culturais especialmente importantes para a qualidade de vida e o bem-estar das 

populações humanas, e tem como objetivos básicos proteger a diversidade biológica, 

disciplinar o processo de ocupação e assegurar a sustentabilidade do uso dos recursos 

naturais, podendo ser contituídas por terras públicas ou privadas. 

 O documento considerado de maior importância para a efetiva implementação da 

unidade é o Plano de Manejo, que, por exigência do SNUC (BRASIL, 2000), deve ser 

elaborado e instituído em no máximo cinco anos a partir da data da criação da UC.  

 Os objetivos pretendidos quando da criação das áreas pelo órgão ambiental não vêm 

sendo alcançados, principalmente no que concerne a preservar a diversidade biológica, frear a 

pressão antrópica e a degradação das áreas, ordenar o uso dos recursos naturais e garantir sua 

qualidade. Um dos principais motivos é a falta de governança por parte do órgão ambiental, 

tendo como exemplo a não implementação dos planos de manejo das unidades.  No caso da 

APA do Estuário do Rio Ceará existe Plano de Manejo  (SEMACE, 2005), mas este ainda não 

foi publicado em Diário Oficial, invalidando o documento no caso de caráter regulatório. 

Dentro da própria SEMACE não existe consenso sobre a aplicação do documento até então, já 

considerado por muitos obsoleto (normalmente ações de revisão e reajuste das diretrizes da 
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UC são previstas no plano). No caso da APA do Estuário do Rio Pacoti, não existe plano de 

manejo, mesmo passados 10 anos da criação da APA.  

 O esforço em criar uma área de preservação em locais impactados de relevância 

ecológica para o Estado visando garantir um maior controle ambiental (freando impactos, 

mitigando os existentes e revertendo o quadro de degradação) é louvável, e considerado um 

primeiro e válido passo em busca de uma melhor qualidade ambiental. Porém, a questão que 

hoje afeta as APA aqui apresentadas é: como as unidades conseguirão cumprir os seus 

objetivos de conservação frente a degradação e risco ambiental por este estudo elucidada e a 

crescente pressão antrópica em suas bacias? A solução possível seria a retomada da 

governança sobre as regiões, a concretização e implementação real das APA pelo órgão 

competente (no caso o órgão ambiental do Estado), e a fiscalização por parte da sociedade 

civil, do terceiro setor e do Ministério Público para que o processo seja realmente implantado.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Os sedimentos dos estuários do RC e do Pacoti apresentaram toxicidade crônica. Em 

relação aos biomarcadores aqui avaliados, foi observado efeito deletério sobre a ChE, 

possivelmente relacionado a ocorrência de pesticidas; a alteração da atividade da GST foi 

inconclusiva, demandando mais estudos para a elucidação do padrão observado; os danos no 

DNA foram severos para a região do RC, indicando efeitos genotóxicos na região. 

 O estuário do Rio Ceará foi considerado mais degradado que o estuário do Rio Pacoti, 

através das abordagens biológicas aplicadas pelo presente estudo. Ambos os estuários foram 

identificados como sob risco ambiental, o Rio Ceará com efeitos mais severos e demandando 

ações urgentes de controle ambiental. A implementação das APA como estratégia para 

melhoria da qualidade ambiental é interessante, o primeiro passo recomendado a elaboração e 

validação dos respectivos planos de manejo e a intensificação do monitoramento e 

fiscalização, visando frear o quadro de degradação por este estudo apresentado.  

 Em relação a utilização do Goniopsis cruentata como organismo-teste, este se 

apresentou promissor, sendo necessários mais estudos, como a aplicação de outros 

biomarcadores e a análise de diferentes tecidos, para a validação da espécie como organismo 

sentinela de estuários tropicais e sub-tropicais. 
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