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“Pensava que nos seguiamos caminhos ja feitos, mas

’

parece que ndo os ha. O nosso ir faz o caminho.’

C.S Lewis
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CAPITULO 1
1. INTRODUCAO GERAL

1.1 COSTA AMAZONICA BRASILEIRA: CARACTERISTICAS E
ATIVIDADES ANTROPOGENICAS

A costa amazonica brasileira estende-se da regido norte, onde hd uma zona costeira
extensa e bem preservada (Kjerfve e Lacerda, 1993), até a porcdo nordeste do pais
(IBGE, 2018), apresentando grande importancia socioambiental e econdmica. Esta
localizada no limite da maior floresta tropical do mundo, com extensas paisagens
representadas por sistemas estuarinos, dividida em dois setores: o setor ocidental -
diretamente influenciado pela descarga sélida e liquida do rio Amazonas e o setor
oriental - com a faixa continua mais extensa de manguezais em nivel mundial (Souza-
Filho et al., 2009).

Nas ultimas décadas, a intensificacdo das atividades antrdpicas, tais como o
desmatamento, incéndios, atividades agricolas, mineragdo e a construgdo de barragens
hidrelétricas levaram a deterioragdo dos recursos naturais da AmazoOnia brasileira
(Brown et al., 2016; Solar et al., 2016; Mendes et al., 2017). Algumas dessas atividades
antropogénicas favorecem a contaminacdo por metais e bioacumulacdo nos solos,
podendo afetar negativamente a salde da fauna e flora, prejudicando o equilibrio do
ecossistema (Pierzynski et al., 2015). Uma das regides mais afetadas por essas
atividades é a zona costeira, particularmente, as areas de manguezal (Bodin et al., 2011).

Os manguezais sdo altamente produtivos e atuam como importantes fontes primarias
(Souza, 2014; Ferreira, 2016), fornecendo Varios recursos e servigos ecossistémicos,
local de reproducdo e criagcdo para inimeras espécies animais e vegetais, bem como
nutrientes para os ambientes aquéaticos adjacentes (Oliveira, 2013; Hogarth, 2015).

Os manguezais que integram a bacia amazonica oferecem inimeros Sservicos
ecossistémicos, além de serem responsaveis por abrigar uma alta diversidade bioldgica
com espécies de grande importancia ecoldgica e econbmica, destacando-se, por
exemplo, o caranguejo-uca, Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) (Crustacea; Brachyura;
Ocypodidae), um recurso intensamente explorado para subsisténcia e economia local
(Vilhena et al., 2013; Monteiro et al., 2014).



1.2 O CARANGUEJO-UCA

O caranguejo-ugad é um crustaceo semiterrestre de regides tipicamente estuarinas
com distribuigdo ao longo do norte da Florida, Estados Unidos da América, até a costa
de Santa Catarina, sul do Brasil (Wellens et al., 2015), sendo encontrado em altas
densidades na costa amazénica brasileira (Nordi et al., 2009). Essa espécie é um
componente importante da fauna bentonica e responsavel por desempenhar importantes
funcbes ecoldgicas no manguezal (Moraes et al., 2015; Abdullah et al., 2016), através
das construcdes e manutencdo de suas tocas, que proporcionam a oxigenagdo e
drenagem do solo, além de promover a fragmentacdo das folhas caidas no mangue que
resulta na degradacdo de matéria organica e na retencdo de carbono e nutrientes
(Rodrigues et al., 2000).

No Brasil, o caranguejo-uca tem sido utilizado como importante bioindicador de
contaminagdo por metais pesados (Pinheiro et al., 2012) por estar inteiramente
relacionado ao substrato e possuir caracteristicas importantes, que permitem o estudo da
bioacumulagdo, tais como: habito alimentar onivoro-detritivoro, com atuacdo em
diferentes niveis da cadeia trofica (Ferreira et al., 2014); promocdo da bioturbagdo no
solo, com a incorporacdo de matéria organica do sedimento durante esse processo
(Remaili et al., 2016); taxa lenta de crescimento; ciclo de vida longo (Pinheiro et al.,
2005); e abundéncia e facilidade de captura em ambiente natural (Andrade et al., 2011).

Apesar da sua importancia ecologica, o habitat de U. cordatus tem sido modificado
em funcdo da expansdo populacional humana em direcdo & zona costeira e da
exploracgdo de produtos florestais (Ferreira et al., 2016). Consequentemente, a qualidade
do ambiente tem sido ameacgada por componentes fisicos e quimicos (Borja et al.,
2012), dentre eles a poluicdo por substancias toxicas e metais pesados que causam

impacto negativo sobre os organismos que vivem nesse habitat (Harford et al., 2015).

1.3 METAIS PESADOS
O termo metal pesado ndo é facilmente definido, mas tem sido utilizado para se
referir a metais ou metaldides com uma densidade especifica ou superior a 5 g/cm®
(Lapedes, 1974), e amplamente utilizado para designar os metais de transicao, pois estes
sdo de preocupacdo ambiental como contaminantes antropogénicos e potenciais toxicos
(Batley, 2012).



Os metais estdo entre os poluentes conhecidos com maior grau de toxicidade e
persisténcia, ndo destruidos por processos biologicos ou quimicos (Wong et al., 2006).
Eles tém atraido atengdo em nivel global devido ao seu grande impacto e risco potencial
para a biota, além da sua facilidade acumulativa nos tecidos dos organismos (Al-Attar,
2011). Alguns metais vestigiais sdo essenciais em baixas concentracbes para o
metabolismo dos animais, mas em excesso todos sdo toxicos (Duarte et al., 2017). Eles
sdo Poluentes inorganicos sdo nocivos em ambientes aquaticos quando as suas
concentracdes estdo elevadas e ultrapassam o limite de tolerancia, desencadeando a
biomagnificacdo dos metais na teia tréfica, podendo causar efeitos danosos aos
organismos e, consequentemente, aos seres humanos, uma vez que estes dependem
direta e/ou indiretamente destes recursos sob os mais variados aspectos (Pinheiro et al.,
2012; Ecaetal., 2013).

Os metais podem ser classificados como essenciais e ndo essenciais, dependendo
das funcdes bioldgicas que desempenham, subdivididos da seguinte forma (Jakimska et
al., 2011):

e Manganés (Mn), Ferro (Fe), Cobalto (Co), Cobre (Cu), Zinco (Zn) e
Molibdénio (Mo) - elementos essenciais para a fase de crescimento e ciclos de
vida dos organismos, mas toxicos quando a concentragdes elevadas.

e Chumbo (Pb), Mercario (Hg), e Cadmio (Cd) - toxico mesmo em baixas
concentracdes.

As fontes de contaminacdo ambiental por metais podem ser i) naturais ou
litogénicas, através dos processos de formacdo do solo e meteorizacdo de rochas que
transportam metais ou ii) antropogénicas, através de diversas atividades que incluem a
mineracgdo, deposi¢cdo atmosférica de particulas de aerossol (< 30 mm de didmetro),
gotas de chuva contendo metais pesados ou formas gasosas de elementos, aplicacoes
diretas de fertilizantes agricolas, produtos agroquimicos e varios materiais organicos,
incluindo lamas de esgoto, estrume, residuos alimentares e adubos (Alloway, 2013; Ali
etal., 2019).

A costa Amazbdnica possui diversos depositos sedimentares que recebem
constantemente grandes afluxos de materiais fluviais (Villar et al., 2018). Boa parte da
deposicdo de metais ocorre através do transporte de sedimento pelos rios, sendo esse
processo responsavel pela contaminacdo do manguezal, ja que este ecossistema

encontra-se na transicao entre os ambientes terrestre e marinho (Santos et al., 2018).



Quando 0s metais estdo presentes em grande quantidade em um ambiente e
biodisponiveis, 0s organismos ficam suscetiveis a acumulacdo destes elementos, para
além do nivel de tolerancia adquirida ao longo do seu processo evolutivo (Saher et al.,
2019), o que é observavel no seu desenvolvimento corporal, uma vez que organismos
presentes em areas impactadas negativamente apresentam maior assimetria corporal
devido ao gasto energético para controlar o estresse promovido pelo ambiente
contaminado (Matheson et al., 2012; Lezcano et al., 2015).

Elevadas concentracbes de metais pesados resultam em impacto negativo ao
ambiente, afetando todos os niveis da teia tréfica, a exemplo dos microrganismos que
sdo essenciais para as "funcbes de apoio a vida", como os processos de decomposi¢do
que controlam o ciclo nutritivo dos elementos (Seid et al., 2011). A reducdo do numero
de microrganismos benéficos existentes no solo, promovida pela elevada concentragdo
de metais, pode levar a diminuicdo da decomposi¢do da matéria organica causando uma
menor fertilidade do solo (Asati et al., 2011). A acumulagdo de metais pesados nas
plantas, por sua vez, pode inibir alguns processos que ocorrem nos vegetais, como a
fotossintese, mitose e absorcdo de agua, resultando em efeitos toxicos que levam a
deformidade de algumas estruturas fisicas, baixas taxas de crescimento, reduzida
absorcdo de nutrientes e perturbacdes metabodlicas (Guala et al., 2010; Furini, 2012),
além de destacar que as raizes sdo uma das principais vias de entrada de metais pesados
na cadeia alimentar, pois a partir da absorcao dos metais feita por estas, outros animais
(a principio herbivoros) sdo afetados pela bioacumulacdo (Asati et al., 2016).

Os metais pesados quando presentes em grande quantidade e acima do limite de
tolerdncia dos organismos aquaticos podem induzir grave estresse oxidativo que, por
sua vez, podem causar efeitos devastadores sobre o equilibrio ecolégico no ambiente,
limitando a diversidade de organismos de maneira diretamente proporcional a
contaminagdo (Singh et al., 2011).

Os organismos podem assimilar os metais através da absor¢do corporea de
poluentes, ou seja, por toda a superficie do seu corpo ou apenas por areas especificas
como as branquias, porém a forma mais significativa ocorre através da ingestao, durante
a alimentacdo (Ahearn et al., 2004; Kojadinovic et al., 2007). Assim, o contato
constante com substancias quimicas pode trazer impacto negativo a biota, resultando em
uma cascata de eventos que se inicia com efeitos celulares, quimicos e bioldgicos,
podendo com o decorrer do tempo colocar em risco populacdes e comunidades inteiras
(Adams et al., 1989).



O estudo de elementos potencialmente tdxicos presentes em ecossistemas aquaticos
ganhou atencdo desde a década de 1980, quando agéncias ambientais ao redor do
mundo comegaram a desenvolver testes de toxicidade utilizando organismos desses
ambientes (USEPA, 1996, 2002). A contamina¢do ambiental por produtos quimicos
passou entdo a ser medida através das suas concentracdes em tecidos animais, por conta
da facilidade que um poluente possui de se acumular nestas estruturas (Palaniappan &
Karthikeyan, 2009; Pinheiro, 2012).

Os programas que abordam o monitoramento da qualidade da dgua e que empregam
indices quimicos e fisicos tém sido alvo de muitas criticas pelos pesquisadores, sendo
necessaria a aplicagdo de metodologias bioldgicas, como a bioindicacdo e o
biomonitoramento para se obter abordagens mais ecossistémicas (César, 2003; Zagatto
& Bertoletti, 2006). Atualmente, sabe-se que alguns grupos de organismos podem
demonstrar de diversas maneiras as alteracbes do ambiente, ndo detectaveis por
metodologias quimicas e/ou fisicas, como é o caso do caranguejo-uca (Chagas, 2008).
Esta espécie de caranguejo do manguezal é especialmente apropriada para a utilizacdo
em estudos de impacto ambiental devido as caracteristicas apresentadas no topico
anterior (Jesus et al., 2003; Nudi et al., 2007).

1.4 CARACTERISTICAS DOS METAIS

O cadmio é um metal pesado de consideravel preocupacdo ambiental e ocupacional
e esta amplamente distribuido na crosta terrestre com uma concentracdo meédia de cerca
de 0,1 mg/kg. E frequentemente utilizado em vérias atividades industriais incluindo a
producdo de ligas, pigmentos e baterias (Tchounwou et al., 2012). Para muitas espécies
animais e vegetais, 0 cddmio apresenta toxicidade mesmo em doses minimas, podendo
causar deformidades ao esqueleto e induzir o estresse oxidativo (Sall et al., 2020).

O cromo é um elemento presente na crosta terrestre com estados de oxidagdo (ou
estados de valéncia) que vao do cromo (Il) ao cromo (VI1), sendo a forma hexavalente
[Cr (V)] a principal liberada ao ambiente e classificada como um poluente industrial
toxico (Jacobs & Testa 2005). Nos animais, o cromo pode causar problemas
respiratorios, enfraquecimento do sistema imunoldgico, defeitos genéticos, infertilidade
ou a formacao de tumores (Ahmad et al., 2012).

O cobre é um elemento essencial utilizado para processos metab6licos em humanos
e animais, sendo necessario para a reticulacdo do tecido conjuntivo, bem como no

metabolismo do ferro e dos lipidos, muito embora induza toxicidade em altas



concentracdes de exposicdo (Siddiqui et al., 2013). Atualmente, a principal fonte de
contaminacdo ambiental por este metal esta relacionada a atividade humana e, em
particular, a inddstria do cobre que causa impacto constante na distribuicdo do metal na
terra (Latorre et al., 2019).

O chumbo é um metal cinzento-azulado presente em pequenas quantidades na crosta
terrestre. Embora disponivel naturalmente no ambiente, atividades antropogénicas como
a queima de combustiveis fosseis, a mineracdo e a manufatura contribuem para a sua
ocorréncia em concentracoes elevadas (Tchounwou et al., 2012). A exposi¢do ao
chumbo induz alteracdes patoldgicas clinicas por meio de toxicidade que ocorre nos rins
e no sistema enddcrino em animais, sendo que o alto nivel de Pb resulta em falha
reprodutiva, baixo desempenho, envenenamento e morte (Assi et al., 2016).

O manganés ¢ um elemento também encontrado no ambiente, sendo um metal de
transicdo e um constituinte normal do ar, agua, solo e alimentagdo (ATSDR, 2012).
Portanto, a exposicdo excessiva pode ser decorrente de niveis elevados de Mn em agua
potavel ou no ar, sendo o resultado de atividades antropogénicas na indistria, soldadura,
mineracad e agricultura (Sanders et al., 2015), podendo ser toxica para 0S organismos

atraves das suas diferentes fases da vida (O’Neal et al., 2015).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
O objetivo geral do presente estudo € avaliar o papel de U. cordatus como potencial
bioindicador de contaminacdo por metal no ecossistema manguezal, na costa

amazonica.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a concentracdo de cinco metais (Cd, Cr, Cu, Pb e Mn) na
populacéo de caranguejos;

e Investigar a presenca de metais pesados no sedimento de duas areas de

manguezal (uma conservada e outra antropizada) da costa paraense;
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CAPITULO 2
Artigo a ser submetido a revista Acta Amazonica

AVALIACAO DO CARANGUEJO-UCA, Ucides cordatus (OCIPODIDAE)
COMO POTENCIAL BIOINDICADOR DE CONTAMINACAO POR METAL
NOS MANGUEZAIS DA COSTA PARAENSE

Deliane Hillary do Amaral RODRIGUES; Adria de Carvalho FREITAS; Marcus
Emanuel Barroncas FERNANDES

RESUMO

O caranguejo-ucd, Ucides cordatus, € um recurso natural fortemente explorado
na regido amazbnica e tem sido utilizado como importante bioindicador de
contaminagdo por metais pesados no Brasil. No presente trabalho, quantificou-se a
concentracdo e bioacumulacdo de cinco metais (Cd, Cr, Cu, Mn e Pb) em U. cordatus,
afim de avaliar a espécie como potencial bioindicador de contaminacdo por metal no
ecossistema manguezal, na costa paraense. Foram capturados trés espécimes por
subarea amostral (n = 3) de mangue na cidade de Braganca (area considerada
conservada) e Viseu (&rea considerada antropizada), ambas no estado do Pard, assim
como amostras de sedimento. As concentracdes metalicas nas amostras bidticas e
abioticas foram quantificadas por Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma
Acoplado Indutivamente (ICP-OES), com posterior estimativa do Fator de
Bioacumulagéo e de analises multinivel para os metais avaliados. Os resultados obtidos
no sedimento mostraram que o Mn detectado na area antropizada foi trés vezes mais
elevado do que da area preservada. Os metais Cu e Cr apresentaram diferencas
significativas e os maiores valores para a area antropizada. Na musculatura do
caranguejo, as concentracfes de Cu das amostras coletadas na area antropizada foram
mais elevadas do que dos caranguejos da area preservada. O Pb foi o segundo metal
apresentando valor maior nos espéecimes coletados na area conservada do que na
antropizada. Concluindo que o caranguejo-ucd se apresenta como Otima espécie
bioindicadora do estado de conservacdo de areas de manguezal na costa amazonica,
apresentando parametros auténticos a categorizacdo do nivel de contaminacao das areas

aqui estudadas.
PALAVRAS-CHAVE

Manguezais amazonicos, bioacumulacdo, contaminagao ambiental, indicador bioldgico,

costa amazonica brasileira
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ABSTRACT

The crab, Ucides cordatus, is a natural resource heavily exploited in the Amazon region
and has been used as an important bioindicator of heavy metal contamination in Brazil.
In the present study, we quantified the concentration and bioaccumulation of five metals
(Cd, Cr, Cu, Mn, and Pb) in U. cordatus, in order to evaluate the species as a potential
bioindicator of metal contamination in the mangrove ecosystem of the Para coast. Three
specimens were captured per sampling subarea (n = 3) of mangrove in the cities of
Braganca (considered a preserved area) and Viseu (considered an anthropized area),
both in the state of Pard, as well as sediment samples. Metal concentrations in biotic and
abiotic samples were quantified by Inductively Coupled Plasma-Optical Emission
Spectrometry (ICP-OES), with the subsequent estimation of the Bioaccumulation Factor
and multilevel analysis for the metals evaluated. The results obtained in the sediment
showed that the Mn detected in the anthropized area was three times higher than in the
preserved area. The metals Cu and Cr presented significant differences and the highest
values for the anthropized area. In the crab musculature, Cu concentrations of samples
collected in the anthropized area were higher than in the crabs from the preserved area.
Pb was the second metal showing a higher value in the specimens collected from the
preserved area than in the anthropized area. In conclusion, the crab presents itself as an
excellent bioindicator species of the state of conservation of mangrove areas in the
Amazon coast, presenting authentic parameters to categorize the level of contamination

of the areas studied here.
KEY WORDS

Amazonian mangroves, bioaccumulation, environmental contamination, biological

indicator, Brazilian Amazon coast
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1. INTRODUCAO

Os metais sdo encontrados naturalmente no ambiente, no entanto, com o rapido
crescimento populacional, desenvolvimento econémico e o aumento da descarga de
residuos em ambientes do meio aquatico houve um aumento significativo da
contaminagdo por metais, alterando gradativamente as propriedades dos ecossistemas
costeiros, como 0 manguezal, comprometendo assim a seguranca e qualidade dos
recursos nele encontrados, como os frutos do mar (Dhanakumar et al., 2015; Saha et al.,
2016).

O manguezal é um ecossistema altamente produtivo, com intensa ciclagem de
nutrientes, atuando como local de reproducdo, desenvolvimento, alimentagéo, refugio e
abrigo para muitas espécies animais (Fernandes, 2000; Nagelkerken et al., 2008; Lee et
al., 2014). As areas de manguezal representam uma zona de transi¢do entre o ambiente
marinho e terrestre influenciado pelo regime de marés (Hogarth, 2015), com diversos
fatores que facilitam a acumulacdo dos metais pesados no solo, promovendo o processo

de biomagnificacdo (Bourgeois et al., 2019).

No Brasil, os manguezais ocorrem desde o estado do Amapa até Santa Catarina
(Herz, 1991), com cerca de 80% desse ecossistema ocorrendo ao longo da costa
amazodnica, nos estados do Amapa, Pard e Maranhdo (Diniz et al., 2019). Essa regido
forma a costa amazoénica brasileira que abriga a maior faixa continua de manguezal do
mundo (Souza Filho, 2005), sendo intensamente explorados pelas comunidades
costeiras por oferecem uma variedade de recursos economicamente importantes (Santos
etal., 2017).

O caranguejo-ucd, Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) (Brachyura, Ocypodidae),
destaca-se como um importante recurso natural explorado pela populacédo local,
utilizado tanto para a subsisténcia quanto para a exportacdo (Alves & Nishida, 2003).
Além da importancia econdmica, este crustaceo possui grande relevancia do ponto de
vista ecoldgico por serem organismos-chave para o funcionamento do manguezal, uma
vez que influenciam muitos processos biogeoquimicos (Kristensen & Alongi, 2006). O
caranguejo-uca também é utilizado como bioindicador para as i) pressdes antropicas
sobre 0o ambiente, cuja intensificacdo nos ultimos anos tem sido em decorréncia das
caracteristicas peculiares como o longo e lento ciclo de vida (longevidade: ~ 17 anos e

maturidade sexual: aos 3 anos, respectivamente) e baixa mobilidade na vida adulta
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(Pinheiro et al. 2005, 2012; Costa et al. 2014) e ii) acumulacdo de metais e toxicidade

aquatica em sua area de ocorréncia (Ortega et al. 2014).

O estudo da bioacumulacdo de metais em organismos aquaticos pode avaliar o0s
possiveis impactos relacionados a poluicdo dos metais nos diferentes ambientes, tendo
em conta o0 aspecto da biodisponibilidade (Dhanakumar et al., 2015; Abdel-Khalek et
al., 2016; Zhang et al., 2016). Na costa amazonica, por exemplo, ha diversos estudos
utilizando e comprovando a eficacia do caranguejo-uca como bioindicador de
contaminacgdo por metais pesados (Vilhena et al., 2013; Morales et al., 2018; Rocha &
Lima, 2020; Jesus et al., 2021). Assim, o principal objetivo do presente estudo foi
avaliar o papel do caranguejo-uca, U. cordatus, como potencial bioindicador de
contaminagao por metal em duas regides de manguezal localizadas na costa paraense. A
determinagdo da concentracdo de cinco metais (Cd, Cr, Cu, Pb e Mn) e a comparagao
entre areas definidas como conservadas e antropizadas foram utilizadas para auxiliar na
avaliacdo da contaminagdo no ambiente e a possivel acumulagdo desses metais na biota

tipica dos manguezais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Areas de estudo

Foram selecionadas duas areas de manguezal em dois municipios no Estado do
Pard (Figura 1). As areas foram classificadas previamente e de acordo com a presenca
(Antropizada - A) ou auséncia (Conservada - C) de potenciais atividades antrépicas,
possivel contaminagdo por metais e exploragdo econdmica do caranguejo-uca. A area
considerada Antropizada estd localizada no municipio de Braganga (Figura 1A),
enquanto a considerada Conservada localiza-se no municipio de Viseu (Figura 1B).
Cada éarea € composta por trés subareas de manguezal (réplicas), evitando a pseudo-
replicacdo (Hurlberg, 1984) e garantindo maior abrangéncia e confiabilidade aos
resultados (Pinheiro et al., 2017).

O municipio de Braganca esta localizado na mesorregido Nordeste Paraense e na
microrregido Bragantina, distando 210 km da capital, Belém. Abriga a Reserva
Extrativista Marinha (RESEX Mar) de Caeté-Taperagu. Este municipio é considerado
para 0 Estado um grande exportador de pescado, sendo esta uma das principais

atividades econémicas da cidade de Braganca que se destaca como uma dos maiores
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produtoras de caranguejo-uca na regido norte do pais (Furtado-Junior et al., 2016). O
municipio de Viseu, por sua vez, também faz parte da mesorregido Nordeste Paraense e
a microrregido Salgado. Abriga a RESEX Mar de Gurupi-Pirid que possui cobertura
vegetal dominada por florestas de mangue e, assim como a maioria das cidades
amazdnicas, sua economia é baseada principalmente na agricultura e na pesca. Durante
anos foi realizada intensa atividade de extracdo de ouro neste municipio, sendo
encerrada no ano de 2000 (DNMP, 2007).

46"50'0"W 46*40'0"'W 46°30'0W 46715'0"W
1 N 1 1

A B

1°00"S
1°00"s

05[}08
T
0'500"S

1°180"S
1°150"S

0 5 10Km G 5 10Km .
—t— =t

T T L} T
45°500"W 46°400°W 46°300W 46"150"W

51 OI[]W 48'({0"‘!\/

400N
1
\J
400N

200N
1
T
200N

0“([)'0"
000"

2°00'S
N
2°00'S

ADIUS
1
400'S

Figura 1. Localizagdo das &reas de manguezal nos
municipios de Braganca (A) e Viseu (B) e suas respectivas
subareas de amostragem (¢).

2.2 Coleta de caranguejos e sedimentos e preparagdo das amostras
A captura dos exemplares de caranguejo-uca, U. cordatus, para a analise da
concentracdo de metais nos tecidos/estruturas foi realizada manualmente, sendo
capturados trés espécimes por subarea e totalizando 18 caranguejos considerando as
duas areas amostrais. Todos os caranguejos amostrados eram machos com largura de
carapaca (LC) acima de 60 mm e encontravam-se em estagio de intermuda (Pinheiro &

Fiscarelli, 2001). Ap6s a transferéncia dos caranguejos para o0 laboratorio, 0s
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exemplares foram crioanestesiados e, em seguida, dissecados para coleta de amostras de
musculatura dos quelipodos que foram mantidas sob congelamento (-20°C) até o
momento da liofilizagdo ou criodessecacdo. Este € um processo de desidratacdo em que
0 produto é congelado sob vacuo e o gelo formado, sublimado. ApGs o processo de
liofilizacdo por 48 h, as amostras foram transportadas ao Laboratério de Toxicologia Ill,
do Instituto Evandro Chagas (IEC) em Belém - PA, para a analise da deteccdo e

quantificacdo dos metais.

As amostras de sedimento foram coletadas manualmente com a assisténcia de
uma pa de polipropileno, seguindo um padréo de profundidade (até 10cm), proximos as
tocas do caranguejo ucd para, cuidadosamente, coletar apenas o sedimento ndo
bioturbado. As amostras foram armazenadas e etiquetadas em sacos plasticos de
polietileno, e conduzidas em caixas isotéermicas até o laboratério. No laboratorio, as
amostras secaram a temperatura ambiente, desegregadas em pistilo e almofariz e
armazenadas em tubos de polipropileno sob refrigeracdo até a momento da analise de

metais.
2.3 Analise morfologica do caranguejo-ucéa

Os especimes coletados foram mensurados quanto a largura de carapaca e peso
corporal, resultando na variacao de peso entre 134 e 241 g no municipio de Braganca e
130 e 211g em Viseu. E largura da carapaca (LC) apresentando variacdo de 70,2 a 82,3
cm em Braganca e de 658 a 81,9 cm em Viseu, ndo apresentando diferenca
significativa na analise comparativa de cada uma das varidveis (Peso;U=394;
g.1.=1;p>0,05 e LC; U=390; g.1.=1;p>0,05).

2.4 Analise da concentragdo de metais

Todas as amostras foram submetidas ao procedimento analitico de digestdo
acida por micro-ondas (Mars Xpress) CEM. As concentracbes dos metais foram
medidas por Espectrometria de Emissio Otica com Plasma Indutivamente Acoplado
(ICP-OES, Vista-MPX CCD simultaneo, Varian, Mulgrave, Austréalia). Os limites de
deteccio (LD) e quantificacio (LQ) para os metais analisados (em pg g?) sdo
apresentados na Tabela 1. Analise de amostras em branco, Material de Referéncia
Certificado (MRC) e duplicatas também foram efetuadas. O controle e qualidade da

analise foram realizados pelo Método de Adicdo Padrdo, conforme USEPA 200.9
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(USEPA, 1994). As recuperacdes obtidas para os elementos em estudo apresentaram
variagOes de 70 a 120%. Toda a vidraria utilizada foi lavada com acido nitrico (65%

Merck) e enxaguada com agua Milli-Q.

Tabela 1. Limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) para 0s cinco metais
avaliados: Cu: cobre; Cd: cadmio; Cr: cromo; Pb: chumbo e Mn: manganés em
musculatura de U. cordatusna Regido Amazénica (em pg g™).

Estrutura Limite Cu Cd Cr Pb Mn

LD 3,7857 0,974 2,1324 22,1602 0,2414

Musculatura LQ 12,6191 3,2467 7,1079 73,8674 0,8045

2.5 Analise comparativa da concentracdo de metais na musculatura e

sedimento

As concentragdes de metais no musculo foram comparadas aos valores de referéncia
citados no Decreto n° 55.871/1965, na Portaria ANVISA n° 685/1998 e Instrucéo
Normativa n° 88, de 26 de Marco de 2021, que estabelecem os limites maximos
tolerados (LMT) de contaminantes em alimentos, ndo existindo qualquer aluséo ao
manganés em ambas as legislacdes (Brasil, 2021).

Para avaliacdo sobre a quantidade de metais no sedimento, os resultados foram
comparados aos das diretrizes fornecidas pela legislacdo canadense, uma vez que ainda
ndo ha uma legislagdo nacional que determine tais valores, de acordo com 0s seguintes
critérios: 1) Nivel de Efeito Limiar (TEL - “Threshold Effect Level”), que indica a
concentracdo abaixo da qual os efeitos bioldgicos adversos sdo raramente observados
(b10%) e 2) Nivel de Efeito Provavel (PEL - “Probable Effect Level”), que é a
concentracdo acima da qual os efeitos bioldgicos adversos sdo raramente observados

(b10%), mas os efeitos bioldgicos sdo frequentemente observados (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de referéncia do nivel de efeito limiar (TEL) e nivel
de efeito provavel (PEL) para concentragfes de metais em sedimento e
agua salobra "classe 1".

Sedimentos (ug/g = mg/kg)*

Metais
TEL PEL
Cobre 19 110
Manganés - -
Cédmio 0,67 4,2
Cromo 52 160
Chumbo 30 110

TEL = “Threshold Effect Level”; PEL = “Probable Effect Level”; * Hortellani et al.
(2008).
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2.6 Fator de Bioacumulacéo
O fator de bioconcentragdo ou fator de bioacumulacdo (FAB) (ou seja, a
concentracdo de um elemento no tecido do caranguejo dividida pela concentragcdo na
amostra de sedimento) foi usado para avaliar a transferéncia de metais pesados dos
sedimentos para os tecidos do caranguejo. Diferentes quantidades de FAB entre 0s
organismos indicam sua capacidade de acumular metais do ambiente (Zhang et al.,
2011). Enquanto isso, BAF >1 indica o acumulo efetivo de metais pesados pelos

organismos (Eyong, 2008).
2.7 Analise estatistica

A variancia da distribuicdo de dados foi avaliada utilizando um teste Shapiro-Wilk e
a homoscedasticidade foi analisada pelo teste de Levene (Faraway, 2002). Para dados
com distribuicdo normal foi utilizado um teste-t para avaliar a existéncia de diferencas
de dados biométricos entre as areas nos diferentes estagios de conservacdo, enquanto 0s
dados que ndo apresentaram distribuicdo normal foram analisados pelo teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney. Todas as analises estatisticas foram realizadas
utilizando-se a versdo 'R' 3.2.3 (R Core Team, 2016).

3. RESULTADOS
3.1 Area conservada vs. area antropizada

A concentragdo de metal no sedimento do manguezal e na musculatura do
caranguejo foram comparadas de acordo com a tipologia das &reas: conservada e
antropizada. Para a area conservada, a ordem das concentracdes totais de metais no
sedimento foi: Mn > Cr > Pb > Cu > Cd e para a musculatura foi: Cu > Pb > Cr > Cd >
Mn. Ja para a area antropizada, a ordem das concentra¢fes no sedimento ocorreu da
seguinte maneira: Mn > Cr > Pb > Cu > Cd, enquanto que para a musculatura foi: Cu >
Pb > Mn > Cr > Cd (Tabela 3).

O nivel de Mn detectado no sedimento da area antropizada foi aproximadamente
trés vezes mais elevado do que da area preservada, com variagdo de 255,7 a 880,5 ug/g
(558,5+238,2 ug/g) e com diferenca estatistica significativa (U=ND; g.1.=1; p <0,05).
Da mesma forma, os metais Cu e Cr também apresentaram diferencas significativas

(Cu: U=9; g.1.=1; p <0,05 e Cr: U= 11; g.1.=1; p <0,05) e os maiores valores para a
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area antropizada (10,2+2,8 e 87,1+21,7 g/g, respectivamente).

As concentracbes de Cu na musculatura dos caranguejos coletados na area
antropizada foram mais elevadas (9,2+2,1 pg/g, com variacao de 28,34 a 67,47 pg/g) do
que dos caranguejos da area preservada (6,14+1,5 ug/g, variando de 14,6 a 40,17 pg/g),
apresentando diferenca significativa (U= 8,5; g.1.=1; p<0,05). O Pb foi o0 segundo metal
com deteccdo significativa para a musculatura, apresentando valor maior nos espécimes
coletados na area conservada (0,22 a 18,3 pg/g e média de 1,01+1,3 ug/g), apesar das

areas ndo diferirem significativamente (U= 39; g.1.=1; p>0,05).

Tabela 3. Comparagdo das concentracoes
(médiatdesvio padrdo) dos cinco metais
analisados a partir das amostras de sedimento da
florestas de mangue e musculatura dos
caranguejos coletadas nas areas conservada
(Braganca) e antropizada (Viseu).

METAL MATRIZ AREA MédiaxDP p
Braganca 6,14+1,5
Musculo ) 0,005
Viseu 9,242,1
Cu
Braganca 57+2,5
Sedimento ) 0,005
Viseu 10,2+2,8
Braganca 1,01+1,3
Musculo ) 0,8946
Pb Viseu 0,86+0,7
. Braganca 12,0+6,0
Sedimento 0,4268
Viseu 13,545,9
i Braganca 0,41+0,1
Musculo 0,6588
c Viseu 0,36+0,12
r
. Braganca 56,04+20,8
Sedimento 0,0092
Viseu 87,1+21,7
) Braganca 0,30+0,05
Musculo 0,427
Viseu 0,32+0,08
Cd
. Braganca 1,95+1,1
Sedimento ) 0,122
Viseu 2,52+1,0
Braganca 0,25+0,2
Musculo ) 0,0104
Viseu 0,75+0,7
Mn
. Braganca 171,2+43,8
Sedimento 0,0003

Viseu 558,5+238,2

A Figura 2 mostra a variacdo dos metais pesados em U. cordatus nas duas areas

estudadas, destacando através das linhas pontilhadas os limites admissiveis dos
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respectivos metais para a musculatura de crustaceos, de acordo com a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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Figura 2. Concentracdo de metais pesados na musculatura de Ucides cordatus (ug/g). Linhas
pontilhadas representam os valores limitrofes para os cinco metais analisados de acordo com a
ANVISA.

3.2 Fator de bioacumulacéo (FBA)

Os resultados obtidos para o fator de bioacumulacdo (FBA) demonstraram a
ocorréncia do processo bioacumulativo (BFA>1) na musculatura de U. cordatus apenas

para o metal Cu (1,08) na area conservada, ndo sendo observado para os demais metais.
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4. DISCUSSAO

Estudos realizados com U. cordatus demonstraram que esta espécie € um
potencial bioindicador para a contaminacdo por metais em area de manguezais (Pinheiro
etal., 2012, 2013; Duarte et al., 2016, 2017; Bosco-santos et al., 2017; Carvalho-Neta et
al., 2019; Jesus et al., 2021). Os resultados aqui apresentados também corroboram que o
caranguejo-uca, mesmo ndo sendo observada a bioacumulacdo para todos os metais
analisados e em ambas as areas estudadas, a observacdo dos valores elevados de
concentracdo de metais na musculatura dos caranguejos analisados demonstra o
potencial bioindicador para a contaminagdo por metais nesse crustaceo.

Na avaliagdo aqui apresentada para as concentrag6es dos cinco metais pesados
(Cd, Cr, Cu, Pb e Mn), os valores encontrados estdo na faixa intermediaria entre 0 TEL
e 0 PEL, com os maiores valores na area antropizada, de acordo com as normas
canadenses (Environmental Canada, 1999), e considerando a média de concentracdo de
Cd na area antropizada possiveis efeitos adversos a comunidade bioldgica poderiam ser
esperados, tanto de origem fisioldgica quanto morfologica. As demais areas, por mais
que as dosagens estejam acima do TEL, o sedimento destas poderia, ainda, ser
qualificado como adequados para estes metais, segundo a legislacdo estrangeira,
entretanto seus efeitos para a biota sdo incertos. O excesso de metais no solo pode ser
proveniente de uma fonte natural e de uma fonte antropogénica, através de processos
que incluem a deposicdo atmosférica, atividades vulcanicas, esgotos, irrigacgao,
empilhamento inadequado dos residuos sélidos industriais, atividades mineradoras,
utilizacdo de pesticidas e fertilizantes, entre outros (Zhang et al., 2011).

A alta concentracdo de metais pesados no sedimento, mesmo em areas remotas do
norte do Brasil, da-se pelo fato de que estes ecossistemas estdo, em alguns casos,
localizados na proximidade de areas metropolitanas em crescente desenvolvimento,
sujeitas a uma diversidade de tensores antrépicos, que pdem em perigo 0s bens e
servicos que fornecem (Araujo et al., 2019), dessa forma, apresentando risco iminente
de contaminacéo, considerando que a margem equatorial brasileira é atualmente a nova
fronteira para a exploragéo industrial. No entanto, estudos realizados por Berrédo et al.
2008, em outros solos da Amazonia sugerem que a entrada de elementos vestigiais
provém da formacdo barreiras e sdo largamente lixiviados por um clima tropical
intenso. Assim, presume-se que boa parte destas concentracbes podem estar

relacionadas a fontes naturais e, portanto, ser de origem natural e ndo antropogénica.
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Adicionalmente, a maior contribui¢cdo de contaminantes em uma determinada area pode
levar maior risco de absorcdo pela biota, principalmente pelas espécies com baixa

mobilidade como € o caso do caranguejo-uca (Chapman et al., 2013).

Outro fator relevante para alterar a concentracdo de metais é o possivel excesso e
praticas inadequadas de descarte de residuos. Tais praticas podem resultar no aumento
significativo das concentra¢des de Cd no solo, por exemplo, podendo desencadear uma
série de efeitos toxicos em toda a teia alimentar, comecgando pela fauna tipica dos solos
dos diferentes ambientes, podendo facilmente transferir-se para a vegetacdo e
finalmente contaminar organismos bénticos, como os crustaceos (Wabhid et al., 2009; Li
etal., 2016).

A andlise da musculatura das amostras de U. cordatus mostrou que a excecdo do
metal manganés, que ndo possui legislacdo vigente, os metais analisados apresentaram
concentragdes acima dos valores limites estabelecidos pela ANVISA, especialmente
metais ndo essenciais como Cd e Pb, sugerindo a contaminacdo do material analisado
por esses metais. Diversos estudos apontam que concentracdes elevadas de Cd em
crustaceos podem gerar efeitos adversos ligados principalmente aos 6rgéos responsaveis
pela entrada e troca de substdncias com o ambiente, como o0 hepatopancreas e as
branquias (Harris & Santos, 2000; Ortega et al., 2017; Carvalho-Neta et al., 2019). No
caso do metal Pb os valores obtidos nas amostras estdo acima do limite estabelecido
pela ANVISA (0,50 pg/g) em ambas as areas, com valores de concentracdo
equivalentes a quase o dobro do permitido. Estudos realizados na regido amazonica
sugerem que ha ambientes estuarinos com forte influéncia de esgotos e efluentes
industriais, onde podem ser encontrados niveis elevados de metais que tém potencial de
precipitacdo nos sedimentos, em funcdo das condi¢Ges de reducdo destes locais, do
baixo nivel de oxigénio dissolvido e de pH elevado, o que pode resultar no
enriquecimento de metais como o Pb nas camadas de sedimento dochdo da floresta
(Carvalho-Neta et al., 2019; Jesus et al., 2021). Nestas condi¢des, espécies como 0
caranguejo-uca, que possui interacdo substancial com o sedimento durante o processo
de construcdo de tocas (Castro et al., 2008), podem acabar absorvendo os metais ali

imobilizados.

A disponibilidade desse metal no sedimento das areas avaliadas gera preocupacao

para com as populacBes de caranguejo dessas areas, haja vista que estudos realizados
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com esses crustaceos ja demosntraram que a absor¢do de Pb ndo apresenta efeitos
benéficos ou nutricionais para U. cordatus. Alguns estudos revelam que a absorcdo de
Pb é extremamente toxica onde esse metal € bioacumulado, mesmo em concentracoes
pequenas, podendo causar alteragbes subletais como lesdes branquiais - deformacéo do
canal marginal, infiltracdo hemocitica, colapso das lamelas e inchaco das lamelas antes
colapso (Carvalho-Neta et al., 2019), além de alteracGes hepaticas como lGmen anormal,
camada mioepitelial danificada, delaminacdo do epitélio, nucleos piqunoticos,
infiltracdo hemocitica e necrose (Jesus et al., 2021).0 Pb foi declarado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como um dos elementos quimicos mais nocivos
a saude humana (Vanz et al., 2003), sendo amplamente reconhecido como um problema
significativo de saude publica nas Ultimas décadas, resultando em controle estrito do
contato a este metal, mesmo em niveis traco, devido aos seus efeitos adversos a saude
(Assi etal., 2016).

O Pb inorganico é altamente venenoso e absorvido facilmente pela corrente
sanguinea, podendo causar efeitos adversos em certos sistemas organicos, como o
sistema nervoso central, o sistema cardiovascular, 0s rins e 0 sistema imunoldgico
(Bergeson, 2008 ). A toxicidade, entretanto, dependerd da intensidade, do tempo de
exposicao e da sensibilidade individual, sendo os efeitos mais acentuados em criangas,
pelo fato de que seus tecidos, internos e externos sdo mais macios do que os de adultos
(Moreira & Moreira, 2004; Rubin & Strayer, 2008).

Os resultados obtidos para bioacumulagdo a partir do sedimento demonstraram a
ocorréncia desse processo na musculatura dos caranguejos analisados para o metal
cobre na &rea considerada conservada, no municipio de Braganga. O que demonstra que
esse elemento encontra-se mais biodisponivel levando a bioacumulagdo. A
concentracdo de cobre no corpo dos crustaceos é regulada em niveis aproximadamente
constantes, sendo que se a biodisponibilidade desse metal exceder um limiar muito
alto é iniciada sua acumulacdo (Rainbow & White, 1989), como ja demonstrado
anteriormente por outros estudos em manguezais do pais e na regido amazoénica
(Pinheiro et al., 2012, 2013; Duarte et al., 2016, 2017; Bosco-santos et al., 2017,
Carvalho-Neta et al., 2019; Jesus et al., 2021).
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5. CONCLUSAO
Em conclusdo, o caranguejo-uga se apresenta como uma espécie bioindicadora do
estado de conservacdo de areas de manguezal, apresentando pardmetros auténticos a
categorizacdo do nivel de contaminacdo das areas aqui estudadas. Esta espécie
apresentou potencial acumulativo de varios metais, apesar de possuir mecanismos bem
conhecidos de desintoxicagdo que poderiam resultar em subrepresentacdo dos niveis

medidos.

As analises de metais nos sedimentos e nos musculos dos caranguejos sugerem que
0s caranguejos dos manguezais da regido da costa amazdnica estdo sujeitos a poluentes
que comprometem a satde dos organismos e pode trazer riscos a salde humana, ja que

é um dos recursos de forte exploracdo como fonte alimenticia.

Os resultados encontrados no presente estudo s@o relevantes para os planos de
gestdo, uma vez que permitem evidenciar e estimular o monitoramento dos impactos
ambientais na costa amazdnica. Além disso, os resultados aqui apresentados também
abrem portas para outros estudos relacionados a avaliacdo da concentracdo de metais em
diversos oOrgdos e tecidos de outras espécies de caranguejos e diferentes mariscos que
também sdo utilizados para a alimentacdo. Por fim, é importante que se direcione novas
pesquisas com a utilizacdo de biomarcadores especificos a fim de se obter um
diagnostico da saude dessa populacdo, antes que os efeitos toxicos sejam
desencadeados, como a intoxicacdo alimentar através do consumo de recursos

alimentares, como o caranguejo-uca, contaminados por metais nessa regiao.
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7. ANEXO

ANEXO I. Normas para publicagdo na revista Acta Amazonica

FORMATO E ESTILO

I. O manuscrito deve ser preparado com editor de texto (por exemplo, doc ou docx), .
digitado em fonte "Times New Roman" 12 pontos. Deve ser em espaco duplo com
margens de 3 cm; paginas e linhas numeradas consecutivamente. Para tabelas ver Item
8d.

I1. Titulo. Ajuste para a esquerda e coloque em maiuscula a primeira letra da frase. Evite
usar nomes cientificos.

I11. Resumo. Deve ter até 250 palavras (150 para comunica¢des curtas). Inicie 0 Resumo
com algumas linhas (racional), e depois disso indique claramente os objetivos. O
Resumo deve conter de forma sucinta a metodologia, resultados e conclusdes,
enfatizando aspectos importantes do estudo. Deve ser inteligivel por si mesmo. Os
nomes cientificos das espécies e outros termos latinos devem estar em italico. Evite
siglas, mas se forem necessarias dé seu significado. Nao use referéncias nesta secao.

IV. Palavras-chave. Devem consistir em quatro ou cinco termos. Cada termo de palavra-
chave pode consistir em duas ou mais palavras. No entanto, as palavras usadas no titulo
n&o podem ser repetidas como palavras-chave.

V. Introducdo. Esta secdo deve enfatizar o objetivo do estudo. Deve transmitir uma
viséo geral dos estudos anteriores relevantes, bem como indicar claramente os objetivos

ou hipoteses a serem testados. Espera-se que esta secdo ndo exceda 35 linhas. Nao



32

antecipe dados ou conclusdes do manuscrito e NAO inclua legendas nesta
sec¢do. Finalize a Introducdo com os objetivos.

VI. Materiais e Métodos. Esta secdo deve conter informacdes suficientes, organizadas
cronologicamente para explicar os procedimentos realizados, de forma que outras
pesquisas possam repetir o estudo. Os tratamentos estatisticos dos dados devem ser
descritos. As técnicas padrdo s6 precisam ser referenciadas. As unidades de medida e
suas abreviaturas devem seguir o Sistema Internacional e, quando necessario, incluir
uma lista das abreviaturas utilizadas. Os instrumentos especificos utilizados no estudo
devem ser descritos (modelo, fabricante, cidade e pais de fabricacdo, entre
parénteses). Por exemplo: "A fotossintese foi determinada usando um sistema de troca
gasosa portéatil (Li-6400, Li-Cor, Lincoln, NE, EUA)". O material voucher (amostra
para referéncia futura) deve ser depositado em uma ou mais colegdes cientificas e
informado no manuscrito. NAO use legendas nesta se¢do. Use negrito, mas nao italico
ou letras mailsculas para legendas.

VII. Aspectos éticos e legais: Para estudos que requeiram permissdes especiais (ex.
Comité de Etica/Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa-CONEP, IBAMA, SISBIO,
CNPq, CNTBio, INCRA/FUNAI, EIA/RIMA, outros) o nimero de registro/aprovacdo
(e data de publicacdo) devem ser informados. Os autores sdo responsaveis por seguir
todas as normas especificas sobre este assunto.

VIII. Resultados. Esta secdo deve apresentar uma descricdo concisa das informacdes
obtidas, com um minimo de julgamento pessoal. Ndo repita no texto todos os dados
contidos em tabelas e ilustracdes. N&do apresente as mesmas informacgfes (dados) em
tabelas e figuras simultaneamente. N&o use legendas nesta se¢do. O numeral deve ser
separado por um espaco das unidades. Por exemplo, 60°C e NAO 60°C, exceto por
porcentagens (por exemplo, 5% e NAO 5%).

Unidades : Use unidades e simbolos do Sistema Internacional. Use expoentes negativos
em vez de barra (/). Por exemplo: cmol kg * em vez de meg/100g; ms *em vez de
m/s. Use espaco em vez de ponto entre 0S simbolos:

! Use um traco (NAO um hifen) para denotar nimeros

ms ‘em vez de ms-
negativos. Por exemplo: —2, em vez de -2. Use kg em vez de Kg e km em vez de Km.

IX. Discussdo. A discussdo deve centrar-se nos resultados obtidos. Evite mera
especulacdo. No  entanto, hipéteses  bem  fundamentadas  podem  ser

incorporadas. Apenas referéncias relevantes devem ser incluidas.
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X. Concluses. Esta secdo deve conter uma interpretagdo concisa dos principais
resultados e uma mensagem final, que deve destacar as implica¢bes cientificas do
estudo. Escreva as conclusdes em uma sec¢éo separada (um paragrafo).

Xl. Os agradecimentos devem ser breves e concisos. Incluir agéncia de
financiamento. NAO abrevie nomes de instituicoes.

XIl. Referéncias. Pelo menos 70% das referéncias devem ser artigos de revistas
cientificas. As citacGes devem ser preferencialmente dos ultimos 10 anos. Sugere-se nao
exceder 40 referéncias. Devem ser citados em ordem alfabética dos nomes dos autores,
e devem ser restritos a citacdo incluida no texto. Se uma referéncia tiver mais de dez
autores, use apenas 0s seis primeiros nomes e et. al. Nesta se¢do, o titulo do periddico
NAO é abreviado.



