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RESUMO

Os ecossistemas aquaticos sdo gravemente afetados por poluentes quimicos de diversas
fontes, prejudicando organismos aquaticos, especialmente em ambientes costeiros e
marinhos. Nos ultimos anos, metodologias como biomarcadores tém sido desenvolvidas
para avaliar a integridade ambiental, detectando altera¢fes subletais na biota. O uso de
biomarcadores € crucial para 0 monitoramento ambiental, complementando métodos
tradicionais e auxiliando na gestdo e preservacao de recursos naturais, como o Grande
Sistema de Recifes da Amazonia, O objetivo deste estudo foi elaborar um protocolo
direcionado a pesquisas que utilizem os biomarcadores bioquimicos em pargo Lutjanus
purpureus capturados no Grande Sistema de Recifes da Amazdnia (GSRA), como forma
de utilizar a espécie como biomonitora, possibilitando o0 monitoramento do ambiente
estudado. A amostragem de espécimes foi realizada em embarques mensais de
observadores cientificos nas frotas que operam na pesca do pargo. Em cada embarque,
apos a retirada das armadilhas, os peixes amostrados foram crioanestesiados — anestesia
pela imerséo no gelo —. Apds a morte do peixe, determinou-se o comprimento total e o
peso individual, codificando e extraindo quatro tipos de tecidos: cérebro, figado,
branquias e musculos de Lutjanus purpureus,sendo armazenado em nitrogénio liquido
até o desembarque.Apds o desembarque, as amostras foram transportadas ao Laboratério
de Ecotoxicologia da Universidade Federal do Para — LABECOTOX/UFPA. Em
laboratdrio, as amostras de tecido oriundo de cada local foram pesadas em balanca
analitica imediatamente antes do preparo das amostras para dosagens bioquimicas. As
amostras de peixes foram homogeneizadas em tampao para vertebrados, determinando
posteriormente as proteinas totais utilizando o kit comercial (Doles LTDA, Brasil). Desde
modo, o protocolo inicial para analise bioquimica esta concretizado. A partir deste ponto,
os tecidos estdo preparadas e prontas para serem utilizadas na determinagdo de
biomarcadores. O Grande Sistema de Recifes na Amazonia (GSRA) é uma area com
elevado nivel de biodiversidade, ainda subestimado. Neste contexto, medidas que
possibilitam o monitoramento e avaliacdo desta area sdo primordiais para sua
conservagao, principalmente, devido a intensa pescaria direcionada ao “Pargo” (Lutjanus
spp.). Assim, os biomarcadores sdo essenciais pois trazem informacGes de suma
importancia para a conservacao ja que tem uma abordagem eficiente nos estudos de areas
em risco e no impacto ambiental, desse modo tornando se importante para mitigar os
impactos e gerar protecdo a esses ambientes.

Palavras-chave: Biomonitoramente. Biomarcadores. Protocolo.



ABSTRACT

Aquatic ecosystems are severely affected by chemical pollutants from various sources,
harming aquatic organisms, especially in coastal and marine environments. In recent
years, methodologies such as biomarkers have been developed to assess environmental
integrity by detecting sublethal changes in biota. The use of biomarkers is crucial for
environmental monitoring, complementing traditional methods and assisting in the
management and preservation of natural resources, such as the Great Amazon Reef
System. The objective of this study was to develop a protocol aimed at research using
biochemical biomarkers in snapper Lutjanus purpureus captured in the Great Amazon
Reef System (GSRA), as a way of using the species as a biomonitor, enabling the
monitoring of the studied environment. The specimens were sampled in monthly
expeditions by scientific observers from fleets operating in the snapper fishery. In each
expedition, after removal of the traps, the sampled fish were cryoanesthetized —
anesthetized by immersion in ice. After the death of the fish, the total length and
individual weight were determined, coding and extracted by extracting four types of tissue
were extracted: brain, liver, gills and muscles of Lutjanus purpureus, being stored in
liquid nitrogen until unloading. After unloading, the samples were transported to the
Ecotoxicology Laboratory of the Federal University of Pard — LABECOTOX/UFPA. In
the laboratory, the tissue samples from each location were weighed on an analytical
balance immediately before preparing the samples for biochemical assays. The fish
samples were homogenized in buffer for vertebrates, and total proteins were subsequently
determined using a commercial kit (Doles LTDA, Brazil). In this way, the initial protocol
for biochemical analysis is complete. From this point on, the tissues are prepared and
ready to be used in the determination of biomarkers.. The Great Reef System in the
Amazon (GSRA) is an area with a high level of biodiversity, which is still underestimated.
In this context, measures that enable the monitoring and evaluation of this area are
essential for its conservation, mainly due to the intense fishing targeted at “Pargo”
(Lutjanus spp.). Thus, biomarkers are essential because they provide information of
utmost importance for conservation, as they have an efficient approach in the studies of
areas at risk and environmental impact, thus becoming important to mitigate impacts and
generate protection for these environments.

Keywords: Biomonitoring. Biomarkers. Protocol
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1. INTRODUCAO

A nivel global, os ecossistemas aquaticos estdo sujeitos a acdo de poluentes
quimicos oriundos dos mais diversos tipos de fontes (p.ex., residuos industriais, esgotos
domeésticos, agricultura) (AYLAGAS et al., 2018; BIGATTI et al., 2009; HALLETT et
al., 2019). Estes efluentes resultam em contaminantes que sao deletérios aos organismos
aquéticos (CARVALHO-NETA; ABREU-SILVA, 2010; VAN DER OOST et al., 2003).
Dos ecossistemas aquaticos, os ambientes costeiros e marinhos sdo aqueles acometidos
de modo mais agressivo, principalmente, devido carregamento dos contaminantes pelos
rios e seus afluentes (HALLETT et al., 2019). O impacto das atividades humanas sobre o
ambiente e, principalmente, na biota aquatica sao relatados com frequéncia em estudos
de monitoramento ambiental em todo 0 mundo (BORJA, 2004; NAMA et al., 2023;
VEETTIL et al., 2022; YANG et al., 2022).

Nas ultimas décadas, diversas metodologias foram desenvolvidas objetivando a
avaliacdo da integridade ambiental dos ambientes aquaticos. Neste contexto, inimeras
ferramentas para se avaliar a sanidade da biota e do ambiente foram desenvolvidas
(AYLAGAS et al., 2018; BIGATTI et al., 2009; MONSERRAT et al., 2007; VEETTIL
et al., 2022; YANG et al., 2022). Contudo, os biomarcadores constituem-se como uma
ferramenta eficaz que permitem a deteccdo de alteragdes na biota em niveis subletais,
atuando como excelente indicador precoce as perturbacfes ambientais. 1sso é possivel
pois 0s biomarcadores possibilitam uma leitura de modificagdes em estruturas ou funcoes
bioquimicas, moleculares, celulares e fisioldgicas naturais de um organismo, proveniente
da exposicdo a estressores ambientais ou fontes naturais de estresse (AGUIRRE-
MARTINEZ et al., 2013; AMORIM, 2003; COOKE et al., 2013; DEPLEDGE et al.,
1995). Todas essas caracteristicas fazem com que o uso dos bioindicadores seja uma
excelente ferramenta no monitoramento ambiental, inclusiva em locais de pesca.

Neste contexto, pesquisas que objetivam o monitoramento dos ambientes
costeiros e marinhos séo importantes, pois criam diretrizes que possibilitam a gestéo e
preservacdo dos recursos naturais. As ferramentas desenvolvidas por esses estudos
possibilitam a preservacgédo e/ou conservacdo de ambientes, tais como o Grande Sistema
de Recifes da Amazonia (GSRA). Assim, a estratégia de gestdo dos impactos associados
a esta atividade degradantes pode ser mais efetiva quando se tem conhecimento do

ambiente, antes e durante as alteracGes antropicas.



Nessa perspectiva, 0 monitoramento ambiental, com base na utilizacdo de
biomarcadores contribui para o diagndstico prévio da situacdo dos estresses antropicos
e/ou naturais (WANG et al., 2016). Deste modo, o uso de biomarcadores para avaliar
mudangas no meio ambiente, integrada com os métodos tradicionais (p.ex., fisico-
quimicos e dados ecoldgicos) é essencial no monitoramento, principalmente em
ambientes vulnerdveis como é o caso GSRA.

Assim como nos métodos tradicionais de monitoramento, as metodologias com
biomarcadores utilizam os organismos aquaticos como biomonitores (NUNES et al.,
2020). Desta forma, moluscos, crustaceos e peixes estdo entre 0s organismos mais
utilizados como biomonitores nos estudos de avaliagdo dos impactos ambientais
(CARVALHO-NETA; ABREU-SILVA, 2010; DEPLEDGE et al., 1995; KAWAKAMI
etal., 2023; MONSERRAT et al., 2007; VAN DER OOST et al., 2003). Neste contexto,
0S peixes caracterizam o grupo de organismos mais utilizados, principalmente devido sua
ampla distribuicdo nos mais diferentes ambientes aquéaticos (VAN DER OOST et al.,
2003). Além disso, os peixes respondem com facilidade ao estresse ambiental
(CARVALHO-NETA; ABREU-SILVA, 2010; HALLETT et al., 2019; MONSERRAT
etal., 2007; NUNES et al., 2020; VAN DER OOST et al., 2003).

Partindo do exposto, verifica-se que inexiste um protocolo a ser aplicado a peixes
comerciais da pesca praticada na costa norte que analisem o0s parametros de
biomarcadores bioguimicos. Assim, o desenvolvimento do protocolo de analise
bioquimica em Lutjanus purpureus permitira a utilizacdo desta espécie como

biomonitora, objetivando a conservacdo do GSRA.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo é desenvolver um protocolo para determinacdo dos
biomarcadores bioquimicos em Lutjanus purpureus capturados no Grande Sistema de
Recifes da Amazo6nia (GSRA), como forma de utilizar a espécie como biomonitora,

possibilitando 0 monitoramento do ambiente estudado.

2.2. Objetivos Especificos

e Descrever o processo de amostragem de Lutjanus purpureus para coleta de tecidos
(cérebro, figado, branquias e musculos);
e Desenvolver o protocolo para determinacdo dos biomarcadores bioquimicos em

Lutjanus purpureus.



3. MATERIAL E METODOS

3.1  Areadeestudo

A costa Norte do Brasil compreende a regido entre a foz do rio Oiapoque, que
delimita a fronteira do Brasil com a Guiana Francesa, e a foz do rio Parnaiba, que delimita
a fronteira dos estados do Maranhao e do Piaui (EKAU; KNOPPERS, 1999). Estendendo-
se por mais de 2.500 km, apresenta a linha da costa bastante heterogénea e altamente
instdvel em termos geomorfoldgicos em decorréncia da erosdo e da significativa
deposicdo de sedimentos, que formam planicies alagadas e muitas ilhas (FLORIANI et
al., 2004).

Reentrancias e recortes da linha costeira favorecem a existéncia de ecossistemas
estuarinos, dominados pela vegetacdo de manguezal, sendo que os estados do Amapa,
Pard e Maranhdo abrigam a maior area de manguezal continuo do planeta, responsavel
pela grande quantidade de nutrientes encontrados em &guas marinhas adjacentes,
incluindo o Grande Sistema de Recifes da Amazoénia (DITTMAR, 1999; FRANCINI-
FILHO et al., 2018).

Somente o rio Amazonas descarrega no oceano entre 80.000 e 250.000m3 de agua
doce por segundo e até 1,4 milhdo de toneladas anuais de sedimentos (CURTIN, 1986).
A descarga de um volume téo elevado de agua doce e sedimentos no ambiente marinho
resulta em um sistema altamente energético, que influencia uma série de processos
oceanogréaficos, mas principalmente determina a composicéo e a distribuicao dos recursos
naturais da regido (COSTA; FIGUEIREDO JR., 1998).

A dinamica hidroldgica da costa Norte € sujeita a grande variacdo sazonal,
influenciada pela descarga do rio Amazonas, pela Corrente Norte do Brasil e por ventos
alisios. A Corrente Norte do Brasil, ou Corrente das Guianas, transporta aguas da
plataforma externa e do talude na direcdo noroeste, enquanto o ciclo de marés e a
pluviosidade fornecem nutrientes para manutencgéo da fauna demersal (RICHARDSON
et al., 1994). A regido também sofre influéncia da bacia do rio Orinoco, sendo que a
descarga combinada de agua doce dos rios Amazonas e Orinoco forma a “Pluma do
Amazonas-Orinoco”, conferindo a regido caracteristicas oceanograficas Unicas
(GRODSKY et al., 2014).

No cenario descrito, o Grande Sistema Recife da Amazonia (GSRA) é um

ambiente de fundo consolidado complexo, formado por organismos vivos, primeiramente
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evidenciado por Collette e Riitzler (1977). Recentemente, o conhecimento sobre 0 GSRA
foi ampliado por trabalho de exploracdo realizado por sondas de dragagem (MOURA et
al., 2016) e imagens submersas captadas pelo submarino Deep Worker, entre 70 a 250
metros, com estimativas que o Grande Sistema Recife da Amazonia tenha 9.500 km? a de
cerca de 56.000 km?, sendo composto por recifes mesoféticos tipicos, encontrados entre
70 a 220 m de profundidade, construidos principalmente por algas calcérias, esponjas e
corais escleractinios (FRANCINI-FILHO et al., 2018; MOURA et al., 2016).

Na plataforma continental média, a grande diversidade de habitats, incluindo
algas, rodolitos, esponjas, coral mole e coral negro, tem os limites determinados pela
descarga de sedimentos e material em suspensdo do rio Amazonas, assim como pelas
fortes correntes marinhas (RICHARDSON et al., 1994), sendo a penetragdo da luz
diretamente associada a influéncia da pluma do rio Amazonas e das aguas claras da
Corrente Norte do Brasil (FRANCINI-FILHO et al., 2018) (Figura 1).

A amostragem de Lutjanus purpureus foi realizada em embarques mensais de

observadores cientificos nas frotas que operam na pesca do pargo.
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Figura 1. Mapa de localizag8o dos Grande Sistema Recife da Amazonia (GSRA).



4 RESULTADOS

4.1  Desenvolvimento do protocolo de amostragem

Em cada embarque, ap6s a retirada das armadilhas (Figura 2), os peixes
amostrados foram crioanestesiados — anestesia pela imersao no gelo —. Apos a morte do
peixe, determinou-se o comprimento total e o peso de cada individuo (Figura 3),
codificando-as e extraindo quatro tipos de tecidos (cérebro, figado, branquias e masculos)
de Lutjanus purpureus (Figura 4). Apo6s a extracdo dos tecidos, as amostras sdo
armazenadas em nitrogénio liquido, até o desembarque. Apds o desembarque, as amostras

foram transportadas ao Laboratorio de Ecotoxicologia da Universidade Federal do Para —

LABECOTOX/UFPA. Em laboratorio, as amostras sdo conservadas em ultrafreezer a -
80°C.

~

/ P 44

Figura 2. Retirada do ape}recha de pesca (Manzud) da pesca do pargo praticada na costa norte do Brasil.
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Figura 3. Determinagdo biométrica de um individuo do pargo sob papel centimetrado conhecido
popularmente por “fura-fura”.

Figura 4. Extracao de branquia (A), musculo localizado préximo ao pedunculo caudal (B) e figado (C) de
pargos.
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4.2  Protocolo de preparacao das amostras para analise bioquimica

Preparacao de Amostras

Em laboratorio, as amostras dos tecidos de Lutjanus purpureus foram pesadas em
balanca analitica imediatamente antes do preparo das amostras para dosagens
bioguimicas (Figura 5). As amostras de peixes foram homogeneizada na proporcéo 1/4
(peso/volume) com tampéo de homogeneizacao para vertebrados e depois centrifugados
a 20.000x por 20 min a 4 °C, segundo metodologia de Bainy et al. (1996) (Figura 6).
Posteriormente, o sobrenadante seré retirado (Figura 7), aliquotado e congelado a -80°C

até o momento das dosagens (Figura 8).
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Figura 8. Preparacdo de uma placa branca para leitura em espectrofotdmetro.

- ——

Como a pescaria do pargo abrange toda a area do GSRA, é recomendado que as
pesquisas realizem amostragens em varios pontos da area, efetuando levantamento das
caracteristicas locais (substrato, temperatura, profundidade, etc.) e seja registradas
informacdes de pesca (periodo do dia, data, dentre outros).
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5 DISCUSSAO E CONSIDERACOES

O presente estudo tinha como objetivo principal a modulagdo dos biomarcadores
bioquimicos do pargo. Todavia, ap0s as amostragens e procedimentos iniciais realizados,
no més de marco do atual ciclo do PIBIC/ICMBIO, o leitor de microplacas multimodal
(Victor X3, Perkin Elmer) que seria utilizado na determinacdo dos biomarcadores
bioquimicos danificou-se e desde entdo encontra-se em manutencdo. A analise
bioquimica estava sendo realizada em parceria com o Laboratorio de Ecotoxicologia
Aquaética da Universidade Federal do Para. Por conta disso, a solucdo encontrada para
sanar essa problematica foi alterar o objetivo principal do presente estudo. Deste modo,
descreveu-se o protocolo de amostragem e procedimentos iniciais para a determinagéo de
biomarcadores bioguimicos do pargo.

Apds a aplicacdo do protocolo descrito no presente estudo, para a estimacao dos
biomarcadores biogquimicos em amostras de tecido em pargos € necessaria a quantificacdo
das proteinas totais. A analise de proteinas totais é efetuada com kit comercial (Doles
Ltda, Brazil) baseado no teste Biureto (citratotrissodico 0,114M, carbonato de sodio
0,21M e sulfato de cobre 0,01M) para proteinas, com leituras realizadas em leitor de
microplacas multimodal (Victor X3, Perkin Elmer) a 550 nm. Destaca-se que 0s
resultados sdo expressos em miligramas de proteinas/ml. Ap6s a determinacdo das
proteinas totais, determinadas os biomarcadores com base no objetivo do estudo.

Abaixo sdo exemplificados o protocolo de trés biomarcadores bioguimicos:
Capacidade antioxidante total contra radicais peroxil (ACAP), Atividade da Glutationa-
S-transferase (GST) e Peroxidag&o lipidica (LPO).

A capacidade antioxidante total (ACAP) frente aos radicais peroxil é analisada de
acordo com método utilizado por Amado et al. (2009). As leituras sao realizadas em leitor
de microplacas de fluorescéncia (485 e 530 para excitagcdo e emissao respectivamente)
durante uma hora (Victor 2, Perkin Elmer). Os resultados sdo expressos como 0 inverso
da area relativa.

A dosagem de Glutationa-S-transferase (GST) é baseada nos trabalhos de Habig
e Jakoby (1981), com leituras expressas em UGST/mg de proteina que representa a
quantidade necessaria da enzima para conjugar 1JuMol de CDNB/min/mg de proteina, a
25°C e pH 7,0. O protocolo utilizado para atividade de Glutamato cisteina ligase e
concentracéo reduzida de glutationa (GSH) segue o trabalho de White et al. (2003). As

leituras sdo realizadas em espectrofluorimetro (Victor 2, Perkin Elmer) com leitor de
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placas (472 para excitacdo e 528 para emissdo) e resultados expressos em nmol de GSH
e atividade de GCL (nmol/min/mg de proteina).

Os niveis de lipoperoxidacdo ou peroxidacéo lipidica (LPO) séo determinados
pelo método de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS), seguindo o
trabalho de Oakes e van Der Kraak (2003), no qual o malondialdeido (MDA) é
quantificado. As leituras sdo realizadas em leitor de microplacas de fluorescéncia (515
para excitacdo e 553 nm para emissdo) (Victor x3, Perkin 108 Elmer), com resultados

expressos em nM MDA/g de tecido imido.
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