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RESUMO

SILVA, N. E. Biomarcadores de Estresse Oxidativo no Camardo Macrobrachium
Amazonicum: Avaliagdo Em Uma Area De Preservacdo Ambiental Na Amazonia/Brasil.
40 f. Dissertagdo — Departamento de Meio Ambiente e Desenvolvimento, Universidade Federal

do Amapé, Macap4, 2022.

As atividades antropicas geram uma quantidade significativa de poluentes que sdo langados no
meio ambiente, muitas vezes causando distlrbios ecoldgicos. Esses poluentes causam
alteracBGes bioldgicas em varios niveis: molecular, celular, tecidual, no organismo, em
populacbes e nas comunidades. Dentre os xenobidticos presentes nos ecossistemas aquaticos,
inimeros compostos quimicos e organicos possuem potencial oxidativo, amplificando os danos
causados por espécies reativas de oxigénio. Desta forma, a quantificacdo de danos celulares e
defesas antioxidantes pode ser utilizadas como biomarcador de contaminacdo aquatica. O
objetivo desta pesquisa foi utilizar o Camardo Macrobrachium amazonicum como espécie
bioindicadora para verificar os danos oxidativos causados pela acdo de xenobidticos em uma
Area de Protecdo Ambiental na Amazonia/Brasil. Dentre as anélises avaliadas, destacam-se 0s
parametros fisico-quimicos, como: pH, temperatura, sélidos totais, ferro e cobre na agua, bem
como os biomarcadores de estresse oxidativo ndo enziméticos e enzimatico: Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (SRATS), glutationa (GSH) e catalase (CAT) no homogenato
de hepatopancreas dos camarfes coletados neste estudo. Os resultados indicam que 0s
pardmetros de pH, temperatura, ferro e sélidos totais estdo dentro dos padrfes estabelecidos
pela legislacdo brasileira vigente, mas os teores do metal cobre presente no rio Amazonas
influenciaram a atividade de GSH e CAT no homogenato dos camarfes. Concluimos que
pardmetros de estresse oxidativo podem ser importantes ferramentas complementares no
trabalho de monitoramento ambiental, juntamente com outros biomarcadores ja estabelecidos,
auxiliando no entendimento dos efeitos da contaminagdo em organismos aquaticos e

fornecendo informacdes importantes sobre modulacGes das defesas celulares.

Palavras-chave: Poluentes aquaticos, Camardo-regional, Estresse Oxidativo, Parametros fisico-

quimicos.



ABSTRACT

SILVA, N. E. Oxidative Stress Biomarkers in Macrobrachium amazonicum Shrimp:
Evaluation in na Environmental Preservation Area in the Amazon/Brazil. 40 p. Master
Thesis — Department of Environment and Development, Federal University of Amapa, Macap,
2022.

Anthropogenic activities generate a significant amount of pollutants that are released into the
environment, often causing ecological disturbances. These pollutants cause biological changes
at several levels: molecular, cellular, tissue, organism, populations and communities. Among
the xenobionts present in aquatic ecosystems, numerous chemical and organic compounds have
an oxidative potential, amplifying the damage caused by reactive oxygen species. In this way,
quantification of cellular damage and antioxidant defenses can be used as biomarkers of aquatic
contamination. The objective of this research was to use Macrobrachium amazonicum Shrimp
as a bioindicator species to verify the oxidative damage caused by the action of xenobiotics in
an Environmental Protection Area in the Amazon/Brazil. Among the analyzes evaluated, the
physicochemical parameters stand out, such as: pH, temperature, total solids, iron and copper
in the water, as well as the non-enzymatic and enzymatic oxidative stress biomarkers:
Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS), glutathione (GSH) and catalase (CAT) in
the hepatopancreas homogenate of shrimps collected in this study. The results indicate that the
parameters of pH, temperature, iron and total solids are within the standards established by the
current Brazilian legislation, but the levels of copper metal present in the Amazon River
influenced the activity of GSH and CAT in the shrimp homogenate. We conclude that oxidative
stress parameters can be importante complementary tools in environmental monitoring work,
together with other biomarkers already established, helping to understand the effects of
contamination on aquatic organisms and providing important information about modulations of

cellular defenses.

Keywords: Aquatic pollutants, Regional-shrimp, Oxidative Stress, Physicochemical

parameters.
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1 INTRODUCAO GERAL

O oxigénio é uma molécula fundamental para organismos aerébicos, usado tanto na producéo
de energia através da cadeia de transporte de elétrons nas mitocéndrias de eucariontes, na membrana
celular de muitas bactérias, quanto em numerosas vias metabolicas fundamentais. Ao mesmo tempo,
seu consumo pode gerar substancias toxicas nos niveis intracelular e extracelular, criando assim o
chamado "paradoxo do oxigénio", devido ao equilibrio entre suas vantagens e desvantagens. Tais
substancias sdo produzidas pelo transporte de elétrons, reacGes enzimaticas, reacdes de auto-oxidacao,
ou mesmo pelo grupo heme de proteinas, sendo denominadas de espécies reativas de oxigénio (EROS).

Para lidar com esse paradoxo, a célula possui uma série de defesas capazes de evitar o efeito
deletério que sdo ocasionados pelo excesso dessas EROs geradas pelo metabolismo aer6bico. Essas
defesas sdo comumente chamadas de defesas antioxidantes e pode ser produzidas de forma enddgena
ou adquiridas através da dieta, contudo a formacdo excessiva de ROS e/ou a ineficiéncia de defesas
antioxidantes pode gerar o estresse oxidativo, que ocorre atraves das mudancas na regulacdo redox, pelo
metabolismo de citocromo P450.

As defesas antioxidantes enddgenas podem ser ndo enzimaticas dentre elas estdo as vitaminas
C e E, carotenoides, flavonoides, pigmentos biliares, urato e o tripeptideo glutationa (GSH), todos
sequestradores de radicais. A GSH é composta por gama-glutamil-cisteinil-glicina, atuando contra a
formacdo de radicais livres, homeostase do tiol, manutencéao do equilibrio redox da célula e defesa contra
agentes eletrofilicos. As defesas antioxidantes enzimaticas também sdo de suma importancia, entre as
principais estdo as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx).

As defesas antioxidantes podem ser induzidas por substancias pré-oxidantes, a exemplo da
presenca de ions metélicos que pode gerar ciclos de reagdes oxidativas (Dumanovic et al. 2021), que
também dependem do tempo e da intensidade da exposi¢do. Ao mesmo tempo, a mudanca nessas defesas
também esta relacionada a diferentes classes de xenobioéticos, diferengas de sensibilidade entre espécies
e a fatores ambientais e biolégicos (Pizzino et al. 2017).

Os organismos aquaticos respondem as mudancas nas condicdes ambientais, sendo
considerados bioindicadores eficientes da qualidade da &gua (Piassao et al. 2019). Devido a
acdo antrdpica, que ocorre em ambientes aquaticos, as pesquisas tendem a adotar algumas
especies para analise de poluicdo, uma vez que, diversos organismos sdo sensiveis a alteracfes
no ambiente devido as suas caracteristicas bioldgicas (Santos et al. 2020). Portanto, as espécies
que respondem positiva ou negativamente aos impactos ambientais séo classificadas como
bioindicadores.

O grupo de crustaceos, por suas caracteristicas adaptativas, estratégias de
forrageamento, ecologia e metabolismo, pode oferecer respostas interessantes (Figueiredo,

2016), considerando que esses sdo importantes membros dos ambientes aquaticos. Além disso,
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sdo sensiveis aos efeitos nocivos de metais pesados e pesticidas, os quais afetam principalmente
0 crescimento, fertilizagdo, comportamento, morfologia, caracteres e provocando outras
alteracdes biologicas (Zhou et al. 2008), além de permitir a analise de contaminantes da agua.

Atualmente, diversos grupos de organismos aquaticos sdo estudados como possiveis
bioindicadores para avaliagdo de &reas contaminadas (Keshavarzifard; Vazirzadeh; Sharifinia,
2021), uma destas espécies é o camardo Macrobrachium amazonicum que pode ser adotada
como bioindicador na verificacdo de danos oxidativos contra poluentes aquaticos (Figueiredo,
2016; Duarte et al. 2020), esta espécie tem forte exploracdo comercial, nos estados do Para e
Amapd, além disso existem poucos estudos utilizando esta espécie como bioindicadora
(Figueiredo, 2016).

Os ecossistemas aquaticos sdo vulneraveis mesmo em unidades de conservacdo
ambiental, principalmente devido ao transporte de contaminantes de atividades industriais e
agricolas insustentaveis no entorno de areas protegidas (Santos, et al. 2020). Atualmente ha o
desenvolvimento de novos protocolos ecotoxicolégicos com marcadores de estresse oxidativo
essenciais para uma melhor compreensdo de sua regulacdo e funcionamento, para que,
posteriormente, possam ser incorporados em projetos de monitoramento ambiental juntamente
com outros biomarcadores previamente estabelecidos. Nesse contexto, o objetivo deste estudo
foi utilizar M. amazonicum como espécie bioindicadora para verificar os danos oxidativos

causados pela acdo de xenobi6ticos em uma Area de Protecdo Ambiental na Amazonia/Brasil.



12

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Avaliar M. amazonicum como espécie bioindicadora para verificar os danos oxidativos
causados pela acdo de xenobidticos em uma Area de Protecdo Ambiental na

Amazonia/Brasil.
2.2 Especificos

e Analisar os parametros fisico-quimicos da dgua

e Comparar os resultados da analise das amostras de dgua com a legislagdo ambiental
especifica (Resolucdo CONAMA n°357 de 2005)

e Realizar andlises dos biomarcadores de Estresse Oxidativo: Catalase, Glutationa e

Peroxidacéo Lipidica.
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Resumo

As atividades antrOpicas geram uma quantidade significativa de poluentes que sdo lancados no meio
ambiente, muitas vezes causando distirbios ecoldgicos. Esses poluentes causam alteragdes biologicas em
varios niveis: molecular, celular, tecidual, no organismo, em populacGes e nas comunidades. Dentre 0s
xenobidticos presentes nos ecossistemas aquaticos, indmeros compostos quimicos e organicos possuem
potencial oxidativo, amplificando os danos causados por espécies reativas de oxigénio. Desta forma, a
guantificacdo de danos celulares e defesas antioxidantes podem ser utilizadas como biomarcadores de
contaminacdo aquética. O objetivo desta pesquisa foi utilizar o Camardo Macrobrachium amazonicum,
popularmente conhecidos como camardo-canela, camardo sossego, camardo-regional, camardo-da-amazonia,
como espécie bioindicadora para verificar os danos oxidativos causados pela acdo de xenobioticos em uma

Area de Protecio Ambiental na Amazonia/Brasil. Dentre as anlises avaliadas, destacam-se os parametros
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fisico-quimicos, como: pH, temperatura, sélidos totais, ferro e cobre na 4gua, bem como os biomarcadores
de estresse oxidativo ndo enzimaticos e enzimatico: Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS),
glutationa (GSH) e catalase (CAT) no homogenato de hepatopancreas dos camardes coletados neste estudo.
Os resultados indicam que os parametros de pH, temperatura, ferro e sélidos totais estdo dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislacao brasileira vigente, mas os teores do metal cobre presente no rio Amazonas
influenciaram a atividade de GSH e CAT no homogenato dos camarfes. Concluimos que parametros de
estresse oxidativo podem ser importantes ferramentas complementares no trabalho de monitoramento
ambiental, juntamente com outros biomarcadores ja estabelecidos, auxiliando no entendimento dos efeitos
da contaminagdo em organismos aquéticos e fornecendo informagdes importantes sobre modulacdes das

defesas celulares.

Palavras-chave: Poluentes aquéticos, Camardo-regional, Estresse Oxidativo, Parametros fisico-quimicos.
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Introducéo

O oxigénio é uma molécula fundamental para organismos aerébicos, usado tanto na producdo de energia
através da cadeia de transporte de elétrons nas mitocondrias de eucariotos, na membrana celular de muitas bactérias
e em inimeras vias metabolicas fundamentais. Ao mesmo tempo, seu consumo pode gerar substancias toxicas nos
niveis intra e extracelular, criando assim o chamado “paradoxo do oxigénio”, devido ao equilibrio entre suas
vantagens e desvantagens. Essas substancias téxicas sdo geradas durante o transporte de elétrons, reacfes
enzimaticas, reacbes de auto-oxidacdo, ou mesmo pelo grupo heme de proteinas, e sdo comumente chamadas de
espécies reativas de oxigénio (EROs), como o oxigénio singlete, o &nion superdxido, o perdxido de hidrogénio e
o radical hidroxila (Halliwell e Gutteridge, 2007), das quais sdo importantes espécies reativas de oxigénio com
potencial de oxidar e danificar as organelas da célula (Hermes-Lima, 2004; Batista, 2010).

Para lidar com esse paradoxo, a célula possui uma série de defesas capazes de evitar o efeito deletério dessas
EROs geradas pelo metabolismo aerébio. Essas defesas sdo comumente chamadas de defesas antioxidantes e
podem ser produzidas endogenamente ou adquiridas através da dieta, entretanto, a formacao excessiva de EROs
e/ou ineficiéncia das defesas antioxidantes podem gerar o que se denomina estresse oxidativo, que pode ocorrer
devido a agdo das EROs, xenobioticos, por meio de alteracdes na regulacéo redox celular, pelo metabolismo dos
citocromos P450, ou ainda pela presenca de ions metalicos livres, gerando ciclos de reagBes oxidativas
(Dumanovic et al. 2021).

Entre as principais defesas antioxidantes ndo enzimaticas da célula estdo as vitaminas C e E, carotendides,
flavondides, pigmentos biliares, urato e o tripeptideo glutationa (GSH), todos sequestradores de radicais. A GSH
é composta por gama-glutamil-cisteinil-glicina, atuando contra a formagcédo de radicais livres, homeostase do tiol,
manutencdo do equilibrio redox da célula e defesa contra agentes eletrofilicos. Essa capacidade antioxidante se
deve ao grupo tiol reativo (SH) de sua cisteina, que também pode ser encontrado em proteinas (PSH) ou em tiois
de baixo peso molecular (NPSH) (Reischl et al. 2007).

As defesas antioxidantes enziméticas também sdo de suma importancia, entre as principais estdo as enzimas
superoxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo do anion-radical superéxido (O2~) a peréxido de
hidrogénio (H20_) e O, a catalase (CAT)que atua na decomposi¢do de H.0, a O, e H20 e glutationa peroxidase
(GPx), que atua sobre perdxidos em geral, com utilizacdo de glutationa como cofator (Vasconcelos et al., 2007).

As defesas antioxidantes podem ser induzidas, bem como depletadas por substancias pré-oxidantes,

dependendo do tempo e da intensidade da exposi¢do. Ao mesmo tempo, a mudanca nessas defesas também esta
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relacionada a diferentes classes de xenobioticos, diferengas de sensibilidade entre espécies e a fatores ambientais
e bioldgicos (Pizzino et al. 2017).

Existem alguns estagios para atingir o estresse oxidativo, sendo essas a reacdo de alarme, que da as
respostas iniciais ao estimulo, outra fase caracterizada pela resisténcia, onde ocorrem ajustes compensatérios
para manter a atividade celular, e finalmente a exaustdo, em que ocorrem distarbios, que podem levar a morte
(Oba; Mariano; Santos, 2009). Alguns fatores podem induzir as espécies aquaticas ao estresse oxidativo, tais
como ions metalicos, agrotoxicos, desta forma pode-se dizer que esses organismos aquaticos atuam como
indicadores de contaminantes presentes em lagos, rios e oceanos.

Os organismos aqudticos respondem as mudancas nas condi¢cdes ambientais, sendo considerados
bioindicadores eficientes da qualidade da dgua (Piassao et al. 2019). Devido a agdo antrdpica, que ocorre em
ambientes aquaticos, as pesquisas tendem a adotar algumas espécies para anélise de poluicdo, uma vez que,
diversos organismos sao sensiveis a alteracfes no ambiente devido as suas caracteristicas biologicas (Santos
et al. 2021). Portanto, as espécies que respondem positiva ou negativamente aos impactos ambientais sdo
classificadas como bioindicadores.

Algumas caracteristicas devem ser consideradas na escolha de um bioindicador ideal, que deve acumular
altos niveis de poluentes, ser restrito a um local especifico para melhor expor a poluicéo local, ser abundante
no local, ter vida longa, oferecer um tecido adequado para pesquisas futuras, amostragem e fécil
levantamento, tendo uma posicao importante na cadeia alimentar, tendo uma boa relacdo dose-efeito. (Zhou
et al. 2008). O grupo de crustaceos, por suas caracteristicas adaptativas, estratégias de forrageamento,
ecologia e metabolismo, pode oferecer respostas interessantes (Figueiredo, 2016), considerando que esses
sdo importantes membros dos ambientes aquaticos.

Os crustaceos sdo sensiveis aos efeitos nocivos de metais pesados e pesticidas, afetando principalmente
o crescimento, fertilizacdo, comportamento, morfologia, caracteres e alterac@es bioldgicas (Zhou et al. 2008),
além de permitir a anélise de contaminantes da agua. Em organismos expostos a metais pesados, ha um
aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS), como peréxido de hidrogénio, radical superoxido e o radical
hidroxila (Siqueira et al. 2009), que podem aumentar a toxicidade nas células, causando estresse oxidativo,
gue pode ser analisado usando antioxidantes enziméticos e ndo enzimaticos, além disso o pH é capaz de
alterar a disponibilidade dos metais e esses causarem efeitos deletérios nos tecidos (Abdalla, 2015).

A contaminacdo por agrotoxicos também € capaz de fazer com que uma espécie aquatica sofra danos

oxidativos. Esses xenobioticos entram em ambientes aquaticos por lixiviacao e escoamento de &reas agricolas



19

e podem permanecer 14 por meses ou até anos (Tudi et al. 2021). Além disso, eles podem desencadear a
producdo de espécies reativas de oxigénio por varios mecanismos bioguimicos, como interrupgdo do
transporte de elétrons através da membrana celular, facilitacdo da reacdo de Fenton, inativagdo de enzimas
antioxidantes e deplecdo de sequestradores de radicais livres (Uckun et al. 2021).

Atualmente, diversos grupos de organismos aquaticos sdo estudados como possiveis bioindicadores para
avaliacdo de areas contaminadas (Keshavarzifard; Vazirzadeh; Sharifinia, 2021), uma destas espécies é 0
camardo Macrobrachium amazonicum, popularmente conhecidos como camardo-canela, camardo sossego,
camardo-regional, camardo-da-amazonia (Dias e Silva, 2021) que pode ser adotada como bioindicador na
verificacdo de danos oxidativos contra poluentes aquaticos (Figueiredo, 2016; Duarte et al. 2020), esta
espécie tem forte exploracdo comercial, nos estados do Pard e Amap4, além disso existem poucos estudos
utilizando esta espécie como bioindicadora (Figueiredo, 2016).

Os ecossistemas aquaticos sdo vulneraveis mesmo em unidades de conservacdo ambiental,
principalmente devido ao transporte de contaminantes de atividades industriais e agricolas insustentaveis no
entorno de areas protegidas (Santos, et al. 2020). Atualmente ha o desenvolvimento de novos protocolos
ecotoxicolégicos com marcadores de estresse oxidativo essenciais para uma melhor compreensdo de sua
regulacdo e funcionamento, para que, posteriormente, possam ser incorporados em projetos de
monitoramento ambiental juntamente com outros biomarcadores previamente estabelecidos.

As Areas de Protecdo Ambiental (APA) sdo areas geralmente extensas, com certo grau de ocupacio
humana, dotadas de atributos abi6ticos, bidticos, estéticos ou culturais especialmente importantes para a
gualidade de vida e bem-estar das popula¢cdes humanas, e tém como objetivos de proteger a diversidade
bioldgica, disciplinar o processo de ocupagdo e garantir a sustentabilidade do uso dos recursos naturais
(Brasil, 2000). Além disso, a APA fica proximo ao lgarapé da Fortaleza, um local que sofre diversas
degradacGes ambientais, derrubada de arvores para exploracdo da madeira, erosao do solo e contaminacgéo
provenientes da exploracdo mineral (Souza, 2005; Campos, 2019).

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi utilizar M. amazonicum como espécie bioindicadora para
verificar os danos oxidativos causados pela agio de xenobi6ticos em uma Area de Protecdo Ambiental na

Amazonia/Brasil.
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Material e Métodos
Pontos de Coleta

Amostras de agua e camardes foram coletadas em locais préximos, durante a estacdo chuvosa, em
mar¢o/2022  (0°03'17,9S751°07'32,3”W), abril/2022  (0°03'18,8”S51°07 '34,7°W) e maio/2022
(0,05526505S 51,12779665W) na Area de Protecio Ambiental denominada “Fazendinha” no Estado do
Amapé (AP)/Amazoénia/Brasil (Fig.1), localizada entre os Distritos de “Fazendinha” no Municipio Macapa
(AP) e “Fortaleza” no Municipio de Santana/AP, limitado ao sul pelo Rio Amazonas, ao norte pela Rodovia
Juscelino Kubitschek, a leste pelo bairro da “Fazendinha” e uma propriedade privada, e a oeste pelo Igarapé

da Fortaleza (Silva, 2009).
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Fig. 1 Localizacdo dos pontos de captacdo de agua e captura de camardes na Area de Protecdo Ambiental

“Fazendinha” no municipio de Macapa-AP/Amazo6nia/Brasil.

Analises de Agua

As amostras de agua foram coletadas em frascos de polietileno estéreis com capacidade de um litro. O
procedimento de amostragem foi realizado na superficie da 4gua. Para anélise, baseou-se na Resolugdo n°
357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA/Brasil), que estabelece os indices minimos

e maximos de referéncia permitidos em rios classe 11, conforme resolugéo.
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Tabela. 1 Valores Mé&ximos Permitidos (VMP) dos parametros fisico-quimicos da agua pela Resolucéo

CONAMA. Fonte: Resolugdo CONAMA 357/2005.

Parémetros Unidade Método CONAMA/VMP
Solidos Totais mg/L Vaporizagdo 1000 mg/L
Fisicos
Temperatura °C Sonda Multipardmetro -
pH pH Sonda Multipardmetro Entre6a9
Quimicos Ferro mg/L Espectrofotdmetro 0,300 mg/L
Cobre mg/L Espectrofotdmetro 0,009 mg/L

Sélidos Totais

Para analise de sdélidos totais uma aliquota de 10 mL de &gua foi adicionada em cadinhos previamente
pesados, que consistiu em triplicatas, as amostras foram mantidas em estufa de esterilizacdo e secagem
analdgica (equipamento My Labor, SSA - 40 L, S&o Paulo, Brasil) por vinte e quatro horas a 105°C, apos o

tempo decorrido os cadinhos foram pesados e verificadas as diferengas entre os pesos inicial e final.

pH e Temperatura

As analises de pH e Temperatura da 4gua nos pontos de coleta nos meses de marc¢o/2022, abril/2022 e
maio/2022 foram realizadas pela Sonda Multipardmetro da Hanna® (Hanna® Instruments, HI 9892, Eden

Way, Inglaterra) de acordo com as orientac8es do fabricante.

Andlise de Ferro (Fe) e Cobre (Cu)

Para a analise de ferro e cobre, a metodologia descrita por Teixeira et al. (2006) foi usada. Incialmente
foi preparada uma solucdo 1,10-fenantrolina (0,25 g de fenantrolina dissolvidos em 100 mL de etanol). Em
seguida uma aliquota 25 mL de cada amostra de agua foram misturados com 1 mL de solu¢do de acido
ascorbico (1% (m/v), 5 mL de, 5 mL da solucédo de 1,10-fenantrolina e 5 mL de solugao tampéo pH 4,5 (acido
acético/acetato de sédio 1,0 mol L-1). A absorbancia foi verificada a 511 nm, para analise do ferro; e a 371
nm, para andlise do cobre, em um espectrofotdmetro UV-VIS (BEL Photonics — UV — M51, Monza (Milano),

Italia). Para o branco foram utilizados os mesmos reagentes, sem adi¢do de analitos.
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Coleta, Anélise Morfologica e Processamento do Homogenato do Hepatopancreas dos Camardes

Os camar6es foram selecionados de acordo com o peso (entre 5 e 8 gramas), sendo coletados com o
equipamento de pesca “Matapi”, pois garante a reducdo do estresse de captura devido ao refigio e
alimentacdo disponivel (Dergan, 2015). Os camardes coletados, ainda vivos, foram submetidos a anélise de
peso, comprimento total, comprimento abdominal e comprimento do cefalotérax. Em seguida, foram
eutanasiados por hipotermia (banho de gelo) e dissecados em até 2 horas ap6s a captura.

O hepatopancreas foi selecionado devido a sua alta atividade metabdlica (Wang, et al. 2012), devendo
ser dissecado rapidamente. Apos esse processo, foram preparados seis pools do homogenato, onde cada pool
pesava um grama, peso adotado para a andlise da atividade de biomarcadores de estresse oxidativo, sendo
cada andlise de cada pool realizada em triplicata, na coleta de mar¢o foram utilizados trinta e dois camardes,
em abril trinta e em maio trinta e um.

O preparo dos pools consistiu na adicdo de tampao fosfato de potéassio pH=7,4 (Mohanty; Samanta,
2016), sendo o hepatopancreas macerado em almofariz e pistilo resfriados previamente. Ap6s a separagao,
0s pools foram centrifugados a 4.000 rpm por 10 minutos para separar as impurezas do tecido, esses pools
foram denominados de homogenato bruto. As aliquotas foram utilizadas para analisar as atividades da
Catalase (CAT), Glutationa (GSH), Proteinas e determinar a Lipoperoxidacdo (LPx).

Todos os procedimentos experimentais foram autorizados de acordo com o Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA-CPAFAP) n® 21157.001846/2018-91, e de acordo com o Sistema de Autorizacdo e

Informacdo sobre Biodiversidade - SISBIO, NUumero: 50376-2.
Determinac&o das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico

A peroxidagdo lipidica foi avaliada através da determinacdo das Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitdrico (SRAT), com modificacBes (Yagi, 1982). Resumidamente, 0 homogenato do hepatopancreas
(2,0 mL) foi misturado com 1,0 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 15% e com acido tiobarbitarico (TBA)
a 0,83%. Apds aquecimento (1 h/100 °C), as amostras foram resfriadas por 20 min e centrifugadas (980 g/10
min). A concentracdo das SRAT foi obtida por determinacdo colorimétrica (absorbancia a 535 nm, em

espectrofotdmetro BEL Photonics — UV — M51, Milano), Italia) e expressa em nmol/g.proteina.

Determinacao do contetido de glutationa reduzida
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A concentracdo de GSH reduzida nos tecidos do hepatopancreas foi analisada pela metodologia proposta por
Beutler et al. (1963). 1 mL de TCA a 15% foi adicionado a 1 mL do sobrenadante do homogenato. Apds
centrifugagdo (4.000 rpm/10 min), 0,2 mL do sobrenadante foi misturado em 0,8 mL de tampdo fosfato, pH 8,0.
A GSH total foi medida misturando com 0,2 mL do reagente (10 mM de 5,5-ditio-bis-(&cido 2-nitrobenzéico)
DTNB em 0,2 M de tampéo fosfato, pH 8,0). A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro UV-VIS 420 nm

(BEL Photonics — UV — M51, Monza (Mildo), Italia) e a concentragdo de GSH foi expressa em pmol/g.proteina.

Avaliacdo da atividade da catalase

A atividade de CAT no homogenato do hepatopancreas foi determinada por espectrofotometria (Beutler,
1975). Resumidamente, as amostras diluidas foram misturadas com a mistura de reagéo (0,03% de H,O dissolvido
em 1 M Tris/5 mM EDTA, pH 8,0) e a absorbancia foi medida a 240 nm UV-VIS Spectrofotometer (BEL

Photonics - UV - M51, Monza (Milano), Italia). A atividade enzimatica foi expressa em U/g.proteina.

Determinacédo de Proteinas

A determinacdo de proteinas foi realizada com o auxilio de um kit BIOCLIN, sendo um teste
colorimétrico. Consiste na utilizacdo do biureto, o aparecimento da cor se deve a formagédo de um composto
de coordenacdo do ion cobre com dois a&tomos de N envolvidos nas ligagGes peptidicas, formando um
complexo de cor violeta, proporcional ao teor de proteina no meio. Foram utilizados 50 pL de homogenato
bruto e 1,0 mL de biureto, homogeneizados e apds, houve uma espera de 10 minutos em repouso. A leitura
da amostra e do padrdo ocorreu em um comprimento de onda de 545 nm no Espectrofotdmetro UV-VIS
(BEL Photonics — UV — M51, Monza (Milano), Italia). A atividade enzimética foi normalizada pela

quantidade de proteina total.

Andlises Estatisticas

Pardmetros de qualidade da agua, peso, comprimento total, comprimento abdominal, comprimento do
cefalotérax e biomarcadores de estresse oxidativo foram todos testados para normalidade e homogeneidade
de variancia usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Analise de variancia (ONE WAY
- ANOVA) com correcdo de Greenhouse-Geisser e teste T Student usando o programa GraphPad® versao
6.0 foram realizadas para investigar quaisquer diferencas significativas dentro e entre os conjuntos de dados.

O critério de significancia foi estabelecido em p < 0,05. Se os pressupostos de normalidade e homogeneidade



24

da variancia néo fossem atendidos, entdo o teste ndo paramétrico de Friedman e Mann-Whitney U (também

chamado de Wilcoxon Rank Sum Test) foram executados.

Resultados

Anélise dos Parametros Fisico-Quimicos da Agua

N&o foram observadas diferencas significativas para pH ou temperatura da agua coletada na Area de
Prote¢cdo Ambiental “Fazendinha” entre os meses de mar¢o/2022, abril/2022 e maio/2022. Os resultados

podem ser vistos na fig. 2A para pH e fig. 2B para temperatura.
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Fig. 2 Parametros de qualidade da 4gua (pH [A] e Temperatura [B]) coletados em marco, abril e maio de

2022 na Area de Protegio Ambiental “Fazendinha” no municipio de Macapa-AP/Amazonia/Brasil.

Em relacdo a anélise de ferro e cobre na dgua coletada representada por mg/L, os resultados mostram
diferenca estatisticamente significante (p = 0,0059) quando se comparam os valores de ferro entre 0os meses
de marco e maio (12 e 32 coleta) vistos na fig. 3A. Para o cobre também houve diferenca estatisticamente

significativa (p = 0,0389) entre os meses de abril e maio (22 e 32 coleta) e também diferenca estatisticamente
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significativa (p = 0,0011) entre os meses de marco e maio (12 e 32 coleta), estes resultados podem ser vistos

na fig. 3B.
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Fig. 3 Pardmetros de qualidade da &gua (Ferro [A] e Cobre [B] em mg/L) coletados em marco, abril e maio
de 2022 na Area de Protecio Ambiental “Fazendinha” no municipio de Macapa-AP/Amazonia/Brasil. *
significa diferencga estatistica entre as coletas de marco e maio para ferro [A]. * significa diferencga estatistica
entre as coletas de abril e maio para cobre e # significa diferenca estatistica entre as coletas de margo e maio
para cobre [B]. Para todas as analises, foi realizado o teste t de Student ndo pareado e P < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

Em relacdo a concentracao de metais nas dguas superficiais, verificamos que durante os trés periodos, as
analises de Fe ficaram dentro dos padrdes estabelecidos pelas resolugdes, enquanto para Cu os valores

ficaram acima (Tabela 2).

Tabela. 2 Concentragdo de metais (médias e desvios padrdo, em mg/L™) em amostras de agua da Area de

Prote¢do Ambiental “Fazendinha” no municipio de Macapa-AP/Amazénia/Brasil.

Meses Referéncias
Metais CONAMA WHO
Coleta (Margo) Coleta (Abril) Coleta (Maio) (2005) (2017)
Fe 0,0805 + 0,018 0,2123 +0,1413 0,0144 + 0,0111 0,300* -
Cu 0,1621 + 0,0152 0,3343 +0,1721 0,0308 + 0,0226 0,009* 2,000**

*Valor méximo permitido pela legislagéo brasileira (Classe 2, Resolu¢do 357/2005) do Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA, 2005) e de acordo com a **Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2017).

Os valores médios acima dos limites estdo destacados em negrito.
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Os sélidos totais dissolvidos (STD) compreendem sais inorganicos (principalmente célcio, magnésio,
potéssio, sddio, bicarbonatos, cloretos e sulfatos) e pequenas quantidades de matéria organica dissolvida em
4gua (OMS, 2017), os resultados das anélises mostraram diferencas estatisticas entre todos os meses de coleta

estudados com valor de p = 0,0298 (fig. 4).
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Fig. 4 Parametros de qualidade da agua (S6lidos Totais) coletados em marco, abril e maio de 2022 na Area
de Protecdo Ambiental “Fazendinha” no municipio de Macapa-AP/Amaz6nia/Brasil. * significa diferenca
estatistica entre as coletas de marco, abril e maio para ONE WAY — ANOVA. P < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

Observacdes Morfoldgicas dos Camardes Coletados

Com relagéo a analise morfoldgica dos camardes coletados na Area de Protegdo Ambiental “Fazendinha”
no municipio de Macapa-AP/Amaz6nia/Brasil. Foram observados os pesos dos animais, comprimento total,
comprimento abdominal e comprimento do cefalotérax. Para todos os pardmetros avaliados, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos trés tempos de coleta deste estudo (marco, abril e

maio/2022), como pode ser observado na fig. 5.
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Fig. 5 Analises morfoldgicas dos camardes coletados em margo, abril e maio de 2022 na Area de Protecio
Ambiental “Fazendinha” no municipio de Macapa-AP/Amazonia/Brasil. Peso (A) Comprimento Total (B),

Comprimento Abdominal (C) e Comprimento Cefalotérax (D).

Biomarcadores de Estresse Oxidativo

Para avaliar o potencial do camardo M. amazonicum de ser usado como bioindicador, foram investigados
0s pardmetros de estresse oxidativo avaliamos os pardmetros de estresse oxidativo no homogenato do
hepatopancreas dos camardes nos trés tempos de coleta utilizados neste estudo (fig. 6). Inicialmente, o dano
celular no homogenato do hepatopancreas dos animais foi estimado através do ensaio das Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbitarico (SRAT), tendo o Malondialdeido (MDA) como um dos produtos finais da
reacdo. Os resultados ndo demonstraram um aumento significativo nos niveis dos produtos finais da
peroxidacdo lipidica no hepatopancreas dos animais (fig. 6A).

Em relacdo ao teor de glutationa reduzida (GSH), foi observada diferenca estatistica significativa quando
comparamos os trés tempos de coleta com um valor de p = 0,0015 quando os dados séo tratados de forma
paramétrica e com um valor de p = 0,0057 quando os dados séo tratados por testes ndo paramétricos (fig.
6B). Estes sdo, até agora, marcadores de estresse oxidativo ndo enzimaticos. Quando avaliamos
enzimaticamente o estresse oxidativo, o resultado da catalase também mostra diferenca estatisticamente

significativa em relacdo as trés coletas (margo, abril e maio de 2022) realizadas neste estudo. Quando
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comparamos 0s tempos de coleta por testes paramétricos, obtemos um valor de p = 0,0091 e se considerarmos

o0s dados ndo paramétricos, obtemos um valor de p = 0,0025, como pode ser visto na fig. 6C.
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Fig. 6 Biomarcadores de estresse oxidativo (SRAT [A], GSH [B] e CAT [C]) no homogenato do
hepatopancreas dos camardes nos trés momentos de coleta (margo, abril e maio de 2022) na Area de Protec&o
Ambiental Fazendinha no municipio de Macapa -AP/Amazénia/Brasil. * diferenca estatistica média entre as
coletas de marco, abril e maio para ONE WAY — ANOVA e confirmada pelo teste ndo paramétrico de

Friedman. P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Discussao

A APA da fazendinha por estar proximo ao balneério da Fazendinha, que sofre acdes antrdpicas onde ha
aumento no risco de degradacdo da qualidade de balneabilidade em decorréncia da crescente producdo de
residuos sélidos e liquidos gerados pelos usuarios e, consequentemente, langados ao meio ambiente (Campos
e Cunha, 2015), além disso por ser uma unidade de conservacao € permitido a habitacdo de pessoas bem

como a comercializac¢do dos produtos oriundos da &rea.
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Com relagdo aos parametros hidricos avaliados neste estudo, os resultados de pH e temperatura foram
estatisticamente semelhantes ao longo das andlises, considerando que foram realizadas no periodo chuvoso
da regido amazdnica no Estado do Amapa, o mesmo ocorreu nas analises realizadas nos rios da Amaz6nia
Maranhense (Braga, et al. 2022). O potencial hidrogeniénico da agua variou de 5,8 a 6,5, sendo esses valores
caracteristicos do rio Amazonas em épocas de chuva, pois possui valores de pH mais &cidos, e esses
resultados também sdo corroborados pelo estudo de Dasmasceno et al. (2015) que verificaram os indices de
pH nas aguas do rio Amazonas na orla da cidade de Macapa (AP) no periodo chuvoso, resultados também
semelhantes em relacdo a temperatura da 4gua (pH=6,00-6,31 e temperatura= 26°C e 27°C).

Os resultados relacionados a morfologia do camardo ndo apresentaram diferenca estatistica, o que ja era
esperado, em decorréncia da utilizacdo de camardes com pesos de 5 a 8 gramas, para utilizar uma quantidade
menor de camardes nos preparos dos pools, e assim evitar o impacto com a retirada dessa espécie do seu
habitat.

Para os sélidos totais, observamos uma diferenca estatistica entre os tempos de coleta, e esse dado é
corroborado pelo fato de os rios amazonicos apresentarem altos teores de matéria organica em suas aguas, 0
gue ocorre devido a processos naturais que envolvem o bioma (Damasceno, et al. 2015), fator que pode
justificar os valores obtidos neste estudo, mas vale ressaltar que os resultados encontrados estédo abaixo dos
valores estabelecidos pela legislagdo vigente CONAMA 357/2005.

Em relacdo aos metais pesados, como ferro e cobre, estes podem se acumular na vida aquética, entrar na
cadeia alimentar e causar sérios danos a satde humana onde a contaminagdo e exposigdo sdo significativas
(Zaynab, 2022). Altas concentracdes de metais de transicdo podem ser prejudiciais, pois podem reagir
facilmente com peroéxidos de hidrogénio, resultando na formagao do radical hidroxila (*OH ) (Alves et al.,
2010), este radical é o oxidante mais poderoso que reage com diversos moléculas bioldgicas (Frias-Espicueta,
2022; Gaetke e Chow, 2003), justificando mais uma vez a andlise do dano oxidativo utilizando M.
amazonicum como um possivel bioindicador ecolégico, pois reage facilmente com metais de transicdo, que
podem ser derivados de rejeitos (Mohanty, Samanta, 2016), ou pela presenca de poluentes derivados de
agrotéxicos que podem ser facilmente eluidos na agua (Velki et al. 2019).

Os resultados de ferro e cobre encontrados neste estudo mostram um aumento nas concentragées no meés
de abril, e a alta presenga de ions metalicos é considerada um fator de desequilibrio em ambientes aquéticos,
como citado acima, que pode ocorrer pela participacdo direta em reaces de 6xido-reducdo que produzem

espécies reativas de oxigénio (EROs), sequestrando ou inativando moléculas que participam de sistemas de
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defesa antioxidante (Lushchak, 2016), indicando que sua disparidade pode reduzir as atividades de
antioxidantes enzimaticos de defesa enddgena.

O aumento dos niveis de cobre no més de abril pode estar associado a uma diminuicdo da atividade da
enzima catalase no mesmo periodo de coleta, isso pode ocorrer porque o cobre tem a capacidade de se ligar
a catalase, alterando sua estrutura secundéria e, consequentemente, causando perda de atividade (Hao et al.,
2015). O mesmo ocorreu em estudos com crustaceos do género Aegla (Piassdo, 2019). Ressaltando que a
catalase (CAT) é uma enzima em nivel peroxissomal, capaz de transformar o peroxido de hidrogénio (H20>)
formando &gua e oxigénio, sendo considerado um biomarcador precoce e confiavel de contaminacao (Borges
etal. 2017).

Quando se avaliou o teor de glutationa reduzida, observou-se aumento nos meses de abril e maio, o
contrério ocorreu com a CAT. A glutationa (GSH) é um tripeptideo, que atua como cofator da familia de
enzimas da glutationa peroxidase (GPx), além de proteger contra o estresse oxidativo, com sua oxidacao a
dissulfeto de glutationa (GSSH) (Vasconcelos et al. 2007) atua na destoxificacdo de xenobiéticos e espécies
reativas de oxigénio (ROS).

Altos niveis de atividade de CAT podem estar relacionados ao estresse ambiental e ao esfor¢o de
biotransformacéo de poluentes (Oliveira, 2019). No entanto, o aumento da atividade de GSH pode estar
relacionado a deficiéncia de CAT que pode ser compensada pela ativacdo das defesas antioxidantes medidas
pela glutationa (Piassdo, et al. 2019).

Ja é conhecido e discutido neste estudo que os metais de transicéo (Fe, As, Hg e Cu) levam a um aumento
de EROs como peroxidos de hidrogénio, radicais superéxido e hidroxila, que também podem causar
peroxidacdo lipidica (Lushchak, 2011; Ferreira, 2011). A peroxidacéo lipidica é uma reacdo em cadeia de
acidos graxos poli-insaturados nas membranas celulares, gerando radicais livres que alteram a
permeabilidade, fluidez e integridade das células (Mahattanatawee et al. 2006). As EROs sdo produzidas
principalmente devido a reducdo incompleta de O, e podem causar peroxidacao lipidica das membranas e
danos diretos as biomoléculas, prejudicando assim os processos metabolicos celulares (Santana; Santos;

Winkaler, 2020).

Sobre o estresse oxidativo, a avaliagdo da concentracéo de Substancias Reativas do Acido Tiobarbiturico
(SRAT) reflete o dano oxidativo resultante da oxidagdo por perdxidos lipidicos em membranas biolégicas
(Halliwell; Gutteridge, 2007). Neste estudo ndo foi observado aumento significativo de SRAT, o mesmo

ocorreu em pesquisa realizada com o crustaceo Aegla singularis (Borges, 2018), além disso, a atividade de
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CAT e os niveis de SRAT foram correlacionados negativamente com a concentracdo de Cu na agua (Piasao,
2019; Borges, 2022).

Assim, apesar da ndo alteracdo na peroxidacdo lipidica, as alteragBes nos teores de glutationa, enzima
catalase, cobre e solidos totais observadas sugerem que o crustdceo M. amazonicum é um possivel
bioindicador ecotoxicoldgico, que pode ser utilizado para avaliar poluentes em areas aquéticas. Entretanto,
mais estudos sdo necessarios para melhor correlacionar os niveis de metais de transicdo com o estresse
oxidativo na espécie estudada e que a Area de Protegdo Ambiental “Fazendinha” no municipio de Macapa-
AP/Amazobnia/Brasil estd sofrendo danos oxidativos por poluentes externos, possivelmente por agédo

industrial.

Concluséao

Os resultados indicam que os parametros de pH, temperatura, Fe e sélidos totais estdo dentro dos padrbes
estabelecidos pelo CONAMA 357/2005, mesmo no periodo chuvoso. As anélises de Cu discordam da
resolugdo, além disso, verifica-se que altas concentragcdes deste metal, sendo que a metodologia utilizada
demonstra resultados mais favoraveis para andlise de Cu, a concentragdo deste metal no rio Amazonas pode
induzir a espécie M. Amazonicum a sofrer alteracfes em biomarcadores de estresse oxidativo, como CAT e
GSH. Os biomarcadores de CAT e SRAT séo inversos, assim como a relagcdo de CAT e GSH, desta forma a
bioacumulacéo de Cu pode ter promovido um aumento na atividade de GSH, indicando que a presenca deste
metal promove algum nivel de estresse oxidativo dessa espécie bioindicadora. Para futuras pesquisas,
sugerimos realizar analises de metais em M. Amazonicum e promover correlacBes entre metais e

biomarcadores.
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ANEXO A

Enpe

Amapa

Comissao de Etica para o Uso de Animais (CEUA-CPAFAP)Resultado de Solicitacdo de
protocolo

Numero do protocolo: 012-
CEUA/CPAFAP Processo SEl:
21157.001846/2018-91

Data da entrada: 16/08/2018
Periodo do Projeto: Setembro de 2018 a Outubro de 2022.

Titulo do Projeto: Fauna parasitaria de peixes de interesse comercial em trés
municipios do estado do Amapa, Amazonia oriental

Prezado (a) pesquisador (a),
Em relacéo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA
deliberou o seguinte:

- APROVADO, para o periodo solicitado e de acordo com a proposi¢cao
douso de animais na metodologia apresentada no projeto.

- Por ocasido do término desse protocolo, DE VERA SER
APRESENTADORELATORIO detalhado relacionado ao uso de animais no projeto
desenvolvido.

Macapa, 27/09/2018

Atenciosamente,

Dr. Marcos Tavares
DiasPresidente da
CEUA

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.
Rod.Juscelino Kubitschek, km 5, n°. 2600 — 68903-419 Macapéa, AP
C. Postal 10 — Telefone (96) 3203-0200
www.embrapa.br/amapa
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ANEXO B

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagio e Informagio em Biodiversidade - SISBIO

Licenca permanente para coleta de material zoolégico

NUmero: 50376-2 ‘ Data da Emissédo: 13/11/2019 11:10:35 Data da Revalidagéo*: 01/07/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: MARCELA NUNES VIDEIRA CPF: 843.147.532-34

Nome da Instituicdo: Universidade do Estado do Amapa CNPJ: 08.186.277/0001-62

Observagoes e ressalvas

1 A autorizacdo ndo eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: 1) do proprietario, arrendatario, posseiro ou morader quando as atividades forem realizadas

em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservacdo federal cujo processo de regularizacdo fundiaria encontra-se em curso; Il) da comunidade indigena

envolvida, ouvido o érgdo indigenista oficial, quando as afividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; lll) do Conselho de Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa
forem executadas em area indispensavel a seguranca nacional; IV) da autoridade maritima, quando as atividades de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionais brasileiras; V) do
Departamento Macional da Produgio Mineral, quando a pesquisa visar a exploragdo de depdsites fossiliferos ou a extracio de espécimes fosseis; V) do érgio gestor da

unidade de conservac3o estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

2 Este documento NAQ exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrugso Normativa Ibama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema Nacional de Anilhamento

de Aves Silvestres.

3 A licenca permanente ndo é valida para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacadas de extingdo; b) manutencio de
espécimes de fauna silvestre em cativeiro; c) recebimento ou envio de material biolégico ao exterior; e d) realizacio de pesquisa em unidade de conservacdo federal ou em cavena. A

restrigio prevista no item d ndo se aplica as categorias Reserva Particular do Patriménio Natural e Area de Protego Ambiental constituidas por terras privadas.

4 Esta licenca permanente ndo podera ser utilizada para fins comerciais, industriais ou esportivos ou para realizag3o de atividades integrantes do processo de licenciamento ambiental de

empreendimentos.

5 Esta licenga permanente NAQ exime o pesquisador titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do responsavel pela

area, pablica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagdo estadual, distrital ou municipal.

6 O ftitular de autorizagdo ou de licengca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da viclagdo da legislacdo vigente, ou quando da inadequac&o, omissdo ou
falsa descricdo de informac&es relevantes que subsidiaram a expedi¢do do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizacdo ou licenca suspensa ou revogada pelo

ICMBio, nos termos da legislag&o brasileira em vigor.

7 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em tedo o territéric nacional, que impliguem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se

destinem ao estudo, 4 difusio ou 4 pesquisa, estde sujeitas a autorizagio do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

g A licenca permanents serd valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a instituigo cientifica a qual ele estava vinculado por ocasife da solicitago.

9 O ftitular de licenca ou autorizaco e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo
taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade de populagGes do grupo

taxondmico de interesse em condic3o in situ.

10 | O pesquisador titular da licenca permanente, quando acompanhado, devera registrar a expedic3o de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua equipe, bem como

dados da expedicdo, que constardo no comprovante de registro de expedicdo para eventual apresentag@o a fiscalizacgo;

11 | Ofitular da licenga permanente devera apresentar, anualmente, relatério de atividades a ser enviade por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apds o aniversario de emissfo da

licenca permanente.

12 | O pesquisador titular da licenca permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

13 | Este documento no dispensa o cumprimento da legislacdo que dispGe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no teritério nacional, na plataforma continental e

na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patiménic genético, para fins de pesquisa cientifica, bioprospeccio e desenvolvimento tecnolégico. Veja

maiores informagdes em www.mma.gov bricgen

Este documento foi expedido com base na Instrucéo Normativa n® 03/2014. Através do codigo de autenticacéo abaixo, qualquer cidadédo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Licenca permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 50376-2 ‘ Data da Emissao: 13/11/2019 11:10:35

Data da Revalidagdo*: 01/07/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: MARCELA NUNES VIDEIRA

CPF: 843.147.532-34

Nome da Instituicdo: Universidade do Estado do Amapa

CNPJ: 08.186.277/0001-62

Atividades

# | Atividade Grupo de Atividade
1 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Fora de UC Federal
2 | Coleta/transporte de amastiras biclogicas in situ Fara de UC Federal
3 | Captura de animais silvestres in situ Fora de UC Federal
4 | Marcac&o de animais silvestres in situ Fora de UC Federal

Taxons autorizados

# | Nivel taxonémico Taxon(s)

1 Familia Animalia > Chordata > Actinopterygi > Perciformes > Cichlidae

2 | Género Animalia > Chordata > Actinopterygii > Perciformes > Cichlidae > Crenicichla

3 | Género Animalia > Chordata > Actinopterygii > Perciformes > Cichlidae > Cichla

4 | Género Animalia > Chordata > Actinopterygii > Perciformes > Cichlidae > Aequidens

5 | Género Animalia > Chordata > Actinopterygii > Perciformes > Polycentridae > Mesonauta

6 | Especie Animalia > Chordata > Actinopterygi > Perciformes > Sciaenidae > Plagioscion > Squamosissimus
7 | Espécie Animalia > Chordata > Actinopterygii > Perciformes > Cichlidae > Aequidens > Plagiozonatus

& | Espéecie Animalia > Chordata > Actinopterygi > Perciformes > Cichlidae > Satanoperca > Juraparn

Destino do material biologico coletado

# |Nome local destino

Tipo destino

1 Universidade do Estado do Amapa

Qutro

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n° 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidadédo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na Internet (www _icmbio. gov br/sisbio).
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Licenca permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 50376-2 ‘ Data da Emissao: 13/11/2019 11:10:35 Data da Revalidagao*: 01/07/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséao.

Dados do titular

Nome: MARCELA NUNES VIDEIRA CPF: 843.147.532-34

Nome da Instituicdo: Universidade do Estado do Amapa CNPJ: 08.186.277/0001-62

Registro de coleta imprevista de material bioldgico

De acordo com a Instrugdo Normativa n®03/2014, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato ndo contemplado

na autorizacdo ou na licenca permanente deverd ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material bioldgico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenca permanente com a devida anotacdo. O material bioldgico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em colecao
bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Bioldgicas (CCBIQ).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime do nivel taxondmico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrucéo Normativa n° 03/2014. Através do cédigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmmbio gov br/sisbio).
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