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Resumo. O crescimento demografico humano tem promovido extrema elevacao dos impac-
tos antroépicos, acarretando declinio da biodiversidade mundial em véarios ecossistemas, tor-
nando imprescindivel a aplicacdo de monitoramentos eficazes e acoes efetivas de conserva-
¢do. Atualmente, existe uma tendéncia de que os monitoramentos sejam de menor custo
operacional e financeiro, bem como que possam ser desenvolvidos por longa duracao. Os
biomarcadores de efeito (p. ex., ensaios cometa, microniicleo e vermelho neutro), tém sido
empregados com sucesso em espécies emblematicas, que tém se mostrado um 6timo reflexo
da qualidade de um ambiente. Tais espécies, nomeadas “sentinelas ambientais”, evidenciam
impactos antrépicos danosos ainda nos momentos iniciais, antecipando ac¢oes de gestao que
evitem danos persistentes (as vezes irreversiveis) nas espécies, populacées e comunidades
locais, que somente seriam constatados futuramente. Espécies sentinelas precisam ser resis-
tentes o suficiente, residentes do ambiente em avalia¢do, possuir reduzida vagilidade e mos-
trar interacdo com o maior nimero de componentes ambientais, sejam eles abi6ticos ou bi6-
ticos. Os trabalhos desenvolvidos com espécies de invertebrados (p. ex., bivalves e crusta-
ceos) e vertebrados (p. ex., peixes e mamiferos) tém mostrado a exceléncia e eficacia dos
biomarcadores, com avalia¢des no nivel celular e molecular. O presente estudo visa apresen-
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tar os procedimentos que devem ser adotados durante a avaliagdo da qualidade ambiental
pelo uso de biomarcadores de efeito (genotoxicidade e citotoxicidade), desde a escolha das
espécies sentinelas, os cuidados na conducdo dos protocolos e a eficicia dos métodos em
casos reais.

Palavras-chave: biomarcador, conserva¢ao, monitoramento, qualidade ambiental, crusta-
ceo, peixe.

Abstract. Environmental species: Environmental monitoring based on geno-
and cytotoxicity effect biomarkers. Human demographic growth has promoted extre-
me elevation of anthropic impacts and promoting a decline in biodiversity in several ecosys-
tems on Earth. This makes it essential to apply effective monitoring and more effective con-
servation actions. In recent times, monitoring tends to have a lower operational and financi-
al cost, so that it can be developed for a long time. Effect biomarkers (e.g., comet, micronu-
cleus, and neutral red assays) have been successfully used in flagship species, which have
been shown to be an excellent reflection of the quality of an environment. These species,
named 'environmental sentinels', show harmful anthropic impacts even in the initial mo-
ments, anticipating management actions that avoid persistent (and sometimes irreversible)
damage to species, populations and local communities, which would only be verified in the
future. Sentinel species need to be resistant enough, resident in the environment under eva-
luation, have reduced vagility and show interaction with the greatest number of environ-
mental components, whether abiotic or biotic. The works carried out about invertebrate spe-
cies (e.g., bivalves and crustaceans) and vertebrates (e.g., fish and mammals) have shown
the excellence and effectiveness of biomarkers, with evaluations at the cellular and/or mole-
cular level. Present study aims to present the procedures that must be adopted during the
assessment of environmental quality through the use of effect biomarkers (geno- and cytoto-
xicity), from the choice of sentinel species, care in conducting protocols and the effectiveness
of these assays in real cases.

Keywords: biomarker, conservation, monitoring, environmental quality, crustacean, fish.

Introducao

O aumento demografico humano tem
acrescido cada vez mais impactos aos ambien-
tes da Terra, sejam eles aquéticos ou terrestres
(Khan et al., 2021, Mishra et al., 2021). Tal si-
tuacdo tem se agravado a cada ano, colocando a
biodiversidade global em expressiva crise glo-
bal, requerendo a necessidade premente por
mudancas nas medidas de conservacao. Infeliz-
mente, se percebe que os monitoramentos am-
bientais, além de complexos e custosos, nao
tém permitido a esperada mudanca de paradig-
mas e avancos efetivos nas respostas até o mo-
mento. Infelizmente isso é confirmado em va-
rios programas de monitoramento ambiental,
que além de deficientes quanto a eficacia tém
contribuido para minorar o potencial conserva-

cionista, baseado em areas de protecio ambi-
ental, comprometendo, sua capacidade de con-
servar a biodiversidade e os ecossistemas
(Lundquist & Granek, 2005, Nichols & Willi-
ams, 2006, Badalotti et al., 2022). Neste con-
texto, o desenvolvimento de programas de mo-
nitoramento ambiental mais eficazes é essenci-
al a gestao dessas areas protegidas (Maxwell et
al., 2020), que tém sido o ultimo reduto de
protecao da biodiversidade dos ecossistemas
(Vimal et al., 2021, Zeng et al., 2022), podendo
ser conciliado a propostas de uso sustentavel
(Gatiso et al., 2022). Desta forma, sdo espera-
das solucOes integradas e uma padronizacao
dos sistemas de monitoramento, pois tal cone-
xao pode trazer informacoes relevantes a con-
servacao ambiental. Assim, o conhecimento do
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status da biodiversidade e dos servigos ambien-
tais podem favorecer a correta tomada de acoes
conservacionistas, minimizando os impactos
estocasticos ou nao, bem como de origem natu-
ral ou antropogénica (Magnusson, 2014, Leite
et al., 2020).

No Brasil, os programas de monitora-
mento tém sido idealizados com base em sua
simplicidade e baixo custo operacional, favore-
cendo, assim, sua aplicacio. Isso é importante,
tendo em vista a grande extensdo e nimero de
unidades de conservacido. Existem no Brasil
2.659 unidades de conservacdo municipais,
estaduais e federais, com uma area total de
mais de 256 milhGes de hectares. Em relagio ao
total do territério brasileiro, as unidades de
conservacdo correspondem a 18,8% da éarea
terrestre e 26,5% da area marinha (MMA,
2022). Portanto, adotar métodos baratos, mas
eficazes em programas de monitoramento am-
biental é fundamental para viabilizar sua exe-
cucdo. Neste sentido, desde 2017 o Instituto
Chico Mendes de Conservacao da Biodiversida-
de (ICMBio) tem elaborado acGes para o desen-
volvimento de protocolos simples e que gerem
dados tteis, visando o monitoramento de uni-
dades de conservacdo em diversos ecossistemas
brasileiros. Estas agdes estdo aglutinadas no
Programa Monitora, desenvolvido segundo trés
Subprogramas Tematicos: Terrestre, Marinho/
Costeiro e Aquatico Continental. A aplicagio
destes protocolos, centrados em espécies alvo
de monitoramento, tem garantido o levanta-
mento de informacoes necessérias a implemen-
tacdo de acbes de conservacao dos ecossiste-
mas. A escolha das espécies alvo, bem como
das estacoes, unidades e réplicas amostrais,
deve ser adequada as peculiaridades locais, de
acordo com a sazonalidade climatica e demais
situacOes a serem consideradas e/ou previstas,
possibilitando, dessa forma, a melhor compre-
ensdo de padroes ecossistémicos e o diagnosti-
co ecoldgico de alta qualidade (Leite et al,
2020).

Os sistemas bidticos e/ou abio6ticos, em
combinacdo com anélises fisicas, quimicas e
gendmicas, podem ser avaliados em programas
de monitoramento ambiental (Kienzl et al,
2003, Cordier et al., 2020, Cunningham et al.,

2022). Métodos baseados em efeitos sdo capa-
zes de detectar, precocemente, a acao prejudici-
al de estressores ambientais em diversos orga-
nismos (Lionetto et al., 2021). Assim, altera-
¢coes moleculares, celulares, fisiologicas e geno-
micas podem ser detectadas e quantificadas em
organismos submetidos a diferentes estressores
ambientais, por meio de marcadores
(biomarcadores) de exposicao, que estao relaci-
onados as diferentes respostas toxicologicas
mensuraveis. Portanto, estas espécies animais
sao testemunho verdadeiro da qualidade ambi-
ental, sendo também denominadas espécies
sentinelas, que tém sido utilizadas como bioin-
dicadoras da qualidade ambiental e uma im-
portante ferramenta para uso em programas de
monitoramento e avaliacio ambiental (Areces
et al., 2015, Leite et al., 2020). Os efeitos preju-
diciais causados pelos estressores ambientais
em tais espécies é detectado por estes biomar-
cadores, que podem determinar a extensdo dos
danos, extremamente relevante para a classifi-
cacdo dos impactos ambientais em uma area
ambientalmente perturbada. Portanto, o moni-
toramento ambiental, com base em séries tem-
porais e empregando biomarcadores de espé-
cies sentinelas possibilita orientar os esforgos
de conservacdo ecossistémica, contribuindo
para a tomada de decisGes quanto as condigoes
de habitat, protecao das espécies, prestacao de
servicos ecossistémicos e adogdo de procedi-
mentos de remediacao (Hazen et al., 2019, Lio-
netto et al., 2021).

Este artigo objetiva disponibilizar os
conhecimentos basicos da utilizacdo de espé-
cies sentinelas e biomarcadores de genotoxici-
dade e citotoxicidade, com a proposicdo de um
protocolo de monitoramento ambiental sufici-
entemente sensivel, eficaz e de reduzido custo
para as Unidades de Conservacao, Areas Priori-
tarias para a Conservacao ou alvo em Processos
de Licenciamento Ambiental.

Os métodos e estudos de caso apresen-
tados a seguir tém como fonte primaria a bibli-
ografia especializada e as pesquisas desenvolvi-
das pelos autores, das quais os resultados ja
foram publicados anteriormente e estao citados
no presente artigo.
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Espécies sentinelas

A dindmica da qualidade ambiental do
nosso planeta poderia ser melhor compreendi-
da se monitorada por um sistema integrando
sensores eletrénicos, numa tecnologia que ja
vem sendo utilizada (Ho et al., 2005, Oliveira &
Rodrigues, 2011, Ullo & Sinha, 2020). Embora
esta tecnologia ja seja empregada para o moni-
toramento da qualidade da 4gua, seu custo ain-
da é elevado, em especial se for comparado aos
marcadores disponibilizados por varias espé-
cies e aplicados com sucesso, a custo muito
mais baixo. Isso € possivel pela sensivel associ-
acdo das condi¢oes ambientais e seus desvios
(p. ex., efeito de poluentes etc.), nas respostas
espécie-especificas de um organismo, pautadas
na evolucao e, portanto, amplamente testadas e
inquestionavelmente validas a avaliacdo da
qualidade ambiental. Assim, monitoramentos
ambientais que empreguem essas associacoes
abidtico-bioticas, faz contraponto aos sofistica-
dos sistemas de sensores eletronicos remotos e
aos sistemas de monitoramento mais tradicio-
nais, sendo capazes de monitorar uma ampla
variedade de condicgoes fisicas e propriedades
ambientais (Constable et al., 2016, Miloslavich
et al., 2018, Harcourt et al., 2019). A avaliacao
de biomarcadores em espécies sentinelas, a
partir de respostas individuais, podem caracte-
rizar a qualidade e a satde dos ecossistemas em
tempo real, desempenhando papel fundamen-
tal a elucidacdo das respostas dos ecossistemas
aos estressores ambientais (Jetz et al., 2022).

Espécies sentinelas siao definidas
como organismos que respondem de forma
oportuna e mensuravel as  variacoOes
(observaveis e/ou nao observaveis) dos ecossis-
temas (Hazen et al., 2019, Baroudi et al.,
2020). Pelo exposto, uma espécie pode ser uma
boa sentinela ambiental se possuir requisitos
especificos, possibilitando a avaliacao dos pro-
cessos ecologicos em varias escalas espaco-
temporais, por apresentarem conspicuidade,
sensibilidade aos processos ecossistémicos, fa-
cil acessibilidade/observacao, prontidao nas
respostas, ligacdo mecanica ao ecossistema e
aplicacdo de varios indicadores em um mesmo
individuo/populacido (Zacharias & Roff, 2001,
Sergio et al., 2008, Sydeman et al., 2015, Fle-

ming et al., 2016, Estes et al., 2016, Hazen et
al., 2019). A eficacia de uma espécie sentinela
também é determinada pela sua sensibilidade
aos processos de interesse, com respostas a
mudancas ambientais especificas de forma
oportuna e detectavel. Além disso, também de-
ve ser considerada a capacidade e velocidade de
resposta da sentinela as mudancas ambientais,
em relagdo as outras que vivem no mesmo am-
biente (Hazen et al., 2019).

Dependendo da abordagem do monito-
ramento, as espécies sentinelas recebem deno-
minacées especificas. Uma sentinela eluci-
dativa é capaz de indicar mudancas passadas
ou em andamento nos componentes do ecossis-
tema, fornecendo uma ligagdo observavel entre
aspectos de ordem fisico-quimica e as respostas
bioldgicas, possibilitando, assim, o monitora-
mento de processos muitas vezes pouco eviden-
tes numa abordagem direta. Uma sentinela
lider, por sua vez, pode prever possiveis mu-
dancas futuras no meio ambiente, sendo esta
capacidade decorrente de seu limiar mais baixo
de resposta ao ambiente, em comparacao a ou-
tras espécies, bem como & sua sensibilidade
precoce as mudancas (Hazen et al., 2019). Por-
tanto, o uso de diferentes espécies sentinelas,
em um programa de monitoramento, pode me-
lhorar a capacidade de diagnose e previsao de
alteragdoes ambientais, além de identificar im-
pactos decorrentes de madltiplos estressores
ambientais, contribuindo as acGes conservacio-
nistas (Baroudi et al., 2020).

As Unidades de Conservagao (UCs),
como outras areas protegidas (p. ex. Estacoes
Ecolégicas, Parques Nacionais etc.), sdo carac-
terizadas por sua expressiva biodiversidade e,
portanto, possuem intimeras espécies poten-
ciais como sentinelas ambientais. A adocao de
programas de monitoramento dessas 4areas,
com o uso de espécies sentinelas, podera refle-
tir seu real estado de conservacao, revestindo-
se, portanto, como poderosa ferramenta desti-
nada a avaliacdo e quali-quantificacao de seu
estado de conservacao.

Biomarcadores

Os estressores ambientais interagem
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diretamente com as macromoléculas biologi-
cas, desencadeando uma cascata de eventos
celulares/moleculares, produzindo efeitos toxi-
cologicos agudos ou crénicos. Entre os efeitos
destes estressores ambientais temos desde ini-
bi¢Oes enzimaticas, alteracoes nas propriedades
de transporte e funcionamento de receptores
de membrana/intracelulares, alteracdoes das
vias de sinalizacdo intracelular, marcadores de
estresse oxidativo e danos ao DNA (Lionetto et
al., 2021). Os efeitos primarios dos estressores
ambientais, tanto no nivel celular quanto no
molecular, ndo sio isolados, mas resultam em
efeitos de toxicidade integrados. Desta forma, a
persisténcia e as consequéncias da exposicao
aos estressores ambientais podem comprome-
ter o funcionamento de 6rgios e sistemas. O
comprometimento das funcbes organicas, de
espécies expostas, pode resultar em efeitos ad-
versos, tanto no nivel de morbidade, quanto de
mortalidade, fertilidade e reproducao, podendo
comprometer a sobrevivéncia das espécies
(Lionetto et al., 2021). As alteragdes que ocor-
rem em nivel celular, bioquimico, molecular ou
fisiol6gico, podem ser quantificadas em células,
fluidos corporais, tecidos ou 6rgaos de um or-
ganismo, indicando a exposicao e/ou efeito a
esses estressores ambientais, sendo denomina-
dos Biomarcadores (Lam, 2009).

Importante destacar que as respostas
moleculares, bioquimicas e fisiologicas aos es-
tressores ambientais, precedem aquelas que
ocorrem em niveis mais altos de organizacao
biolégica (p. ex., populacbes, comunidades e/
ou ecossistemas). Pelo exposto, os efeitos noci-
vos podem ser detectados precocemente em
niveis basais (na escala de minutos a semanas),
antes que sejam identificados em niveis de mai-
or complexidade (escala de meses a anos). Por-
tanto, a anélise de biomarcadores, que trabalha
com os niveis basais, fornece um sinal de alerta
precoce dos efeitos biologicos significativos de
grande importancia ao biomonitoramento
(Lam, 2009, Lionetto et al., 2021).

Categorias diferentes de biomarcadores
podem ser empregadas no biomonitoramento,
a saber: 1) Biomarcadores de Exposicao; 2) Bio-
marcadores de Suscetibilidade; e 3) Biomarca-
dores de Efeitos. As alteragoes celulares rever-

siveis caracterizam os Biomarcadores de
Exposicao, possibilitando detectar, precoce-
mente, a exposicao dos organismos aos estres-
sores ambientais. Tais alteracoes se referem as
respostas ativadas pelos organismos para a sua
detoxificacdo. Assim, entre os biomarcadores
de exposi¢do podem ser citadas a concentragao
celular de proteinas, como as metalotioneinas,
relacionadas a detoxificacdo de metais toxicos
(Moncaleano-Nifio et al., 2022, Buenfil-Rojas
et al.,, 2022) e a glutationa (GSH), que é um
importante antioxidante envolvido no combate
aos radicais livres, durante a degradacdo de
poluentes (Gad, 2014, Castilhos-Ghisi et al.,
2022, Nagarani et al., 2023). A bioacumulacdo
de contaminantes em um organismo também
pode ser considerada um biomarcador de expo-
sicao, mesmo considerando a degradacao enzi-
matica pelos xenobioticos (Rathore et al., 2022,
Leung et al., 2022). Os Biomarcadores de
Suscetibilidade, por outro lado, se referem a
constituicdo gendmica das espécies relativa a
maior ou menor sensibilidade aos efeitos de
estressores ambientais. O polimorfismo genéti-
co nos mecanismos de reparo do DNA ou no
metabolismo de poluentes podem gerar dife-
rentes respostas em diferentes individuos, po-
dendo classificd-los quanto a suscetibilidade
aos estressores ambientais (Schlenk, 1999, Lio-
netto et al., 2021). Por outro lado, uma especial
atencdo deve ser dada aos Biomarcadores
de Efeitos, por sua capacidade de resposta
precoce, restritos aos niveis mais baixos de
complexidade biologica (p. ex., moléculas, célu-
las e tecidos), antecedendo as alteracOes nos
niveis de maior complexidade (p. ex., populaci-
onal e comunidades), apresentando notavel
aplicabilidade em procedimentos de avaliacao
da qualidade ambiental (De La Torre et al,
2007). Varios biomarcadores de efeitos tem
sido aplicados na avaliacdo da qualidade ambi-
ental, tais como: biomarcadores de estresse
oxidativo (inducao da peroxidacdo da membra-
na lipidica — vide Parra et al., 2021, Orozco-
Hernandez et al., 2022); biomarcadores enzi-
maticos (inibicao da acetilcolinesterase - con-
forme De Souza et al., 2018, Dos Santos et al.,
2022); biomarcadores citotoxicos (alteracbes
no sistema lisossomal e desestabilizacdo da
membrana lisossomal — segundo Da Silva et
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al., 2022, Giirkan, 2022, Souza et al., 2022); e
biomarcadores genotdxicos (danos na molécu-
las de DNA - vide Falcao et al., 2020, De Lima
e Silva et al., 2022).

Esta proposta de protocolo para o mo-
nitoramento ambiental encontra-se descrimi-
nada a seguir: 1) Ensaio de Citotoxicidade,
representado pelo Ensaio Vermelho Neutro,
que trata do tempo de retencdo do Vermelho
Neutro; e 2) Ensaios de Genotoxicidade,
representado pelo Ensaio Cometa (microlesoes
no DNA), Ensaio Micronucleo (macrolesoes no
DNA) e de Alteracoes Morfologicas Nucleares.

Ensaio de Citotoxicidade
Ensaio Vermelho Neutro

Os lisossomos sdo organelas celulares
encontradas nas células eucariontes, que atuam
na digestao celular, estando intimamente asso-
ciados em resposta a efeitos toxicos de conta-
minantes, ja que participam ativamente no pro-
cesso de sequestro e detoxificacdo de metais e
contaminantes  orginicos pelas células
(Svendsen et al., 2004). Em alguns casos de
toxidez extrema, que superam os limites de sua
funcao fisiologica, os lisossomos podem se
romper no interior das células (autolise), libe-
rando suas enzimas e promovendo a morte ce-
lular por apoptose. Por este motivo, a analise
de alteracGes patologicas nesta organela pode
indicar impactos ambientais, como ocorre por
alteracOes na estabilidade da membrana lisos-
somal, que pode ser comprometida em resposta
a contaminantes ou de qualquer estresse ines-
pecifico (p. ex., abidtico ou bidtico) (Moore,
1985, Koagouw & Ciocan, 2018). A desestabili-
zacdo da membrana lisossOmica pode até mes-
mo afetar a competéncia imunologica celular,
bem como sua capacidade fagocitaria (Aguirre-
Martinez et al., 2013). Os mecanismos que re-
sultam em perda da estabilidade da membrana
lisossomal ainda nio sido totalmente conheci-
dos, mas pode ocorrer por reagdo patologica
subcelular por aumento do sequestro autofagi-
co de componentes celulares (Sforzini et al,
2018), efeitos diretos de produtos quimicos a
membrana e aumento da frequéncia de lisosso-
mos secundarios, em células estressadas por

substancias toxicas (Mayer et al., 1992).

Pelo exposto, a observacao de danos a
membrana lisossomal se junta ao grupo de fer-
ramentas que podem ser empregadas em anali-
ses da qualidade ambiental. Neste contexto, o
Ensaio Vermelho Neutro, que leva em con-
sideracdo o tempo de retencao do corante ver-
melho neutro pelos lisossomos (do inglés
“Neutral Red Retention Time” — NRRT, segun-
do Weeks & Svendsen, 1996), possibilita quan-
tificar a capacidade dos processos fisiologicos
celulares se ajustarem as condic¢Oes de estresse
celular provocadas por estressores ambientais
(Lowe & Pipe, 1994). Neste ensaio as células
vivas sdo submetidas a uma solucdo do verme-
lho neutro (corante vital) com um agente toxico
(p. ex., DMSO — Dimetilsulféxido), visando de-
sestabilizar a membrana lisossomal e, nos ca-
sos de maior comprometimento celular, seu
rompimento e extravasamento ao citoplasma
(Lowe & Pipe, 1994), com este tempo sendo
registrado. Assim, células que possuem lisosso-
mos com membranas intactas por mais tempo
(> 90 min), sdo provenientes de exemplares
capturados em 4areas de reduzida toxidez
(ambientes pristinos), enquanto os exemplares
de areas de maior toxidez (ambientes contami-
nados) apresentam um rapido extravasamento,
pelo comprometimento anterior dessas mem-
branas celulares (geralmente < 60 min). Tal
efeito pode ser visualizado em concentragoes
de exposicdo a agentes téxicos mais sutis do
que aquelas que envolvem alteracGes no cresci-
mento, reproducdo e sobrevivéncia dos orga-
nismos expostos, refletindo, portanto, no efeito
subletal de um poluente (Svendsen, 2000).

Antes do experimento, toda a vidraria,
inclusive as laminas, devem estar totalmente
limpos, empregando duas solucoes para lava-
gem/descontaminacdo, como segue: 1) solucao
de HNO; a 10%; 2) solucdo de Extran® Acido a
10%; e 3) enxague final com agua deionizada,
até a completa remocao das solugdes anterio-
res. Em seguida, o material deve ser seco
(preferencialmente em estufa), com posterior
cobertura daqueles com abertura (p. ex., bec-
kers, etc.), com papel aluminio ou filme PVC.

As laminas de microscopia anterior-
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mente lavadas e secas deverao ser preparadas
(24h antes do experimento), passando sobre a
face de trabalho uma solugao de Poly-L-lisina
com agua destilada (1:10), que facilita a adesdo
dos hemocitos ao vidro. Com uma micropipeta
coloque 10pul dessa solucdo proxima a uma das
laterais da lamina, em sua face de trabalho, em
seguida fazendo um esfregaco com o uso de
outra lamina. Deixe a lamina secar e, posterior-
mente, coloque em um laminéario até o momen-
to do uso.

Para a execucdo do procedimento, de-
vem ser preparadas duas solucbes basicas, a
saber: 1) Solucao Fisiolégica, compreenden-
do 1L de agua destilada, com adicao de 4,77g
HEPES + 25,48g NaCl + 4,36g MgSO, + 0,758
KCl + 1,92g CaCl. Ao final da dissolucéo e, sem-
pre antes do uso, o pH devera ser ajustado para
7,36, com uso de HCl 0,1 M para acidificar ou
NaOH 0,1 M para alcalinizar; e 2) Soluciao
Anticoagulante, para uso com o caranguejo
Ucides cordatus, compreendendo 2,05g Glicose
(CsH1206) + 0,8g Citrato de S6dio (NasCeH;0,)
+ 0,42g NaCl. O ajuste do pH para 7,36 devera
ser efetuado conforme mencionado para a solu-
cdo anterior, ao seu término e sempre antes do
uso.

O corante vermelho neutro é fotossensi-
vel e, portanto, deve ser manipulado com a me-
nor quantidade possivel de luz, desde o mo-
mento de sua pesagem ou confeccio das solu-
cOes estoque e de trabalho, conforme informa-
do a seguir. O Ensaio Vermelho Neutro aqui
apresentado foi dimensionado para analisar no
maximo 10 exemplares por vez (= nimero de
réplicas por area de estudo), para que exista
pouco mais do que 1 min para anélise de cada
lamina. Apo6s as laminas terem sido confeccio-
nadas, serao examinadas sistematicamente em
intervalos de 15 min, para determinar em que
momento temporal houve evidéncia de extrava-
samento do vermelho neutro dos lisossomos
para o citosol. Os testes serdo encerrados no
ultimo registro temporal para a perda de coran-
te em pelo menos 50% dos hemdcitos. O tempo
médio de retencao (NRRT) deve ser calculado a
partir dos dados de finalizacdo obtidos para os
10 exemplares/ponto amostral.

Importante destacar que o tempo basal
para o Ensaio Vermelho Neutro (NRRT) possui
variacao interespecifica, sendo de 40 a 120 min
para bivalves marinhos, como mexilhGes e os-
tras (Hauton et al., 1998, Dailianis et al., 2003,
Pereira et al., 2007, Rank et al., 2007, Martinez
-Gomez et al., 2008) e de 62 a 141 min para
caranguejos (Wedderburn et al., 1998, Astley et
al., 1999, Aguirre-Martinez et al., 2013, Duarte
et al., 2016, Pinheiro et al., 2017).

No caranguejo-uca (Ucides cordatus),
uma espécie endémica do ecossistema mangue-
zal, existem trés tipos distintos de hemocitos na
hemolinfa (Figura 1), a saber: 1) Hialinécitos
(Figura 1-A), com nucleo de facil visualizacgao e
citoplasma sem granulacao visivel (hialino); 2)
Semi-granulécitos (Figura 1-B), com ntcleo
evidente e granulos citoplasmaticos pequenos,
nao dificultando a visdo do nucleo (Figura 1-B);
e 3) Granuloécitos (Figura 1-C), com granulos
citoplasmaticos grandes, que por vezes pode
dificultar a visdo do nicleo. Os hemdcitos hia-
lonécitos sao os mais indicados para a avalia-
¢do fisioldgica, pois seu citoplasma hialino
(sem granulacio) facilita a visualizacao dos li-
sossomos (Figura 1-D) por aqueles menos ex-
perientes. A avaliacao celular ocorre consecuti-
vamente em periodos temporais similares, po-
dendo, caso necessario, ser efetuada até o mo-
mento de apoptose celular (Figura 1-E),
quando ocorre o extravasamento das enzimas
dos lisossomos no citoplasma e degradacao do
hemocito.

No Quadro 1 encontram-se os procedi-
mentos necessarios a execugdo do Ensaio Ver-
melho Neutro (NRRT).

Ensaios de Genotoxicidade

O efeito de danificar o DNA e/ou modi-
ficar componentes celulares responsaveis por
regular o funcionamento do genoma é conheci-
do como genotoxicidade (Chellian et al., 2017).
A exposicdo a agentes genotoxicos (como 0s
estressores ambientais) tem o potencial de mu-
dar a estrutura do cromossomo através de que-
bras na molécula de DNA (clastogenicidade),
da sequéncia de Dbases nitrogenadas
(mutagenicidade) ou em interferir na dinamica
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Figura 1. Hemocitos do caranguejo-ucéa (Ucides cordartus), com representacao de seus trés tipos (A, hiali-
nocito; B, semi-granuldcito; e C, granuldcito), bem como de hemocitos hialinécitos com lisossomos bem
evidentes (D), exercendo sua funcao de degradacao do contaminante (DMSO, dimetilsulf6xido) diluido no
vermelho neutro. Em areas contaminadas, o processo de apoptose (E) pode ocorrer mais rapidamente, en-
tre 15 a 45 minutos do inicio das avaliacGes. Fonte: Autores.

da migracdo dos cromossomos na anafase
(aneugenicidade) (Souto et al., 2020). Esse de-
sarranjo na estrutura do DNA pode comprome-
ter a viabilidade do material genético (Srinivas
et al., 2019). Lesdes no DNA, quando nao repa-
radas, se acumulam no organismo, podendo
resultar em problemas relativos a morbidade,
mortalidade, fertilizagdo e reproducdo (Lee &
Steinert, 2003). Estudos tém relacionado essas
lesGes no DNA a efeitos biologicos no nivel ce-
lular e fisiolégico, como a reducdo do cresci-
mento, indugdo de anormalidades e redugao no
tempo de sobrevivéncia de embrides e adultos
(Lee & Steinert, 2003, Imam, 2019).

Os danos causados no material genético
por alteragcoes ambientais, cujo efeito se reflete
sobre os organismos que ali vivem, podem ser
quantificados e, desta maneira, ser um eficiente
indicativo de que o ambiente esta tendo algum
tipo de perturbagdo. Portanto, a contribuicao
de marcadores genéticos é significativa em es-
tudos de diagnostico e monitoramento ambien-
tal, onde analises de caracteristicas do nucleo
celular podem quantificar efeitos de estressores
ambientais (Gonzalez-Hunt et al., 2018). Os

ensaios de genotoxicidade possuem uma gran-
de sensibilidade devido a sua capacidade de
detectar efeitos de concentragdes muito peque-
nas (na ordem de nanogramas) de xenobioti-
cos, refletindo interferéncias minimas de um
agente contaminante/perturbador (Sponchiado
et al., 2016). Além disso, esse tipo de aborda-
gem genotodxica pode ser empregada em diver-
sos organismos e em diferentes ambientes, sen-
do, portanto, uma ferramenta de alta eficiéncia
(Bhat et al., 2019). Entre os métodos de anéalise
de danificacdo genémica o Ensaio Cometa, o
Ensaio Microntcleo e as Alteracoes Mor-
folégicas Nucleares sio ferramentas ja con-
solidadas para a avaliacdo da qualidade ambi-
ental (Vignardi et al., 2015, Medeiros et al,
2017, Stankeviciuté et al., 2019, Adam et al.,
2022, De Lima e Silva et al., 2022).

Ensaio Microniicleo

A avaliacao de células micronucleadas
(Ensaio Microntucleo) vem sendo aplicada ha
décadas para a deteccido de macrolesbes no ge-
noma, causadas por fatores quimicos, fisicos ou
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Quadro 1. Procedimentos para o Ensaio Vermelho Neutro (NRRT).

Vermelho Neutro — Solucao Estoque

Quantidades para 1 ml de Solucao Estoque

Quantidade Produto
28,8 mg Corante Vermelho Neutro (corante vital)
1ml Dimetilsulféxido (DMSO)

Misturar até a completa diluicao do corante (15 min), guardando em um frasco de vidro (10 ml), preferencialmente
ambar, com “batoque” e tampa, revestido externamente por papel aluminio em toda a sua extensdo (inclusive o fun-
do). Conserve em refrigerador até o momento do uso, quando deve ser colocado em temperatura ambiente. A vali-
dade desta solucdo é de uma semana.

Vermelho Neutro — Solucao de Trabalho

Quantidades para 5 ml de Solucao de Trabalho

1ol Vermelho Neutro (Solucao Estoque)

5ml Solugao Fisiologica (pH 7,36)

Coloque 5 ml de solucgao fisioldgica (previamente ajustada para pH 7,36) em um frasco de vidro (10 ml), preferenci-
almente ambar, com “batoque” e tampa, revestido externamente por papel aluminio em toda a sua extensdo
(inclusive o fundo). Homogeneizar a solugdo por 15 min, agitando levemente o frasco. A validade desta solugdo é de
uma hora, com preparo imediatamente antes do uso).

Preparo das Seringas (1 ml)

0,2 ml Solucao Fisiologica (pH 7,36)
0,3 ml Solug¢ao Anticoagulante (pH 7,36)
0,5 ml Sangue, Hemolinfa ou Suspensdo Celular

Montagem e Leitura das Laminas com Poly-L-Lisina

1. Para cada animal prepare uma seringa de 1 ml, munida de agulha 21 Gauge (40 x 0,8mm). Inicialmente preencha
cada seringa com 0,2 ml de Solucdo Fisiologica + 0,3 ml de Solucdo Anticoagulante, coloque a tampa e reserve
para uso.

2. Use cada seringa para obter a solugdo bioldgica em andlise (sangue, hemolinfa ou suspensao celular), fazendo a
puncao de 0,5 ml. A seringa ficara totalmente preenchida (1 ml). Retire a agulha e transfira este volume lenta-
mente para um Eppendorf (2 ml), devidamente identificado, devendo ficar em descanso por 15 min. Faga este
procedimento para cada um dos exemplares em analise.

3. Coloque as laminas tratadas previamente com Poly-L-Lisina dispostas em numa camara escura tmida, com duas
laminas por exemplar (réplica de analise e reserva). Em seguida, pipete 40 pl junto ao fundo de cada Eppendorf,
depositando-os no centro de cada 1amina de microscopia e deixando em descanso por 15 min.

4. Apo6s o tempo de descanso, pingue 40 pl do Vermelho Neutro (Solucdo de Trabalho) em cada lamina, podendo
misturar suavemente, mas sem ferir a camada de Poly-L-Lisina das 1aminas. Preferencialmente faga este procedi-
mento em sala em penumbra ou luz indireta, deixando em descanso por mais 15 min, quando as laminas poderao
ser cobertas por laminula, com o excesso das bordas podendo ser absorvido com pequenos pedacos de papel fil-
tro.

5. Na primeira hora de analise as laminas devem observadas sob microscopia a cada 15 min, passando a cada 30
min na segunda hora, o que pode ser continuado até a morte celular por apoptose (vide Tabela 1). Em cada mo-
mento sera registrado o estado fisiologico celular: (+) quando < 50% dos hemocitos estdo com o citosol claro,
auséncia de anormalidades / estresse (vide Tabela 2); (+) quando 50 a 75% dos hemocitos estiverem em estresse;
e (-) quando > 75% dos hemocitos estiver em estresse. O tempo de retencdo para cada animal se encerrara no
altimo registro com (+). O resultado de citotoxicidade (ou NRRT) para uma espécie avaliada por 15 laminas, em
determinada 4rea sera representada pela média + desvio padrao.
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Tabela 1. Critérios utilizados para a diferenciagdo de células saudéveis e estressadas, adaptados de King
(2000).

Critérios Células Saudaveis Células Estressadas

Formato da célula Irregular Arredondado
Tamanho da célula Aumentado Diminuido
Nuamero de lisossomos Aumentado Diminuido
Tamanho dos lisossomos Menores Aumentados

Cor dos lisossomos Rosado Vermelho
Pseudépodos Nao Sim
Corante extravasado no citosol Nao Sim

Tabela 2. Planilha de registro temporal da qualidade fisiol6gica dos hemoécitos pelo Ensaio Vermelho Neu-

tro (NRRT).
Lamina Tempo (minutos) Efeito
(Animal) 15 30 45 60 90 120 (Oltimo +/-)
1 + + + + - - 60
2 + + + + + - 90
3 + + + + - - 60
4 + + + + + - 90
5 + + + + - - 60
6 + + + - - - 45
7 + + + + - - 60
8 + + + + - - 60
9 + + * - - - 45
10 + + - - - - 30

* Citotoxicidade por NRRT (Média Desvio Padrdo) = 60,0 18,7 minutos.

bioldgicos, sendo um dos marcadores genéticos
mais utilizados para avaliagdo do potencial de
genotoxicidade, tanto em ensaios ou experi-
mentagoes ex situ, como também em monitora-
mento in situ (Sommer et al., 2020). O micro-
nicleo (Figura 2-B) consiste de uma pequena
porcao de cromatina de formato arredondado
perceptivel no citoplasma, resultante de algum
dano ou instabilidade gendémica (Fenech,
2000), diferindo facilmente de um eritrocito
normal (Figura 2-A). A proposta para esta ana-
lise quantitativa de macrolesdes no genoma se
baseia na contabilizacdo do nimero de células

micronucleadas, onde a quantidade de células
apresentando micronucleos em relacao as célu-
las normais pode estimar o nivel do impacto
decorrente do agente perturbador (Fenech,
2000). Este método se destaca também, nao so6
por sua alta sensibilidade de deteccao de danos
causados por estressores ambientais, mas por
ser de baixo custo (Sommer et al., 2020).

O método descrito no Quadro 2, de-
monstra a simplicidade da técnica de avaliacao
de células micronucleadas.
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Figura 2. Eritrécito normal do peixe Aspistor luniscutis (A); e um Eritrécito micronucleado (B: seta) do
mesmo animal. Fonte: Autores.

Quadro 2. Procedimentos do Ensaio Micronfticleo.

Solucao de Coloracao Micronucleo — Solucao de Trabalho

Quantidades para 42 ml

Quantidade Produto
2ml Giemsa
20 ml Tampao KH.PO, (Solucao Estoque)
20 ml Tampao Na.HPO, (Solucdo Estoque)

Tampio KH.PO, 0,06M — Solucio Estoque

Quantidades para 500 ml

4,08 g KH2P04

500 ml Agua Destilada

Tampao Na.-HPO, 0,06M — Solucio Estoque
Quantidades para 500 ml
4,26 g NazHPO4

500 ml Agua Destilada

Preparacido da Lamina com Material Biolégico

Uma gota do material biologico (sangue/hemolinfa/suspenséo celular) deve ser colocada sobre uma lamina de
microscopia e realizado um esfregago. Depois que a ldmina com material celular estiver seca (temperatura ambi-
ente), esta devera ser imersa em metanol absoluto (5 min) para a fixagdo. Ap6s este tempo, retirar a lamina, lava-
la em 4gua destilada e deixar secar a temperatura ambiente.

Coloracao

A lamina devera ser colocada em uma cuba de coloracao, contendo a solucao corante, onde permanecera por cer-
ca de 10 min. Apds este tempo, a lamina devera ser lavada em agua destilada e deixada para secar a temperatura
ambiente.

Analise das Laiminas

Deverao ser observadas em microscopia de imersao entre 1.000 e 3.000 células por espécime, sendo contabiliza-
das as células micronucleadas e as normais. Anélises estatisticas apropriadas devem ser estabelecidas para a com-
paracdo dos resultados obtidos nos grupos exposto e o controle.
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Alteracoes Morfologicas Nucleares

A localizacdo dos genes nao ocorre de
forma aleatéria dentro do niicleo e sua determi-
nacao visa priorizar a otimizacao da expressao
génica. Fatores de estresse podem gerar altera-
¢oes na morfologia nuclear e comprometer o
funcionamento do material genético (Stephens
et al., 2018). A identificacdo de alteracoes mor-
fologicas nucleares (Figura 3), em resposta as
alteragcdes ambientais, constitui, também, uma
classe de marcadores genéticos aplicaveis ao
biomonitoramento (Silveira et al., 2022).

O método empregado para a anélise das
alteragoes morfoldgicas nucleares segue o mes-
mo preparo ja mencionado anteriormente para
o Ensaio Microntcleo (vide Quadro 2). Neste
caso, no entanto, as diferentes classes de altera-
¢oes nucleares podem ser identificadas e quan-
tificadas nos esfregacos em lamina, conforme
apresentados por Carrasco et al. (1990). Apesar
da diferente sensibilidade na detecgao de efei-
tos de exposicdo aos agentes estressores do am-
biente, as analises de alteragoes morfologicas
nucleares podem ser complementares ao En-

saio Micronucleo. As alteracbes morfologicas
nucleares e as células micronucleadas podem
apresentar uma correlacdo positiva ou negati-
va, podendo revelar diferentes niveis de impac-
to ambiental, bem como inferir sobre a presen-
ca de diferentes agentes estressores ambientais
(Rodrigues et al., 2010).

Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa (eletroforese em gel
de células individuais) é uma técnica capaz de
detectar microlesoes no DNA em células indivi-
dualizadas (Speit & Hartmann, 1999), apresen-
tando alta sensibilidade na deteccdo de lesoes
pré-mutagénicas (Scalon et al., 2010) e ampla
utilizacdo estratégica no biomonitoramento de
agentes genotoxicos (Adam et al., 2010). Esta
metodologia se baseia no fato de que o DNA
danificado apresenta um padrao de migracao
em gel de eletroforese especifico, conforme a
intensidade do dano (Rojas et al., 1999). Esta
intensidade, se refere aos diferentes tamanhos
dos fragmentos de DNA (Figura 4), resultantes
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Figura 3. AlteracGes morfoldgicas nucleares em eritrocitos do peixe Aspistor luniscutis. A) Célula Binucle-
ada; B) Microcito; C) Nucleo Blebbed; D) Bud Nuclear; E) Nucleo Notched; e F) Nucleo com Brotamento.

Fonte: MoOnica Adam.
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Figura 4. Hemocitos do caranguejo Grapsus grapsus submetidos ao Ensaio Cometa. Fonte: Autores.

da exposicdo aos estressores ambientais, que
migram diferencialmente no gel devido aos
seus diferentes pesos moleculares, apresentan-
do a figura tipica de um cometa (Bolognesi &
Cirillo, 2014).

A avaliacdo dos danos é feita pela rela-
cdo entre o raio do nicleo e a extensao das
“caudas” formadas pelo DNA em migracao,
conforme representado nas classes de danos
(Figura 5), que variam da Classe o0 (auséncia de

danos ao DNA), gradativamente até a Classe 4
(maximo dano ao DNA).

O Quadro 3 apresenta as solucbes que
devem ser preparadas para a execugao do En-
saio Cometa, enquanto os procedimentos deste
método sao detalhados no Quadro 4.

O emprego dos métodos genémicas an-
teriormente descritos possibilitam a avaliacao
simultanea de danos no material genético, in-
clusive em varios tecidos de um mesmo indivi-

Classe 0 Classe 1

Classe 2

Classe 3 Classe 4

Figura 5. Classes de danos no DNA, atribuidos ao Ensaio Cometa. Fonte: modificado de Silva & Cruz

(2012).
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Quadro 3. Preparo das Solucoes utilizadas no Ensaio Cometa.

Solucao de Lise — Solucao Estoque

Quantidades para 1.000 ml de Solugio Estoque

Quantidade Produto
890 ml H.O destilada
146,1¢g NacCl (Cloreto de S6dio) 2,5 M
37,2¢ EDTA (Acido Etilenodiaminotetracético) 100 mM
1,2¢ TRIS 10 mM
8¢g NaOH (Hidréxido de Sédio) sélido
10g Lauril Sarcosinato de Sodio

Dissolver estes reagentes em 890 ml de 4gua, com posterior ajuste para pH 10, usando NaOH

Solucao de Lise — Solucio de Trabalho

Quantidades para 100 ml de Solugdo de Trabalho

3 ml Triton X — 100
30 ml DMSO
267 ml Solugao Estoque

Importante: Mantenha a solucio sempre protegida da luz (escuro)

Tampao de Eletroforese

Soluciao de NaOH (300 mM)

21,6 g

54 ml

NaOH

Agua destilada

Observacao: Estocar a solu¢do em temperatura ambiente. Validade: 15 dias. Solucao

Solucao de EDTA (200 mM) — Solucéo Estoque

14,89 ml

EDTA

200 ml

Agua destilada

Ajustar a solucdo para pH 10, utilizando NaOH.

Solucao de EDTA — Solucao de Trabalho

900 ml H.O deionizada gelada (4°C)
ml EDTA (Acido Etilenodiaminotetracético) 200
4,5 mM
27 ml NaOH (Hidré6xido de So6dio)

Acertar a solucao para pH > 13, utilizando NaOH.
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Quadro 3. Continuacio.

Tampao de Neutralizacao

24,25 ¢ TRIS

475 ml Agua destilada

Ajustar o tampao para pH 7,5, com HCL. Estocar em temperatura ambiente. Importante: O volume total do tam-
pao depende da capacidade da cuba de eletroforese.

Solucio de Coloracao* — Solucao Estoque

10 mg Brometo de Etidio

50 ml Agua destilada

Solucao de Coloracao* — Solucio de Trabalho

1ml Solucao Estoque
oml Agua destilada
* Observacdo: Esta coloragao por ser substituida pela utilizacao do corante GelRed.
PBS

Quantidades para 500 ml de Soluc¢do Estoque

0,1g KCI - Cloreto de Potéassio
0,1g KH.PO, — Fosfato de potassio monobésico
48 NaCl — Cloreto de S6dio
0,58¢g Na.HPO, — Hidrogéniofosfato disddico anidro
500 ml Agua destilada

Ajustar para pH 7,7 e estocar a 4°C.

Agarose Normal — 1,5 %

Quantidades para 100 ml de Soluc¢io Estoque

1,58 Agarose Normal

100 ml PBS
1. Dissolver bem e colocar para aquecer. Quando levantar fervura desligar. Agitar a solucao.

2. Deixar solidificar a temperatura ambiente. Cortar em pedacos e voltar a ferver, com cuidado para nao derramar.
Agitar a solucdo. Colocar em banho-maria a 80°C (o banho deve ficar no nivel da agarose).

3. Mergulhar as laminas na agarose até alcancar o inicio da parte esmerilhada. Procurar formar uma camada bem
fina de agarose. Retirar a 1amina, limpando com papel o lado oposto da parte esmerilhada. Secar a lamina
“overnight” em temperatura ambiente na horizontal. Estas laminas podem ser estocadas por varias semanas.

Agarose de Baixo Ponto de Fusao (LMP) — 0,5 %

Quantidades para 20 ml de Solugdo de uso

0,18 Agarose de baixo ponto de fusao - LMP

20ml PBS

Dissolver bem e colocar para aquecer. Quando levantar fervura desligar. Agitar a solugio. Deixar em banho-maria
a 37°C.
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Quadro 4. Procedimentos empregados no Ensaio Cometa.

Procedimentos

1. Misturar 10 pl da amostra biolégica (sangue/hemolinfa/suspensao celular) em 120 ul de agarose de baixo pon-
to de fusao (0,5%).

2. Espalhar esta suspensao em laminas previamente revestidas com agarose padrao (1,5%).

3. Cobrir com laminula e condicionar em refrigerador durante 10 a 20 min.

4. Apoés a adicao das células na lamina evitar exposicao de luz direta.

5. Retirar as laminulas gentilmente.

6. Colocar as laminas em solucdo de lise e colocar em refrigerador (4°C), por 1h. As ldminas podem permanecer
na solucdo de lise por até 4 semanas. Caso ocorra precipitacao da solugio de lise as laminas podem ser lavadas
gentilmente com PBS antes da eletroforese.

7. Colocar as laminas na cuba horizontal de eletroforese, preenchendo o maximo possivel de espacos. Caso seja
necessario, completar com laminas limpas.

8. Adicionar o tampao de eletroforese suavemente até cobrir as laminas.

9. Deixar o DNA desnaturando no tampao alcalino por um tempo de 20 a 60 min (Normalmente 25 min é sufici-
ente).

10. Realizar a eletroforese, mergulhando a cuba em gelo (4°C).

11. Iniciar a eletroforese (25 V, 300 mA). Correr por 10 a 40 min (tempo recomendado: 25 min).

12. Terminada a eletroforese, retira-se as laminas cuidadosamente, gotejando a solucao neutralizadora em cima
das laminas por 5 min.

13. Repete-se a neutraliza¢ao por mais duas vezes.

14. Secar as laminas na posicao inclinada e fixar com etanol (gelado) por 5 min.

15. Estocar as 1aminas, se necessario, em geladeira.

16. Para a coloragio adicionar 20 pl de brometo de etidio e cobrir com laminula. Descansar por 5 min, no escuro
antes da analise. Analisar imediatamente.

17. Devem ser contabilizadas 100 células por espécimes, observando as classes diferenciais de danos.

18. Anélises estatisticas apropriadas deverao ser empregadas para a conclusao dos resultados.

duo (espécie sentinela), gerando dados compa- das espécies sentinelas (Sharma et al., 2021).
rativos das respostas obtidas em condicoes

idénticas de tratamento (Sargsyan et al., 2019,

Sharma et al., 2021). Portanto, a combinacio Espécies Sentinelas — Estudos de Caso
destes diferentes métodos pode ser empregada
na triagem de efeitos de estressores ambientais,
bem como acompanhar a recuperacdo ambien-
tal através da investigacao dos danos no DNA

Caranguejos

Os caranguejos sao animais bentonicos
que totalizam cerca de 6.800 espécies (Ng et
al., 2007), vivendo em varios ambientes aquati-
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cos (4gua doce, salobra e marinha) e, até mes-
mo, no ambiente terrestre. Neste sentido, apre-
sentam adaptacoes morfofisiolégicas que os
possibilita sobreviver aos diferentes ambientes,
bem como distintos habitos alimentares
(herbivoros, carnivoros e onivoros).

O estabelecimento de uma espécie sen-
tinela tem relac@o direta com o tipo de ecossis-
tema a ser monitorado, dos compartimentos
ambientais utilizados (p. ex., agua, sedimento
e/ou alimento), além de que ela seja, preferen-
cialmente, endémica, residente e de menor va-
gilidade naquele ambiente. Os exemplos que
serdo mencionados a seguir sdo de espécies en-
démicas de manguezais/estuarios brasileiros,
conforme segue: 1) caranguejo-uca (Ucides
cordatus), uma espécie herbivora de folhas
senescentes (Christofoletti et al., 2013), escava-
dora de galerias no sedimento dos manguezais
e caracterizada por crescimento lento e elevada
longevidade (Pinheiro et al., 2005); 2) caran-
guejo-arboricola (Aratus pisonii), uma
espécie herbivora de algas e folhas verdes das
arvores de manguezal (Beever et al., 1979), que
esta associada com uma taxa de crescimento
mais expressiva; 3) caranguejo maria-
mulata (Goniopsis cruentata), uma espé-
cie onivora, também endémica de manguezais;
e 4) caranguejo-guaiamu (Cardisoma
guanhumi), um caranguejo semi-terrestre,
também caracterizada pela herbivoria, cresci-
mento lento e elevada longevidade (Cardona et
al., 2019).

Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) foi
uma das espécies mais utilizadas para a avalia-
cdo da qualidade ambiental de areas de man-
guezal, pelos ensaios Microntcleo (MN, macro-
lesdes) e Vermelho Neutro (NRRT, citotoxici-
dade). Numa primeira abordagem, Pinheiro et
al. (2013) quantificaram o nivel basal de ma-
crolesdoes desse caranguejo (média + desvio
padrdo: 2,0 + 1,0 MN/1.000), para os mangue-
zais pristinos da Estacdo Ecoldgica Juréia-
Itatins, em Peruibe (SP), correspondendo a me-
nos da metade em relagdo aos manguezais de
Cubatao (SP), que foram de 52 + 1,8
MN/1.000.

A partir dai, Pinheiro (2012) desenvol-

veu um projeto mais amplo, com apoio da FA-
PESP, realizando a dosagem de metais na agua,
folhas de Rhizophora mangle, sedimento e te-
cidos de U. cordatus, bem como analise citoge-
notoxica utilizando este crustaceo como espécie
-sentinela durante o verao/2010, desta vez em
seis areas de manguezal do Estado de Sao Pau-
lo (CAN, Cananéia; IGU, Iguape; JUR, Juréia;
SAV, Sao Vicente; CUB, Cubatao; e BET, Berti-
oga). Tais resultados indicaram um gradiente
de contaminagdo ambiental, bem como sua as-
sociacdo positiva com a quantificacdo de micro-
nucleos e negativa com o tempo de retencio do
vermelho neutro, que foram publicados em
parceria com Duarte et al. (2016). Assim, foi
confirmado o sucesso dessa espécie como senti-
nela ambiental, utilizando os dois biomarcado-
res (MN e NRRT), que se mostraram suficien-
temente sensiveis e eficazes na classificacdo dos
manguezais segundo seu estado de conservacgao
(Duarte et al., 2017), indicando como mais con-
servados os manguezais da Juréia (MN: 0,7 +
0,1 MN/1.000; e NRRT: 260,0 + 42,7 min) e de
Cananéia (MN: 0,4 + 0,6 MN/1.000; ¢ NRRT:
141,0 + 51,8 min), quando relacionado aos
manguezais mais contaminados por metais e
residuos solidos (“lixo”) em Sao Vicente (MN:
7,4 + 2,6 MN/1.000; e NRRT: 61,5 + 10,7 min).
Estes dados foram compativeis a densidade
populacional de U. cordatus, que variou de 0,8
+ 0,8 a 1,3 + 0,9 ind./m2 em manguezais de
maior impacto (BET, CUB e SAV: residuos soli-
dos variando de 18,9 + 32,1 a 34,4 + 32,6 g/
m2), em relacdo aos manguezais da Juréia (1,92
+ 1,03 ind./m?2), este classificado como mais
conservado (menor quantidade de metais e au-
séncia de residuos soélidos = “lixo”). Esta mes-
ma matriz de dados, retrabalhada por Duarte et
al. (2017), confirmou que o acimulo de metais
em U. cordatus esteve mais associado ao seu
principal alimento (folhas senescentes de R.
mangle), do que com a agua ou sedimento dos
manguezais, confirmando sua maior responsa-
bilidade a exposi¢do aos metais neste crusta-
ceo. Outro aspecto importante foi que o impac-
to genotoxico (MN) deste caranguejo apresen-
tou associacdo com o mercurio (sedimento) e
chumbo (agua e folhas verdes), enquanto o im-
pacto citotoxico (NRRT) esteve associado ao
cobre (folhas verdes/senescentes) e chumbo
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(sedimento). Portanto, percebe-se que os com-
partimentos ambientais (4gua e sedimento),
associado ao alimento foram fontes de explica-
cdo dos efeitos citogenotoxicos nesta espécie,
exigindo, portanto, o uso destas fontes de con-
taminacdo numa abordagem holistica de danos
subletais em U. cordatus.

As mesmas seis areas previamente ava-
liadas por Pinheiro (2012) em 2010, foram rea-
valiadas novamente em 2015, também utilizan-
do o caranguejo Ucides cordatus como espécie
sentinela. Estes dados, publicados por Souza et
al. (2022), desta vez foram executados em fun-
cdo das estacOes climaticas mais contrastantes
(verado e inverno/2015), para verificar se havia
alteracgdo sazonal da resposta de citogenotoxici-
dade (MN e NRRT) para esta espécie. De modo
geral, houve confirmacdo dos resultados obti-
dos anteriormente, onde os manguezais do Li-
toral Centro SP (SAV, CUB e BET: 5,5 + 1,7
MN%o) mostraram cerca do dobro do impacto
em relacdo ao Litoral Sul SP (JUR, CAN e IGU:
2,7 + 1,7 MN%o), fato este confirmado pelo au-
mento da média de microntcleos (céls./1.000)
e menor tempo de integridade da membrana
lisoss6mica (medido em minutos). O marcador
de genotoxicidade (MN) foi cerca de cinco ve-
zes maior em SAV (6,8 + 1,6 MN%o) quando
comparado a JUR (1,3 + 0,9 MN%o), somente
com diferenca sazonal significativa verificada
para CUB, onde a média no verao (5,9 + 1,4
MN%o) foi superior a de inverno (5,0 + 1,2
MN%o). Como ja confirmado em 2010, os valo-
res de citotoxicidade (NRRT) foram antagoni-
cos aos de genotoxicidade (MN), com inversao
das posicoes das areas de manguezal mais pris-
tinas (JUR: 130,6 + 50,9 min) em relacdo as
mais impactadas (SAV: 34 + 19,5 min). Dife-
rencas sazonais foram confirmadas estatistica-
mente para NRRT (verao > inverno), apenas
para quatro areas de manguezal (CAN, IGU,
BET e SAV). Em suma, os manguezais mais
preservados apresentaram valores de MN < 3
céls./1.000 e NRRT > 100 min, maximizando a
toxidez durante o verdo, quando a lixiviacao
pelas chuvas maximiza o efeito negativo sob o
NRRT, com reducdo no tempo de retencido do
vermelho neutro em relacio ao inverno
(estiagem). Portanto, a utilizacdo de U. corda-

tus foi garantida como espécie sentinela, sendo
recomendado que os registros de MN e NRRT
ocorram, preferencialmente, durante os meses
de estiagem (Souza et al., 2022), quando os
valores obtidos sao mais homogéneos e sem
efeito da lixiviacao.

Pinheiro et al. (2021) avaliaram a fre-
quéncia basal de células micronucleadas
(MN%o) para trés espécies de caranguejos, em
um manguezal pristino, na Estacdo Ecologica
Juréia-Itatins (JUR). Como ja mencionado an-
teriormente, A. pisonii, U. cordatus e G. cruen-
tata pertencem a diferentes grupos funcionais,
seja quanto a dieta como estilo de vida. No ge-
ral, o MN %o basal de G. cruentata (1,7 + 1,2
MN/1.000) foi superior ao de A. pisonii (0,9 +
1,1 MN/1.000) e U. cordatus (1,3 + 0,9
MN/1.000). Essas diferencas podem ser expli-
cadas pela dieta (fv, folhas verdes; fs, folhas
senescentes; an, itens animais; ou sua combi-
nacao), bem como pelo estilo de vida, que con-
diciona o grau de contato com os compartimen-
tos abidticos (ag, agua; se, sedimento). Aratus
pisonii, como uma espécie arborea e herbivora
especialista, esta associada a um menor ntime-
ro de compartimentos (ag + fv); Ucides corda-
tus, como um caranguejo escavador e herbivoro
generalista, utiliza trés compartimentos (ag +
se + fs); enquanto que Goniopsis cruentata é
um caranguejo cursorial, onivoro, que explora
um maior nimero de compartimentos (ag + se
+ fs + a). Portanto, uma maior variedade de
compartimentos e uma dieta mais diversificada
estiveram correlacionados a maior genotoxici-
dade. Estes compartimentos foram associados
aos metais na Juréia, que apresentaram reduzi-
das concentracgoes em relac@o a outras areas (p.
ex., Cubatdo — SP), mas influenciaram os resul-
tados basais de genotoxicidade nessas espécies
de caranguejo. Assim, uma maior genotoxicida-
de foi registrada nas espécies de manguezal que
interagem com mais compartimentos, em espe-
cial com o sedimento, que nos manguezais
apresenta elevado teor de matéria organica e,
por isso, mais metais associados (Paquin et al.,
2002). Os dados obtidos confirmam o elevado
potencial destas espécies endémicas como sen-
tinelas de manguezal, conforme sugerido por
Pinheiro et al. (2017).
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Outra espécie que vive em ambientes
adjacentes aos de manguezal, como parte de
sistemas estuarinos, é o caranguejo guaiamum
(Cardisoma guanhumi). Falcao et al. (2020)
avaliaram a genotoxicidade desta espécie pelo
Ensaio Cometa (CO) e Ensaio Microntucleo
(MN), que tratam das microleses e macrole-
soes de DNA, respectivamente. Neste estudo
foram avaliados exemplares de C. guanhumi
provenientes de cinco areas estuarinas do Esta-
do de Pernambuco (GOI, Goiana; JAG, Jagua-
ribe; CAP, Capibaribe; SIR, Sirinhaém; e FOR,
Formoso), em comparacdo a uma area pristina,
o estuério da estacdo ecolégica no Estado de
Sdo Paulo (JUR, Juréia-Itatins). O estudo foi
realizado ao longo de dois anos consecutivos,
com amostragens sazonais, no inverno e verao,
correspondentes a época das chuvas e seca nas
Regides Norte-Nordeste do Brasil, respectiva-
mente. Diferentemente dos verbes e inver-
no/2013, no inverno/2012 houve um aumento
significativo na frequéncia de MN/1.000 e no
indice de dano gendémico. A ocorréncia de da-
nos genomicos coincidiu com o rigoroso inver-
no/2012, que devido ao maior aporte de agua
dos rios costeiros, afetou significativamente o
DNA deste crustaceo.

Peixes

Inquestionavelmente, o destino da mai-
oria dos poluentes é o meio aquatico. Rios, la-
gos, aquiferos ou mar estdo constantemente
recebendo uma mistura complexa de contami-
nantes, expondo os organismos aquaticos a
uma variedade de efeitos deletérios (Sedefo-
Diaz & Lopez-Lopéz, 2012). A interacao dos
organismos com o seu meio reflete o equilibrio
ecossistémico, portanto, a saide do ecossiste-
ma pode ser mensurada pela saide dos orga-
nismos que ali vivem. Neste contexto, os ani-
mais aquaticos, devido a sua interacdo com a
coluna d’agua e sedimento, sdo sensiveis aos
estressores ambientais em concentragdes sub-
letais, sendo considerados sentinelas dos ecos-
sistemas aquaticos (Amadi et al., 2022). Assim,
as variacoes ambientais do meio aquatico po-
dem ser rastreadas em diferentes escalas tem-
porais, desde semanas a anos. A escolha da

sentinela para a avaliacdo dessas variagoes
temporais deve levar em consideracdo os dife-
rentes bioindicadores de vida das espécies, on-
de os invertebrados sdao excelentes sentinelas
para variacOes temporais mais curtas enquanto
0s peixes sdo para a analise de perturbagoes
ambientais em longos periodos (Colin et al.,
2016). Comparativamente, os peixes sdo consi-
derados mais vulneraveis que os invertebrados
quanto a exposicdo aos estressores ambientais,
sendo bioindicadores adequados para as anali-
ses dos efeitos subletais de substincias que se
encontram em concentragoes muito baixas no
ambiente (Amadi et al., 2022).

H4& uma vasta literatura abordando a
utilizacao dos peixes como sentinelas da quali-
dade ambiental. Tais abordagens indubitavel-
mente demonstram a sensibilidade dos peixes
em resposta aos diversos estressores ambien-
tais. Muitos estressores podem ser disponibili-
zados de forma continua no ambiente. Outros,
porém, podem ser acidentalmente disponibili-
zados e, de forma mais aguda, alterar o equili-
brio ecossistémico, como o relatado por Da Sil-
va (2021). Em 2018, um acidente com o derra-
mamento de vinhoto em um rio nordestino (rio
Goiana) causou uma grande mortalidade de
peixes e outros animais. Este rio localiza-se
dentro de uma reserva extrativista (Reserva
Extrativista Acat-Goiana), sendo a grande fon-
te de subsisténcia de varios ribeirinhos através
da pesca artesanal. Com a alta mortalidade de
peixes afetando a atividade pesqueira, uma pre-
ocupacdo surgiu quanto ao efeito prolongado
deste acidente no rio. Para a verificacdo deste
efeito foram realizados o diagndstico e o moni-
toramento do rio, posterior ao acidente. Da Sil-
va (2021) realizou coletas mensais do bagre-
amarelo (Aspistor luniscutis), durante dois
anos consecutivos e analisou o impacto ambi-
ental por parametros de danificacdo gendmica.
As metodologias do Ensaio Microntcleo e de
Alteracées Morfologicas Nucleares foram em-
pregadas para a quantificacdo de danos no
DNA de eritrocitos dos animais coletados na-
quele rio. Os resultados demonstraram uma
alta genotoxicidade (altas frequéncias de célu-
las micronucleadas e com alteracoes morfologi-
cas nucleares) nos seis primeiros meses de co-
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leta, sendo também demonstrada uma depura-
cdo gradual do ambiente (queda gradual na ex-
pressao de danos gendOmicos), a qual chegou
nos niveis de normalidade de expressao de da-
nos gendmicos apoés um ano da ocorréncia do
acidente.

A mesma abordagem foi realizada por
Lima et al. (2019) para o diagndstico ambiental
de cinco estuarios do Nordeste do Brasil, os
mesmos estudados por Falcdo et al. (2020),
citados acima. Os pesquisadores, porém, avali-
aram a expressao de macrolesoes (Ensaio Mi-
crondcleo) e microlesées (Ensaio Cometa) no
DNA de eritrocitos de tainha (Mugil curema).
Os resultados revelaram que os diferentes per-
fis ambientais nos quais os estuérios estao inse-
ridos respondem de forma especifica e quanti-
tativa aos impactos sofridos, onde os estuarios
localizados préximos a locais com uma maior
densidade demografica e desenvolvimento in-
dustrial apresentaram os maiores niveis de da-
no genodmico.

A magnitude da interferéncia humana
nos ambientes pode ser evidenciada em De Li-
ma e Silva et al. (2022) que demonstraram,
pela analise de danos genomicos em eritrocitos
de espécimes de sargentinho (Abudefduf saxa-
tilis) coletados em Porto de Galinhas (PE, Bra-
sil), o alto nivel dos impactos das perturbacoes
ambientais causadas pelo intenso turismo. A
restricao a mobilidade humana devido a pande-
mia do COVID-19 permitiu avaliar dois cenéa-
rios divergentes quanto a atividade turistica
nesta praia. Coletas mensais foram realizadas
durante um ano e durante o trimestre de restri-
cdo de mobilidade humana. Todas as avaliagcoes
genotoxicas estabelecidas (Microntcleos, Alte-
racoes Morfologicas Nucleares e Ensaio Come-
ta) demonstraram uma alta frequéncia de da-
nos no DNA dos animais nos periodos de inten-
sa atividade turistica, contrastando com a me-
nor frequéncia de danos genémicos no periodo
de auséncia de movimentacdo humana. Esta
pesquisa corrobora a premissa de que o ambi-
ente é capaz de se recuperar quando o agente
perturbador deixa de existir.

A quantificacdo de impacto ambiental
nao se restringe ao ambiente marinho, mas

também pode ser realizada em ambientes dul-
cicolas. Arantes et al. (2016) através da analise
de impacto genotoxico (micronicleos) em espé-
cimes de jundid (Rhamdia quelen), diagnosti-
cou a qualidade ambiental do rio Iguagu (PR,
Brasil). As diferencas encontradas quanto a
frequéncia de células micronucleadas nos ani-
mais coletados em diferentes localidades do
rio, possibilitaram estabelecer um perfil de
conservacao versus impacto deste rio, princi-
palmente com relagdo as caracteristicas locais
de cada ponto de amostragem e em relacdo a
influéncia de uma megacidade (neste caso, Cu-
ritiba/PR).

Similarmente, Adam et al. (2010) havia
demonstrado a influéncia antrépica de uma
megacidade na qualidade de um rio. Exempla-
res de cuaru (Poecilia vivipara) foram amos-
trados em um lago artificial (pelo represamento
do rio Belém) dentro de um parque urbano na
cidade de Curitiba/PR. Este rio percorre na sua
extensdo varios parques industriais até ser re-
presado no interior do parque. As altas fre-
quéncias de células micronucleadas nos eritro6-
citos dos animais avaliados demonstraram um
alto nivel de impacto genotdxico nesta localida-
de, sendo bastante preocupante quanto a toma-
da de acGes de gestdo do parque, principalmen-
te pela alta visitacdao e o provavel contato com
esta dgua, além da conservacao deste ecossiste-
ma.

Mamiferos

Entre os mamiferos, os morcegos cons-
tituem uma classe de sentinelas que permite
avaliar ambientes terrestres. Estes animais es-
tao expostos a uma maior exposicao a estresso-
res ambientais em razdo de sua longevidade e
alta ingestao de alimentos (Amadi et al., 2022).
Adam et al. (2022) utilizando a metodologia de
avaliacdo de células micronucleadas em células
sanguineas de diferentes espécies de morcegos,
avaliaram a qualidade ambiental de trés areas
protegidas da caatinga (Estacdo Ecologica Seri-
do, Parque Nacional do Catimbau, Estacdo
Ecoldgica Raso da Catarina - Nordeste brasilei-
ro). Foram detectadas frequéncias alarmantes
de células micronucleadas nos animais coleta-
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dos nas duas estacbes ecoldgicas, refletindo um
alto impacto ambiental. Tal impacto se deve a
um efeito persistente da exposi¢cdo no ambiente
de pesticidas, que outrora eram utilizados na
cultura algodoeira da regido, mesmo esta ativi-
dade ja tendo sido extinta no local ha décadas.
Este resultado coloca em alerta a gestao dessas
estagoOes ecologicas, principalmente por se tra-
tarem de areas de protecdo integral, com o ob-
jetivo de conservacao da biodiversidade.

Consideracoes finais

A padronizac¢ido dos métodos de diagno-
se e monitoramento ambiental para areas pro-
tegidas, como aqui sugerida, podera suprir a
necessidade de uma avaliacdo mais abrangente
e comparativa sobre seu estado de conservacao.
O emprego de espécies sentinelas, pautado nu-
ma anélise integrativa dos métodos citotoxicos
e de danificagdo gendmica, podera demonstrar,
em tempo real, o impacto de estressores ambi-
entais, contribuindo para a gestdo das unidades
de conservagao brasileiras. Contudo, a escolha
da espécie sentinela para avaliar o impacto am-
biental deve ser testada previamente, observan-
do as que possuam interacdo com o maior ni-
mero de compartimentos ambientais. Além dis-
so, € desejavel o uso de espécies de menor vagi-
lidade, que possuam ciclo de vida mais longo e
que, preferencialmente, sejam espécies-chave
no ecossistema em avaliacao.
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