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Este trabalho apresenta os resultados relacionados a identificagdo taxondémica e molecular de peixes coletados
no Rio Branco-RR, utilizando um protocolo propositivo € em melhoria continua. O protocolo foi proposto a partir
de revisdo bibliografica. As analises de identificacdo molecular realizadas por sequenciamento de DNA
confirmaram as identificagdes taxondmicas iniciais. Os peixes carnivoros na sua maioria € 0s peixes néo
carnivoros apresentaram concentragdes abaixo do limite maximo permitido para comercializagdo (1,0 mg/kg e
0,5 mg/kg, respectivamente). Entretanto, estas concentragdes de HgT em peixes pode representar risco a satde
da populagéo ribeirinha amazoénica pelas altas taxas de consumo de pescado. A avaliagdo de risco a saude
humana sera realizada em trabalho futuro, apés incremento de amostragem de peixes no Rio Branco para
abordagem longitudinal. Importante ressaltar que os peixes coletados neste estudo s&o os primeiros peixes

amazonicos a compor 0 maior banco de dados de identificagdo molecular da América do Sul.
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Abstract

This work presents the results related to the taxonomic and molecular identification of fish collected in the Rio
Branco-RR, using a proactive and continuously improving protocol. The protocol was proposed based on a
literature review. Molecular identification analyses carried out by DNA sequencing confirmed the initial taxonomic
identifications. Carnivorous fish, for the most part, and non-carnivorous fish showed concentrations below the
maximum allowed limit for commercialization (1.0 mg/kg and 0.5 mg/kg, respectively). However, these
concentrations of total mercury (HgT) in fish may pose a risk to the health of the Amazonian riverside population
due to high fish consumption rates. The assessment of human health risk will be conducted in future work after
increasing the fish sampling in the Rio Branco for a longitudinal approach. It is important to emphasize that the
fish collected in this study are the first Amazonian fish to contribute to the largest molecular identification

database in South America.
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1. Introdugao

O merclrio é um poluente global. E transportado a longas distancias na atmosfera, podendo impactar areas
distantes do local de emissdo. A mineragéo artesanal e de pequena escala (MAPE) de ouro mundial é uma
importante fonte de Hg para a atmosfera, sendo responsavel por 37% -40% das emiss6es merclrio em escala
global (AMAP / UNEP, 2013).

Em ambiente aquatico, 0 Hg pode ser biotransformado em metilmercurio (MeHg). Este possui a capacidade de
bioacumular e de biomagnificar na cadeia tréfica aquaticos, atingindo as mais altas concentragbes nos mais
elevados niveis tréficos, como por exemplo, em peixes carnivoro-piscivoros (DRISCOLL et al., 2013). A ingestéo
de peixes contaminados é a principal, sendo Unica, via de exposi¢do humana ao MeHg, uma conhecida
neurotoxina em adultos e com agéo teratogénica neurotoxica em fetos humanos (HARADA, 1978; CLARKSON,
1991).

A populagéo residente nas proximidades de garimpos de ouro na regido amazlnica convive direta e
cotidianamente com os impactos desta atividade, incluindo a contaminagdo por mercurio, em todo o sistema
ecoldgico. A contaminagé@o dos peixes por metilmercurio € uma das piores consequéncias, uma vez que o

consumo de pescado ¢ a principal fonte de proteina para as populagdes.

O Brasil é signatario da Convencdo de Minamata que visa reduzir as emissdes e liberagdes de mercurio com a
finalidade de proteger a saude humana e o meio ambiente. O monitoramento longitudinal de mercurio em peixes
se tornou de grande importancia uma vez que permite acompanhar as tendéncias da contaminagdo na

Amazbnia, conferindo se os objetivos da convencao estao sendo alcangados.

Uma das principais formas de acompanhar a variagéo dos niveis de mercurio em determinada regiéo, ao longo
do tempo, é pelo monitoramento de seus teores em peixes. Estes estudos tém atraido bastante atencao da
comunidade cientifica nas Ultimas décadas. Sabe-se que os teores de mercirio variam linearmente com o tempo
de exposigao dos peixes (bioacumulagéo) e com o habito alimentar das espécies (biomagnificagdo). Por isto, a
necessidade de registrar os dados sobre tamanho e peso dos individuos coletados e da identificagdo taxonémica
inequivoca, o que tem sido mais recentemente realizada pela identificagdo molecular através do sequenciamento
de DNA de peixes.

Entretanto, alguns autores tém alertado para a caréncia, em artigos sobre o tema e até em bancos de dados, de
importantes informagdes para a interpretagéo de teores de mercurio em peixes. Incluem-se os padrdes espaciais
e temporais, tamanho e nome cientifico das espécies, esforco de pesca, entre outros (Moulton et al, 2002; Sa e
Castilhos, 2022). Ainda, ha grande dificuldade em estabelecer padronizagdo de coleta sistematica de peixes por
conta de diversos fatores (distancia dos centros urbanos, alojamentos precarios, dificil acesso e deslocamento,
dificuldades de acesso a sistemas hidrogréficos, circunstancias do tempo no momento da coleta, etc.)
(Loebmann et al, 2005; Lima et al, 2011), que restringem a amostragem. A utilizacdo de diversas metodologias
de amostragem dificulta a comparagéo entre os resultados dos estudos (Pavione et al, 2019), bem como os

estudos longitudinais. Por isto é fundamental buscar um protocolo que contemple todas as informagdes
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necessarias para a melhor avaliagdo longitudinal da contaminag&o por mercUrio em peixes, visando revelar as
tendéncias ao longo do tempo em um determinado espago. E adequar o protocolo a realidade da imensa
biodiversidade da regido Amazonica. A partir dos resultados desta avaliagdo da contaminagé@o de peixes por

mercurio é possivel associar os riscos a salide humana (USEPA,1989; CASTILHOS et al., 2005).

2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo apresentar um estudo piloto para a avaliagédo da contaminag&o por mercurio em
peixes da Amazonia, utilizando um protocolo propositivo; € os resultados relacionados a identificagdo

taxondmica e molecular dos peixes.

3. Material e Métodos
3.1 Revisao Bibliografica

A reviséo bibliografica buscou informagfes sobre os pardmetros necessarios para elaboragao de um protocolo
de amostragem e sobre a avaliagéo de risco de saude humana (MATA et al, 2019; USEPA, 1989; CASTILHOS,
et al, 2005).

3.2 Coleta de Peixes

Em fevereiro de 2023, em parceria com o ICMBio de Boa Vista-RR, foram coletados 22 peixes no alto e no baixo
Rio Branco, em Boa Vista-RR e em Caracarai-RR, respectivamente. Estes foram medidos, pesados e

fotografados.

Os peixes foram identificados em nivel de espécie (Dr. Sylvio Romério Briglia Ferreira, ICMBio RR) e nivel tréfico
(FROESER et al, 2005). Amostras de tecido muscular foram retiradas e congeladas e posteriormente
encaminhados para o Laboratério de Especiagdo de Mercurio Ambiental — LEMA/CETEM para anélise de

mercurio.
3.3 Analise de Mercrio

A quantificacdo de mercurio total das amostras de tecido muscular dos peixes foi realizada no LEMA. A técnica
utilizada foi espectrometria de absorgéo atémica acoplada a forno de grafite (AAS GF), sem a utilizagdo de pré-
tratamentos. O limite de deteccdo de 0,0005mg/Kg, e o limite de quantificacdo é 0,009mg/kg do método. Foram
realizadas analises em triplicata de cada amostra e a cada 30 amostras analisadas foi analisado material de

referéncia certificado (MRC) como medida de controle da qualidade dos resultados.
3.4 Identificagao Molecular

As andlises de identificagdo molecular foram realizadas pelo Centro Nacional de Identificagdo Molecular de
Pescado — CENIMP/UFRJ. O DNA gendmico foi extraido utilizando cerca de 10mg de musculo previamente
conservado em alcool 96%. A PCR (reagdo em cadeia da polimerase) foi feita para amplificar fragmentos de

genes dos DNA extraidos, para que pudessem ser sequenciados e assim identificados. Os produtos da PCR
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foram purificados e sequenciados. As sequéncias de DNA foram editadas e depois comparadas com a base de
dados GenBank utilizando uma pesquisa Blast no software Geneious. A reconstrucéo filogenética foi realizada
usando a méaxima verossimilhanca, conforme implementado no pacote 1Q-Tree (MINH et al., 2020), com o
modelo de substituigdo de dois parametros de Kimura (K2P) (KIMURA, 1980) definido a priori como 0 modelo

mais usado e bem estabelecido para analise forense de produtos de frutos do mar (DELPIANI et al., 2020).

4. Resultados

Os peixes foram identificados taxonomicamente em uma primeira fase pelo ICMBio-RR, em: Pseudoplatystoma
tigrinum (N=1), Leporinus agassizii (N=2), Brycon falcatus (N:4), Hypophthalmus marginatus (N=3), Pinirampus
pirinampu (N=4), Calophysus cf. macropterus (N=3), Pygocentrus nattereri (N=3), Piaractus brachypomus (N=2).
Ao termino das identificagdes moleculares foram feitas comparages com o banco internacional — National
Libraly of Medicine - Nucleotide BLAST. Os resultados apresentaram mais de 95% de compatibilidade quando

comparados, confirmando o que foi identificado inicialmente. Este material esta depositado no CENIMP/UFRJ.
Os teores de mercurio total (HgT) em tecido muscular de peixes encontram-se na Tabela 1

Tabela 1. Nome cientifico, habito alimentar (HA) e teores de mercurio total

(mglkg; peso umido) em tecido muscular de peixes.

Nome Cientifico HA HoT Nome Cientifico HA HoT
(mglkg) (mglkg)
NC NC
Brycon cf falcatus <LD Piaractus brachypomus <LD
NC NC
Brycon cf falcatus 0,074 Piaractus brachypomus <LD
NC C
Brycon falcatus 0,094 Pinirampus pirinampu 0,963
NC C
Brycon falcatus 0,105 Pinirampus pirinampu 2,836
Calophysus cf. macropterus C 1,013 Pinirampus pirinampu ¢ 2,508
Calophysus cf. macropterus C 0,821 Pinirampus pirinampu ¢ 0,789
C NC
Calophysus cf. macropterus 1,062 Pseudoplatystoma tigrinum 0,134
C NC
Hypophthalmus marginatus 0,606 Pygocentrus nattereri 0,262
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Hypophthalmus marginatus 0,507 Pygocentrus nattereri 0,433
C NC
Hypophthalmus marginatus 0,602 Pygocentrus nattereri 0,44
Leporinus agassizii NC 0,051
Leporinus agassizii NC 0,081

C=Carnivoro; NC=Né&o carnivoro

Os resultados mostraram que 0s peixes carnivoros na sua maioria apresentaram concentragfes dentro do
maximo recomendado (1,0 mg/kg), apenas dois peixes da espécie Pinirampus pirinampu apresentaram niveis de
HgT acima do recomendado pela Legislagdo Resolugdo — RDC N°42, de 29 de agosto de 2013. Os peixes néo
carnivoros apresentaram concentragdes abaixo do maximo recomendado (0,5 mg/kg) pela Legislagdo Resolugédo
— RDC N°42, de 29 de agosto de 2013.

Sa & Castilhos, 2022 organizaram dados primarios de teores de mercUrio em pescado, gerados no LEMA de
2000 a 2021, visando informagbes sobre: o projeto de pesquisa, responsavel pela coleta, data de coleta dos
espécimes (dia/més e ano), ambiente de coleta (sub-bacia de nivel 4, sub-bacias e bacias hidrogréficas;
coordenadas geograficas), 0 nome popular e cientifico dos peixes, o profissional responsavel pela identificacdo
taxondmica, o habito alimentar da espécie, o tamanho e peso dos peixes € o teor de mercurio total em peso
umido, ou em peso seco e umidade. Foram observadas lacunas importantes nestas informagdes basicas, que se
repetram em uma série de artigos cientificos publicados. Estas lacunas poderdo ser superadas com a
elaboragéo de um protocolo orientador de amostragem de pescado para quantificacdo de mercurio e avaliagdo

de risco a saude humana e risco ecoldgico.

5. Conclusao

O protocolo de coleta utilizado no estudo piloto mostrou-se util e esta em continua melhoria. Os teores de
mercurio nos peixes coletados no Rio Branco estdo dentro dos limites da legislagdo. Entretanto, é preciso
considerar que a populagao amazénica consume pescado em altas taxas, o que pode resultar em riscos a salde
humana. Estudos futuros irdo abordar este tema, bem como incrementar a amostragem de peixes da bacia
hidrografica do Rio Branco. Importante ressaltar que os peixes coletados neste estudo séo os primeiros peixes

amazdnicos a compor o maior banco de dados de identificacdo molecular da América do Sul.
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