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RESUMO

O MODELO ANIMAL QUADRIVISIO AFF. LUTZI (CRUSTACEA,
GAMMARIDEA): ESTUDO DA TOLERANCIA A VARIACOES AMBIENTAIS
(SALINIDADE E TEMPERATURA) E CONTRIBUICAO NA PADRONIZACAO

DE BIOENSAIOS

Helena de Oliveira Souza

Orientador: Laura Isabel Weber da Conceicéo

Co-orientador: Moisés Basilio da Conceicéo

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de P6s-graduacédo
em Ciéncias Ambientais e Conservacdo, Universidade Federal do Rio de Janeiro —
UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Ambientais e Conservacao.

Invertebrados tém sido amplamente utilizados como modelos animais na éarea de
Ecotoxicologia. A maioria destes organismos sdo originarios de paises de clima frio.
InformacBes obtidas com espécies exoticas ndo permitem fazer previsdes para o
ambiente local como as espécies nativas. Portanto, o objetivo deste estudo foi contribuir
para a padronizacao e estabelecimento do modelo animal, o anfipode Quadrivisio aff.
lutzi, habitante das lagoas costeiras do Norte Fluminense do estado do Rio de Janeiro.
Os anfipodes foram coletados nas lagoas costeiras Carapebus e Paulista, localizadas no
PARNA Restinga de Jurubatiba/RJ. Os anfipodes foram aclimatados em incubadora a
27°C e fotoperiodo de 12 h, com renovacdo de agua a cada 48 h e alimentados com
matéria organica vegetal esterilizada e suplemento alimentar comercial. Foram
realizados os seguintes bioensaios: 1) de tolerancia a diferentes salinidades (0 a 60); 2) a
diferentes temperaturas (3 a 39°C); 3) a interacdo de salinidade de 18 com temperaturas
de 27 a 39°C); 4) foi realizado um bioensaio para medic¢do da osmolalidade da agua e da
hemolinfa dos anfipodes sob diferentes concentracdes de sal (salinidades de 0,5 a 39);
5) foi realizado um boensaio para determinacéo da toxicidade do controle positivo metil
metano sulfonato (MMS); e 6) um para determinar a sobrevivéncia dos anfipodes em

um meio basico artificial. Foram feitas as seguintes analises estatisticas: analises de



regressao linear; ANOVA ndo paramétrico Kruskal-Wallis para determinar o efeito de
salinidade, temperatura, género e meio de cultivo; e comparagdo de médias (Teste de
Tukey). Os resultados mostraram que o anfipode é eurialino, tolerando desde 0,2 até 21
de salinidade, com LCsg = 36; hiper-regulando na faixa de 0,2 a 10 e osmoconformando
em salinidades proximas a 21, observando aos 27 de salinidade a perda da homeostase.
A faixa de tolerdncia a temperatura foi de 8°C a 32°C, com maior resisténcia a
temperaturas baixas. No entanto, em salinidade de 18, ndo houve mortalidade a 35°C,
sugerindo interacdo entre temperatura e salinidade. No bioensaio da avaliacdo da
toxicidade do controle positivo MMS, se obteve que a maior concentracdo testada sem
efeito sobre a mortalidade acumulada do anfipode foi de 10 mg/L, a concentracéao letal
LCso foi de 21,3 mg/L e jA em 30 mg/L se observou 100% de mortalidade. A
sobrevivéncia dos anfipodes em meio bésico artificial apresentou valores opostos entre
anfipodes de diferente procedéncia. Portanto, ndo houve resultados conclusivos quanto
a utilizacdo do meio bésico artificial para cultivo dos anfipodes a longo prazo. Serdo
necessarios maiores estudos para determinar o melhor meio de manutencdo dos
anfipodes a longo prazo, tais como tempo de aclimatacdo dos anfipodes, alimentacéo,
procedéncia e composic¢do genética dos anfipodes das diferentes lagoas e sua variacao

em funcédo das condi¢des ambientais por meio da selecéo natural.

Palavras chave: Amphipoda, Quadrivisio, Salinidade, Temperatura, MMS.
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Marco de 2015
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ABSTRACT

THE ANIMAL MODEL QUADRIVISIO AFF. LUTZI (CRUSTACEA,
GAMMARIDEA): TOLERANCE TO ENVIRONMENTAL CHANGES
(SALINITY AND TEMPERATURE) AND A CONTRIBUTION TO BIOASSAY
STANDARDIZATION

Helena de Oliveira Souza

Orientador: Laura Isabel Weber da Conceicéo

Co-orientador: Moisés Basilio da Conceigdo

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de P6s-graduacédo
em Ciéncias Ambientais e Conservacdo, Universidade Federal do Rio de Janeiro —
UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Ambientais e Conservacao.

Invertebrates have been widely used as animal models in Ecotoxicology. Most of them
corresponds to species from temperate countries. Information about exotic species do
not allow doing prediction like local and native species do. Therefore, the aim of this
study was to contribute for the standardization and establishment of the animal model,
the amphipod Quadrivisio aff. lutzi, inhabiting the coastal lagoons of the Fluminense
North of Rio de Janeiro State. Amphipods were collected from the coastal lagoons of
Carapebus and Paulista, localized at the PARNA Jurubatiba/RJ. Amphipods were
acclimatized at 27°C and photoperiod of 12 h, with water exchange every 48 h and fed
with sterilized vegetal organic matter and commercial food supplement. The following
bioassays were performed: 1) amphipod tolerance to different salinities (0 a 60); 2);
tolerance to different temperatures (3 a 39°C); 3) interaction of salinity of 18
temperatures from 27 a 39°C); 4) an other bioassay was done for the obtention of the
water osmolality and the amphipod hemolymph osmolality at different salinities
(salinities of 0,5 a 39); 5) it was performed a bioassay for evaluating the toxicity of the
positive control Methyl Methane Sulphonate (MMS); 6) an other bioassay was done for

evaluating survival at an artificial basic mean for amphipod maintenance at long term.

Xii



The following statistical analysis were performed: linear regression analysis; Non-
parametric ANOVA Kruskal-Wallis to determine the effect of salinity, temperature,
gender and medium for culture; mean comparisons (Tukey Test). The results showed
that the amphipod is an eurihaline species, tolerating a salinity range from 0.2 to 21,
with a lethal concentration of LCso = 36; hiperregulating in the salinity range from 0.2
to 10, osmocomforming at salinities close to 21, and loosing homeostasis at a salinity of
27. The temperature range of tolerance of Q. aff. lutzi is from 8°C a 32°C, with higher
resistance to low temperature in 48 h. Nevertheless, no mortality was observed at
temperature of 35°C when salinity was maintained at 18, suggesting an interaction
between salinity and temperature. In the evaluation of MMS toxicity, it was obtained
that the highest concentration tested without effects on the amphipod was 10 mg/L, with
lethal concentration of LCsp = 21,3 mg/L and 100% mortality at 30 mg/L MMS. The
survival of amphipods in artificial basic medium presented opposing values between
amphipods from different sources. Therefore, no conclusive results were obtained for
the basic artificial medium for long term culture of the amphipods. Further studies will
be necessary in order to find the best conditions for long term maintenance of
amphipods in the laboratory, such as resolving acclimatization time of amphipods,
feeding, origin and genetic composition from different lagoons and their variation in

function to environmental condition by means of natural selection.

Keywords: Amphipoda. Quadrivisio, Salinity. Temperature. MMS.

Macaé
Marco, 2015.
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1.0 INTRODUCAO GERAL

1.1 Modelos animais e sua importancia.

A observacdo do comportamento e das reagdes dos organismos no contato com
produtos quimicos contaminantes, particularmente da agua, levou no século XIX a se
considerar o emprego de organismos como indicadores de impactos ambientais (Knie &
Lopes, 2004). Houve ao passar do tempo o aprimoramento das técnicas em laboratério
de manutencdo destes organismos. Muitos grupos de animais foram utilizados e se
mostraram como organismos com potencial para experimentos. Hoje, existem

organismos modelos para cada nivel trofico.

Modelos animais sdo organismos testes utilizados em bioensaios, que permitem
determinar os efeitos a diferentes niveis de algum componente fisico ou quimico.
Diversas sdo as caracteristicas necessarias para que se estabeleca um modelo
padronizado. Um bom modelo animal necessita apresentar uma sensibilidade
relativamente constante, de maneira que possibilite a obtencdo de resultados precisos,
garantindo assim repetir e reproduzir os resultados (Knie & Lopes, 2004; Zagatto &
Bertoletti, 2006). Para tanto, sdo necessarios conhecimentos prévios da biologia da
espécie, como reproducdo, habitos alimentares, fisiologia e comportamento, tanto para
cultivo quanto para a realizacdo dos testes (Zagatto & Bertoletti, 2006). Quando a
espécie apresenta condicdes, ou possibilidade de manutencdo, ou existem técnicas
disponiveis em cultivo em laboratério, seu uso se torna altamente recomendavel (Knie
& Lopes, 2004; Zagatto e Bertoletti, 2008). Além disso, 0 uso de espécies de pequeno
porte e ciclo de vida curto é ideal aos estudos ecotoxicolégicos em laboratorio. Situam-
se neste contexto, os cladoceros como Daphnia e Ceriodaphnia, cujo cultivo em
laboratério estd bem estabelecido e ndo apresenta muitas dificuldades para sua
manutencdo (Zagatto e Bertoletti, 2008).

Esses organismos modelos sdo classificados como bioindicadores. O
bioindicador apresenta algumas defini¢des. Dentre estas, um bioindicador é tido com
um ser vivo utilizado em bioensaios, para determinacéo do efeito biologico de alguma
substancia, fator ou condicdo (Knie & Lopes, 2004), ou como um organismo
caracteristico de diferentes estados de poluicdo da agua (Knie & Lopes, 2004). Os

bioindicadores sdo  ferramentas  importantes no  biomonitoramento. O
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Biomonitoramento, por sua vez é composto de um sistema de testes para a deteccao de

substancias toxicas nos organismos selecionados (Knie & Lopes, 2004).

Os grupos de animais invertebrados utilizados como modelos animais séo
variados e encontra-se em diferentes niveis troficos. Dentre os principais grupos entre
0s consumidores primarios, encontramos 0Ss protozoarios e rotiferos; entre o0s
consumidores secundarios temos o0s crustaceos, moluscos, anelideos e equinodermos;
entre 0s consumidores terciarios estdo 0s peixes; e entre 0s decompositores Ssao

destacados os fungos e bactérias (Zagatto & Bertoletti, 2006).

1.2 Crustaceos como modelos animais.

Crustaceos tem sido amplamente utilizados como bioindicadores e biomonitores
em varios sistemas aquaticos (Rinderhagen et al., 2000). Alguns crustaceos ja sao
considerados como bons modelos de estudo devido a sua sensibilidade, boa manutencéo
em laboratdrio, ciclo de vida curto e representatividade significativa devido ser base da
alimentacdo de larvas de peixes e outros crustaceos (Zagatto & Bertoletti, 2006;
Ruppert & Barnes, 2005). Os crustaceos apresentam espécies bem estabelecidas como
modelos animais. Magalhdes & Filho (2008) citam as normas APHA (1998, Anexo |) e
USEPA (2002, Anexo 1), onde encontram-se os grupos Cladocera (Ceriodaphnia dubia,
Daphnia pulex e Daphnia magna). Na norma ASTM (2000, Anexo 1) é citado o grupo
Amphipoda (Hyalella azteca) e Zagatto & Bertoletti (2006) citam a norma ABNT

(2005, Anexo 1) onde encontra-se o grupo Mysidacea

Segundo Martins & Bianchini (2011), a maioria dos crustaceos utilizados em
bioensaios no Brasil é exdtica. As espécies nativas de crustaceos estdo representadas por
C. silvestrii e D. laevis em poucos trabalhos, enquanto as exoticas que mais se destacam
sdo: D. magna, D. similis e C. dubia. Estas Gltimas apresentam caracteristicas
importantes para modelos animais, principalmente pela facil manutencdo em
laboratério, fisiologia, genética e comportamentos bastante conhecidos, o que torna os

resultados padronizados.

Apesar destas caracteristicas, trabalhos apontam que espécies de crustaceos
nativos podem apresentar sensibilidade semelhante ou até maior em comparagdes a
outros organismos exaticos. No caso dos crustaceos, o estudo de Castro et al. (2009),
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mostrou que o copépode nativo Tisbe biminiensis apresentou maior sensibilidade ao

dicromato de potassio, em relacdo aos exoticos T. holothuriae e Palaemon elegans.

Abessa et al. (1998), através de estudos com o anfipode nativo de estuério da
regido de Santos, Tiburonella viscana, constataram que esta espécie € tdo sensivel a
sedimentos marinhos contaminados quanto outras espécies exoéticas ja padronizadas
como Rhepoxynius abronius e Grandidierella japonica. A utilizacdo desta espécie
nativa, representa vantagens comparando-se com as espécies exoticas, como a nao
necessidade de gastos na comercializacdo e manutencgdo do animal em laboratorio para

se iniciar um experimento.

1.3 O anfipode Quadrivisio aff. lutzi.

O género Quadrivisio foi descrito primeiramente por Stebbing (1907) e
caracterizado por quatro olhos bem desenvolvidos. Este género foi recentemente
transferido da familia Melitidae para a familia Maeridae (Lowry & Hughes, 2009).

Apenas seis espécies sdo classificadas no género (Lowry & Springthorpe, 2005):
1) Q. bengalensis Stebbing (1907), a partir do qual o género foi descrito pela primeira
vez em Port Canning, Lower Bengal, India; 2) Q. lutzi, descrito para Georgetown,
Guyana por Shoemaker (1933) pelo género Pseudoceradocus e nomeado como
Quadrivisio occidentalis de Bonaire e Aruba por Stephensen (1933); 3) Q. aviceps
Barnard (1940), encontrado na confluéncia das marés com &guas fluviais na Africa do
Sul; 4) Q. bousfieldi Karaman & Barnard (1979), encontrado no rio Liei da Ilha Manus
do arquipélago de Bismark; 5) Q. lobata Asari (1983), encontrado na india; e 6) Q.
sarina Lowry & Springthorpe (2005), uma espécie marinha encontrada em Sarina,
Australia. O anfipode Quadrivisio aff. lutzi foi encontrado nas lagoas costeiras do
sudeste do Brasil, no estado do Rio de Janeiro e Sdo Paulo (Leite et al., 1980;
Henriques-de-Oliveira et al. 2007, Weber et al., 2013).

Q. aff. lutzi (Shoemaker, 1933) (Fig. 1) habita lagoas costeiras no sudeste do
Brasil (Leite et al., 1980; Henriques-de-Oliveira et al., 2007; Weber et al., 2013),
muitas das quais sdo ambientes ricos em acidos hamicos (Leite et al., 1980; Henriques-
de-Oliveira et al., 2007; Weber et al., 2013; Suhett, 2007; Esteves 2011). Esta é uma

das muitas espécies de crustaceos que colonizaram ambientes de agua doce e



apresentam grande importancia na cadeia trofica destes ecossistemas. O anfipode Q. aff

lutzi € um decompositor de detritos vegetais e consumidor organico animal.

Esta espécie é didica assim como todos os anfipodes. Os machos fertilizam os
ovos externamente na bolsa marsupial das fémeas. A auséncia de uma fase larval de
vida livre e a incubacao do jovem pela fémea em uma bolsa sdo caracteristicas de todos
0s crustaceos peracaridos (Lincoln, 1979). O dimorfismo sexual é evidente no tamanho
do corpo (fémeas s&o menores do que os machos) e o tamanho do segundo par de

gnatopodos dos machos é maior do que o das fémeas.

A espécie e encontrada em algumas das lagoas costeiras do sul fluminense,
localizadas no PARNA da Restinga de Jurubatiba. Estas lagoas, s&o ambientes
altamente instaveis, com alta variacdo no influxo de agua do mar, através do
rompimento (natural ou antropico) das barreiras de areia que isolam as lagoas do mar
(Esteves, 1998). Essas lagoas sdo adjacentes a bacia marinha de Campos, uma area de
producdo off-shore de petréleo com alto trafego de navios de petroleo. Algumas das
lagoas também estdo sujeitas a contaminacdo com residuos antropogénicos como por
exemplo, esgoto doméstico (Henriques-de-Oliveira et al. 2007). Portanto, é importante
identificar as espécies locais que possam servir como indicadores de variacdo ambiental
nestes ecossistemas e que permitem avaliagcdes das respostas bioldgicas aos poluentes.
Com este objetivo, o anfipode Quadrivisio aff. lutzi foi recentemente identificado como
um potencial modelo de invertebrado para avaliar a variacdo ambiental e poluicao
nessas lagoas (Weber et al., 2013). Esta espécie apresenta ovos pequenos, com fémeas
que amadurecem a pequenos tamanhos (0,3-0,4 mm comprimento do corpo), alta
fecundidade (20,2 + 9,2 ovos/fémea) e com iteroparidade como uma adaptacdo a seu

ambiente altamente instavel (Medeiros & Weber, submetido).



Figura 1: Exemplar do anfipode Quadrivisio aff. lutzi obtido da lagoa Paulista. Foto de L. I.
Weber.

As lagoas costeiras habitadas por estes individuos localizadas no PARNA da
restinga de Jurubatiba, estdo constantemente expostas a variacdes de salinidade devido
entrada da agua do mar (natural ou antrépica) ou por periodos de estiagem. As variacdes
de salinidade das lagoas neste local de estudo apresentam valores desde 0,2 a 32,15 de
salinidade (Ventura, 2015). A temperatura nestes ambiente também varia durante o dia
e entre periodos de estiagem e pluviosidade. Portanto, é de grande interesse conhecer as
faixas de tolerancia dos parametros de temperatura e salinidade do anfipode Quadrivisio

aff. lutzi.

1.4 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desta dissertacdo é contribuir com o conhecimento sobre as
faixas de tolerancia do anfipode Quadrivisio aff. lutzi frente a fatores ambientais aos
quais estes animais estdo submetidos constantemente: salinidade e temperatura e gerar
avancos na padronizacdo desta espécie como modelo animal para testes de
Ecotoxicologia.



CAPITULO |

2.0 ESTUDO DA TOLERANCIA E RESPOSTA DO ANFIPODE QUADRIVISIO
AFF. LUTZI FRENTE A VARIACOES DE FATORES AMBIENTAIS
(SALINIDADE E TEMPERATURA)

2.1 INTRODUCAO

Ha aproximadamente 30 filos de crustaceos, todos de origem marinha (Augusto
2005). Dentre estes, dezesseis filos invadiram a agua doce (Lee & Bell, 1999), como é o
caso do amphipode Quadrivisio aff. lutzi. Testes que envolvem a tolerancia de
crustaceos a salinidade podem ser importantes para elucidar os mecanismos de sua
evolucdo, bem como para fornecer dados preditivos em um cenario de mudanca

ambiental.

2.1.1 Tolerancia dos Crustaceos as variagdes de salinidade.

Entende-se por salinidade a concentracdo de sais minerais dissolvidos em agua,
que corresponde ao peso, em gramas, dos sais presentes em 1kg de &gua, destacando-se
o caélcio, magnésio, sodio, potassio, bicarbonato, cloreto e sulfato (Esteves, 2011).
Segundo a Resolucdo do CONAMA n° 357, os ambientes sdo classificados como:
dulcicolas, com salinidade igual ou inferior a 0,5; salobros, com salinidade superior a

0,5 e inferior a 30; e marinhos, com salinidade igual ou superior a 30.

A salinizacdo de ecossistemas pelo aumento da concentracdo de sais ocasionado
de forma natural ou antropica, tem sido diagnosticada como um problema ambiental que
ird aumentar ao decorrer do tempo (Williams, 1999). Os ecossistemas de lagoas
costeiras, onde habita a espécie de anfipode Q. aff. lutzi, estdo submetidos a mudancas
dos valores de salinidade, devido a eventos naturais. Sdo exemplos destes eventos as
variacdo da pluviosidade, da taxa de evaporacdo, da entrada de agua do mar ou
percolacdo pela barra de areia pelas ressacas e pelo “spray” marinho (Minello, 2004). O
aumento da salinidade em aguas doces pode ser também ocasionado por acdes

antrépicas como abertura de barra, construcdo de portos, descargas de fertilizantes



(Silva et al., 2000; Piscart et al., 2005) e utilizacdo de sal para remocéo de gelo e neve
(Blasius & Merritt, 2002).
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Figura 2: Representagdo dos principais eventos naturais que podem levar a alteracdo da
salinidade nas lagoas costeiras do norte Fluminense. Extraido e modificado de Minello (2004).

2.1.2 AdaptacOes fisioldgicas e bioquimicas dos crustaceos as variagdes de

salinidade.

Os crustaceos podem ser classificados em funcdo de sua toleréncia as variacoes
de salinidade como eurialinos, quando toleram amplas variacfes de salinidade e como
estenoalinos, quando toleram uma faixa estreita de salinidades. Em funcdo de sua
capacidade reguladora, podem ser classificados como osmoconformadores, quando a
osmolaridade do meio interno se mantém similar & do meio externo; e como
osmorreguladores, quando a osmolaridade € mantida constante, mesmo que ocorra
variacdo no meio externo. Os liquidos internos (ex. hemolinfa e da excre¢do) podem se
encontrar em relacdo ao meio externo em condi¢do isosmdtica, com concentracdo
interna igual a do meio; hiposmotica, com menor concentracédo interna em relagdo ao

meio; ou hiperosmatica, com concentragdo maior que o meio.



Durante sua evolucdo os crustaceos desenvolveram uma série de caracteristicas,
as quais permitiram a otimizacdo na sua exploracdo em diferentes ambientes aquaticos.
Entre estas, podemos citar as adaptacdes fisioldgicas (permeabilidade corporal,
absorcdo e reabsorcao de sal), morfoldgicas (estrutura branquial), biogquimicas (aumento
ou reducdo da atividade de enzimas ionotransportadoras), reprodutivas
(desenvolvimento larval abreviado) e comportamentais (migracdo entre dgua doce e
salobra). As adaptacOes fisiologicas e bioquimicas apresentam grande relevancia na
conquista do ambiente de dgua doce, uma vez que participam dos processos de hiper-
regulacdo da osmolalidade da hemolinfa, 0 que compensa a perda passiva de ions e o
ganho osmotico de agua, mantendo a osmolalidade da hemolinfa maior que a do meio
externo (Augusto, 2005). Segundo Nielsen (2013), a molalidade refere-se a um
componente especifico de uma solucdo ou fluido biolégico, o que difere da molaridade
que refere-se ao volume total dos solutos de uma solucéo ou fluido biologico (Nielsen,

2013), sem portanto a necessidade do conhecimento de solutos especificos.

Os crustaceos de agua doce, salobra e salgada apresentam diferencas na
permeabilidade corporal. Os crustaceos de agua mais salgada, apresentam uma maior
permeabilidade corporal, permitindo o fluxo passivo de ions e agua. J& nos crustaceos
de 4gua mais doce ha a reducdo dessa permeabilidade, 0 que proporciona menos gasto
de energia, que ocorreria para compensar a reducdo de sal (Potts & Parry, 1964). Além
da permeabilidade corporal, existem dois drgdos responsaveis para esta adaptabilidade:
As branquias e as glandulas antenais. Estes érgdos participam da hiper-regulacdo da
osmolalidade da hemolinfa, caracteristica importante que permitiu a adaptabilidade em
agua doce. Este mecanismo compensa a constante perda passiva de ions e o ganho

osmoético de agua, mantendo a osmolalidade da hemolinfa maior que a do meio externo.

A estrutura bésica das branquias inclui células que sdo separadas da hemolinfa
por uma membrana no lado basal e coberta por uma cuticula no lado apical. A
superficie baso-lateral possui invaginacdes associadas a numerosas mitocondrias,
enquanto a superficie apical € normalmente composta por canais e microvilos (Mantel
& Farmer, 1983 apud Augusto A. S. 2005). Alem da absorcdo de sais, o tecido
branquial participa de trocas gasosa e excrecdo de residuos nitrogenados (Taylor &
Taylor, 1992; Péqueux, 1995; Freire et al., 2006).



A glandula antenal dos crustaceos participa de mecanismos de reabsorcdo e
excrecdo de urina menos ou mais concentrada (dependendo do meio). A glandula
antenal é composta por um saco celémico (celomosaco), um canal ou poro excretor de
comprimento varidvel entre as espécies e um pequeno duto de saida abaixo da inser¢do
da segunda antena. As paredes do celomosaco apresentam células semelhantes as dos
glomérulos de vertebrados e é através delas que ocorre a filtragdo da hemolinfa para o
limen do saco terminal. O processamento do filtrado, a secrecdo seletiva e/ou
reabsorcdo ocorrem dentro do canal excretor (Ruppert & Barnes, 2005,1996; Freire et
al., 2006). Ha trabalhos que mostram o aumento da producdo urinaria quando
crustaceos sdo expostos a meios mais diluidos, pelo menos em algumas espécies
(Péqueux, 1995; Freire et al., 2006).

Em crustaceos, a regulacéo se da por conta de dois processos: fase (1) Regulacéo
Anisosmotica Extracelular (RAE), a qual implica na manutencdo da osmolalidade
(concentracédo de soluto em mMoles/kg de dgua) da composicdo da hemolinfa e fase (2)
Regulacdo Isosmética Intracelular (RII), que consiste na manutencdo do volume e
composigdo do meio intracelular (Latterza, 2012).

Os mecanismos de transporte de ions em crustaceos pelas branquias estdo
representados na Figura 3. A hiper-regulacdo se da pelo mecanismo RAE, através da
absorcédo de sal pelo epitélio das branquias. Este mecanismo €é intermediado por varias
enzimas como a Na+/K+-ATP-ase, V-ATPase e anidrase carbénica. Em crustaceos hipo-
reguladores a Na+,K+,2Cl- (Figura 3) que estd localizada na base apical, pode
tranportar ions pra o meio externo, através da atividade da enzima ATPase Na+/K+ (4)
(Augusto, 2005).

Em relacdo a concentragdo ibnica, estudos mostram que pode haver diferenca
entre os géneros masculinos e femininos (Buikema & Benfield, 1979; Sornom, 2010).
Anfipodes fémeas despendem maior gasto de energia durante a oogénese, sendo

considerados mais sensiveis que 0os machos (Buikema & Benfield, 1979).
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Figura 3: Mecanismos de transporte de ions pelas branquias de crustaceos decapodos: 1. Canal
de potassio; 2. Permutador HCO3/CI-; 3. Canal de Cloreto; 4. Nat+/K+ ATPase; 5.
Intercambiador Na+/H+; 6. Cotransportador Na+/K+/2Cl-. Extraido e modificado de Romano
& Zeng (2012).

2.1.3 Tolerancia dos crustaceos as variacoes de temperatura.

A temperatura pode ser um parametro indicador da qualidade da agua. Sob
temperaturas elevadas, hd o aumento de reacGes quimicas que podem diminuir a
solubilidade de gases e aumentar a taxa de transferéncia dos mesmos (Von Sperling,
2005). Além disso, as alteracdes de temperatura estdo associadas também a outro fator
abiotico, como a salinidade (Wijnhoven, 2003). Alguns trabalhos mostram que estas

interaces podem afetar a sobrevivéncia de anfipodes (Sornom, 2010).

Em relagdo a temperatura, os organismos podem ser considerados como
endotérmicos, quando dependem da producdo metabdlica de calor (crescimento celular,
consumo de O, e outras fungdes fisioldgicas coletivamente) para manter suas

temperaturas corporeas (Sumich & Morrisey, 2004), como ocorre em aves e mamiferos
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ou ectotérmicos, onde a temperatura corporal, varia e € amplamente controlada pela
temperatura do ambiente (Sumich & Morrisey, 2004), como ocorre em peixes, anuros, e
na maioria dos invertebrados. Além desta classificacdo, os organismos podem ser
classificados como euritérmicos, sendo capazes de tolerar ampla faixa de variagdo da
temperatura ou estenotérmicos tolerando uma pequena varia¢do (Odum, 2007).

Os invertebrados sdo animais ectotérmicos (Sumich & Morrisey, 2004). O
metabolismo destes animais em temperaturas mais baixas diminui, o que implica no
retardo dos movimentos e crescimento. O trabalho feito com o anfipode de &guas
geladas Gammarus oceanicus (Aarset & Zachariassen, 1988), discute que a baixa
temperatura diminui a permeabilidade corporal do animal. Esta baixa permeabilidade
pode bloquear a interacdo do organismo retardando danos celulares. J& em temperaturas
mais elevadas, ha maior taxa metabdlica, aumento nos movimentos de hiperventilacdo
(batimentos branquiais) e batimentos cardiacos, nutricdo, movimentacao e crescimento.
Em contrapartida, a menor disponibilidade de oxigénio na agua devido a evaporagdo
pode ocasionar a mortalidade de animais. Desta forma, o trabalho pretende determinar
as faixas de tolerancia a salinidade e temperatura do anfipode Quadrivisio aff. lutzi.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar a faixa de tolerancia a salinidade do anfipode Quadrivisio aff. lutzi.
2) Determinar a concentracao letal (LCso) de salinidade para o anfipode Q. aff. lutzi.

3) Determinar as fases de resposta fisioldgica sob o estresse osmotico do anfipode Q.

aff. lutzi.
4) Determinar a faixa de tolerancia a temperatura do anfipode Quadrivisio aff. lutzi.

5) Avaliar o efeito da interacdo entre salinidade e temperatura.
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2.3 METODOLOGIA

2.3.1 Coleta e manutencéo dos anfipodes.

Anfipodes da espécie Quadrivisio aff. lutzi (Fig. 1) foram obtidos na lagoa
Carapebus (22°15°7,4”S e 41°35’°3,2”W) e lagoa Paulista (22°13°’52,6”S e
41°32°14.2”W), localizadas na planicie costeira de origem fluvial do norte do estado de
Rio de Janeiro. A formacdo destas lagoas, ocorreu pela deposicdo de um banco de areia
(barra) por sedimentacdo, que determinou a separacdo do oceano (Farjalla et al., 2002;
Esteves, 2011). As lagoas Carapebus e Paulista estdo localizadas no PARNA da restinga
de Jurubatiba e apresentam junto com as demais lagoas desta regido, grande relevancia

ecoldgica e cientifica (Esteves, 2011).

Os anfipodes encontram-se associados as raizes de macrdéfitas aquéaticas. Apds a
coleta, os anfipodes foram acondicionados em caixas plésticas com agua e vegetagdo e
transportados até o laboratorio. Os anfipodes foram cuidadosamente retirados da agua
com auxilio de uma pipeta. A agua das lagoas também foi coletada (15 L por coleta),
sendo a temperatura medida com o auxilio de um termdémetro de mercurio no local da
coleta. Durante a triagem, os anfipodes foram separados por sexo e acondicionados em
becker de 600 mL com agua da lagoa e alimento autoclavado (restos de matéria vegetal
seca da lagoa de origem). Eles foram mantidos em incubadora com fotoperiodo de 12 h
e temperatura de 27°C até o inicio dos bioensaios. Durante o periodo de aclimatagéo ao
laboratério por ndo menos de 4 dias, a agua da lagoa foi gradualmente substituida pela
propria &gua da lagoa, desta vez filtrada com filtro de papel e autoclavada.

2.3.2 Bioensaios de toleréncia a diferentes salinidades e temperaturas.

Os bioensaios foram realizados em seis etapas, denominadas: Bioensaio I, ensaio
piloto da tolerancia ao incremento gradual da salinidade; Bioensaio Il, tolerdncia a
salinidade sem aumento gradual; Bioensaio Ill, avaliacdo da osmolalidade da hemolinfa
e do meio em diferentes salinidades; Bioensaio IV e V, determinacdo da faixa de
tolerancia a temperatura com variacdes graduais; Bioensaio VI, determinacdo da
interacdo com a salinidade na toleréncia a temperaturas elevadas. Os anfipodes foram
separados por sexo em grupos de 10 individuos e acondicionados em recipientes tipo

"fingerbowl!" contendo 125 mL de &gua. A alimentacdo durante o Bioensaio | consistiu
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em disponibilizar 0,140 g/recipiente de matéria vegetal morta, seca e autoclavada e

0,070 g/recipiente no Biensaio Il, 1V, V e VI. No terceiro bioensaio ndo foi

disponibilizado alimento, pois o objetivo foi verificar a mudanca de osmolalidade da

hemolinfa dos anfipodes expostos durante 48 h a solu¢des com a adi¢do de sal marinho

artificial. As condi¢cfes experimentais durante os bioensaios encontram-se na tabela 1.

Tabela 1: Condi¢6es experimentais realizadas nos bioensaios.

Bioensaios Aclimatagéo (h) Alimento* Controles Tratamento
(réplicas por sexo)

| - Incremento 96 h 0,140 ¢ 2 12 (2)

gradual de sal

I1- Sem 96 h 0,070¢ 3 4 (3)

incremento

gradual

" - 96 h - 2 4 (2)

Osmolalidade

IV- T° baixas 96 h 0,070g e racéo 2 5(2)

V- T° elevadas 96 h 0,070g e racéo 2 2(2)

VI- Sal e T° 96 h 0,070g 2 3(2)

elevadas

*Foram utilizadas macrofitas da propria lagoa para a alimentacdo dos anfipodes.
A racdo comercial consistiu em 1 pellet/anfipode.

2.3.2.1 Preparacdo de 4gua com diferentes concentracdes de sal.

A éagua com diferentes concentracdes de sal foi obtida pela utilizacdo de sal

marinho artificial (Natural Ocean, UP-Aqua), cujos componentes estdo listados na

Tabela 2. A preparacdo consistiu em pesar a quantidade de sal escolhida, sendo

dissolvida durante 4 h em agitador magnético em 1 L de agua da lagoa filtrada e

esterilizada.
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Tabela 2: Composicdo de sais e caracteristicas quimicas da dgua de mar artificial (Natural

Ocean, UP-Aqua) para diferentes salinidades a 25° C*.

NaCl Gravidade Ca (mg/L) Mg (mg/L)  Alcalinidade/  pH
(Salinidade)  Especifica KOH (mg/L)

28,5 1,02 370 1170 9,7/3,5 8,35

31,5 1,02 420 1305 10,5/3,8 8,38

35,0 1,03 490 1470 11,8/4,2 8,44

*Informagdes obtidas do fabricante.

2.3.2.2 Bioensaio I: Determinacdo da toleréncia a salinidade sob incrementos

graduais.

A coleta deste bioensaio ocorreu em agosto de 2013 na lagoa Carapebus. O
bioensaio piloto teve por objetivo selecionar uma faixa de salinidade para a
determinacéo do LCs, (Concentracdo letal) no Bioensaio Il. Este primeiro bioensaio foi
desenvolvido com anfipodes coletados na lagoa Carapebus durante 22 dias com faixas
de salinidade crescente a cada 48 h, desde 0 a 60 g/L de sal marinho. Os animais foram
separados por sexo e divididos em grupos de 10, os quais foram submetidos em quatro
réplicas aos tratamentos com concentracfes crescentes de sal (incrementos de 5 mg/L
de sal) a cada 48 h. Os controles (sem adicao de sal) foram realizados em duas réplicas.
Foram avaliados os parédmetros de salinidade, oxigénio dissolvido, condutividade,
temperatura e pH da &gua tanto dos controles quanto dos tratamentos. Para isto foi
utilizado um PHmetro modelo mpA 210, condutivimetro modelo YSI-30 e oximetro
modelo YSI-95.

2.3.2.3 Bioensaio Il: Determinacdo da faixa de tolerancia a salinidade sem

incrementos graduais.

A coleta deste bioensaio ocorreu em novembro de 2013 na lagoa Carapebus. No
bioensaio Il, os anfipodes coletados da lagoa Carapebus foram aclimatados as condi¢des
de 27° C na incubadora por 4 dias em &gua da lagoa, sendo transferidos imediatamente
aos seguintes tratamentos com sal marinho: 0, 20, 40 e 60 mg/L. Estas concentragoes
foram escolhidas de acordo com o bioensaio I. Os parametros fisicos e quimicos da
agua utilizada neste bioensaio também foram determinados da mesma forma como

descrito no anteriormente.
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2.3.2.4 Bioensaio Ill: Determinacdo da osmolalidade do meio e da hemolinfa do

anfipode a diferentes concentragdes de salinidade do meio.

A coleta deste bioensaio ocorreu em dezembro de 2013 na lagoa Carapebus.
Devido ao possivel efeito da oogénese nos anfipodes fémeas, neste bioensaio foram
utilizados apenas anfipodes machos. Os anfipodes foram coletados na lagoa de
Carapebus. Cada grupo de 15 anfipodes machos foi submetido em duplicata aos
seguintes tratamentos de sal: 0 mg/L (controle), 10, 20, 30 e 40 mg/L durante 48 h.
Apbs as 48 h, os anfipodes de cada tratamento e réplica foram anestesiados em gelo
individualmente para a retirada imediata da hemolinfa. A hemolinfa foi obtida com
seringa de insulina alcancando o canal sanguineo dorsal entre as placas abdominais do
terceiro pleosomo e do primeiro urosomo. Foi realizado um pool da hemolinfa dos
individuos de cada tratamento, o qual foi congelado para posterior avaliacdo da
osmolalidade. A analise foi realizada no osmémetro de pressdo de vapor VAPRO® da
VIESCOR do Departamento de Ciéncias Morfo-fisiologicas da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (FURG). Os parametros fisicos e quimicos da agua dos tratamentos
bem como os parametros e a concentracdo de ions da agua utilizada no controle foram
obtidos.

2.3.2.5 Bioensaio 1V e V: Determinacdo da faixa de tolerancia a temperatura com

variagOes graduais.

A coleta de anfipodes para este bioensaio ocorreu em Fevereiro de 2014, na
lagoa Paulista devido a abertura de barra ocorrida em dezembro de 2013 na lagoa de
Carapebus. A lagoa Paulista assim como a lagoa Carapebus, esta localizada no PARNA
da Restinga de Jurubatiba, em Quissama, RJ. O experimento consistiu no aumento e
reducdo da temperatura gradualmente a intervalos de 5°C a partir da temperatura de
controle de 27°C. As temperaturas elevadas foram de 32°C, 35°C e 39°C. As
temperaturas mais baixas seguiram no sentido oposto para 22°C, 18°C, 13°C, 8°C e 3°C.
Para esta etapa foram utilizadas apenas fémeas. A agressividade dos machos em um
experimento de longo prazo poderia interferir nos resultados. As fémeas foram
distribuidas em replicata tanto no controle quanto no tratamento, contendo 10 anfipodes
em cada réplica, totalizando 60 fémeas. Devido a abertura de barra ocorrida na lagoa de

Carapebus, os anfipodes deste experimentos foram coletados na lagoa Paulista.
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2.3.2.6 Bioensaio VI: Determinacdo da interacdo da salinidade na tolerancia a

temperaturas elevadas.

Neste bioensaio foram utilizadas 20 fémeas (10 fémeas em replicata) coletadas
em fevereiro de 2014 na lagoa de Paulista, nas temperaturas elevadas de 32°C, 35°C e
39°C, com um controle de temperatura a 27°C em agua da lagoa durante todo o periodo
da experimentacdo. Foram estabelecidos dois tratamentos com elevacao de temperatura:

um em agua da lagoa e outro com adigdo de 20 mg/L de sal artificial.

2.3.2.7 Anélises Estatisticas.

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a normalidade dos
dados. Foram utilizadas regressdes lineares para relacionar a mortalidade acumulada
(ma) ao longo do tempo com o aumento da salinidade e a variagdo de temperatura.
Dado que os resultados ndo se ajustaram a normalidade foi realizada uma analise de
variancia ndo paramétrica (Kruskal-Wallis) para avaliar o efeito da salinidade,
temperatura, sua interacdo e também de género, quando correspondente. Nos casos onde
houve efeito significativo da salinidade sobre a ma do anfipode, foi realizado um teste
de comparacdo de médias entre controles e tratados. Estas duas andalises permitiram
determinar as concentrac@es de sal marinho, avaliado como salinidade da agua, que nédo
tem efeito e a concentracdo minima dentre as avaliadas com efeito sobre a
sobrevivéncia do anfipode. A determinacéo do LCsy de sal marinho foi obtida a partir da
extrapolacdo da regressdo linear utilizando a funcdo PROBIT a partir do valor 5,
correspondente a 50% de mortalidade. Os valores de Probit foram obtidos a partir de
valores tabelados da funcdo. Estes valores foram corrigidos a partir da mortalidade
observada no controle como descreve a férmula abaixo, onde MA representa a

mortalidade acumulada do tratamento (trat) e do controle (cont).

% - MA cont %
MA ¢ % corr — s trat % 2 x100

100 - MA cont %

A osmolalidade da hemolinfa do anfipode foi relacionada através de uma
regressdo linear com a osmolalidade do meio nas diferentes salinidades. Esta
informacgdo, baseado nas andlises estatisticas foi relacionado com os valores de
salinidade sem efeito (CENO) e com a minima salinidade com efeito (CEO) sobre a ma.
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Todas as analises foram realizadas no programa STATISTICA for Windows, v. 7.0
(Statsoft, Inc.).

2.4 RESULTADOS

2.4.1 Bioensaio | ( Piloto): Tolerancia do anfipode Q. aff. lutzi a salinidade com

incremento gradual da salinidade.

As caracteristicas da agua utilizada neste bioensaio, tanto para os controles
qguanto para os tratamentos, sdo apresentadas na Tabela 3. O oxigénio dissolvido no
controle foi de 7,36 e nos tratamentos a quantidade de oxigénio tendeu a diminuir,
mostrando-se menor para os tratamentos de 20 e 25. No entanto, o tratamento de 30 de
sal marinho mostrou o maior valor de oxigénio dissolvido, inclusive maior que do
controle. A condutividade mostrou um aumento gradual com o incremento da salinidade
e 0 pH variou entre 7,59 e 8,13. A temperatura registrada na dgua (Tabela 3) representa
apenas a temperatura na qual esta se encontrava no momento da determinacdo dos
parametros, ja que os Bioensaios foram realizados dentro da incubadora com

temperatura constante (27 £ 0,5° C).

A ma dos anfipodes apresentou uma relagdo positiva com o incremento do sal
(Fig. 4). Neste bioensaio, onde machos e fémeas foram tratados independentemente, se
observou uma mortalidade crescente nos machos desde o inicio do experimento, o qual

nao diferiu dos controles.

A alta mortalidade observada desde o inicio nos machos e nos controles nédo
permitiu a estimativa do LCs, da salinidade da agua. No entanto, nas fémeas, foi
possivel evidenciar o tempo em que a que salinidade se torna critica para os anfipodes
(Fig. 5). Ainda com a ma crescente no tempo foi possivel constatar uma pequena

porcentagem de sobreviventes a 51,8 de salinidade.
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Tabela 3: Pardmetros fisicos e quimicos da agua utilizada nos controles e nos tratamentos com
sal durante o Bioensaio | (Piloto), da tolerancia do anfipode Q. aff. lutzi ao incremento gradual

da salinidade.
Adicdo de sal Parametros da &gua utilizada no Bioensaio |
marinho* __ i i __
(g/L) Salinidade  O2 dissolvido Condutividade pH Temperatura
(mg/L) (mS) (°C)
0 (controle) 0,5 7,36 1,06 7,59 24,6
5 5,0 7,12 9,10 7,70 25,3
10 9,6 6,75 16,90 7,75 27,0
15 14,2 7,00 23,57 7,84 26,6
20 18,6 5,86 30,06 7,76 26,5
25 22,7 5,92 35,90 7,90 27,4
30 27,0 7,74 43,07 7,84 27,1
35 30,8 6,28 47,60 7,71 27,2
40 35,3 6,71 55,00 791 27,4
45 37,9 6,76 57,00 791 27,3
50 42,9 6,78 62,90 8,06 26,6
55 47,3 6,70 69,30 7,93 26,4
60 51,8 6,94 77,60 8,13 27,0
*Natural Ocean, UP-Aqua
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Figura 4: Regressdo linear da mortalidade acumulada dos anfipodes Quadrivisio aff. lutzi
durante o Bioensaio | (Piloto) em funcéo do incremento da salinidade no tempo, a cada 48 h ( r?

= 0,8656; p = 0,0000; y = -10,93 + 2,0769*X).
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Utilizando apenas os dados das fémeas deste bioensaio foram obtidos os valores
de Probit para as mortalidades acumuladas (como média das 4 réplicas) em funcéo da
salinidade. A extrapolacdo do valor de 50 % de mortalidade acumulada (Probit = 5)
determinou um valor de 35,9 de salinidade como valor de LCs, (Fig. 6) para

Quadrivisio aff. lutzi.
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Figura 5: Mortalidade acumulada em machos e fémeas de Quadrivisio aff. lutzi no Bioensaio |
(Piloto) com o incremento gradual de salinidade ao longo do tempo, a cada 48 h.
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Figura 6: Determinacdo da concentragdo letal (LCs) de sal marinho, medida como salinidade

da agua, para o anfipode Quadrivisio aff. lutzi como obtido a partir da andlise das fémeas
durante o Bioensaio | (Piloto) com incremento gradual da salinidade.
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2.4.2 Bioensaio Il: Tolerancia do anfipode Q. aff. lutzi a salinidade sem incremento

gradual.

Neste bioensaio, os individuos foram submetidos diretamente aos diferentes
niveis de salinidade apds o periodo de aclimatacdo. Os parametros da &gua utilizada
neste bioensaio para 0s controles e tratamentos sdo apresentados na Tabela 4. A
salinidade da lagoa foi 0,6. Observa-se a mesma tendéncia do bioensaio anterior em
relacdo a estes parametros, onde a salinidade foi menor que a quantidade esperada pela
pesagem; a condutividade aumentou com o incremento da salinidade, o pH variou entre
7,6 e 8,0; sendo que a temperatura representa apenas a observada no momento das
medicdes. O pH do controle foi 0 mais basico, com um valor de 7,99, sendo que ndo
houve grandes variagbes em comparagdo aos tratamentos, que apresentaram valores
entre 7,65 e 7,92. O oxigénio dissolvido se mostrou em niveis menores que no primeiro
bioensaio para 0os mesmos niveis de tratamento. Os maiores valores de oxigénio
dissolvido ocorreram no tratamento 20 (6,40 mg/L) e no controle (6,35 mg/L). Os
demais valores nos tratamentos foram menores variando entre 4,80 (tratamento de 60) e
5,60 (tratamento de 40). A temperatura do bioensaio se manteve também em 27 + 0,5
°C.

Tabela 4: Parametros fisicos e quimicos da agua utilizada nos controles e nos tratamentos com

sal durante o Bioensaio Il, da tolerancia do anfipode Q. aff. lutzi ao incremento ndo gradual da
salinidade.

Adicéo de sal Parametros da agua utilizada durante o Bioensaio Il

marinho*

(g/L) Salinidade  O2 dissolvido  Condutividade pH Temperatura
(mg/L) (mS) °C)

0 (controle) 0,6 6,35 1,17 7,99 26,6

20 18,3 6,40 29,68 7,68 25,9

30 26,9 5,17 42,82 7,92 27,1

40 35,2 5,60 53,90 7,47 26,3

60 52,0 4,80 75,00 7,65 26,0

*Natural Ocean, UP-Aqua
Neste bioensaio, cuja duracdo foi de 48h ap6s o inicio dos tratamentos em

paralelo, ambos os sexos apresentaram ma equivalente. Tanto para machos quanto para

fémeas somente nas salinidades de 35,2 e 52 houve diferencas significativas em relagédo
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a ma dos controles (Fig. 7). Ja para a salinidade de 52 a ma atingiu o valor de 100% em

ambos 0S Sexos.

A auséncia de diferencas nas respostas entre machos e fémeas (Fig, 7) para
nenhum dos niveis de salinidade neste bioensaio, permitiu utilizar os valores médios das
réplicas de ambos géneros para relacionar ma com salinidade (Fig. 8). Ao realizar o
teste Kruskal-Wallis para avaliar o efeito da salinidade sobre a sobrevivéncia do Q. aff.
lutzi, constatou-se que j& a partir da salinidade de 26,9 se comeca a observar efeito
significativo sobre a ma no anfipode (Tabela 5). No entanto, ao se comparar as médias
para esse tratamento (26,9) ndo foram detectadas diferencas significativas com o
controle. Considerou-se o valor de 18 de salinidade como o CENO (maior valor sem
efeito observado em 48 h) e 0 26,9 como 0 CEO (menor valor com efeito observado em
48 h) (Tabela 5; Figs. 8-9).
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Figura 7: Variagdo da mortalidade acumulada em funcéo da salinidade em fémeas e machos de
Q. aff. lutzi em 48 h durante o Bioensaio Il. *Diferencas significativas entre controles e tratados,
(p < 0,05) de acordo com o testes de kruskal-Wallis (Tabela 4).
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Figura 8: Regressao linear que relaciona a mortalidade acumulada do anfipode Q. aff. lutzi com
a salinidade em 48 h durante o Bioensaio Il (y=-1,4253 + 1,7166*x; p= 0,000, r’= 0,7803).
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Figura 9: Médias da mortalidade acumulada em 48 h, de seis réplicas de cada tratamento para
machos e fémeas e seus respectivos controles (salinidade de 0,6) em Q. aff. lutzi durante o
bioensaio 1. Considerou-se a salinidade de 18 como o maior valor sem efeito observado
(CENO) e 26,9 como a concentragdo com menor efeito observado (CEO).
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Tabela 5: Resultados do teste Kruskal-Wallis KW-H na avaliagdo do efeito da salinidade nas
comparacgdes entre controles (C) e tratados ( T). Em vermelho os valores de propabilidade
mostrando significancia do efeito da salinidade.

Todos Fémeas Machos
C&T KW-H p KW-H p KW-H p
(1;12) (1:6) (1:6)
0,6 &18,3 1,08 0,299 1,00 0,317 1,00 0,317
0,6 &269 3,89 0,048 1,82 0,177 2,40 0,121
06&352 9,50 0,002 4,50 0,033 4,35 0,037
0,6 & 52 10,28 0,001 5,00 0,025 4,50 0,034

Com o objetivo de linearizar os dados de ma, estes foram transformados a
funcdo PROBIT, utilizando a correcdo pela ma nos controles. A partir da funcédo
PROBIT obteve-se o LCsy de sal marinho, avaliada como salinidade, cujo valor foi de
35,9 para o anfipode Q. aff. lutzi, confirmando o valor obtido no bioensaio piloto (Fig.
10).
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Figura 10: Determinacdo da concentracdo letal (LCsy) de sal marinho, avaliada como
salinidade, para o anfipode Q. aff. lutzi. Este valor foi obtido da extrapolacdo do Probit 5 na
fungdo PROBIT.
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2.4.3 Bioensaio I11: Avaliacdo da osmolalidade da hemolinfa e do meio a diferentes

salinidades.

As caracteristicas fisicas e quimicas da &gua utilizada no bioensaio Ill para os
controles e tratamentos sdo apresentados na Tabela 6. Diferentemente dos bioensaios
anteriores, os valores de salinidades mostraram-se muito mais proximos dos valores
adicionados de sal marinho. O oxigénio dissolvido do controle foi 0 menor observado
nos bioensaios, com um valor de 5,10 mg/L, sendo que os valores encontrados nos
tratamentos variaram entre 5,20 a 6,42. A condutividade, assim como nos demais
bioensaios, aumentou com o incremento da salinidade e foram maiores quando
comparadas com o0s outros bioensaios. O pH da &gua do controle foi de 6,56 e dos
demais tratamentos se afastou um pouco da neutralidade, variando entre 7,38 e 7,86. A

temperatura durante o bioensaio manteve-se entre 27 + 0,5 °C.

Tabela 6: Parametros fisicos e quimicos da agua utilizada nos controles e nos tratamentos com
sal marinho durante o Bioensaio 11, da avaliagdo da osmolalidade da hemolinfa do anfipodo Q.
aff. lutzi em meio com diferentes salinidades.

Adicdo de sal Pardmetros da agua utilizada durante o Bioensaio 111
marinho*
(g/L) Salinidade 02 dissolvido  Condutividade pH Temperatura
(mg/L) (mS) (°C)
0 (controle) 0,5 5,10 0,98 6,56 25,60
10 10,3 6,42 18,40 7,38 26,40
20 20,7 6,18 33,30 7,69 27,10
30 29,4 5,55 46,80 7,73 27,00
40 39,1 5,20 60,80 7,86 25,50

Os valores da osmolalidade do meio e da hemolinfa do anfipode Q. aff. lutzi a
diferentes salinidades sdo apresentados na Tabela 7 e Figura 11. A salinidade 0,5
(controle, correspondente a salinidade da agua da lagoa) a osmolalidade foi de 83,25 +
23,92 mmol/Kg e em 10,3 foi de 274,50 + 11,09 mmol/Kg. A osmolalidade da
hemolinfa dos anfipodes (425,00 + 59,16 mmol/Kg e 485,00 + 35,12 mmol/Kg,
respectivamente) se manteve aproximadamente constante a valores mais elevados que
do meio (Fig. 11). Quando o meio se encontra numa salinidade de 20,7 (624,75 + 19,96
mmol/Kg) a hemolinfa apresenta osmolalidade (657,50 £ 72,74 mmol/Kg) proxima ao
meio. No entanto ja no tratamento com salinidade de 29,4 (880,50 + 21,14 mmol/Kg), a
osmolalidade da hemolinfa do anfipode (1247,50 + 100,79 mmol/Kg) apresenta valores
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elevados e muito além dos valores internos observados durante sua hiper-regulacdo em
meio diluido. Na seguinte salinidade de 39,1 (1188,75 = 30,14 mmol/Kg) ndo foi
possivel obter hemolinfa suficiente dos anfipodes, pois a sobrevivéncia nesta salinidade

foi menor que 50%.

Tabela 7: Osmolalidade em mmol/Kg do meio e da hemolinfa do anfipode Q. aff. lutzi a
diferentes salinidades.

Osmolalidade (mmol/Kg)

Hemolinfa
Salinidade Réplica 1 Reéplica 2 Réplica 1 Réplica 2
Média tdesvio Meédia + desvio Meédia + desvio Meédia + desvio
padrdo padréo padréo padréo
0,5 63,0+8,5 103,5+2,1 400,0 + 84,9 450,0 + 28,3
10,3 2685+ 14,8 2805+21 5150+7,1 4550+ 7,1
20,7 609,0+ 12,8 6405+ 6,4 5950+ 7,1 720,0+ 14,1
29,4 8715+ 31,8 8895+21 1165,0 £49,5 1330,0 + 28,3
39,1 1182,0 + 46,7 1195,5+19,1
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Figura 11: Alteracdo da osmolalidade da hemolinfa do anfipode Q. aff. lutzi a diferentes
concentragdes de sal marinho no meio, avaliado como salinidade. e sua correlagdo com a
variacdo da osmolalidade do meio. CENO: maior concentragcdo sem efeito observado em 48 h;

CEO:menor concentracdo com efeito observado em 48 h.
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2.4.4 Bioensaios IV e V: Tolerancia do anfipode Q. aff. lutzi a diminuicéo e

aumento gradual da temperatura.

As caracteristicas fisico-quimicas da agua utilizada nestes bioensaios de
exposicdo ao incremento e diminuicdo de temperatura correspondem aos valores
observados nos controles dos bioensaios anteriores. Registrou-se salinidade de 0,5;
oxigénio dissolvido de 7,65 mg/L; pH de 6,55; condutividade de 1,03 mS e 26,4 °C.

A ma foi nula nos tratamentos a 22° C e 8° C e de apenas de 10% nos
tratamentos a 18° C e 13° C (Fig. 12). Embora a baixa mortalidade nestas temperaturas,
notou-se que a partir de 18°C os anfipodes ndo se alimentaram ativamente. A partir dos
13° C alguns anfipodes comecgaram a apresentar apenas movimentos ventilatorios. Esta
condicdo passou a ser observada em todos os anfipodes a partir dos 8° C. Aos 3° C a ma
foi de 100%.

Os anfipodes sobreviveram a apenas a dois incremento de temperatura neste
bioensaio. A ma foi de menos de 20% a 32°C, no entanto chegou a 100% de
mortalidade a 37° C (Fig. 12).
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Figura 12: Mortalidade acumulada do anfipode Q. aff. lutzi na exposi¢do ao incremento e
diminuicdo gradual da temperatura da 4gua a cada 48 h, a partir dos 27°C.

2.4.5 Bioensaio VI: Avaliacéo do efeito da interacéo entre salinidade e temperatura

sobre o anfipode Q. aff. lutzi.

Os parametros fisicos e quimicos da agua utilizada para este bioensaio sdo
apresentados na Tabela 8. Os parametros se apresentaram proximos aos dos bioensaios

para suas respectivas salinidades.

Tabela 8: Parametros fisicos e quimicos da agua utilizada durante os Bioensaio IV e V da
tolerancia do anfipode Q. aff. lutzi ao incremento e decrescimento gradual da temperatura. e de
sua interagdo com a salinidade.

Adicéo de sal Parametros da agua utilizada no bioensaio VI
marinho* _ i i _
(g/L) Salinidade  O2 dissolvido  Condutividade pH T° da &gua
(mg/L) (mS) (°C)
0 0,5 7,65 1,03 6,55 26,4
20 18,4 5,04 33,09 6,89 25
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Na Figura 13 se observam os resultados do experimento de interacdo entre
temperatura e salinidade. No controle, fémeas sob temperatura constante de 27°C e a
salinidade 0,6 mostraram mortalidade abaixo de 20 %. No tratamento do incremento da
temperatura sob salinidade de 0,6 a mortalidade inicia a 35°C, chegando a 20% de ma; e
100 % a 39°C (Fig. 12 e 13). Este resultado é consistente com o observado no bioensaio
anterior. No tratamento a 18,4 de salinidade, ndo se observa diferenca com o tratamento
sem sal, pelo menos no que se refere & mortalidade acumulada a 39°C. No entanto, aos
35°C em salinidade de 18,4 ndo foi observada mortalidade, estando os anfipodes mais
ativos que no tratamento sem sal onde, se observou mortalidade de 20% a esta

temperatura.

== Controle (27°C; 5: 0,6)

-&+ Tratamento (Incremento t°; S: 0,6)
100 %= Tratamento (Incremento t°; S: 18,4) %%

& 0 -

g .

= S

= ‘ :
60 o

g 40

= R

=] N

g 20 Il

= e W l ﬁ

27 32 35 39
Temperatura (°C)

Figura 13: Mortalidade acumulada de fémeas do anfipode Q. aff. lutzi na interacdo salinidade
(S) e temperatura (t°). N&o houve diferengas significativas entre o tratamento de incremento de
temperatura-S:0,6 e o tratamento de incremento de temperatura-S:18,4, de acordo com o teste
de U de Mann-Whitney (Zajustago= 0,731; p=0,573).

2.5 DISCUSSAO

A alta mortalidade observada nos machos durante o primeiro bioensaio, tanto
nos controles quanto nos tratamentos, deve-se principalmente a agressividade e ao
canibalismo. Este problema foi contornado utilizando machos de tamanhos similares e

menores em cada recipiente, mantendo um numero maximo de 10 individuos por
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unidade experimental e adicionando um suplemento alimentar comercial contendo

proteina animal.

2.5.1 Tolerancia do anfipode Quadrivisio aff. lutzi a variacdes de salinidade.

Os resultados deste estudo mostraram que o anfipode Q. aff. lutzi € um
organismo eurialino, tolerando uma faixa ampla de 0 até pelo menos 21 de salinidade.
Esta espécie ndo apresenta a amplitude de toleréncia de espécies marinhas como
Gammarus duebueni (de 0 a 35 de salinidade) e G. aequicauda (de 5 a 10 de salinidade)
(Fig. 14). No entanto, ao comparar com espécies de agua doce, o Q. aff. lutzi apresenta
uma tolerancia que lhe permite sobreviver em aguas salobras. Substancias humicas
presentes na agua das lagoas onde o anfipode é encontrado podem amenizar alguns dos
efeitos ocasionados pela salinidade como demonstrado no cladcero Moina macrocopa
por Suhett et al. (2011). A capacidade do anfipode Q. aff. lutzi de tolerar uma faixa
maior de salinidades se deve ao fato de ser capaz de hiper-regular, mantendo sua
osmolalidade em valores entre 425-485 mmol/Kg, maiores que valores observados em
meios de baixa salinidade (Fig. 11). As salinidades proximas de 21, atuariam como
osmoconformador consegindo manter uma concentracdo proxima do seu meio, que
parece ser viavel para o anfipode nessa faixa de salinidade pois ndo foi detectada a
mortalidade. Nesta faixa de salinidade ndo foi detectada mortalidade nos experimentos e
ja foram encontrados no campo individuos vivos a salinidade de 18. De fato, tém sido
registrados individuos vivos em lagoas com salinidade 18. A salinidades mais elevadas,
provavelmente, se torna critica a manutencdo da homeostase interna pela incapacidade
do anfipode de hipo-regular, determinando mortalidade j& a partir de 27 de salinidade,
conforme mostram os resultados deste estudo (Fig. 11). A mortalidade dos anfipodes
pode estar relacionada a danos celulares como a deterioracdo do epitélio branquial, que

ocasiona o aumento da permeabilidade de agua e ions.
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Figura 14: Faixa de tolerancia de 7 espécies de anfipodes. Nesta figura foi incluido o anfipode
Quadrivisio aff. lutzi conforme mostram os resultados do presente estudo. Extraido e modificado de

Sumich & Morrissey (2004).
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Figura 15: Alteracdo da osmolalidade da hemolinfa do anfipode Q. aff. lutzi a diferentes salinidades,
mostrando as faixas provaveis nas quais ele hiper-regula, se comporta como osmoconformador e perde a
capacidade de manter seu equilibrio interno.

O LCs de sal marinho para o anfipode a partir Q. aff. lutzi foi correspondente a
uma salinidade de 36, ndo apresentando diferencas entre os géneros. Outros anfipodes
de &gua doce, tais como Gammarus roeseli, tem mostrado diferencas na mortalidade
entre 0s sexos em um periodo de 72 h. Fémeas e machos de G. roeseli, apresentaram
50% de ma em 9.8 g/L e 12,24 g/L de NaCl respectivamente (Sornom, 2010).
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Trabalhos com anfipodes mostram que com o estresse a salinidade, hd um
influxo maior de ions de CI- em machos, e Na+ e NaCl em fémeas (Sornom, 2010). Esta
diferenca se deve pelo aumento da demanda do metabolismo energético das fémeas
durante a oogénese e incubacdo de ovos em comparagdo com O processo de
espermatogénese dos machos, que necessita de menor demanda de em termos de
energia (Buikema & Benfield, 1979). Sendo assim, as reservas energéticas sao alocadas
para manter o equilibrio de ions, ndo sendo suficiente para manter outras fun¢des do
organismo (Sornom, 2010), como fuga de predadores, forragear alimento e busca por

parceiros por exemplo.

A aclimatacdo de anfipodes em salinidades crescentes determinou uma maior
sobrevivéncia a altas concentragfes (52 de salinidade), ainda que baixa (5-2,5%)
quando comparados com aqueles submetidos diretamente a essa salinidade (100%
mortalidade). Este resultado é consistente com o encontrado por Delgado et al. (2011),
que ao aclimatar anfipodes a 34 de salinidade, estes foram capazes de sobreviver e
crescer em salinidades de até 40. Em trabalho com o anfipode Talitrus saltador, a
regulacdo osmatica e o batimento cardiaco foram correlacionados positivamente com o

tempo de exposicao a salinidade (Calosi et al., 2005).
2.5.2 Tolerancia do anfipode Q. aff. lutzi a variacdes de temperatura.

A partir dos resultados deste estudo, foi possivel determinar uma faixa ampla de
tolerancia do anfipode Q. aff. lutzi entre 8° C e 32° C, podendo portanto considerar este

COmMOo um organismo euritérmico.

Em comparacdo com os vertebrados, os mecanismos de dorméncia, e energia
reduzida dos invertebrados, contribui com a maior tolerancia ao estresse pelo frio
(Lagadic & Caquet, 1998). Temperaturas mais elevadas aceleram o transporte de
produtos quimicos atraves das membranas celulares, aumentando processos fisioldgicos
dos organismos (Heugens et al., 2001). Em trabalhos com copépodes, temperaturas
elevadas, foram capazes de inativar enzimas celulares, e induzir a sintese de proteinas

de choque térmico e defesa antioxidante (Cairns et al., 1975).

Considerando que a espécie em estudo geralmente é encontrada em lagoas com

aguas de temperturas entre 27° e 28° C, pode-se considerar como uma espécie
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euritérmica, tolerando de 8°C até 32°C. O anfipode se mostrou menos tolerante a
temperaturas elevadas. Wijnhoven et al. (2003) explica que o aumento da temperatura
induz a hiperventilagdo e posteriormente a morte do organismo devido ao gasto

energético.

Observou-se um leve efeito favoravel da salinidade a tolerancia do anfipode a
temperaturas mais elevadas. Em meio com salinidade de 18,4 ndo foi detectada
mortalidade dos anfipodes. J& Allan et al. (2006) tinham indicado que salinidade e
temperatura sdo fatores extrinsecos que podem interagir para modificar a tolerancia dos
anfipodes a estes fatores, fato corroborado também em G. roeseli, onde mortalidade e

ventilacao foram alterados na interacdo temperatura e salinidade (Sornom, 2010).

2.6 CONCLUSOES

O anfipode Q. aff. lutzi é um organismo eurialino, capaz de tolerar a faixa de
salinidades de 0 a 21.

O LCsp de sal marinho em 48 h para o anfipode Q. aff. lutzi é de 36.

O anfipode Q. aff. lutzi tolera uma ampla faixa de salinidades, hiper-regulando
em meios de baixa salinidade, mantendo a osmolalidade da hemolinfa em 425-485
mmol/Kg; e em salinidades maiores, até provavelmente 21 ou mais, ele passa a
osmoconformar, mantendo sua concentragdo proxima do meio (657,50 = 72,74
mmol/Kg).

O anfipode comeca a perder sua capacidade de manter sua homeostase a

salinidades maiores que 21.

O anfipode Q. aff. lutzi apresenta uma faixa de tolerancia a temperatura desde
8°C a 32°C.

N&o houveram diferengas significativa entre a mortalidade acumulada nos
bioensaios de interacdo da salinidade 18 e temperaturas elevadas e 0s bioensaios

isolados de salinidade de 18 e temperaturas elevadas.
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O anfipode habita no extremo superior de sua faixa de tolerancia a temperatura e
sua tolerancia é levemente favorecida pelo aumentos da salinidade do meio em niveis

toleraveis de salinidade para o anfipode.
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CAPITULO Il
3.0 CONTRIBUICAO PARA A PADRONIZACAO DO ANFIPODE
QUADRIVISIO AFF. LUTZI EM BIOENSAIOS DE ECOTOXICOLOGIA

3.1 INTRODUCAO

3.1.1 A Toxicologia e Ecotoxicologia.

A Toxicologia ¢ definida como a “ciéncia que estuda os efeitos nocivos
decorrentes das interagdes de substancias quimicas com o organismo” (Moraes et al.,
2000). Esta ciéncia apresenta basicamente trés ramos: toxicologia forense, clinica e
ambiental. Esta ultima estuda o destino e efeitos dos agentes tdxicos, seus metabolitos e
produtos de degradacdo no ambiente, nas cadeias alimentares, organismos e populacées
(Costa et al., 2008).

Na década de 1970, estudiosos perceberam que havia algo em comum entre a
Ecologia (no que diz respeito a diversidade e representatividade dos organismos e seu
significado ecoldgico nos ecossistemas) e a Toxicologia (em relacdo aos efeitos
adversos dos poluentes sobre as comunidades bioldgicas) (Plaa, 1982). Assim, houve
uma associacgdo entre estas areas, dando origem a Ecotoxicologia (Zagatto & Bertoletti,
2006). O termo Toxicologia ambiental, é algumas vezes utilizado como sindnimo do
termo Ecotoxicologia, porém este Gltimo compreende uma sequéncia de eventos que vai
desde a emissdo dos contaminantes, destino e comportamento dos quimicos aos efeitos
sobre os elementos da Biosfera. A Toxicologia ambiental d& énfase aos efeitos

ocasionados em humanos (Costa et al.,2008).

A primeira definicdo de Ecotoxicologia foi estabelecida em 1969 pelo
toxicologista francés René Truhaut, na reunido do Comité International Scientific
Council Unions (ISCU) na cidade de Estocolmo. A defini¢do desta linha de pesquisa foi
dada como “ciéncia que estuda os efeitos das substancias sintéticas ou naturais sobre os
organismos vivos, populacdes e comunidades, animais ou vegetais, terrestres ou
aquaticos, que constituem a biosfera, incluindo assim a interacdo das substancias com o

meio nos quais 0s organismos vivem num contexto integrado” (Plaa 1982). Ela surgiu
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como uma ferramenta de monitoramento ambiental, sendo desenvolvida inicialmente
através de protocolos padronizados de testes de toxicidade, utilizando organismos
aquaticos (Magalhdes & Filho, 2008). A necessidade do monitoramento decorreu
primariamente por pressdo publica, devido ao surgimento de indUstrias potencialmente
poluidoras, que ao passar do tempo geraram novos compostos que muitas vezes foram
despejados sem tratamento em uma diversidade de destinos. Dentre os destinos
percorridos pelos contaminantes, 0s ecossistemas aquaticos constituem o0s principais
receptaculos, de elementos lancados diretamente nos corpos de agua, por meio das
descargas de efluentes, seja emitidos pelo ar ou depositados nos solos.

3.1.2 Testes Ecotdxicoldgicos.

Os testes ecotoxicologicos sdo experimentos conduzidos para estabelecer a
causa/efeito de substancias toxicas (Martins & Bianchini, 2011). A partir de 1920,
muitos testes foram desenvolvidos (Zagatto & Bertoletti, 2006), mas a padronizagao dos
mesmos ocorreu apenas a partir de 1970 (Martins & Bianchini, 2011) em paises da
Europa e nos Estados Unidos, que utilizavam organismos aquaticos (USEPA 1996,
2002 — Anexo |, OECD 2004 — Anexo 1). No Brasil, a primeira iniciativa de
padronizacédo de testes ocorreu em 1975, no Programa Internacional de Padronizacéo de
Testes de Toxicidade Aguda com Peixes, desenvolvido pelo Comité Técnico de
Qualidade das Aguas da Internacional Organization for Standardization (1SO).

Os primeiros testes de Ecotoxicidade, apresentaram como metodologia inicial
calculos do LCso. Neste tipo de teste os efeitos avaliados sdo em geral severos e rapidos
(mortalidade e imobilidade de 50% dos animais testados) e duram geralmente de um a
quatro dias (Aragdo & Araujo, 2006). Estes testes também sdo chamados de testes de
toxicidade aguda ou de curta duracdo. Além destes, sdo analisados também o CEO
(menor concentragdo com efeito) e 0 CENO. O CEO e o CENO sdo muito utilizados em
testes de toxicidade crénica ou de longa duracdo. Entre os efeitos subletais de testes
agudos, pode-se observar a inibicdo do crescimento embrio-larval e a inibicdo ou
diminuicéo da fertilizagdo (Cortez 2011; Lameira, 2012). Estas analises ainda s&o a base
da Ecotoxicologia e tem sido utilizadas até hoje, devido a praticidade e custos menos

0Onerosos.
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Os testes de toxicidade padronizados com espécies aquaticas auxiliam em
critérios importantes, como o estabelecimento de limites permissiveis de concentragdes
de contaminantes. Estes se tornam mais Uteis quando as espécies sdo representativas e
tem relevancia ecoldgica para o ecossistema local. E importante também a utilizacao de
especies sensiveis ao poluente selecionado, assegurando assim a protecdo de toda a
comunidade (Martins & Bianchini, 2011).

3.1.2.1 Testes ecotoxicoldgicos em crustéceos.

Os microcrustaceos como Daphnia similis e Ceriodaphnia dubia ja tem
estabelecidas as normas e procedimentos de utilizagdo, conforme as normas ABNT -
NBR 12713 (2004 — Anexo I) e ABNT-NBR 13373 (2005 — Anexo 1), citadas por
Zaggatto & Bertoletti (2006). Estes se destacam entre os organismos recomendados,
uma vez que sdo de facil manutencdo e sensiveis a diferentes grupos de agentes
quimicos, sendo assim amplamente utilizadas nos testes de toxicidade (Zagatto &
Goldstein, 1991). Os testes utilizando microcrustaceos normalmente sdo testes agudos,
com duracdo aproximada de 48 horas (EMBRAPA, 2010), periodo durante o qual j& sdo
observados alguns efeitos neste grupo de organismos. A sensibilidade (ou resposta) de
organismos pode ser variavel (Zagatto & Bertoletti, 2006), sendo importante a
utilizacdo de diferentes organismos de outros niveis tréficos para a avaliacdo da

toxicidade.

3.1.3 Substancias de referéncia e controles positivos em ensaios ecotoxicoldgicos.

Substancias de referéncia e controles positivos, apresentam toxicidade conhecida
e determinam danos quando o procedimento utilizado em laboratorio esta correto. O uso
rotineiro destes compostos é feito por programas de garantia de qualidade analitica, em

estudos que utilizam testes de toxicidade aguda e cronica.

As caracteristicas que uma boa substancia de referéncia deve apresentar sdo as
seguintes: ser um contaminante ambiental, ter informacBGes prévias sobre suas
caracteristicas quimicas (estabilidade, solubilidade e etc.), ser facil de analisar
quimicamente, estar disponivel no mercado com pureza consistente, ser estavel, ter
toxicidade alta e ter dados ecotoxicoldgicos basicos disponiveis (Zagatto & Bertoletti.,
2006). Porém, estas caracteristicas nem sempre estdo juntas em todas estas substancias.
Apesar de ser necesséria a utilizacdo de vérias substancias para verificar a sensibilidade
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de organismos testes, esta pratica se torna pouco acessivel, principalmente pelo custo
das analises (Zagatto & Bertoletti., 2006).

O controle positivo é uma substancia quimico de reconhecido efeito sobre 0s
organismos de necessaria inclusdo em bioensaios ainda que ndo padronizados, para
avaliar se a técnica esta sendo capaz de reconhecer os efeitos de um contaminante que
se deseja testar. Nem todas as substancias sdo adequadas para esta fungédo. Por exemplo,
o0 sulfato de cobre, que precipita facilmente com a presenca de compostos organicos e
inorganicos na agua prejudica os valores da dureza e o pH da agua, que desempenham
papel fundamental na toxicidade do cobre (Zagatto & Bertoletti, 2006). O cloreto de
potéssio € pouco indicado por apresentar poucos dados ecotoxicolégicos disponiveis
(Zagatto & Bertoletti, 2006). O metil metanosulfonato (MMS) é um componente
conhecido ja utilizado como controle positivo ou tratamentos em outros estudos (Vieira,
2014; Lidzbarsky et al., 2009; Fabbender & Braunbeck, 2013).

3.1.3.1 Metil metano sulfonato (MMS).

O composto metil metanosulfonato € um composto organico de férmula:
C,Hs03S, que atua como agente alquilante. Esta substdncia € conhecida como
carcinogénica e tem sido utilizada em analises de genotoxicidade (Lacaze et al., 2010;
Weber et al., 2013). Este controle positivo induz a metilacdo na posicdo N-7 da
guanina, na posicdo N-3 da adenina e na posi¢do O-6 da guanina. Estudos mostram que
a metilacdo na posicdo N-3 bloqueia a DNA polimerase e impede a replicacdo das
células (Fu et al., 2012) e que a metilacdo na posicdo O-6 da guanina leva a
incorporacdo errbnea de uma timina ao invés de citosina, gerando, uma mutacédo (de
G/C para A/T) (Kaina, 2004). Este composto também pode ocasionar alteracdes
cromossémicas, tais como indugdo da troca entre cromatides irmas e inducdo de

micronucleos (Kaina, 2004).
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3.1.4 Meios artificiais para cultivo de invertebrados.

O meio de cultivo de organismos invertebrados, sdo produzidos de varias fontes,
sendo necessario apenas certos cuidados com os valores de pH, temperatura e dureza da
agua. Como ndo h& uma legislacédo especifica, os laboratérios podem fazer uso tanto de
aguas artificiais com agua destilada, deionizada, agua potavel e até mesmo a agua do
local de origem do animal. Apesar de haver certa flexibilidade, para testes nédo
padronizados o uso destas dguas implica vantagens e desvantagens se analisados sob

diferentes aspectos.

Alguns autores defendem o uso da agua natural do ambiente de origem do
animal. Segundo Keating et al. (1989) meios naturais sdo mais completos em relacédo
aos elementos essenciais, sendo seu uso recomendado, sempre que possivel de acordo
com a disponibilidade. O uso deste tipo de agua requer 0 monitoramento constante dos
seus parametros fisicos e quimicos, uma vez que podem oscilar muito em relagdo as

estagBes do ano além de estarem susceptiveis a contaminagdo (knie & Lopes, 2004).

A &gua de ambiente natural pode estar susceptivel a contaminacdo por esgoto
domeéstico ou residuos antropogénicos (Henriques-de-oliveira et al. 2007), além disso a
analise correta deste tipo de agua implica grandes custos, uma vez que S80 necessarias
analises de varios grupos de contaminantes. Com estes contratempos, quando 0s
organismos testes sdo submetidos a experimentos de longo prazo no laboratério, se
torna complexo avaliar a interagdo entre a variacdo destas substancias e dos fatores
abiodticos em &gua natural, ndo sendo possivel afirmar o que de fato gerou o resultado do
cultivo desses animais. A qualidade da dgua potavel também é submetida a oscilacdes,

resultantes de manutencéo de estacdes de tratamento.

As aguas artificiais, quando utilizadas para a finalidade de cultivo, sdo
enriquecidas por um meio bésico, contendo sais essenciais e vitaminas, além de
complementacédo alimentar com oferta de alimento animal e ou vegetal. As propriedades
fisico-quimicas destas aguas, tendem a permanecer constantes e a contaminacao das
mesmas torna-se pouco provavel. Devido a estes fatores, é possivel que os resultados

apresentados sejam mais confiaveis.
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3.1.4.1 Modelos animais crustaceos e seus meios basicos artificiais.

Os crustaceos mais utilizados em laboratorio estdo representados pelos
microcrustaceos de agua doce, Daphnia magna, D. similis, Ceriodaphnia dubia,
Hyalella azteca e H. meinerti, e de &gua marinha, Mysidopsis bahia, Mysidopsis juniae,

Leptocheirus plumulosus, Tiburonella viscana e Artemia salina.

Os cladoceros Daphnia spp. sdo um grupo ja bem estabelecido em cultivos para
experimentos. A &gua de cultivo comprovadamente adequada, que garante boas
condicBes de vida, é composta por um meio basico, que contém o0s sais essenciais
caracteristicos da agua natural (Ca, Mg, K, Na) e pelo meio M4, constituido de
elementos-tragco e vitaminas (Knie & Lopes, 2004). Esse meio foi desenvolvido
especialmente para atender as necessidades vitais de Daphnia e ja vem sendo utilizado
ha anos em muitos laboratérios com excelentes resultados na cultura destes organismos
(Knie & Lopes, 2004).

3.1.5 Padronizacao de testes com o anfipode Q. aff. lutzi.

A recente utilizacdo do anfipode Q. aff. lutzi como modelo animal em testes
ecotoxicoldgicos (Weber et al. 2013; Vieira, 2014) tem levado a procurar estabelecer
padrdes para bioensaios a longo e curto prazo. Com este objetivo foi escolhido o
componente MMS como controle positivo para testes ecotoxicoldgicos no anfipode, ja
que permite a avaliacdo de danos em nivel de organismo até danos moleculares, como
fragmentacdo do DNA (Weber et al., 2013, Lacaze, 2011) e inibicdo de mitose (Tin tin
Su, 2010). Assim, é necessario estabelecer as concentracfes letais (LCso) e subletais
(CEO e CENO) de MMS para este organismo. A partir destes valores, concentracfes
intermediarias poderdo ser utilizadas para verificar danos cito e genotdxicos em ensaios
futuros. Além do estabelecimento de um controle positivo com efeito conhecido, se faz
necessario o estabelecimento de um meio de cultivo artificial que possa ser utilizado
para o cultivo do anfipode Q. aff. lutzi a longo prazo. As necessidades de proteina
vegetal e animal da espécie fazem necessario testar meios que permitam a sobrevivéncia
e salde destes organismos num longo prazo. Portanto, o objetivo deste estudo é
contribuir ao estabelecimento de metodologias aplicaveis de forma padronizada a

bioensaios com a espécie de anfipode Q. aff. lutzi.
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a concentracdo letal LCsy de metil metanosulfonato para o anfipode Q.
aff. lutzi em 48 h.

2. Estabelecer um meio artificial que permita a manutencéo e cultivo dos anfipodes sob

condic@es controladas no laboratdrio.

3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Determinacéo do LCsy do MMS para o anfipode Q. aff. lutzi.

Os anfipodes foram coletados em marco e abril de 2014 na lagoa costeira
Paulista. No laboratorio, os anfipodes foram aclimatados em incubadora com
fotoperiodo de 12 h a 28° C, em recipientes com 125 mL de &gua da lagoa filtrada e
autoclavada. Como alimento, foram utilizados restos vegetais secos de macrofitas (da
lagoa de origem) e autoclavados e racdo comercial (Neon, MEP 200 complex, Alcon)
na proporcdo de 1 pellet/anfipode. O experimento consistiu em 2 réplicas por
combinagdo tratamento/género. O experimento com MMS ocorreu em duas etapas: A
primeira em um ensaio piloto nas concentragdes de 0, 50, 100 e 200 mg/L onde foi
verificado que a taxa de mortalidade em 48 horas para ambos os géneros foi de 100%. A
segunda etapa compreendeu a faixa de: 0,2, 5, 10, 20 e 30 mg/L para um bioensaio de
48 horas. Houve a cada 24 horas, troca de agua e alimento (Tabela 9). Foi utilizado o
programa STATISTICA, v. 7 (Statsoft Inc.) para a obtencéo da regressdo que relaciona
a ma (% e Probit) com a concentracdo de MMS. A anélise da variancia (ANOVA néo
paramétrico Kruskal-Wallis) e a comparacdo de médias (teste de Tukey) também foram

realizados com este programa.
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Tabela 9: CondigOes experimentais realizadas nos bioensaios com MMS.

Bioensaios  Aclimatacdo (h)  Alimento* Controles Tratamento
com MMS (réplicas por sexo)  (réplicas por sexo)
| - Primeira 96 h 0,070 g 2 32em Q)
etapa

3(lem )
I1- Segunda 96 h 0,070 g 2 42emQed)
etapa

3.3.2 Determinacdo de um meio artificial para o anfipode Q. aff. lutzi.
Neste experimento, foi realizado um primeiro bioensaio (bioensaio 1) utilizando

anfipodes da lagoa Paulista coletados em Novembro de 2014 para um bioensaio piloto,
a salinidade da agua desta lagoa apresentou salinidade de 1.8. Um segundo experimento
(bioensaio 2) foi feito com anfipodes da lagoa Carapebus, coletados em Janeiro de 2015
com salinidade de 8.3. Os anfipodes foram acondicionados em caixas plasticas com
agua e vegetacdo e transportados até o laboratorio. A agua das lagoas também foi
coletada, sendo a temperatura medida com o auxilio de um termdémetro de mercurio no
local da coleta. Durante a triagem, os anfipodes foram separados por sexo e
acondicionados em becker de 600 mL com &gua da lagoa e alimento autoclavado (restos
de matéria vegetal seca de macrofitas da lagoa de origem), onde permaneceram em
incubadora em fotoperiodo de 12 h, a temperatura de 27° C, por um periodo de 4 dias
antes do inicio dos bioensaios. Durante o periodo de aclimatacdo no laboratério, a agua
da lagoa foi gradualmente substituida pela mesma agua, mas desta vez filtrada e
autoclavada. Este procedimento ocorreu para que fosse evitado o estresse dos animais as

condicdes laboratoriais.

O meio basico descrito na Tabela 10, foi obtido conforme o protocolo de Knie &
Lopes (2004), a partir de 4 solucdes. Solucdo 1 (400 ml): 15,0 g de cloreto de calcio
(CaCly); Solugdo 2 (100 mL): 12,33 g de sulfato de magnésio hepta-hidratado
(MgS0,4.7H,0); Solucdo 3 (100 mL): 0,58 g de Cloreto de Potassio (KCI); e Solucéo 4
(100 mL): 6,48 g de bicarbonato de sodio (NaHCO3 ). A solucéo 4 foi esterilizada por

filtro de membrana Nitrocelulose de 0,2 um. Estas soluc¢des foram estocadas em 10°C.
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As quatro solucdes foram misturadas conforme a Tabela 8. Apos misturadas, foram
oxigenadas por agitacdo em agitador magnético por um periodo de 24 horas. Logo
foram esterilizada em UV (254 nm) durante 25 min e colocadas na incubadora para
atingirem a temperatura de manutencdo dos anfipodes que é de 27° C. Apos isto seus

parametros foram medidos.

Tabela 10: Componentes do meio basico artificial de acordo com Knie & Lopes
(2004).

Componente Formula Quantidade para
1 litro (mL)
Cloreto de célcio CaCl, 4,0
Sulfato de magnésio hepta-hidratado MgSQO,.7H,0 1,0
Cloreto de Potassio KCI 1,0
Bicarbonato de sodio NaHCO; 1,0

Foram realizados dois bioensaios de manutencdo dos anfipodes durante 7 dias
nos diferentes meios:

1) No primeiro, foram utilizados 6 fémeas e trés machos para cada meio e
tratados individualmente (Tabela 11). Um meio consistiu na agua coletada na Lagoa

Paulista com salinidade de 1,8 e o meio artificial com 0,3 de salinidade.

2) No segundo bioensaio, os individuos foram mantidos em triplicata em grupos
de 10 por género (Tabela 11). O meio artificial foi 0 mesmo que no bioensaio anterior,

mas 0 meio natural desta vez era proveniente da lagoa Carapebus com salinidade de 8,3.
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Tabela 11: Condicdes experimentais dos bioensaios com meio basico.

Bioensaios Aclimatacdo  Alimento* Controles Trat.*
(h) (réplicas por sexo) (réplicas
por sexo)
| - Lagoa Paulista 96 h 0,070 g e racéo 3 1(6)
I1- Lagoa Carapebus 96 h 0,070 g e racéo 3 13)

*Trat.: nUmero de tratamentos

3.4 RESULTADOS

3.4.1 Concentracao letal LCso do MMS para o anfipode Q. aff. lutzi.
Os parametros fisicos e quimicos da agua da lagoa Paulista antes de se adicionar

as concentraces de MMS encontram-se na Tabela 12. Os dados mostram que 0s

parametros abioticos foram similares nas duas etapas deste bioensaio.

Como mencionado na metodologia, na faixa de concentracdes de 50 a 200 mg/L
de MMS todos os individuos morreram antes de completar as 48 h. No seguinte
bioensaio, nas concentracfes entre 0 e 30 mg/L, observou-se um leve aumento da
mortalidade aos 20 mg/L, sendo que a 30 mg/L se atingiu rapidamente a mortalidade de
100 % (Fig. 16 e Fig. 17). A maior concentragdo sem efeito observado (CENO) foi de
10 mg/L MMS (Fig. 17). A média da ma em machos e fémeas foi similar para todos os
tratamentos (Fig. 17). O LCso tanto em machos como em fémeas foi de 21,3 mg/L de
MMS (Fig. 18).

Os resultados do teste Mann-Whitney (tabela 13), mostra que ndo houve efeito
significativo entre os géneros com o resultado do z ajustado de -1,066 e valor de p igual
a0,377.
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Tabela 12 : Parametros fisicos e quimicos da dgua da Lagoa Paulista, utilizadas nos

tratamentos da Etapa 1 e 2 antes das concentragdes de MMS serem adicionadas.

Salinidade 02 dissolvido Condutividade pH Temperatura
(mg/L) (1S) (°C)
(1) 0,6 5,59 1,19 7,21 26,8
(2) 0,6 6,50 4,15 9,6 25

Tabela 13: Resultados do teste de Mann-Whitney da comparacdo entre tratamentos.
Zajustado:-1,066 acima da diagonal; p:0,377 abaixo da diagonal. Valores significativos

(p<0,5)em cinza.

Concentracdes
de MMS 0 5 10 20 30
(mg/L)
0 X -0,19 0,00 -0,83 -2,53
5 0,885 X 0,19 - 0,66 -2,53
10 1,000 0,885 X -0, 83 -2,53
20 0,485 0,685 0,485 X -2,53
30 0,028 0,028 0,028 0,028 X
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diferentes concentragdes de MMS (y=-11,713 + 2.893*x;p= 0,000; r*=0,686).

Metil metano sulfonato (mg/L)
Figura 16: Regressdo linear da mortalidade acumulada do anfipode Q. aff. lutzi a
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Figura 17: Meédias correspondentes aos diferentes tratamentos. CENO: maior
concentracdo sem efeito observado em 48 h. O valor de p significativo: é 0,00.
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Figura 18: Extrapolacdo da concentracdo letal LCsy, de MMS para o anfipode Q. aff.
lutzi apartir da funcdo Probit. O Probit 5 correspondente a 50% de mortalidade

acumulada (ma).
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3.4.2 Meio artificial para o anfipode Q. aff. lutzi
Observaram-se grandes diferencas nos parametros fisicos e quimicos da agua

das lagoas Paulista e Carapebus ap0ds a ruptura da barra na segunda lagoa, que levou a
um aumento da salinidade. Estas diferencas sdo observadas na Tabela 14 A agua do
meio basico (Tabela 15) apresentou valores aproximados para os dois bioensaios, pois

provinham do mesmo estoque de soluces.

Tabela 14: Parametros fisicos e quimicos da &gua das lagoas (1) Paulista e (2)

Carapebus.
Salinidade O2 dissolvido Condutividade pH Temperatura Dureza
(mg/L) (1S) (°C)
(118 5,66 7,06 5,71 20,4
(284 6,67 14,36 8,15 24,7 Muito dura

Tabela 15: Parametros fisicos e quimicos do meio basico artificial do primeiro (1) e do
segundo (2) bioensaio.

Salinidade O2 dissolvido Condutividade pH Temperatura Dureza
(mg/L) (1S) (°C)

(1)0,3 11,23 555uS 8,30 26,7 Branda

(2)0,3 8,20 649 pS 8,20 25,7 Branda

Os resultados observados de ma do anfipode Q. aff. lutzi quando mantido em
meio artificial e em meio natural (agua da lagoa) sdo apresentados na Figura 19.
Observaram-se resultados contraditérios quanto a ma no meio artificial nos anfipodes
apos 7 dias, dependendo de sua lagoa de procedéncia. Os anfipodes procedentes da
lagoa Paulista com salinidade de 1,8 mostraram uma baixa ma no meio artificial de 0, 3
de salinidade (11%) menor que seu meio natural (55%); e os anfipodes procedentes da
lagoa Carapebus com salinidade de 8,4 mostraram uma alta ma no meio artificial (67%)

e uma baixa mortalidade no seu meio natural (12%) (Fig. 19).
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Figura 19: Mortalidade acumulada do anfipode Q. aff. lutzi nos diferentes meios naturais
e artificial. s = salinidade; n= nimero de anfipodes

3.5 DISCUSSAO

A padronizacao das condi¢bes de manutengdo em laboratdrio do anfipode Q. aff.
lutzi e a determinagdo de um controle positivo de efeito conhecido para a espécie sao
alguns dos varios fatores a serem alcancados para estabelecer este anfipode como um
modelo animal reconhecido. Trabalhos anteriores ja mostraram o efeito do petréleo
sobre a espécie (Weber et al. 2013; Vieira, 2014), mostrando que é possivel realizar
testes ecotoxicoldgicos e obter resultados consistentes. A biologia reprodutiva desta
espécie também ja foi estudada (Medeiros & Weber, submetido).

O presente estudo conseguiu avancgar na padronizacdo deste modelo animal,
identificando sua faixa de tolerancia aos fatores ambientais de salinidade e temperatura
e permitiu reconhecer, através da osmolalidade da hemolinfa, suas limitacGes para
tolerar altos valores de salinidade, caracterizando-se como uma espécie dulcicola e de
aguas salobras. Em relacdo a sua tolerancia térmica, este se mostrou euritérmico, mas
COmMO um organismo que vive proximo ao extremo superior de sua tolerancia a

temperatura.
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Este estudo permitiu determinar as concentracbes de MMS, como controle
positivo, 0 que sera de grande importancia para futuros estudos de genotoxicidade. O
MMS tem sido amplamente utilizado em testes de genotoxicidade e em varios grupos
animais de vertebrados e invertebrados, principalmente através da técnica do ensaio do
cometa. Estes, sdo ensaios sensiveis que podem detectar danos mesmo quando
submetidos a exposicdes de baixas concentragdes. Embora, no presente estudo, a
mortalidade dos anfipodes tenha sido quase nula nas concentragdes de 2,5 até 10 mg/L
de MMS, é possivel que danos geno ou citotoxicos ja estejam ocorrendo no organismo.
Weber et al. (2013) observaram em 48 h danos genotoxicos (ensaio do cometa)
elevados em hemacitos de machos e fémeas de Q. aff. lutzi na concentracdo de 10 mg/L
MMS, quando usado como controle positivo. Lacaze (2011) observou indices
crescentes de dano genotdxico (ensaio do cometa) ao longo do tempo (2 a 21 dias) em
concentracdes de 0,8 a 7 mg/L de MMS em células germinativas do anfipode
Gammarus fossarum. Outro estudo (Tin tin Su, 2010) mostrou que 0 MMS em uma
concentracdo de 9 mM, inibe a mitose de embrides do cnidario Hydractinia echinata.
Também, foi observado que embrides do ourico do mar Sphaerechinus granularis
expostos a concentracGes de metil metano sulfonato, apresentam efeitos drasticos sobre
a atividade da sintese de proteinas, e no nivel de fatores de conversdo, integridade e
modificacbes pds-traducionais, com inducdo da apoptose em concentragcdes de 10 mM a
apoptose (Bouffant, 2008).

Em relacdo ao estabelecimento do meio artificial para o anfipode, serdo
necessarios maiores estudos para atingir este objetivo. Este bioensaio foi realizado ap6s
a abertura da barra da lagoa de Carapebus, levando a mudanca nas caracteristicas fisico-
quimicas da lagoa e alterando por tanto a abundancia da espécie. Além disso, a estiagem
observada a seguir na regido das lagoas do PARNA da restinga de Jurubatiba,
ocasionou variacdes dos fatores fisico-quimicos das lagoas onde os anfipodes sdo

coletados.

A diferenca de salinidade das lagoas nas quais se encontravam os anfipodes
poderiam explicar em parte os resultados contraditérios de ma do anfipode observada
no meio bésico artificial. No primeiro bioensaio, os anfipodes submetidos ao meio
basico podem ter sobrevivido em uma maior taxa, devido as caracteristicas da agua da

lagoa onde foram coletados estarem mais préximas a salinidade do meio artificial, ao
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contrario do que ocorreu com anfipodes procedentes da lagoa Carapebus. A
procedéncia diferenciada dos anfipodes também pode ser um fator importante, pois as
diferengas nas condi¢des fisico-quimicas da lagoa podem indicar linhagens de anfipodes
diferentes, procedentes de recolonizagdo ou restabelecimento populacional com
composicdo genética alterada em relacdo a populacdo originaria e estavel prévia a
entrada de dguas marinhas pela ruptura da barra. Individuos com diferentes graus de

susceptibilidade, pelas condicdes alteradas do meio, podem também ter sido coletados.
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3.6 CONCLUSOES

O CENO e 0 LCsy de MMS em 48 h para o anfipode Q. aff. lutzi é de 10 mg/L e
21,3 mg/L, respectivamente.

Os resultados da utilizacdo do meio bésico artificial para o cultivo do anfipode
Q. aff. lutzi ndo se mostraram conclusivos. No entanto, a baixa mortalidade observada
no primeiro bioensaio, com individuos provenientes da Lagoa Paulista, sugere que
outros fatores, como a mudanca drastica provocada pelo rompimento da barra arenosa,
podem ter afetado a baixa sobrevivéncia no meio bésico artificial dos anfipodes de

Carapebus.
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4.0 CONSIDERACOES FINAIS

As condigdes de aclimatacdo do anfipode em &gua da lagoa de origem com 0,2 a
0,6 de salinidade foram bem estabelecidas em incubadora a 27° C, foto periodo de
12 horas com racdo comercial e restos vegetais com trocas parciais a cada 48 horas e
troca total em uma semana.

N&o foi possivel observar o desenvolvimento dos juvenis provenientes da
reproducdo e da coleta até a fase adulta.

Os anfipodes machos sdo indicados para bioensaios de curto prazo e caso
necessario experimentos de longa duracdo sugere-se individualiza-los devido a
agressividade.

Fémeas sdo indicadas para ensaios de curta e longa duragdo em um numero de 10
a 12 anfipodes por potes de 125 ml.

Os anfipodes toleraram amplas variacbes de salinidade e temperatura nos
bioensaios. No entanto, é provavel que a tolerancia seja diminuida frente a variacdes
drésticas dos fatores abidticos.

O LCsp encontrado de 36 corresponde aproximadamente a salinidade do mar.
Considerando eventos de abertura de barra, este dado torna-se preocupante, uma vez
que ha a entrada brusca de agua salina nas regibes proximas a barra, onde
comumente os anfipodes sdo abundantes.

O fato dos anfipodes se encontrarem no seu habitat natural a temperaturas
préximas ao seu limite de tolerancia é preocupante e pode ser agravado em periodos
de estiagem.

Neste estudo foi possivel estabelecer a toxicidade do composto MMS a nivel de
organismo (para esta espécie) numa ampla faixa de concentracGes permitindo a
escolha de concentracBes adequadas de MMS em bioensaios de curta e longa
duracdo (agudo/cronico).

Novos ensaios que avaliam o meio basico aqui testado e complementos
alimenticios deverdo ser realizados futuramente para estabelecer as melhores
condicdes de meio artificial de manutencdo em laboratério do anfipode Q. aff. lutzi.

Os resultados contraditorios observados na manutencao dos anfipodes Q. aff lutzi
no meio basico artificial, quando utilizados anfipodes de diferente procedéncia
(diferentes lagoas), sugere que provavelmente as condigdes fisiologicas dos
anfipodes e sua composicdo genética podem estar influenciando a sobrevivéncia
destes no laboratorio.
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