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RESUMO

O crescimento populacional e a ocupacdo desordenada resultam em uma problematica ao
meio ambiente, e uma grande preocupacdo sobre os impactos aos recursos hidricos. Este
aumento populacional nas cidades tem gerado necessidades de promover a infraestrutura de
servigos essenciais como agua e saneamento béasico, que nem sempre sdo priorizadas na
mesma velocidade afetando diretamente os ecossistemas em especial o aquatico. As aguas da
laguna do rio Acarai localizado no municipio de Sdo Francisco do Sul, estdo proximas a
urbanizacéo e sdo utilizadas para o lazer e a pesca 0 que gera uma preocupacao especial com a
salide desta populagdo. Portanto o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade das aguas da
foz da laguna do rio Acarai localizado no municipio de S&o Francisco do Sul, utilizando como
organismo teste o microcrustdceo marinho Mysidopsis juniae na ética da salde ambiental.
Para tanto, foi definido um importante ponto amostral no rio e para verificar a toxicidade
destas aguas foram realizados ensaios de toxicidade aguda, cronica e transgeracional seguindo
metodologias reconhecidas nacional e internacionalmente. Foram realizadas para o0 ensaio
agudo 6 amostragens, em periodos quinzenais, dos meses de marco e maio de 2015. Para o
primeiro ensaio crénico foi realizado amostragem semanal para troca de aguas durante o
ensaio, com inicio em agosto e término em outubro de 2015 e para o segundo ensaio crénico e
o transgeracional foram realizadas coletas do mesmo periodo, sendo as coletas semanais entre
o0 periodo de fevereiro a abril de 2016. Durante as coletas foram feitas analises de pardmetros
de campo considerando os principais usos da area de estudo, quais sejam: salinidade,
temperatura, OD, pH e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) com uso de sondas
multiparamétricas. Os resultados mostraram que as dguas do ponto amostral ndo apresentaram
toxicidade aguda, porém apresentaram toxicidade cronica para os parametros mortalidade,
natalidade e biometria no primeiro ensaio crénico (Crénico 1), observa-se que 0s parametros
de toxicidade crdnica se elevaram quando se verificou maior concentragdo de HPA. No ensaio
Crénico Il ndo ocorreu valores de HPA nas concentracdes do ensaio crénico | e ndo houve
diferenga significativa entre a amostra e o controle para todos os parametros analisados,
porém observou-se uma maior longevidade dos organismos no controle, o que pode ser
indicativo de alguma alteragcdo na amostra. O ensaio transgeracional ndo chegou a terceira
geragdo conforme esperado pois a mortalidade tanto no controle quanto na amostra j4 na
segunda geracdo foi muito elevada impedindo a continuidade do ensaio. Isso possivelmente
ocorreu devido a uma contaminacdo que teve inicio na mesma semana da montagem da
primeira familia para o ensaio, no entanto a mortalidade ocorrida devido possivelmente a
contaminacdo ainda assim ocorreu mais no ensaio com a amostra 0 que indica que 0s
organismos da amostra sempre estavam mais debilitados possivelmente por alguma
caracteristica da amostra. Por fim o presente trabalho conclui que existe um forte indicativo
de que o ambiente aquatico analisado, laguna do Rio Acarai apresenta toxicidade cronica para
0 microcrustaceo marinho Mysidopsis juniae. Desta forma este ambiente pode estar
comprometido do ponto de vista da cadeia alimentar com consequéncia a produtividade
pesqueira do local e da satide ambiental.

Palavras-chave: Laguna do rio Acarai, Toxicidade, Ensaio Ecotoxicoldgico Mysidopsis
juniae



ABSTRACT

Population growth and disordered occupation result in environmental problems and concern
for impacts on water resources. This population increase in cities has generated needs to
promote the infrastructure of essential services such as water and sanitation, which are not
always prioritized at the same speed, directly affecting the ecosystems, especially the aquatic
ecosystem. The waters of the Acarai River lagoon located in the municipality of S&o
Francisco do Sul are close to urbanization and are used for leisure and fishing, which
generates a special concern for the health of this population. Therefore the objective of this
work was to evaluate the toxicity of the waters of the mouth of the Acarai river lagoon located
in the city of Sdo Francisco do Sul, using the marine microcrustacean Mysidopsis juniae as a
test organism in the environmental health perspective. Therefore, an important sampling point
was defined in the river and to verify the toxicity of these waters, acute, chronic and
transgenerational toxicity tests were performed following nationally and internationally
recognized methodologies. Six weekly samplings were carried out for the acute test in March
and May 2015. For the first chronic test, weekly sampling was performed for water exchange
during the test, starting in August and ending in October 2015 and For the second, chronic
and transgenerational trials, collections from the same period were carried out, with weekly
collections from February to April 2016. During the sampling, field parameter analyzes were
performed considering the main uses of the study area: Salinity, temperature, OD, pH and
polycyclic aromatic hydrocarbons (HPA) with the use of multiparametric probes. The results
showed that the waters of the sampling point did not present acute toxicity, but presented
chronic toxicity to the parameters mortality, birth and biometry in the first chronic test
(Chronic I). The parameters of chronic toxicity were observed when Higher concentration of
HPA. In the Chronic Il trial, there were no HPA values at the concentrations of the chronic |
test and there was no significant difference between the sample and the control for all
parameters analyzed, but a greater longevity of the organisms in the control was observed,
which may be indicative of some change in the sample. The transgenerational assay did not
reach the third generation as expected because the mortality in both the control and the sample
already in the second generation was very high, preventing the continuity of the assay. This
was possibly due to a contamination that started the same week as the first family was
assembled for the trial, however the mortality occurred possibly due to the contamination still
occurred more in the control trial than in the test with the sample indicating that the
Organisms were always more weakened possibly by some characteristic of the sample.
Finally, the present work concludes that there is a strong indication that the aquatic
environment analyzed, the Acarai River lagoon presents chronic toxicity to the marine
microcrustacean Mysidopsis juniae. In this way, this environment may be compromised from
the point of view of the food chain with consequent local fishing productivity and
environmental health.

Keywords: Acarai Lagoon, Toxicity, Mysidopsis juniae
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas trés décadas, o crescimento populacional vem aumentando
gradativamente (FONTANA et al., 2015). A ONU estima que a populacdo mundial € de
aproximadamente 7,2 bilhGes de habitantes. A expansdo e o0 modo de vida humana geram
diversos impactos ambientais, modificando as paisagens por meio da urbanizagéo, agricultura,
criacdo de animais, pesca e da mineracdo (SANTOS & SANTOS, 2013). E na tentativa de
sobrevivéncia a qualquer custo, o ser humano acaba destruindo seu préprio habitat. E eleva
seu consumo até o esgotamento dos recursos naturais, 0 que traz consequéncias a0 meio
ambiente (MARTINELLI, 2012).

O recurso natural mais afetado pela degradacdo ambiental é a 4gua, fonte importante
para todos 0s seres vivos, a contaminacdo deste recurso afeta diretamente a salide humana e
dos ecossistemas (Agencia Nacional de Agua 2013). Estudos da Organizacido Mundial da
Saude (OMS) afirmam que algumas doengas estdo relacionadas diretamente com a
degradacdo ambiental, principalmente relacionada a contaminacdo da agua.

A gestdo é uma ferramenta que auxilia na preservacdo dos recursos hidricos, para isto
foram criadas as leis e resolugdes que caracterizar os impactos e trazem solugdes. Busca-se de
forma participativa, entre governo e populagdo, uma conduta de conscientizacdo, defesa,
educacdo e valorizacdo do recurso hidrico (SOUZA et al., 2012).

Uma alternativa que pode auxiliar e trazer informacdes sobre a qualidade da agua sédo
os testes toxicoldgicos (UMBUZEIRO et al.,, 2010). A proposta é realizar testes com
organismos vivos e avaliar se existe efeito algum tipo de efeito toxico ou ndo (RONCO et al.,
2004; BERTOLETT]I, 2012). Sao realizados ensaios de curta e longa duracédo que busca obter
informacdes que possam auxiliar na gestao dos recursos hidricos (ZIOLLI & JARDIM, 1998).
E sdo avaliadas as reac6es morfoldgicas ou a mortalidade dos organismos teste (RIBO, 1997;
FOCKEDEY et al., 2005).

Segundo Zagatto & Bertoletti (2008) para avaliar ambiente de 4gua costeira marinha
e salobra sdo indicados testes com um microcrustaceo marinho Mysidopsis juniae (SILVA,
1979).

Para este projeto buscou um recurso hidrico de facil de acesso, que tenha importancia
para uma comunidade, possua influencia marinha e de grande ocupagdo humana ao seu
entorno. Para realizar deste trabalho foi escolhido a laguna do rio Acarai localizada no
municipio de Sdo Francisco do Sul em Santa Catarina. Este ambiente possui transicdo de

aguas marinhas e aguas continentais, que sofre grande pressdo antrépica, e parte do seu curso
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esta inserida no Parque Estadual Acarai descrito no plano de manejo como:

Parque que apresenta ocupacao em alguns pontos por comunidades estruturadas em
vilas de pescadores (Tapera) e loteamentos semi urbanizados (Ervino, Enseada e Barra do
Sul). Fazendas dedicadas a criagdo de bufalos e reflorestamento de Pinus e Eucalyptus, bem
como areas sem ocupacao econémica definida. Os pescadores da Tapera ocupam-se da pesca
artesanal especialmente na lagoa do Capivaru e do Acarai. No entanto, muitos ranchos de
pescadores sdo utilizados como abrigo para pescadores ocasionais vindos de outras regides
(Plano de Manejo do Parque Acarai FATMA, 2008)

Nesta area segundo relatérios do IBGE serve como destino final de esgoto das
residéncias de sua proximidade. A mesma area a qual é utilizada como area de lazer e pesca
por muitos moradores da regido, e no periodo de férias, 0 que torna intenso o uso desta area.
O rio Acarai também recebe a presenca de um oleoduto de uma grande empresa petroquimica
da regido.

A rio acarai possui poucos trabalhos cientificos e nenhum trabalho com
ecotoxicologia. Visando um trabalho que venha adquirir conhecimento da existéncia ou ndo
de toxicidade da agua do Rio Acarai em um ponto amostral na sua foz através de ensaios
toxicologicos agudos, cronicos e transgeracional utilizando como organismos teste o

microcrustaceo marinho Mysidopsis juniae.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade das aguas da foz da laguna do rio Acarai localizado no
municipio de Sdo Francisco do Sul, utilizando como organismo teste 0 microcrustaceo

marinho Mysidopsis juniae na Gtica da saude ambiental.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

o Avaliar a qualidade da &4gua da foz da laguna do rio Acarai através de analises
fisico-quimicas dos parametros em campo;

o Verificar a toxicidade aguda com amostras de agua da foz da laguna do rio
Acarai sobre o organismo microcrustaceo marinho Mysidopsis juniae;

o Verificar a toxicidade cronica transgeracional com amostras de dgua da foz da

laguna do rio Acarai ao microcrustaceo marinho Mysidopsis juniae;
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. REGIAO LAGUNAR

O ecossistema lagunar compreende um corpo de agua, semi-fechado com uma Unica
conexdo como o0 mar, misturando dgua doce proveniente do continente e agua salgada dos
oceanos (PRITCHARD, 1967). O fluxo de agua salgada é gerado pelas marés, e depende da
profundidade e largura do corpo hidrico (PETHICK, 1984), e a agua doce vem do aporte
fluvial (LISS 1970; DYER, 1997) que vem do rio Acarai.

No complexo lagunar encontramos grande carga de material orgénico e inorganico,
que eleva o nivel de nutriente, carbono e elementos biogénicos importante para a composi¢ao
da fauna (RAYMOND & COLE, 2003). As lagunas sdo sistemas bastante dinamico
exercendo uma funcdo ecoldgica e fisico-quimica muito importante para 0 ecossistema
(LEGORBURU et al., 2013).

As regides lagunares estdo em constante evolucgéo, variando e se adaptando conforme
fluxo dos rios e variacOes climaticas (BRITO, 2012). Neste fluxo de marés ocorre a
transferéncia de porcdes arenosas (extensas praias ou dunas e restingas) que se torna ambiente
propicio para vegetacdo de manguezal (SCHAEFFER- NOVELLI, 1989). Que possui uma
importante funcdo ecoldgica, servindo de abrigo para muitas espécies de peixes e crustaceos,
entre outras (KATHIRESAN & BINGHAM, 2001).

O desavio é proteger a area das lagunas, que muitas vezes sdo degradadas pela
ocupacdo humana e exploracdo dos seus recursos, causando impactos a salde, a seguranca € o

bem-estar da populacéo e as condicBes estéticas e sanitarias do meio ambiente.

3.2. POLUICAO MARINHA

A qualidade dos ecossistemas aquaticos tem sido alterada em diferentes escalas nas
Gltimas décadas. Os oceanos séo o ponto final de muito residuos solidos urbanos, industriais
ou vindos da agricultura, trazidos pelos rios. Para que uma substancia seja considerada
poluente vai depender de sua concentracdo e disponibilidade no meio (PEREIRA, 2004).
Grande concentracdes de poluentes trazem sérios riscos aos recursos vivos, principalmente a

qualidade do pescado e consequentemente a saide humana (GODOI et al., 2003; TUNDISI,
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2014).

Os poluentes possuem caracteristicas distintas, e podem estar correlacionadas com:

e Poluicdo Quimica na forma de biodegraddveis que, ap6s um periodo, sdo
decompostos pela acdo de bactérias, tais como detergente, inseticidas, fertilizantes, petrdleo,
etc. E de forma persistentes que se mantém por longo tempo no meio ambiente e nos
organismos vivos, séo 0s DDT (diclodifenitricloroetan) e os metais pesados em geral.

e Poluicdo Fisica que altera caracteristicas fisicas da agua, derivados de poluentes
s6lidos, sendo eles suspensos, coloidais e dissolvidos, ou através de fontes térmicas.

e Compostos organicos em grandes quantidades tornando-se toxicos aos organismos
vivos. Um exemplo sdo os compostos derivados do petréleo. (MAGOSSI, 1996).

O conhecimento sobre quais as fontes poluidores e os efeitos que primeiro passo para
realizar um bom diagnostico ambiental. No ambiente marinho 0s microcrustaceos sao
bastante utilizados para avaliar a toxicidade através de testes de sensibilidade (BADARO-
PEDROSO et al.,2002).

33. PARAMETROS INDICADORES DE QUALIDADE DE AGUA

A quantidade de compostos organicos e inorganicos transportadas para o ecossistema
aquatico todos os dias (BERTOLETTI, 2013). As diferentes concentracdes destes compostos
no meio ambiente podem interferir na qualidade da agua (CETESB, 1990). O modo mais
utilizado para verificar a qualidade da &gua é analisar as concentragdes através de analises
fisico-quimicas (OKAMURA et al., 1996).

33.1. Parametros Fisico-Quimicos

A avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas da dgua tem como objetivo identificar
e quantificar os elementos e particulas idnicas presentes nesse composto e associar os efeitos
de suas propriedades as questdes ambientais (PARRON et al. 2011). Os parametros para
qualidade de &gua dos rios, lagunas e estuarios sdo comparados com a Resolugdo CONAMA
n°® 357/2005.

Os parametros fisicos estdo associados aos sOlidos presentes na agua, e Sdo
observados pela coloracdo, material flutuante, presenca de espuma, residuos solidos, odor,

temperatura e turbidez. Consequentemente, os parametros quimicos estdo relacionados a
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presenca de matéria organica ou inorgénica na dgua (VON SPERLING, 1996), sdo eles:

° Salinidade

Indica a quantidade de sais presentes na agua. A salinidade absoluta é a concentracéo
de todos os ions dissolvidos na &gua e, na pratica, ndo pode ser medida diretamente, sendo
necessaria a determinacio da salinidade pratica (BRANDAO, 2011).

A salinidade é a medida da quantidade de sais existentes em massas de dgua naturais,
tendo um papel importante nos movimentos e nas misturas de massas de agua, devido ao seu
efeito de densidade, os sais dissolvidos condicionam a fisiologia dos organismos que ali
vivem, devido ao efeito da osmose (MIRANDA et al., 2002).

. Potencial Hidrogenibnico (pH)

O pH é uma medida da atividade i6nica do hidrogénio, representando o balanco de
solubilidade de partes quimicas nos sistemas aquaticos, sendo um dos fatores ecoldgicos que
age como controlador das atividades respiratérias e regula os principais processos metabolicos
nos seres vivos (VON SPERLING, 1996; BARBOSA, 2006). Representa a concentracao de
ions hidrogénio H+ (em escala anti-logaritmica) presente na agua (VON SPERLING, 1996).
Sua escala de valores varia de 0 a 14, dando uma indicagdo sobre a condi¢do de acidez (0 <
pH < 7), neutralidade (pH = 7) ou alcalinidade (7 < pH < 14) da 4gua (BRANDAO, 2011). A
influéncia do pH sobre os ecossistemas aquaticos naturais da-se diretamente devido a seus
efeitos sobre a fisiologia das diversas espécies. Em termos de corpos d’agua, valores mais
altos de pH podem estar associados a proliferacdo de algas, valores afastados da neutralidade
podem afetar a vida aquatica e os microrganismos responsaveis pelo tratamento bioldgico dos
esgotos (VON SPERLING, 2007).

o Oxigénio Dissolvido (OD)

E o oxigénio presente nas &guas naturais. Pode ter sido dissolvido da atmosfera,
devido & diferenca de pressao parcial (Lei de Henry) e/ou ser proveniente da fotossintese das
algas (CETESB, 2009). A principal atribuicdo da avaliacdo do oxigénio dissolvido, caso
ocorrera a reducdo de sua concentracdo no meio aquatico, seria a causa de mortalidade dos
organismos aerobios (FINOTTI et al., 2009).
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. Temperatura

Mede a intensidade de calor presente na agua (VON SPERLING, 1996). Variacdes
de temperatura é parte do regime climatico normal e corpos d’agua naturais apresentam
variagdes sazonais e diurnas, bem como estratificacdo vertical. A temperatura superficial da
agua é influenciada por fatores como latitude, altitude, estacdo do ano, periodo do dia, taxa de
fluxo e profundidade (CETESB, 1991). Assim sendo, a temperatura desempenha um papel
fundamental de controle no meio aquatico, condicionando as influéncias de uma série de
parametros fisico-quimicos, visto que 0s organismos aquaticos possuem limites de tolerancia
térmica (VON SPERLING, 2007).

A temperatura € responsavel por variacdes metabdlicas que interferem no
desenvolvimento do animal (VERSLYCKE & JASSEN, 2002), sendo a temperatura o fator
abidtico mais decisivo para a variacdo nas taxas de crescimento (SUDO, 2003), por isto a
importancia de manter estes fatores constantes. Sabe-se que a distribuicdo geografica das
espécies de Mysidaceo é ampla e sdo encontrados em todos os oceanos e em todas as

latitudes, ocorrendo, assim, nas mais variadas condi¢Ges de temperatura.

o Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA)

E uma substancia derivada da combustdo natural de produtos organicos, provém da
queima de combustiveis fdésseis, mineracdo, 6leo, agroquimicos e de processos industriais
(WHO, 1998; PAGEA et al.,1999; MENZER et al., 2002). Possui efeito biolégico em termos
de potencial carcinogénico, mutagénico, teratogénico e demais efeitos toxicos que possam
afetar a satde em geral (AZEVEDO et al., 2013), com potencial bioacumulativo (WANIA, &
MACKAY, 1993). No meio aquéatico sdo encontrados em diferentes esferas, Sisinno et al.,
(2003) ressalva gque o setor petroquimico € o campo onde ocorre maior producdo de residuos
contendo HPAs.

Considerados poluentes organicos muitas vezes descritos como precursores de agdes
mutagénicas e tumorais em sistemas biologicos (WHO, 1983), por apresentarem propriedades
hidrofdbicas, absorvidos pelos organismos (POLAKIEWICZ, 2008), pelos pulmdes,

intestinos e pela pele de animais e altamente lipossoltveis (MEIRE et al., 2008).
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34. ECOTOXICOLOGIA

O termo ecotoxicologia foi definido em 1969 pelo pesquisador Dr. Rene Trhuaut,
que apresentou como sendo “o estudo dos efeitos adversos de substancia quimica tem com o
objetivo de proteger espécies naturais ¢ populagdes” (TRUHAUT, 1977). Neste sentido, a
finalidade da ecotoxicologia é verificar se existem causa efeitos nos organismos vivos através
de experimentos, avaliando o potencial as respostas em um determinado tempo (GHERARDI-
GOLDSTEIN et al., 1990; RESGALLA JUNIOR & LAITANO, 2002; CHASIN &
PEDROZO, 2004).

Existem diferentes substancias no meio ambiente, e pode ser encontrada em
diferentes concentracdes podem estar disponiveis no meio ambiente de forma macro, micro
ou nanoparticulas (PASCHOALINO et al, 2010). A toxicologia busca relacionar a que
concentracdes causam efeitos nos organismos vivos (FJALLBORG et al. 2006). E na
perspectiva da ecologia ambiental, se existe influéncia sobre as comunidades ou uma
populacdo (PLAA, 1982).

Masutti et al., (2006) ressaltam a importdncia de buscar parametros e suas
concentragcOes seguras, para a preservacao da vida aquética e para a qualidade ambiental. A
exposicdo prolongada de determinadas substancias, podem desencadear distUrbios
morfoldgicos, fisioldégicos e/ou comportamentais, e consequentemente levar a morte dos
organismos (ARAGAO & ARAUJO, 2006). Dentre as diferentes reacdes destacam-se a
biotrasnformacdo (LIVINGSTONE, 1998) que observa a modificacdo na permeabilidade da
membrana, inibi¢do enzimatica, disturbios no metabolismo, liberacdo de hormdnio e redugédo
na velocidade do crescimento (COSTA et al. 2008). Para isso devem-se definir os niveis de
concentracfes aceitaveis, mediante as respostas causa efeito de toxicidade (CHAPMAN,
2002; HOFFMAN et al., 2003).

Para obter uma resposta a toxicidade os organismos devem ser expostos a diferentes

concentragBes ou outra substancia a teste, para isso sao realizados ensaios ecotoxicol6gicos.

34.1. Ensaio Ecotoxicoldgico

O ensaio ecotoxicoldgico é uma ferramenta que ajuda a avaliar se existe e quais sao
os efeitos tdxicos nos organismos vivos através de testes (GOMES, 2007; WHARFE et al.,
2007). Todos os testes buscam uma resposta aos estimulos dos organismos, podendo ser de

forma subletais, ou seja, afetam ou ndo suas funcdes biologicas, tais como reproducao,
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crescimento e maturacdo (COSTA et al., 2008), nestes estudos descrevem alteracdes de
comportamento como imobilidade, dificuldade na localizacdo de presas, problemas na
percepcao quimica e motora, inibicdo da desova, aborto, deformacéo de 6rgédos reprodutores,
perda de membros, alteracdes respiratorias, etc. (MAGALHAES & FERRAO FILHO, 2008).

Outro modo de ensaio é a avaliacdo de efeitos toxicos letais, que observam a
mortalidade (RAND & PETROCELLLI, 1985). Para este tipo de resposta séo realizados testes
agudos e/ou cronicos (KNIE & LOPES, 2004). Os testes agudos sdo realizados em um
periodo de tempo relativamente curto, geralmente de 24 a 96 h, para observar a letalidade em
um organismo teste (ARAGAO & ARAUJO, 2008). Ja os testes cronicos sdo realizados em
um periodo que pode abranger parte ou todo o ciclo de vida dos organismos teste (SANTOS
et al., 2010). Os ensaios cronicos transgeracionais observam o0 comportamento dos
organismos atraves das geraces futuras (VAZ, 2012).

Outro método de avaliar a toxicidade nos organismos é através da genotoxicidade,
que busca a causas e efeitos mutagénicos, dos quais alteram 0 DNA, danificando a inibicdo da
mitose ou constante divisdo meiose, inducdo da apoptose e alteracdo de atividades
neuroldgicas dos organismos, através da exposicdo a compostos disponiveis no meio
ambiente (UMBUZEIRO & ROUBICKE, 2014; JOHN & SHAIKE, 2015).

Glnther (2006) sugere que 0 numero de organismos e amostragem seja
representativo com possibilidade de uma generalizacéo dos resultados, que segundo Denzin &

Lincoln (2005) devem ser estatisticamente comparadas.

34.2. Organismos testes utilizados

Os organismos para a realizacdo de teste ecotoxicologico devem ser de grupo taxonémico
mais representativo no meio ambiente (KNIE & LOPES, 2004), ser padronizados
nacionalmente e internacionalmente (ABNT, 2011).

Os testes toxicoldgicos em ambientes aquaticos mais utilizados em testes de toxicidade estéo

listados na Figura 1.

Phaedactylum tricormutum, Asterionell japonica, Dunaleialle
tertiolecta, Champia parvula, Skelenema costatum
Mysidopsis bahia, Mysidopsis juniae, Leptocheirus plumosus,
Tiburonella viscana, Artemia salina

Algas

Organtsmo
s Marinhos

Microcrustaceos
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Peixes Menidia berellyna, Mendia mindia, Cypronodum veriegatus
Bacteérias Vibrio fisheri
Moluscos Mytillusedulis, Crassostrea rhizophorae
Equinodermos Arbacia lixula, Lytechinus variegatus, Arbacia punctulata

Figura 1 Lista das espécies aquéticas mais utilizadas para realizacdo de testes de toxicidade.

Estes organismos sdo reconhecidos como organismo-padrdo em testes de toxicidade,
pois apresentam 0s seguintes critérios: 0s espécimes adultos tém grande potencial
reprodutivo; sdo de facil aquisicdo e manutencdo no laboratério; os ensaios apresentam boa
reprodutibilidade (ABNT, 2011).

34.3. Organismo teste

O Mysidopsis juniae (SILVA, 1979) (Figura 2), € um pequeno crustaceo da ordem
Mysidacea, sua principal caracteristica é a presenga de um marsapio, que serve de bolsa de
incubacdo onde armazenam os embrides. Possui forma de alimentacdo por filtragdo, sdo
onivoros, encontrada nas zonas neriticas dos oceanos, em toda a costa brasileira
principalmente em zona de arrebentacdo das praias. Os 6vulos sao fertilizados imediatamente
apoés a expulsdo dos ovidutos, sendo introduzidos no marsupio, onde ocorre 0
desenvolvimento larval (MAUCHLINE, 1976). Os jovens emergem do marsupio em estagio
juvenil de desenvolvimento semelhante ao adulto. Como ocorre nos crustaceos em geral,
devido a presenca de exoesqueleto, o crescimento morfologico do animal é descrito pelas suas
mudas (CLUTTER & THEILACKER, 1971).
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Figura 2 Anatomia de Mysitopsis juniae. Fonte: ABNT NBR 15308(2011).

Os Mysidaceos sdo bastante usados para teste toxicolégico em ambientes marinhos,
sd0 pequenos crustaceos de habitos epibéntonicos, caracteristicos da regido costeira, apresenta
dimorfismo sexual, seu desenvolvimento é direto com troca constantemente de carapacga
(muda) e de ciclo de vida curto (BADARO-PEDROSO et al.,2002) e deve possuir ampla
distribuicdo geografica e encontram-se na base da cadeia trofica, por estas carateristica
apresentam grande importancia ecologica, ressalta sobre a importancia desde género na
composigdo da dieta de varias espécies de peixes, e muitas delas utilizadas para consumo
humano (MURANO, 1999)

No Brasil o organismo M. juniae, € padronizado para realizacdo de ensaios de
toxicidade aguda pela NBR 15308 (ABNT, 2011) e CETESB (1992), sendo indicado por
Zagatto & Bertoletti (2006) para estudos que avaliem a 4gua marinha e estuarina.

Uma vez que a maioria dos testes com organismos aquaticos sdo realizados em
laboratorio, os resultados obtidos nestes testes sdo extrapolacfes da realidade, visto que tais
testes sdo realizados em circunstancias controladas; no entanto acabam por fornecer
informac0es e indicagdes sobre possiveis riscos e alteragBes prejudiciais ao meio ambiente,
servindo como um sistema de alerta e protecdo ambiental (KNIE & LOPES, 2004).

O Mysidopsis juniae sdo amplamente utilizados desde 2008 em diferentes trabalhos
realizados pelo Grupo de pesquisa Toxicologia e Gestdo Ambiental no Laboratério de
Toxicologia Ambiental da Universidade da Regido de Joinville — Univille unidade de Séo
Francisco do Sul.
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4. METODOLOGIA

41. AREA DE ESTUDO

O rio Acarai que é objeto de estudo deste trabalho, que percorre grande porgdo no
municipio de Sdo Francisco do Sul, e representa 37,7% da area total da area do municipio.
Possui tal relevancia, que boa parte do seu corpo hidrico esta dentro do Parque Estadual
Acarai (FATIMA, 2008). Ao longo de seu percurso possui corpo de aguas rasas e calmas,
formando calhas largas e estreitas, ocorrendo formacéo de lagoas e lagunas até se encontrar
com o mar (POSSAMAI et al., 2010).

Os meandros do rio Acarai percorre 0 municipio pelo bairro Iperoba, no alto curso, o
bairro Ubatuba e a Praia Grande no médio curso, até o bairro da Enseada e Ubatuba no seu
baixo curso (FATIMA, 2008), a qual possui maior adensamento urbano (IBGE, 2010).

Ao percurso do rio € margeado pela floresta do Bioma Mata Atlantica, a qual
caracteriza regido fitoecoldgica de Floresta Ombrofila Densa (Floresta Atlantica), expressa
predominantemente pela sua formagdo Floresta Ombrdéfila Densa de Terras Baixas (MELO
JUNIOR & BOEGER, 2015) que protege o corpo hidrico, que ao longo do seu percurso
possui a lagoa do Capivaru e chega ao encontro com oceano atlantico passando pela formacéo

lagunar (Laguna Acarai).

42. DEFINICAO DO PONTO AMOSTRAL

O ponto de amostragem deste trabalho esta localizado jusante do rio, proximo a sua
foz com formacéo lagunar, a qual se encontra a comunidade do Majorca no bairro Ubatuba.
Localizado nas coordenadas Lat.: 26°13'52.69"S e Long.: 48° 31'01.42"0 (FIGURA 3),
porcdo que fica a laguna Acarai inserida no bairro Ubatuba, perimetro urbano, onde possui
residéncias do tipo multifamiliar, comercio local e residéncias de veraneio. Nesta regido
ocorre grande influéncia da destinacdo final do esgoto doméstico sem os devidos tratamentos
(PPMA/SC 2008).
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Figura 3 Localizacdo do ponto amostral no rio Acarai. Fonte: Proprio autor.

O ponto amostral localiza-se préximo a desembocadura na laguna do rio Acarai e foi
selecionado por ser local de constante atividade de pesca e lazer, e constante passagem de

pequenas embarcacdes (Figura 4).

Figura 4 Imagem do rio Acarai préximo ao ponto amostral local do uso pela pesca.
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Assim o ponto amostral teve como critério de inclusdo:

J Uso de ocupacgdo do solo
° Proximidade com a sua foz
. Facilidade de acesso

43. AMOSTRAGEM

Apos a definicdo do ponto amostral foram definidas as datas das coletas e verificado
qual a maré no dia da amostragem para posterior comparacdo sobre a influéncia da salinidade
aos parametros observados.

As amostras de agua para todos os ensaios ecotoxicolégicos seguiram da seguinte
forma: foram captadas &gua através de bombona pléstica em polietileno estéril de cor branca
com capacidade para 30 litros, e procederam com a imersdo total do galdo na superficie da
agua, até seu preenchimento total, posteriormente o mesmo era fechado com tampa propria. O
transporte e 0 emprego adequado de equipamentos de campo seguiram 0S critérios
estabelecidos pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT com Norma Brasileira
Regulamentadora - NBR 9897 (ABNT, 1987) que seguiram ao Laborat6rio de Toxicologia
Ambiental da Universidade da Regido de Joinville — Univille unidade de S&o Francisco do
Sul.

Todo procedimento de amostragem e preservacdo das amostras, para posterior
utilizacdo nos ensaios de ecotoxicidade, seguiram a metodologia descrita na ABNT (2007)
através da norma NBR 15.469, no que diz respeito a Ecotoxicologia aquéatica — Preservacéo e
preparo das amostras a serem utilizadas em ensaios ecotoxicoldgicos.

No ensaio agudo foram realizadas 6 amostragens, em periodos quinzenais, dos meses
de margo e maio de 2015. O ensaio cronico | foi realizado com amostragem semanal para
troca de aguas durante o ensaio, com inicio em agosto e término em outubro de 2015 e o
ensaio cronico Il e transgeracional foram realizados com amostras do mesmo periodo, sendo
as coletas semanais entre o periodo de fevereiro a abril de 2016, para ambos os ensaios foram
delimitados por 56 dias. Para todos os ensaios foram realizados amostragem de agua
superficial.

Os dados considerados validos foram calculados quando apresentaram resposta

positiva, no controle, ao nimero de mortalidade menor que 10%.
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44. PROCEDIMENTOS DE  ANALISES DOS PARAMETROS FISICO-
QUIMICOS

No dia das coletas foram realizadas medic¢des dos pardmetros fisico-quimicos: pH,
temperatura, salinidade e OD, através de sonda multiparametro modelo HANNA HI 9828 e a
medicdo do HPA com a sonda de fluorimetria da marca Trios Optical Sensors enviro Flu-HC
(Figura 5a e 5b).

Figura 5 A - Sonda multiparametro digital HANNA 9828 e B - Sonda de Fluorimetria Trios
Optical. Fonte: Préprio autor

As analises multiparametricas foram realizadas através da sonda, em &guas
superficiais, aguardava-se 1 minuto para estabilizar (conforme normas do fabricante) e por
fim os dados eram anotados em uma caderneta de campo. Os dados que ndao foram
computados por problemas na calibragem do equipamento foram descartados.

As salinidades foram observadas e segue a caracterizacdo de valores conforme a
resolugdo CONAMA n° 357/2005, que delimita &gua doce quando a salinidade é aferida até a
concentracdo de 0.5 acima deste valor até 30 de salinidade sdo consideradas &guas salobras, e
acima de 30 sdo &guas salinas.

As anélises com a sonda de HPA's eram realizadas em laboratorio. Utilizava-se 2
litros da 4gua das amostras coletadas no ponto amostral, transpostos em um Becker de 5 litros

devidamente isolado de incidéncia luminosa, posteriormente a sonda de fluorimetria era
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imersa e apos 5 minutos para estabilizacdo era feita a leitura e anotado o resultado.
Os resultados foram comparados na proporc¢do de espaco temporal, juntando todos os

dados de coletas, para nivel de comparagéo.

45.  ANALISES DE TOXICIDADE

45.1. Cultivo de Mysidopsis juniae

Os organismos testes Mysidopsis juniae foram cultivados no Laboratério de

Toxicologia Ambiental da Universidade da Regido de Joinville — Univille unidade de Sé&o

Francisco do Sul da, de acordo com a norma NBR 15.308:2011 da ABNT (2011), com
adaptacdo sugerida por Kleine et al., (2010) (Figura 6).

Condic0es de cultivo
Sistema Semi-estatico
Troca de agua Total (semanalmente)
Volume da agua de diluicdo 50 ml/indiv. Adulto
Aeracao Branda
Fotoperiodo 12 horas luz; 12 horas escuro
Temperatura 23 a27°C
pH 7,8a8,3
Salinidade 32 a 36
Nauplios de Artemia sp. enriquecidos com 6leo de
Tipo de alimentos figado de bacalhau e peixe

Figura 6 Parametros do cultivo do Mysidopsis Juniae. Fonte: ABNT 2011 adaptado por
Kleine et al., (2010).

O meio de cultivo era composto de agua marinha reconstituida com salinidade
aferida em 32, com adicdo de sal marinho (Red Sea Salt). Este tipo de cultivo possui sistema
semi estatico, onde a agua é renovada a cada 7 dias, sdo realizadas medicOes de salinidade
através de um refratbmetro portatil - salinémetro de 0 a 100 com 2,5L.

O cultivo era mantido aerado constantemente de forma a garantir o OD acima de 5,0
mg/L nos aquarios, através de um compressor de ar, que funciona a seco para evitar
contaminacGes. A luminosidade era controlada por meio de foto-periodo de 12/12h

(claro/escuro) (Figura 7).
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A temperatura era mantida com o auxilio de um condicionador de ar do tipo Split,

sendo realizada uma aferi¢do constante com o auxilio de um termémetro digital.

Proprio Autor

Para formar a familia foram respeitadas as normas da ABNT (2005) que descreve a
proporcdo sexual ideal entre fémeas e machos em um laboratorio sdo 4:1 ou seja, 4 fémeas

para 1 macho.
Alimentacao do Cultivo
O alimento fornecido foi Artemia sp., os cistos foram colocados para eclodir em um

recipiente com a mesma agua utilizada para o cultivo, com areacéo forte e temperatura 25 °C.

Apos 24 horas foram colocados para decantacdo e retirados os cistos que ndo eclodiram e
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deixados por mais 24horas, depois desse periodo foram enriquecidos com 6leo de figado de
bacalhau e 6leo de peixe, a fim de se obter um alimento mais nutritivo para o Mysidopsis
(GAMA et al., 1999; GAMA et al, 2006). A alimentacdo era realizada uma vez ao dia na
propor¢do de 100ml retirados com uma pipeta pasteur do aquario contendo os nauplios de
Artemia sp. (Figura 8). A mesma metodologia da alimenta¢éo era usada nos testes agudo,

crénico e transgeracional.

Figura 8 Recipiente contendo as Artémia sp. eclodidas para uso da alimentacao. Fonte:
Proprio Autor.

46. TESTE DE SENSIBILIDADE

Os testes para verificar a sensibilidade dos organismos foram realizados com o uso
da substancia referéncia Dodecil Sulfato de Sédio — DSS (C12H25NAOA4S), por ter as
vantagens de acdes rapidas e ndo seletivas, além de agir dentro de uma faixa mais estreita de

concentracfes. Os testes com o DSS foram feitos, periodicamente no laboratério de
toxicologia em 5 concentrac@es, em triplicatas, sendo elas: 0 (controle); 2 mg/L'l; 4 g.L'l; 8

mg.L'l; 12 mg.L'1 e 16 mg.L'l. Aos organismos testes foram fornecidos nauplios de Artemia
sp. uma vez ao dia. As leituras do teste de sensibilidade foram feitas com 96 horas de
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exposi¢do do organismo ao contaminante, para observar sua mortalidade (NBR 15308/2011).
Este teste objetivou verificar se os organismos do cultivo estdo em condicdo adequada de

sensibilidade para serem utilizados nos ensaios de toxicidade para uma amostra qualquer.

4.7.  ENSAIO ECOTOXICOLOGICO AGUDO

A metodologia para a realizacdo do teste agudo com microcrustaceo Mysidopsis
juniae seguiu a norma NBR 15.308:2011 da ABNT (2011) - Ecotoxicologia aquatica —
Toxicidade Aguda — Método de ensaio com Mysidopsis juniae, que avalia a sobrevivéncia e
mortalidade dos organismos testes apds 96horas.

O ensaio ecotoxicoldgico agudo compos a exposicdo de 10 organismos filhotes (1-8
dias de vida), separados em recipientes plasticos, amostras em triplicata da agua do ponto
amostral do Rio Acarai, e o controle manteve apenas dgua marinha reconstituida utilizada no
cultivo, com 0 mesmo numero de organismos em triplicata, totalizando 60 organismos por
ensaio.

Em cada ensaio os organismos foram incubados a 20 + 2°C, alimentados com 0,50ml
de Artemia sp., diariamente, a luminosidade fora controlada por um fotoperiodo de 12 horas
no claro e 12 horas de escuro, com duragdo de 96 horas, ao final do experimento observou-se
o efeito de mortalidade.

Os ensaios ecotoxicologicos agudo eram realizados 6 vezes entre o periodo de 2
meses, dias corridos (entre 03/03/2015 a 13/05/2015), a medida de comprovagdo dos
resultados.

48. ENSAIO ECOTOXICOLOGICO CRONICO

O ensaio cronico deste trabalho, seguiu como base metodologia de Vaz (2012), a
qual forma observados os organismos microcrustaceos Mysidopsis juniae ao longo de um
periodo de 56 dais, e semanalmente foram avaliados os efeitos toxicos. O tempo de duragéo
do teste considera que os organismos tenham percorrido mais de 70% do seu ciclo de vida
Vaz (2012).

Em recipientes de 2,5 litros foram colocados 80 organismos em duplicata com idade

de 1 a 8 dias de vida. Para cada ensaio, os organismos foram divididos em 4 vidros, sendo 80
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em cada aquério, portanto dois vidros contendo amostra e dois vidros contendo controle
(Figura 9).
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Figura 9 Representacdo de forma esquematica da realizacéo do teste Crénico. Fonte:
Adaptado de FUGAZZA, 2015.

Semanalmente nos ensaios contendo controle e a amostra foram anotadas a
sobrevivéncia, mortalidade e a natalidade em cada vidro, sendo ainda retirados 3 organismos,
aleatoriamente para a realizacao da biometria.

Para realizar da biometria, durante todo o processo dos ensaios foram mensurados 0s
dados de comprimento dos organismos, por meio de lupa Nikon SMZ645 com régua calibrada
em aumento de 2x. Foram retirados apds 14 dias 3 organismos machos e 3 fémeas e descritos
o0 tamanho, a partir de entdo foram retirados semanalmente outros 3 organismos, sendo que na
semana seguinte machos e na outra semana fémea, assim sucessivamente para garantir as
medigdes por um tempo maior. A medida adotada como comprimento padrdo dos organismos
(CP) é uma das medidas mais confidveis, pois analisa a por¢cdo mediana dos organismos
(SPITZNER, 2008; BOHM, 2010). Para tal medida, foi tomada da extremidade distal do
rostro até o extremo posterior do segmento abdominal (6° segmento) anterior ao telso,
apresentada na Figura 10, desta forma podemos comparar 0s organismos expostos aos testes e

ao do controle, tornando possivel avaliar o comportamento de crescimento pela biometria.
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Figura 10 Imagem ilustrativa da régua milimétrica usada para medir o tamanho corporal do
M. Juniae. Fonte: GONCALVES (2014).

Os dados obtidos através dos resultados foram organizados em tabelas e graficos,
tabulados e com o auxilio dos softwares Excel da Microsoft® e do programa MINITAB
analisados e comparados com a literatura. Para observar os dados em relagdo a normalidade
foram utilizados o teste de Anderson-Darling, ao observar a normalidade foram usados teste
“T” para analises de normalidade ¢ Qui-quadrado para testes de anormalidade entre controle e

amostra.

49. ENSAIO ECOTOXICOLOGICO TRANSGERACIONAL

O ensaio toxicoldgico transgeracional seguiu a metodologia adotada por Fugazza
(2015); Vaz et al., (2011); Vaz, (2012), de exposicdo do organismo teste, repetidamente, ao
meio estudado, observando os danos nas suas geragoes futuras.

A realizacdo do ensaio transgeracional ocorreu no mesmo periodo do ensaio cronico
Il. Apbs a coleta de agua superficial do ponto amostral, foram preenchidos dois vidros com
capacidade de 2,5 litros com 80 organismos em cada, organismos com idade de 1 a 8 dias de
vida, 0 mesmo era feito para o0 ensaio controle. Este primeiro passo denominou-se como
geracéo GO.

Apos uma semana, era realizada uma nova coleta de agua do ponto amostral,

recontado os organismos em cada vidro e substituido a 4gua pela nova agua coletada, € no



32

controle também era feita a substituicdo da dgua marinha reconstituida. Passando-se 14 dias
(2 semanas) quando j& ocorreu a maturacao sexual iniciou-se a formacdo da 12 familia (GO0),
proporcdo de 4 machos para 16 fémeas, conforme descrito na ABNT (2005), na semana
subsequente espera-se a contagem dos filhotes, separando-os até se tornarem adultos e assim
realizando a 22 familia (G1) na 6 semana e assim sucessivamente. O objetivo foram avaliar o

efeito toxicoldgico em trés geragdes (Figura 11).

Transgeracional
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Figura 11 Esquema para realizagdo do teste cronico e transgeracional. Fonte: Adaptado de
FUGAZZA, 2015.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA NA LAGUNA DO ACARAI
Os dados dos parametros fisico-quimicos foram registrados a cada coleta de aguas no
ponto amostral da laguna Acarai, e analisados no espaco temporal.
Para realizacdo dos testes em laboratdrio os parametros fisico-quimicos mantiveram-
se conforme recomendacdo da norma ABNT NBR 15.308 (ABNT, 2011). Os parametros
foram mantidos padronizados durante os testes, a fim de obter a melhor resposta a toxicidade.

Segue os resultados no ponto amostral.

Oxigénio Dissolvido

Os valores de oxigénio dissolvido observados no ponto amostral estdo descritos por

ensaios na Figura 12.
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Concentragdo de OD mg/L.

Parametros de Oxigento Dissolvido no ponto amstral Média 5,61
Desvio Padrdo 0.5

0
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Figura 12 Parametro de Oxigénio Dissolvido no ponto amostral.

Nos resultados dos valore de OD no ensaio agudo obteve a média de 5,32 (DP+0,61),
por erro na calibracdo da sonda a medicdo ficou comprometida em algumas coletas, as quais
foram retiradas. Nos resultados dos valores de OD no ensaio Crénico Il o valor médio foi de
5,93 (DP£0,40). Através da avaliacdo dos parametros, era possivel observar uma variacdo
dentro dos limites aceitaveis pela legislacdo para esse tipo de ambiente.

Os resultados dos valores de OD no ensaio cronico Il com valor médio de 4,77
(DP£0,56), observado na figura 12, ficaram abaixo da Resolugdo CONAMA n° 357/05. De
acordo com a resolucdo o valor ideal para dguas salobras é 5,0mg/L. Segundo Bleich et al.,
(2009), para a manutencdo da vida aquatica aerobia sdo necessarios teores minimos de
oxigénio dissolvido de 2 mg/L a 5 mg/L, variando o grau de exigéncia de cada organismo.

Estes valores de oxigénio dissolvidos inferiores a resolugcdo, observados nos
resultados no ensaio cronico transgeracional podem estar associados, ao momento da coleta,
com o fluxo de maré ou mesmo com a temperatura a qual podem diminui sua concentracao
(MOURA & NUNES; 2016). Nos dias em que se observaram valores de OD abaixo da
resolucdo, era verificado que a temperatura da agua estava medindo 27°C, e a maré era
vazante em ambos os dias de coleta. Portanto, justificando os valores encontrados no ensaio
crbnico transgeracional.

Os resultados in loco foram obtidos para que possamos avaliar o ambiente natural, no
laboratdrio os testes mantiveram-se aerado constantemente de forma a garantir o OD acima de
5,0 mg/L. Todos os aquarios foram controlados por um compressor de ar, que funciona a seco

para evitar oscilagfes na oxigenacao.
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. Salinidade

Durante as medicGes foram observados a média da sanidade de 15.22, a maxima
encontra in loco foi de 33,2 e a minima de 0,93, ou seja, em sua grande parte do tempo o
ponto amostral é considerado aguas salobras, devido a sua proximidade com o mar, e a
entrada da cunha salina.

No periodo do ensaio agudo observamos que a salinidade média no ponto amostral
foi de 18,63 (DP£1), e no ensaio crénico | média de 18,06 (DP+6,57), para o ensaio crénico
transgeracional a salinidade se manteve mais baixa, 5,99 (DP+5).

Estudos de Salles et al., (2001) e Beninca (2011) no rio acarai apontaram que existe
grandes variacGes de salinidade ao longo do rio. O que nos leva a compreender que existe um
grande fluxo de maré no Rio Acarai principalmente na area da laguna.

Todas as medicgdes de salinidade foram realizadas para compor a descri¢do do ponto
amostral e suas variagfes temporais. Os resultados in loco foram obtidos para que possamos
avaliar o ambiente natural, no laboratério os valores de salinidade das amostras, foram
medidas e feita a correcdo utilizando sal marinho (Red Sea Salt) para 33+1. Estas
concentracfes foram sugeridas segundo Kleine et al. (2010) e Vaz (2012), que através de

estudos indicaram melhor resposta dos organismos Mysidopsis juniae em laboratorio.

o Potencial Hidrogenionico (pH)

Os valores do pH encontrados no ponto amostral variaram entre 6,35 a 8,47 mg/L e
média 7.42 mg/L, no espago temporal como demonstra na Figura 13. As amostras do ensaio
agudo as coletas apresentaram os valores de 3,16 (DPx1,74), ensaio crénico 6 (DP+0,34) e 0

crénico transgeracional 4,20 (DP+0,87).

Concartragio pll ppen
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Figura 13 Resultado do pH, média e desvio padrdo no ponto amostral.
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As linhas laterais da Figura 13 condizem sobre os valores aceitaveis (méximo 8,5 e
minimo 6,30) descritos na resolu¢cdo do CONAMA 357/2005, descrevendo assim, as analises
do ponto amostras, estarem dentro da normalidade das condi¢des de qualidade da agua.

A composicao do pH no rio Acarai em estudos antecessores demonstraram que Sdo
frequentes os valores entre 6,3 a 7 mg/L (BENINCA, 2011).

. Temperatura

As temperaturas da agua no momento das coletas do ponto amostral tiveram 0s
valores distribuidos entre 20,45°C e 29,68°C (Figura 14), o resultado das médias entre as

coletas foi de 25°C outono, 23°C inverno e 28°C verdo.

Média da Temperatura °C

30 28,1875

26,83

25 23,446

N° organismos
(7S

Agudo Cronico Cronico Transg.

Figura 14 Demonstrativo das médias dos valores de temperatura no ponto amostral.

No estudo de Beninca, (2011) a temperatura apresentou 0 mesmo padréo de variacéo
em todas as estagcdes do ano, variando 20,2°C (DP£0,2). Nos estudos de Salles et al., 2001
observa-se que a temperatura anual possui variacdo de entre as estacOes, verdo 24,1 °C,
outono 19.4C e inverno 17,2 °C.

No laboratério durante os ensaios a temperatura era mantida a 25°C para melhor
aclimatacao dos organismos.

No laboratério todos os parametros fisico-quimicos foram medidos de forma
controlada, para que se alguns deles estivessem fora da faixa preconizada na norma

rapidamente pudesse ser corrigir.
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. Hidrocarboneto Policiclico Aroméatico HPA

Os valores de HPA foram medidos nas dguas do ponto amostral, de todas as coletas,
e detectados em todas as amostras, e destaca-se para o dia 25/08/2015 em que foram medidos
no valor 0,033ppm. A média das aferi¢des, durante todo os ensaios, foi de 0,013ppm (Figura
15).

HPA (ppm)

Parametro de Hidrocarbonetos Policiclicos Aronxiticos HPA no ponto amostral
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Figura 15 Resultado temporal do pardmetro Hidrocarboneto Policiclico Aromatico HPA no
Ponto amostral

Sapelli et al., (2014), destaca que os valores de HPA retirados na combustdo do
Diesel causam efeitos deletérios na concentracdo de 0,036ppm, ap6s contato de 96 horas em
Mysidopsis juniae, préximos ao encontrado no ensaio crénico |.

Outros estudos com diferentes organismos, sensiveis ao hidrocarboneto de petréleo,
como de Barron et al., (1999) que utilizou Mysidopsis bahia, achou a concentracéo letal entre
as variacOes de 0,09 a 0,015ppm, e que tiveram inibicdo de crescimento a 0,013ppm.

Cabe ressaltar aqui, que o ponto amostral objeto deste estudo, € um ambiente
aquatico com influencias de embarcagdes com motores pequenos, e pode interferir na afericéo
na sonda, ndo demonstrando os reais valores de HPA. Mas, para avaliar melhor os dados de

HPA e mortalidade, foram analisados conforme os resultados dos ensaios.

5.2. ENSAIO ECOTOXICOLOGICO

Os resultados do teste de sensibilidade atestam que os valores encontrados estéo

dentro das condigdes, de acordo com NBR 15.308 (ABNT, 2011), para uso do organismo
Mysidopsis juniae, nos testes padronizados pela CETESB (1992).
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52.1. Ensaio ecotoxicolégico agudo

No ensaio agudo foram realizados 6 testes, totalizando 15 amostras a qual foram
avaliados 180 organismos expostos a agua do ponto amostral, e a mesma quantidade com
agua do controle. Na amostragem do dia 18/marco, o resultado do teste controle ndo atingiu
o0s padrodes exigidos pela normativa NBR 15.308 (ABNT), apresentando resposta positiva ao
numero de imobilidade/mortalidade maior que 10%, ndo sendo inserido no resultado final.

Na Figura 16 pode-se observar a percentual sobrevivéncia ocorrida nos 5 ensaios
apos 96 horas de exposi¢do a &gua do ponto amostral e no controle.

Sobrevivencia Ensaio Agudo
96,6 % 96,6 % 96,6 %
Ensaio 1 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6
®m Controle W Amostra

Figura 16 Sobrevivéncia dos organismos nos ensaios agudo.

Os resultados dos testes ndo apresentaram mortalidade superior a 50% dos
organismos, comparadas com o controle, demonstrando que a agua coletada na foz da Laguna
do Rio Acarai ndo apresenta resultados significativos a toxicidade aguda para organismo
Mysidopsis juniae.

Santos et al., (2015) avaliou a qualidade de aguas salobras em um estuario com M.
Juniae, nas mesmas caracteristicas da area estudada deste projeto, e identificou toxicidade
aguda significativa podendo se dever aos poluentes lixiviados do entorno com maior
facilidade.

Segundo Magalhdes & Ferrdo-Filho, (2008), nas avaliagdes toxicologicas devemos
considerar que alguns ecossistemas aquaticos 0s compostos quimicos podem sofrer diluicéo,
fotodegradacéo ou biodegradacdo mascarando os resultados, que nos testes de curta duracéo
acabam nao sendo suficientes na avaliacdo da toxicidade. Para melhor avaliacdo se torna

necessario estudos de longo prazo, através de ensaios crénicos e transgeracionais.
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Os resultados do ensaio crénico | para a sobrevivéncia dos organismos durante os 56

dias de teste estdo apresentados na Figura 17.
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Figura 17 Sobrevivéncia dos organismos no ensaio cronico I.

A sobrevivéncia dos organismos nas aguas do ponto amostral no ensaio crénico | até

a quarta semana manteve-se com pouca variacdo. Da quarta semana em diante observou-se

uma queda mais brusca no numero de organismos sobreviventes. A Figura 18 apresenta a

mortalidade e os valores de concentracdo de HPA encontrados nos dias das coletas com a

mesma condicdo, ou seja, aumento de mortalidade da quarta para a quinta semana.
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Figura 18 Mortalidade dos organismos no ensaio cronico |.
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Pode-se observar na figura 18 que na 3% semana do teste (organismos com
aproximadamente 21 dias de vida), que obteve uma concentracdo de 0,033ppm de HPA na
amostra, e ap6s uma semana (4 semana), em nova recontagem dos organismos, ouve uma
diferenca mais acentuada de mortalidade na amostra, se comparado com o controle que ndo
teve contato com HPA.

Ihara (2008), também observou em seus estudos a toxicidade aguda, apos exposicao
de 96 horas em aguas contendo concentracdes de HPA em Mysidopsis juniae concentracdes
estas proximas as encontradas no atual trabalho.

A pesquisa de Kleine (2013) avaliou a concentracdo letal (CL50), a qual foram
observados a letalidade de 50% dos organismos Mysidopsis juniae em concentracGes de
0.023ppm de HPA, expondo os organismos ao periodo de 48 horas. O resultado de HPA
observados na amostra na terceira semana de coleta possivelmente foi a responsavel pela
mortalidade dos organismos nas semanas seguintes.

Para obter melhor andlises dos dados de mortalidade foram realizados testes de
normalidade Anderson-Darling dos organismos nas amostras comparando-os com o controle

figura 19.
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Figura 19 Teste de normalidade de Anderson-Darling calculado para mortalidade ensaio
crénico 1.

Neste teste foi possivel verificar a sua normalidade, portanto, foram usados o teste

“T”, que compararam as amostras e os controles. O resultado demonstrou significancia entre
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os dados, afirmando que ha diferenca significativa entre os dados (p=0.003), o que comprova
toxicidade cronica para o parametro mortalidade.

Os resultados da biometria dos organismos Mysidopsis juniae no ensaio croénico |
estdo apresentados na figura 20.
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Figura 20 Resultados das medidas de comprimento corporal do ensaio Cronico I.

Com os resultados de biometria foram possiveis comparag¢fes do tamanho corporeo,
avaliando os organismos do controle com a amostra, e observamos uma diferenga menor no
crescimento dos organismos na amostra.

Para obter melhor analises dos dados da biometria foram realizados testes de
normalidade Anderson-Darling dos organismos nas amostras comparando-os com o controle
(Figura 21).

Relatério Resumo para Biometria

Teste de normalidade de Anderscn Darfing

A Quadrado 074
= Valoe p o042
Meda 39628
DervPad oy
Varldnca 0,458
Asimetria 0796276
Curtose XL ETS
N 15
Minim 14450
10, Quartd 3780
Veduans 38880
- 30 Quartil 4170
N Maxmo 46420
N Intervale de 95% de Confunga pars Média
=4 s 4
“ “ Intervalo de 95% de Confunia pars Mediane
1744s Aun
Intervalo de 95% de Confunga pars DesvPad
0279 06023

Intervalos de 95% de Conflanca

Mactha
Mt -

A T (£ e et “

I ——
Figura 21 Teste de normalidade de Anderson-Darling para biometria no ensaio cronico I.
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Apos verificar a normalidade foram realizados o teste “T” a qual foi possivel
verificar que ha diferenca significativa entre os dados (p=0.03), entre biometria da amostra e
controle.

A diferenca no tamanho corporal, pardmetro analisado na toxicologia, &€ uma medida
usadas para avaliar possivel existéncia de toxicidade, pois afetam a morfologia dos
organismos.

O tamanho corporal de organismo M. juniae, proximo ao ponto amostral, também
serviram como medidas comprobatérias de toxicidade relatadas no trabalho de Bohm (2010).
Outro trabalho que marca a biometria com um bom indicador de toxicidade em organismos
M. juniae sdo os resultados de Spitzner (2008), ao comparar o crescimento total dos
organismos entre agua do um rio, identificou que em &aguas poluidas alteram a média no
tamanho dos individuos.

Na Figura 22 observamos a natalidade do ensaio crénico | a qual observamos a

reproducdo dos M. juniae.
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Figura 22 Natalidade dos organismos no ensaio cronico |.

O total de organismos nascidos no ensaio crénico | foram de 614 nascimentos
registrados nas duas amostras e nos dois controles obteve-se 855 organismos nascidos, o0 que
resulta em uma diferenca de 28,18% menor numero de nascidos na amostra do que no
controle.

Observou-se que nas amostras a natalidade seguiu certa normalidade até a 5 semana,
apo6s uma mortalidade abrupta dos organismos as taxas de natalidade também de cairam.

Para obter melhor andlises dos dados da natalidade foram realizados testes de
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normalidade Anderson-Darling dos organismos nas amostras comparando-os com o controle

figura 23.

Figura 23 Teste de normalidade de Anderson-Darling para natalidade ensaio crénico |.
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Apo6s verificar a normalidade foram realizados o teste “T” a qual foi possivel

verificar que ha diferenca significativa entre os dados (p=0.04), entre mortalidade da amostra

e controle.

Barron et al., (1999), destaca em seus estudos, com outros Mysidaceos, sobre

inibicBes na taxa de crescimento e a sobrevivéncia nos organismos por resultado da toxicidade

por HPA.

52.3. Ensaio Ecotoxicoldgico Cronico Il

Os resultados do teste Crénico Il o controle | foram descartados por falha

metodoldgica possivelmente na execugdo e a amostra | para patronizar o teste.

A Figura 24 apresenta os resultados da sobrevivéncia obtidos nos testes de toxicidade

cronica Il apos 46 dias de testes.
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Observa-se que houve a mortalidade dos organismos expostos a agua do ponto

amostral apds 5 semanas, o controle manteve-se até a 7 semanas de teste.

Na figura 25 apresenta os dados de mortalidade obtidos nos testes de toxicidade

cronica Il.
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Figura 25 Mortalidade dos organismos no ensaio cronico Il.

Observa-se a comparagdo da mortalidade dos organismos contendo amostras da

Laguna do Acarai mais expressivos que o controle. Na figura 25 podemos observar os valores

de HPA, que mantiveram uma média de 0,006 ppm, bem abaixo da concentracao letal descrita
por Kleine (2013).
O teste de normalidade Anderson-Darling (Figura 26) mostrou que os resultados

seguiram uma distribuicdo anormal (p=0,092).
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Relatério Resumo para Mortalidade
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Figura 26 Teste de normalidade de Anderson-Darling calculado no ensaio cronico Il.

Apos verificar a normalidade foram realizados o teste Qui-quadrado a qual foi

possivel verificar que ha diferenca significativa entre os dados (p=0.004), entre mortalidade

da amostra e controle.

Na Figura 27 podemos observar as medias dos dados de biometria dos organismos do

controle e expostos agua da foz da laguna Acarai.
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Figura 27 Resultados das medidas de comprimento corporal do ensaio Crénico II.

O teste de normalidade Anderson-Darling (Figura 28) mostrou que os resultados

seguiram uma distribui¢do anormal (p=0,10).
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Figura 28 Teste de biometria de Anderson-Darling para biometria ensaio cronico Il.
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Apos verificar a normalidade foram realizados o teste Qui-quadrado a qual foi

possivel verificar que ha diferenca significativa entre os dados (p= 0,0048), entre mortalidade

da amostra e controle.

Na Figura 29 observamos a natalidade do ensaio crénico Il a qual observamos a

reproducdo dos M. juniae.
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Figura 29 Natalidade dos organismos no ensaio cronico Il.

O teste de normalidade Anderson-Darling (Figura 30) mostrou que os resultados

seguiram uma distribui¢cdo normal (p=0,005).
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Figura 30 Teste de natalidade de Anderson-Darling para biometria ensaio cronico II.

Apos verificar a normalidade foram realizados o teste “T” a qual foi possivel
verificar que ndo ha diferenca significativa entre os dados (p= 0,19), entre mortalidade da
amostra e controle.

Estes resultados indicam que os organismos testes ndo apresentaram alteracoes
reprodutivas significativas. A diferenga de nascimento pode ter o fator limitante o numero a
mais de fémeas do que machos, se comparado com a proporcdo ideal de 4:1 descrita na
ABNT (2005). Outro aspecto importante sdo que infertilidade desses organismos €
pouquissima estudada como biomarcadora de estresse ambiental dentro da ecotoxicologia
(YANG et al, 2008).

52.4. Ensaio ecotoxicoldgico transgeracional

Nos resultados do ensaio toxicoldgico transgeracional foram formados a 12 familia
GO na 3 semana, e desta familia nasceram 41 filhotes na amostra com &guas do ponto
avaliado. Nas semanas seguintes destes filhotes morreram 22, ndo sendo possivel formar a
proxima geracdo conforme metodologia adotada.

Nos resultados do ensaio controle foram formados a 1% familia GO na 3 semana, e
desta familia nasceram 53 filhotes. Apos a tempo de maturagdo sexual, foram gerados a 22
familia G1, j& nas semanas subsequente ocorreu elevada mortalidade dos organismos,

impossibilitando a continuagéo do ensaio.
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Este resultado possivelmente ocorreu devido a uma contaminagdo que teve inicio do
ensaio, na semana da montagem da 12 familia, no entanto, a mortalidade ocorrida
possivelmente seja pela contaminacdo, ainda assim ocorreu mais com a amostra o que indica
que os organismos da amostra sempre estavam mais debilitados provavelmente por alguma

caracteristica da amostra.
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6. CONCLUSAO

O microcrustdceo marinho Mysidopsis juniae mostrou-se um organismo adequado
para avaliagdo da toxicidade do ponto amostral, pois mostrou resultados consistentes nos
testes toxicolégicos.

Os resultados dos parametros ambientais indicaram que o ponto amostral esta dentro
do padréo de normalidade da resolugdo CONAMA 357/05 para aguas salobras.

As aguas do ponto amostral ndo apresentaram toxicidade aguda, porém apresentaram
toxicidade crbnica para os parametros mortalidade, natalidade e biometria no primeiro ensaio
crénico (Cronico I), observou-se que o HPA teve influéncia sobre este resultado.

No ensaio Cronico Il ndo ocorreu valores de HPA nas concentracfes do ensaio
crénico | e ndo houve diferenca significativa entre a amostra e o controle para todos os
parametros analisados, porém observou-se uma maior longevidade dos organismos no
controle, o que pode ser indicativo de alguma alteracdo na amostra.

O ensaio transgeracional ndo chegou ao final devido a mortalidade em grande
numero antes do término do teste tanto no controle quanto na amostra. 1sso possivelmente
ocorreu devido a uma contamina¢do que teve inicio na mesma semana da montagem da
primeira familia para o ensaio, no entanto a mortalidade ocorrida devido possivelmente a
contaminacdo, ainda assim ocorreu mais no ensaio controle do que no ensaio com a amostra o
que indica que os organismos da amostra sempre estavam mais debilitados possivelmente por
alguma caracteristica da amostra.

Por fim o presente trabalho conclui que existe um forte indicativo de que o ambiente
aquatico analisado, laguna do Rio Acarai apresenta toxicidade crénica para 0 microcrustaceo
marinho Mysidopsis juniae . Desta forma este ambiente pode estar comprometido do ponto de
vista da cadeia alimentar com consequéncia a produtividade pesqueira do local e da saude
ambiental.

Os dados obtidos neste estudo poderdo auxiliar em préximos estudos no rio Acarai
com mais pontos e outros organismos da cadeia tréfica devido a sua grande importancia para

a regido.
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