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RESUMO

A agua sofre diretamente com a poluicao. Dentre as substancias poluentes, os metais pesados se
destacam pela sua ampla utilizagdo, como o cromo que esta presente em diversos processos antropicos
e em alta concentragdo torna-se toxico aos organismos. Esta pesquisa objetivou avaliar parametros
fisiolégicos do copépodo Tisbe biminiensis durante e apds exposi¢ao ao cromo. Fémeas ovadas foram
expostas a diferentes concentragoes por 96 horas e apds suspengao os organismos foram analisados por
8 dias. Primeiro foram observados a mortalidade, fecundidade e desenvolvimento da prole.
Posteriormente, o tempo para a producdao do saco de ovos, eclosido e sobrevivéncia. No processo de
exposi¢ao nao houve alteracao significativa. Posteriormente observou-se retardo na formagao dos sacos
de ovos e mudancas de fase (principalmente na sua dltima metamorfose), e reducao no nimero de
descendentes. Sendo assim, concentragoes subletais de cromo a partir de 0,4 mg L podem interferir

negativamente na fisiologia reprodutiva e densidade populacional.
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alto nfvel de industrializacio e intensa atividade agricola tém aumentado
significativamente os langamentos de substancias quimicas principalmente em areas
geograficas proximas aos baixos rios e regides litoraneas, (Zagatto 2006). Dentre os
diversos contaminantes que geralmente ocorrem em ambientes aquaticos, os metais tém recebido
atencao especial por se tratarem de contaminantes conservativos, nio sendo degradados ou
biotransformados, permanecendo persistentes dentro dos ecossistemas e cadeias alimentares (Smith

1993).

Dentre os metais o cromo vem sendo bastante utilizado em diversos setores,
aproximadamente 15 milhdes de toneladas de cromita sdo produzidas anualmente, das quais a maior
parte destina-se ao uso em ligas metalicas (Gongalves 2001). O cromo existente no meio ambiente é
quase totalmente proveniente das atividades humanas devido principalmente ao mau descarte desse
elemento pelas atividades industriais. Os residuos possuem alto poder de contaminacio, quando niao
sao convenientemente tratados, mas, simplesmente abandonados em corpos d’agua, aterros industriais
ou mesmo lixeiras clandestinas. Com facilidade, o cromo atinge o lencol freitico ou mesmo
reservatorios ou rios que sio fontes de abastecimento de agua das cidades (CETESB 2005; Silva &

Pedrozo 2001).

Algumas substancias podem produzir efeitos toxicos em niveis inferiores aos limites de
detecgao analitica (Rodrigues et al. 2009). Desta forma, os ensaios ecotoxicolégicos podem indicar uma
resposta mais precisa da toxidade dos contaminantes presentes nas amostras para 0s organismos vivos;
o que apenas a analise quimica de cada composto, separadamente, nao ¢ capaz de avaliar (Nipper 2000;
Sisinno et al. 2004). Nas ultimas décadas tem-se confirmado que os testes de toxicidade com
organismos aquaticos constituem uma ferramenta efetiva para avaliacio de efeitos de poluentes sobre

os organismos vivos (Zagatto 1998).

Copépodos marinhos haparticéides do género Tisbe, vem sendo frequentemente utilizados em
testes letais e subletais de toxicidade para testar amostras de agua e sedimento, pois apresentam ampla
distribuicao geografica, importancia ecolégica elevada, facilidade de cultivo e alimentagao, ciclo de vida
curto, alta fecundidade, facil adaptacao as condigdes laboratoriais e tamanho reduzido, o que facilita a
realizacdo dos testes, diminuindo o custo dos mesmos (Silva et al. 2000; Barata et al. 2002). A espécie
Tisbe biminiensis (Volkmann-Rocco 1973) vem sendo empregada com sucesso em testes de toxicidade

desde 2003 (Araujo-Castro 2008; Oliveira 2011; Lavorante 2014).

Mediante a isto, o presente estudo vem contribuir com informagoes a respeito dos efeitos de

concentragoes subletais do cromo sobre aspectos fisiolégicos (reproducdo e desenvolvimento) do Tisbe
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biminiensis durante e apos a suspensao da contaminagao, visto que pouco se sabe sobre como esses

organismos respondem ap6s a descontaminagao do cromo no ambiente.

METODOLOGIA

Os organismos matrizes foram mantidos em recipientes estéreis de poliestireno com agua do
mar filtrada (salinidade de 33 ppm) e temperatura ambiente de + 25 °C. A troca total de dgua e adi¢ao
de ragdo (ragdo bésica para peixes ornamentais — Alcon®) foi realizada uma vez por semana. Cerca de
12 dias antes de cada bioensaio, o conteudo dos recipientes de cultivo foi passado por uma peneira de
abertura de malha de 63 pm, onde os organismos que ficavam retidos (> 125 pm) eram devolvidos, e os
que passavam pela peneira (nauplios recém eclodidos) foram transferidos para recipiente de cultivo a

fim de obter um grupo com idade controlada.

BIOENSAIO 1: EXPOSICAO AO CROMO

Este teste teve duracido de 96 horas e consistiu na exposicao de fémeas de T. biminiensis as
concentracdes 0,28; 0,56; 1,14 e 2,25 mg 1" de dicromato de potassio (KoCr205), cotrespondendo as
concentragdes 0,10; 0,20; 0,40 e 0,80 mg L' de Cromo (Cr) na solugio, respectivamente. Os
organismos foram colocados em potes estéreis de poliestiteno com 20 ml da solugdo teste e com agua
de cultivo para o controle. Constituiram seis réplicas com 10 individuos para cada concentracao e
controle. Ap6s as 96h, as sobreviventes foram contabilizadas, retiradas da contaminagao e o conteudo
dos recipientes foi fixado com formol a 4% e corado com Rosa de Bengala para posteriores contagens

e analises de fecundidade (nimero de nauplios) e desenvolvimento (nimero de copepoditos).

BIOENSAIO 2: SUSPENSAO DA CONTAMINACAO

I.  EFEITOS NA REPRODUCAO

Ap6s o periodo de 96 horas de exposi¢ao 24 fémeas foram escolhidas convenientemente e
colocadas individualmente em uma placa de 24 pogos (2,5 mL cada pogo) com agua do mar e ragao
basica Alcon®™. As fémeas de T. biminiensis foram observadas diariamente durante 8 dias, a producio de
saco de ovos e o tempo que passaram para produzir os sacos de ovos foram contabilizadas. Sempre que
ocorria uma desova, a fémea era separada da prole com ajuda de uma pipeta Pasteur e
estereomicroscopio, e o conteudo restante era fixado e corado. A fémea era colocada de volta ao seu
respectivo pogo com agua do mar renovada e a ragdo era posteriormente adicionada. Nesse bioensaio
foram avaliados o nimero de nauplios produzidos por fémea e por desova e o tempo que passavam

desovada.
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II.  EFEITOS NO DESENVOLVIMENTO E ESTRUTURA POPULACIONAL
Apbs 96h de exposicao outro grupo de fémeas de cada concentragiao, formado por 3 réplicas
com 10 fémeas cada, foram retiradas do contaminante e alocadas em novos recipientes com 20 mlL de
agua do mar limpa e ragdo por um periodo de 8 dias. Ao final desse periodo, o contetdo do recipiente
foi fixado com formol e corado. Neste bioensaio foram observados os seguintes parametros: nimero
de nauplios, copepoditos (individuos menores que 500 um), fémeas ovadas, adultos (individuos maiores
que 500 um e fémeas desovadas), adultos totais (individuos maiores que 500 um e fémeas ovadas) e

total de organismos ao final do periodo de descontaminagao.

ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas através do software SigmaPlot 11.0 (Systat Software
2008, Germany). Para analise dos dados foi utilizado o teste de Analise de Variancia unifatorial
(ANOVA). Antes da execucao da ANOVA foram testadas normalidade dos dados, através do teste de
Kolmogorov-Smirnof, e homocedacidade das variancias, com o teste de Bartlett. O teste de Kruskal-
Wallis foi utilizado quando o requisito para a ANOVA nio foram alcangados. O nivel de significancia
utilizado foi de 0,05. O teste de Dunnett foi utilizado como teste a posteriore para identificar diferengas

significativas entre as concentragdes e o controle.

RESULTADOS

EFEITOS DURANTE EXPOSICAO AO CROMO

Figura 01. Numero médio de nauplios de T. biminiensis produzidos por 10 fémeas ao final do
periodo de exposi¢ao (96h) ao cromo.
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Fonte: Os autores.
* representam diferencas significativas em relagdo ao controle.

O numero médio de nauplios produzidos por fémeas durante o periodo de exposicao,

apresentou diferenga significativa (ANOVA one-way; F = 4.841; p = 0,01). Segundo o teste de
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Dunnett, o grupo exposto a concentracao de 0,8 mg I.-1 de Cr apresentou numero médio de nauplios

significativamente (Dunnett, p < 0,05) maior que o controle apds as 96 horas de exposicao (Figura 01).

O numero médio de copepoditos nao apresentou diferenca significativa (ANOVA one-way;
F=0,723; P = 0,59) entre os tratamentos. Porém, é possivel observar uma tendéncia a aumento nos
grupos que foram expostos ao cromo (Figura 02).

Figura 02. Numero médio de copepoditos de Tisbe biminiensis ao final do periodo de exposicao
(96h) ao cromo.
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Fonte: Os autores.

EFEITOS DURANTE PERIODO DE DESCONTAMINACAO — REPRODUCAO

Com relagao ao percentual de tempo em que as fémeas de 1. biminiensis passaram desovadas,
foi possivel observar diferenca significativa entre os tratamentos (ANOVA; F = 6,61; p<0,001). As
fémeas expostas as concentracoes de 0,1; 0,2 e 0,8 mg/L-1 apresentaram percentual de tempo desovada
significativamente (Dunnett; p<0,050) superior em relacao ao controle (Figura 03).

Figura 03. Percentual médio de tempo (horas) que fémeas de Tisbe biminiensis passaram desovadas
em relagao ao perfodo de observagao (72h).
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Fonte: Os autores.
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A Figura 04 traz informagoes sobre a producao diaria de nauplios, apresentando um padrao de
maior a cada dois dias. Observa-se também que o grupo controle apresenta, em termos gerais, uma
tendéncia a maior producio de nauplios que as demais concentragoes. Percebe-se também que, os
grupos expostos as concentracoes de 0,1 e 0,8 mg L' de cromo, apresentaram producio de nauplios
igual a zero em 3 dos 8 dias de observacao.

Figura 04. Percentual médio de tempo (horas) que fémeas de Tisbe biminiensis passaram desovadas
em relagao ao perfodo de observagao (72h).
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Fonte: Os autores.

EFEITOS DURANTE PERIODO DE DESCONTAMINACAO — ESTRUTURA POPULACIONAL

Com relagao ao nimero médio de copepoditos (Figura 05), ndo foram observadas diferencas
significativas (ANOVA one-way; F = 1,828; P = 0,2). Porém, ¢é possivel observar uma tendéncia a
aumento nos grupos de 0,1, 0,2 € 0,4 mg I, sendo a concentracio de 0,8 mg I." a inica que apresentou

menor valor em relagcdo ao controle.

Figura 05. Numero de copepoditos ao final dos 8 dias de descontaminagao.
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Fonte: Os autores.
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O namero de fémeas ovadas apos 8 dias de descontaminacio (Figura 06) apresentou
diferengas significativas entre os tratamentos (Kruskal-Wallis; H = 10,037, p = 0,040). Os grupos
expostos a concentracio de 0,4 mg L' de cromo apresentaram ntimero médio de fémeas ovadas
significativamente menor em relagio ao controle (Dunnett; p < 0,05). Nas demais concentragdes
também ¢é possivel observar uma diminui¢io no nimero de fémeas ovadas em relagio ao controle,
porém essa diminui¢ao nio ¢ significativa.

Figura 06. Niumero médio de fémeas ovadas de Tisbe biminiensis ao final dos 8 dias de
descontaminagdo por cromo.
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Fonte: Os autores.
* representam diferencas significativas.

O numero total de adultos (maiores que 500 um sem a presenga de saco de ovos + fémeas
ovadas) ao final do periodo de descontaminacio (Figura 07) ndo apresentou diferenca significativa
(ANOVA one-way; F = 2,429; P = 0,116). As concentra¢oes que apresentaram menor numero médio
foram as de 0,4 € 0,8 mg L., 22,3 e 15,3 individuos, respectivamente, enquanto o controle apresentou
uma média de 60,0 individuos.

Figura 07. Numero médio de total de adultos de Tisbe biminiensis ao final dos 8 dias de
descontaminagdo por cromo.
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Fonte: Os autores.
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O numero total de individuos, que consiste na soma de nauplios, copepoditos, adultos e
fémeas ovadas (Figura 08), apresentou diferenca significativa (ANOVA; F = 3,643, p = 0,044). Porém,
nenhuma diferenca em relagao ao controle foi verificada. Os grupos expostos a concentragao de 0,2 mg
L' de cromo, apés 8 dias de descontaminacido, apresentaram um valor médio 253,7 individuos, o
controle apresentou um valor de 173,0 individuos, enquanto que as demais concentragoes, 0,1; 0,4 ¢ 0,8

mg L., apresentaram 162,7; 107,3 e 38,7 individuos, respectivamente.

Figura 08. Numero total de organismos ao final dos 8 dias de descontaminag¢ao de cromo.
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DIsSCUssAO

O ndimero de nauplios, copepoditos e a fecundidade durante a exposi¢ao ao cromo foram

. ~ -1 . ~

maiores na concentragdo de 0,8 mg L, a maior concentra¢do estudada, esse aumento pode ser
explicado pelo fato de que quando os organismos foram expostos ao estresse buscaram meios para
garantir a perpetua¢ao da espécie, aumentando assim o esfor¢o para reproducgao e consequentemente a
taxa reprodutiva. Pois mesmo sofrendo estresse, o organismo segundo Hook & Fisher (2002) possui
mecanismos protetores contra essas condi¢oes, que regulam neste caso, a concentracio de metais no

corpo, através das metalotioneinas.

Nos sistemas vivos a proteina metalotioneina, esta relacionada ao controle da concentracao de
elementos tragos livre, como zinco e cobre, transporte de fons metalicos para outras proteinas, agao
como agente de detoxificagdo para metais como cadmio e mercurio, e também um papel protetor por
sequestro de metais e prote¢ao contra condi¢oes de estresse oxidativo. O numero de metais que podem
se ligar as metalotioneinas é grande. Essa regulacio de biossintese de metalotioneinas por metais tem
sido considerada como necessidade biolégica para manter concentragdes homeostaticas de {ons
metalicos essenciais e ndo essenciais por processo de quelagio. A indugdo da sintese da proteina por

metais ¢ uma resposta direta a0 aumento da concentragao intracelular do metal que é mediada por
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fatores regulatérios (A indugdo da sintese da proteina por metais é uma resposta direta a0 aumento da
concentragao intracelular do metal que é mediada por fatores regulatérios A indugdo da sintese da
proteina por metais ¢ uma resposta direta a0 aumento da concentracao intracelular do metal que é

mediada por fatores regulatérios (Piechnick 2015).

De acordo com ATSDR (2007) o cromo ¢ capaz de melhorar o metabolismo de glicose,
proteinas e lipidios. Assim vemos que a concentracao utilizada no presente estudo pode ter sido
proxima aos valores marginais da homeostase, induzindo o organismo a promover a reostasia, fazendo
com que os animais respondessem de forma positiva a estas concentragdes. Ou entdo, os efeitos dessa

contaminagao sé serdo expressos a longo prazo.

Segundo Pinto et al. (2001), uma fémea de T. biminiensis alimentada com microalgas em uma
temperatura 29 * 1 °C leva em média 48 h para produzir um saco de ovos. As fémeas do grupo
controle do presente estudo, alimentadas com ragdo em temperatura de 28 °C levaram em média 30 h
para produzir um saco de ovos, enquanto que as fémeas expostas levaram mais de 50 h, sugerindo um

efeito negativo do cromo na fisiologia reprodutiva das fémeas desta espécie.

Em consequéncia disso, o nimero de nauplios produzidos também foi afetado, havendo uma
diminui¢dao nos grupos expostos, indicando uma possivel bioconcentracao do metal, permanecendo no
organismo do animal e causando efeitos ao longo do periodo de descontaminagao. Varios autores tém
relatado que as respostas sub-letais sio manifestadas em concentragdes muito inferiores as capazes de

causar letalidade e, por isso, frequentemente sio mais sensiveis (Barata et al. 2002; Bellas & Thor 2007).

Segundo Américo-Pinheiro (2015), os efeitos subletais de contaminantes normalmente alteram
a disponibilidade de energia para o crescimento e reprodu¢ao dos organismos marinhos, que podem ser
adversamente afetados podendo reduzir o potencial de desenvolvimento e reprodutivo da populagao e

levar a sérios problemas a longo tempo.

Durante os 8 dias de descontamina¢iao a produ¢ao de nauplios foi observada diariamente,
notou-se que as fémeas expostas ao contaminante tiveram seu comportamento reprodutivo
diferenciado em relagdo ao controle. Primeiramente, o controle teve um pico de reprodugio no meio
do periodo observado (4° dia) ndo sendo acompanhado por nenhuma das demais concentracdes.
Segundo a biologia do animal observada em Pinto et al. (2001), a cada dois dias uma fémea isenta de
contaminag¢ao deve produzir um saco de ovos, no controle do presente estudo, observou-se oscilagdes
de producao esperadas, enquanto as fémeas expostas principalmente durante o 2° e 3° dia confirmaram
o bioensaio anterior, onde as fémeas expostas a0 contaminante passaram mais tempo para produzir um

saco de ovos.
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O nimero de copepoditos foi maior que o controle nas concentra¢des de 0,1; 0,2 € 0,4 mg 1.7,
0 que mostra um retardo no desenvolvimento, pois tanto o nimero de adultos, como o nimero de
témeas ovadas do controle foram maiores do que os obtidos nos grupos expostos. O que mostra neste
caso que o efeito do cromo seria a longo prazo. Araujo-Castro et al. (2009) estudando a sensibilidade
desta mesma espécie a0 KoCr,O7 observou uma CL50 para os periodos de 48, 72 ¢ 96 h de 22,2, 13,8 ¢
9,45 mg L', respectivamente, concentragbes essas que se mostram bem acima das utilizadas no

presente estudo.

CONSIDERACOES FINAIS

As concentragoes utilizadas neste estudo ndo interferiram na fisiologia reprodutiva das fémeas
durante as 96 h de exposi¢ao. Porem estas concentragdes mesmo encontrando-se abaixo das reportadas
na literatura para CL50, causaram efeitos subletais apds a exposi¢ao. Causando aumento no tempo em
que as fémeas permaneceram desovadas, levando a curto prazo, uma diminui¢dio no numero de
descendentes produzidos. Fato que foi comprovado pela diminuicdo no numero de nauplios
produzidos por fémeas. Também foi observado um retardo no desenvolvimento da prole mesmo apds
a suspensao do contaminante, principalmente no estigio de copepoditos, acarretando em uma
diminui¢do no nimero de adultos contabilizados nas concentragdes a partir de 0,4 mg I."". Bem como o
numero total de individuos também reduzido a partir desta mesma concentra¢ao, sugerindo que uma
exposicio a concentracdes acima de 0,4 mg L' de cromo compromete o sucesso populacional desta
espécie. Apontando que mesmo quando interrompida a exposi¢do, o cromo continua causando efeitos
nas geragoes seguintes deste organismo, mostrando a necessidade de estudos mais aprofundados sobre

esta substancia e de medidas mais rigorosas para sua utiliza¢ao e descarte.
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Acute and Chronic Effects During and After Exposure of Copepoda
Tisbe biminiensis to Chromium

ABSTRACT

Water suffers directly from pollution. Among the polluting substances, heavy metals stand out for their
wide use, as chromium that is present in several anthropic processes and in high concentration
becomes toxic to organisms. This research aimed to evaluate the physiological parameters of the
copepod Tisbe biminzensis during and after exposure to chromium. Female ova were exposed at different
concentrations for 96 hours and after suspension the organisms were analyzed for 8 days. Mortality,
fecundity, and offspring development were first observed. Subsequently, the time for egg bag
production, hatching and survival. There was no significant change in the exposure process.
Afterwards, it was observed a delay in the formation of egg sacs and phase changes (mainly in its last
metamorphosis), and a reduction in the number of offspring. Thus, sublethal concentrations of

chromium from 0.4 mg L. ' may negatively interfere in reproductive physiology and population density.

Keywords: Ecotoxicology; Zooplankton; Potassium Dichromate; Physiological Parameters.
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