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Aos meus pais por todo amor dispensado

Dedico



Quem j& passou no sertdo
E viu o solo rachado,

A caatinga cor de cinza,
Duvido n&o ter parado
Pra ficar olhando o verde
Do juazeiro copado.

E sair dali pensando:

Como pode a natureza

Num clima tdo quente e seco,
Numa terra indefesa

Com tanta adversidade

Criar tamanha beleza.

O juazeiro, seu mogo,

E pra nds a resisténcia,
A forca, a garra e a saga,
O grito de independéncia
Do sertanejo que luta

Na frente da emergéncia.

Nos seus galhos se agasalham
Do periquito ao cancéo.

E hotel de retirante

Que anda de pé no chéao

O general da caatinga

E o vigia do sert&o.

E foi debaixo de um deles
Que eu vi um porco falando,
Um cachorro e uma cobra

E um burro reclamando,
Um rato e um morcego

E uma vaca escutando.

Isso ja faz tanto tempo

Que eu nem me lembro mais
Se foi pra la de Fortim,

Se foi pra cé de Cristais,

Eu s6 me lembro direito

Do que disse os animais.

Eu vinha de Canindé

Com sono e muito cansado,
Quando vi perto da estrada
Um juazeiro copado.

Subi, armei minha rede

E fiquei ali deitado.

Como a noite estava linda
Procurei ver o cruzeiro,
Mas, cansado como estava,
Peguei no sono ligeiro.

Os animais tem razao

S6 acordei com uns gritos
Debaixo do juazeiro.
Quando eu olhei para baixo
Eu vi um porco falando,
Um cachorro e uma cobra
E um burro reclamando,
Um rato e um morcego

E uma vaca escutando.

O porco dizia assim:
“Pelas barbas do capeta
Se nos ficarmos parado

A coisa vai ficar preta

Do jeito que o homem vai,
Vai acabar o planeta.

Jé& sujaram os sete mares
Do Atlantico ao mar Egeu,
As florestas estdo capengas,
Os rios da cor de breu

E ainda por cima dizem
Que o0 seboso sou eu.

Os bichos bateram palmas,
O porco deu com a mao,

O rato se levantou

E disse: “prestem atengao”,
Eu também j& ndo suporto
Ser chamado de ladré&o.

O homem, sim, mente e rouba,

Vende a honra, compra 0 nome.

Nos s6 pegamos a sobra
Daquilo que ele come

E somente o necessario
Pra saciar nossa fome.

Palmas, gritos e assovios
Ecoaram na floresta,

A vaca se levantou

E disse franzindo a testa:
Eu convivio com o homem,
Mas sei que ele ndo presta.
E um mal-agradecido,
Orgulhoso, inconsciente.

E doido e se faz de cego,

E ndo sente o que a gente sente,
E quando nasce e tomando
A pulso o leite da gente.

Entre aplausos e gritos,
A cobra se levantou,
Ficou na ponta do rabo
E disse: também eu sou
Perseguida pelo homem
Pra todo canto que vou.
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Pra vocés o homem é ruim,
Mas pra nés ele é cruel.
Mata a cobra, tira o couro,
Come a carne, estoura o fel,
Descarrega todo o 6dio
Em cima da cascavel.

E certo, eu tenho veneno,
Mas nunca fiz um canhéo.
E entre mim e o homem,
Ha uma contradicao

O meu veneno é na preza,
O dele no coragéo.

Entre os venenos do homem
O meu se perde na sobra
Numa guerra 0 homem mata
Centenas numa manobra,
Inda cego que diz:

Eu tenho medo de cobra.

A cobra inda quis falar,

Mas, de repente, um esturro.
E que o rato, pulando,

Pisou no rabo do burro

E o burro partiu pra cima

Do rato pra dar-lhe um murro.

Mas, o morcego notando
Que ia acabar a paz,

Pulou na frente do burro

E disse: calma rapaz!...
Baixe a guarda, abra o casco,
Né&o faca o0 que 0 homem faz.

O burro pediu desculpas

E disse: muito obrigado,
Me perdoe se fui grosseiro,
E que eu ando estressado
De tanto apanhar do homem
Sem nunca ter revidado.

O rato disse: seu burro,

Vocé sofre porque quer.

Tem forga por quatro homens,
Da carroga é o chofer...

Sabe dar coice e morder,

S6 apanha se quiser.

O burro disse: eu sei
Que sou melhor do que ele,
Mas se eu morder o homem
Ou se eu der um coice nele
E mesmo que esta trocando
O meu juizo no dele
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Os bichos todos gritaram:
Burro, burro... muito bem!
O burro disse: obrigado,
Mas aqui ainda tem

O cachorro e 0 morcego
Que querem falar também.

O cachorro disse: amigos,
Todos vocés tém razéo...

O homem é um quase nada
Rodando na contramdo,
Um quebra-cabeca humano
Sem prumo e sem direcao.

Eu nunca vou entender

Por que 0 homem é assim:
Se odeiam, fazem guerra

E tudo quanto é ruim

E a vacina da raiva

Em vez deles, ddo em mim.

Os bichos bateram palmas
E gritaram: va em frente.
Mas o cachorro parou,
Disse: obrigado, gente,
Mas falta ainda 0 morcego
Dizer o que ele sente.

O morcego abriu as asas,
Deu uma grande risada
E disse: eu sou o Unico
Que ndo posso dizer nada
Porque o homem pra nés
Tem sido até camarada.

Constréi castelos enormes
Com torre, sino e altar,
P&e ceramica e azulejos

E d&o pra gente morar

E deixam milhares deles
Nas ruas, sem ter um lar.

Eu disse olhando as pegadas:
Se essa reunido

Tivesse sido por nds,

Estava coberto o chdo

De piubas de cigarros,
Guardanapos e papeldo.

Botei a maca nas costas

E sai cortando vento.
Tirei a viagem toda

Sem tirar do pensamento
Os sete bichos zombando
Do nosso comportamento.

Hoje, quando vejo na rua
Um rato morto no chéo,
Um burro mulo piado,
Um homem com um facéo
Agredindo a natureza,

Eu tenho plena certeza:
Os animais tem raz&o!

Antonio Francisco
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RESUMO

Apesar do cultivo de camardo ser uma importante atividade econdmica, 0 seu
crescimento tem atraido a atencdo para 0s possiveis impactos ao meio ambiente. As aguas
residuais geradas pelos cultivos podem contribuir para a eutrofizacdo das aguas receptoras
desses efluentes, ja que possuem uma ampla variedade de substéncias consideradas
contaminantes potenciais, como o metabissulfito de sodio, um agente sulfitante que retira o
oxigénio da agua e de alimentos. Além disso, os efluentes carreiam a comunidade
fitoplanctonica que prolifera nos sistemas de cultivo, incluindo cianobactérias produtoras de
toxinas. Com isso 0 objetivo desse estudo foi uma avaliacdo ecotoxicoldgica utilizando
diferentes organismos testes e respostas bioldgicas dos possiveis impactos causados pelo uso
do metabissulfito de sodio ou pela proliferacdo de cianobactérias coletadas nos préprios
cultivos. Amostras do fitoplancton foram coletadas em trés fazendas do estado do Ceara para
analise qualitativa, quantitativa e para o isolamento das cianobactérias. Estes organismos
foram identificados através de técnicas morfologicas e de biologia molecular, cultivados no
laboratdrio para obtencdo dos extratos e realizados ensaios com camundongos e misidaceos.
O metabissulfito de sodio teve sua toxicidade avaliada por meio de ensaios agudos em
diferentes niveis troficos (microalgas, cladoceros, camardes e peixes), mas também pela taxa
do consumo de oxigénio e das atividades enziméticas (CAT; AChE e GST) em camardes.
Para os peixes, foram realizados ainda ensaios com o desenvolvimento embriolarval e das
atividades enzimaticas (AChE e GST). A analise qualitativa e quantitativa da comunidade
fitoplanctdnica mostrou um grande nimero de espécies de quase todas as classes do
fitoplancton, inclusive cianobactérias. Deste ultimo grupo foi isolada e cultivada
Synechococcus sp., para a qual o extrato e as células vivas mostraram toxicidade em
camundongos evidenciada por danos observados no figado e rins dos animais. Ja na avaliacdo
da toxicidade do metabissulfito de sddio, este apresentou toxicidade aguda para 0S
organismos testes, apresentando uma ECsy de 24,29 mg/L para as microalgas, CLso de 34,90
mg/L e 69,65 mg/L para cladoceros e camardes, respectivamente. Em relacdo ao consumo de
oxigénio e atividades enzimaticas, estes ndo apresentaram diferencas significativas quando
comparados aos controles, com exce¢do para a AChE nos camarfes e GST nos peixes. No
desenvolvimento embriolarval dos peixes, o metabissulfito de sddio causou diferentes tipos
de efeitos desde a destruicdo dos ovos a deformidades nas larvas. Sendo assim, esses
resultados mostram que o metabissulfito de sddio e a cianobactéria Synechococcus sp. sdo
toxicos para diferentes organismos, evidenciados tanto pela toxicidade aguda quanto pela
cronica.

Palavras-chaves: Metabissulfito de sodio, Synechococcus sp., Atividades enzimaticas,
Carcinicultura, Impacto ambiental.
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ABSTRACT

Farming of shrimp is an important economic activity; however, its exponential growth
has attracted attention to the potential impacts brought over the environment. Wastewater
generated by this activity can contribute to the eutrophication of waters receiving these
effluents, as those may bear a variety of contaminants, such as sodium metabisulfite, a
sulphitant agent that removes the oxygen from water and food. Additionally, this effluent
carries the phytoplankton community that proliferates in these systems, which may include
toxic cyanobacteria. Therefore, the aim of the present study was to perform an
ecotoxicological assessment using biological test models and biological responses to evaluate
potential impacts caused by use of sodium metabisulfite and by the proliferation of
cyanobacteria in shrimp farming. Phytoplankton samples were collected in three shrimp
farms from the state of Ceara for quantitative and qualitative analysis and for the isolation of
cyanobacteria. The microorganisms, which were identified by morphological and molecular
techniques, were grown in laboratory to obtain organic extracts on which were conducted
toxicity tests with mice and mysids. Sodium metabisulfite was evaluated through acute
toxicity tests using organisms at different trophic levels (microalgae, cladocerans, shrimps
and fish) and by the rate of oxygen consumption and enzymatic activities (CAT, AChE and
GST) in shrimps. On fish, tests evaluating the embriolarval development and enzymatic
activities (AChE and GST) were performed. Qualitative and quantitative analysis of
phytoplankton community showed a large number of species from nearly all classes of
phytoplankton, including cyanobacteria. From this latter group, Synechococcus sp. was
isolated and cultivated, and the extract generated from the living cells showed toxicity in
mice, as evidenced by damage to the liver and kidneys of animals. For acute toxicity tests
sodium metabisulphite showed an ECso of 24.29 mg/L for the microalgae and LCs, of 34.90
mg/L and 69.65 mg/L for cladocerans and shrimp, respectively. Regarding the consumption
of oxygen and enzymatic activities, these did not show significant differences when
compared to their respective controls, except for the AChE in shrimp and GST in fish. On
embriolarval developing of fish, sodium metabisulfite caused different types of effects, from
destruction of eggs to deformities in larvae. Thus, these results show that sodium
metabisulphite and the cyanobacteria Synechococcus sp. are toxic to other organisms,
evidenced by both, acute and chronic toxicity.

Keywords: Sodium metabisulphite, Synechococcus sp., enzymatic activities, shrimp farms,
environmental impact.
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1. Introducéo Geral
1.1. Producgéo da Aquicultura: Camarao Marinho

O cultivo de camardo surgiu para satisfazer as necessidades de subsisténcia e, em
alguns paises como Taiwan, Filipinas e Indonésia, estes eram um subproduto da criacdo de
peixes. Essa atividade teve sua origem histdrica no sudoeste da Asia, com o0 acompanhamento
do desenvolvimento de pos-larvas selvagens no ambiente natural e posteriormente com o
desenvolvimento da producdo de pds-larvas da espécie Marsupenaeus japonicus em escala
comercial no inicio da década de 1930. Ja no Brasil, a carcinicultura surgiu na década de
1970, com o incentivo do governo do Rio Grande do Norte, mas apesar de diversas tentativas
utilizando vérias espécies nativas como Farfantepenaeus subtilis, Litopenaeus schmitti,
Penaeus brasiliensis e Penaeus paulensis, a carcinicultura s6 se consolidou em 1995/1996,
com a reproducdo e larvicultura de uma espécie do Pacifico, Litopenaeus vannamei
(PLATAFORMA TECNOLOGICA, 2001).

A aquicultura é o setor de producdo de alimentos que apresenta maior crescimento em
escala mundial, responsdvel por aproximadamente 50% do total de frutos do mar
comercializado atualmente. Enquanto a pesca e a pecuaria aumentam a um ritmo de 1,2 e
2,8% ao ano, respectivamente, o cultivo de organismos aquaticos cresce a uma taxa média
anual de 8,8% desde 1970 (FAO, 2007). Apesar do crescimento, serd necessaria uma
producdo de 40 milhdes de toneladas adicionais até 2030 para atender a demanda per capita

atual de pescado.

Segundo Rocha; Rocha (2010a) o maior produtor mundial é o continente asiatico com
91,36%, seguido pela Europa (3,43%), América do Sul (2,15%), América do Norte e Central
(1,41%), Africa (1,40%) e Oceania (0,25%). A aquicultura brasileira em 2008 representou
apenas 0,42% da producdo mundial, com a producdo de peixes representando (72,68%),
crustaceos (22,49%), moluscos (4,62%) e anfibios (0,2%). J& em relacdo ao cultivo de
camardo, os principais paises produtores sdo China, seguida por Tailandia, Vietnd, Equador,
México e Brasil. Neste Gltimo, o camardo marinho Litopenaeus vannamei contribuiu com
65.000 t, enquanto que o camardo gigante-da-malasia, Macrobrachium rosenbergii, com

apenas 250 t no ano de 2008.
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Ainda em relacéo ao cultivo de camardo marinho, area do Brasil com potencial para a
exploracdo da carcinicultura é de 600.000 ha, mas se utiliza apenas um terco dessa extensao
(200.000 ha). Com o conhecimento tecnoldgico atual seria possivel obter uma producdo de
1.000.000 t/ano, contribuindo na geracéo de 750.000 empregos diretos e gerando uma receita
de R$ 10 bilhdes de reais. Mas apesar de tudo isso existe ainda uma falta de apoio e de
incentivo governamental dispensados ao desenvolvimento da carcinicultura (ROCHA,
ROCHA, 2010a).

1.2. Cultivo de Camarao Marinho no Brasil

O cultivo de camardo em todo o mundo é conduzido por trés tipos de sistemas de
producdo, cuja principal diferenca entre eles € a densidade de povoamento por metro

quadrado de lamina d"agua de viveiro, sendo:

- Sistema extensivo: 1 a 4 camardes/m?, com alimento natural.
- Sistema semi-intensivo: 5 a 30 camardes/m?, com alimento natural e suplementar.
- Sistema intensivo: 30 a 120 camardes/m?, com alimento consistindo

exclusivamente em racdo balanceada.

Dentre os sistemas listados acima, o extensivo e semi-intensivo sdo mais amplamente
difundidos nos paises em desenvolvimento (BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY NETO,
2002).

O cultivo de camardo marinho compreende basicamente duas fases: a larvicultura,
responsavel pela producdo de larvas, e a engorda, responsavel pelo crescimento do camarao
até a idade comercial. A larvicultura é realizada em laboratorios especializados subdivididos
em dois diferentes setores: a maturacdo e o bercario. Na maturagdo ocorre o acasalamento e
desova. Posteriormente, as larvas recém-eclodidas vao para a larvicultura, permanecendo
neste setor até atingirem o estagio de pds-larva, quando estdo prontas para 0s viveiros de
engorda (MCVEY, 1993).

Antes de realizar a transferéncia das pds-larvas (PLs), 0s viveiros de engorda passam
por trés etapas para oferecer as melhores condi¢gdes de sobrevivéncia e crescimento dos
camardes. A primeira etapa consiste na limpeza e desinfeccdo dos viveiros, onde é aplicado

hipoclorito de célcio, com o objetivo de eliminar componentes toxicos do solo (nitrato,

25



ARAGAO, J. S. Aspectos Ecotoxicoldgicos Relacionados a Carcinicultura Marinha.

amoénia, H2S, Fe2" etc.), acelerar a decomposicio da matéria organica e eliminar
competidores, predadores e organismos causadores de doencas (HERNANDEZ; NUNES,
2001). Em seguida, procede-se com a calagem dos viveiros. O principal propésito desse
processo é corrigir a acidez do solo, para isso utiliza-se normalmente 6xido de célcio (CaO),
hidroxido de célcio (Ca(OH)2), carbonato de calcio (CaCOz) ou calcario agricola dolomitico
(CaCosMgCOs3) (NUNES, 2001). Por fim, realiza-se a chamada fertilizacdo dos viveiros.
Essa consiste em dar aos viveiros as condices fisico-quimicas e bioldgicas adequadas para a
recepcgdo das PLs. Os fertilizantes podem ser de dois tipos: organicos (excrementos de aves,
bois etc.) e inorganicos (uréia, superfosfato simples, superfosfato triplo e sulfato de amonia)
(BOYD; GAUTIER, 2000).

Os camardes permanecem nesses viveiros, em geral, por 90 a 120 dias, quando
atingem um peso médio de 12 g e sdo despescados. O método mais comum para a despesca é
através de redes chamadas “bagnet”, posicionadas no lado de fora da comporta de drenagem
do viveiro. Quando a rede se encontra com uma quantidade razoavel de camardes, esta é
retirada e os animais colocados em uma solucdo aquosa com gelo e metabissulfito de sodio,
para evitar a melanose ou manchas pretas na carapaca dos animais. A concentracdo e tempo
de imersdo nessa solucdo varia de acordo com o produtor. Posteriormente sdo transferidos
para caixas de isopor com gelo e levados para as industrias de beneficiamento (BARBIERI
JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2002).

1.3. Impactos Gerados Pelo Cultivo de Camardo Marinho

Apesar do cultivo de camardo ser uma importante atividade econdmica,
principalmente para a regido nordeste, onde estd mais concentrada, 0 crescimento dessa
indUstria tem atraido a atencdo para as possiveis contribui¢cdes negativas ao meio ambiente.
Segundo P&ez-Osuna (2001) esses cultivos podem causar Vvarios impactos ambientais,
dependendo de fatores como a localizacdo da fazenda, manutencdo e uso de tecnologia
durante a operacdo dos viveiros, escala de producdo e a capacidade de depuracdo do corpo

d’agua.

AnH et al. (2010) afirmam que alguns dos problemas gerados ao meio ambiente pela
carcinicultura estdo associados a polui¢do das &guas, sedimentos contaminados e propagacéao

de doencas. Tudo isso devido ao uso de produtos quimicos, medicamentos e fertilizantes,
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utilizacdo dos recursos hidricos e de racdo peletizada, descargas das &guas e sedimentos

residuais.

Segundo SAMOCHA et al. (2004) as aguas residuais geradas pelo cultivo de
camardo sdo contribuidoras potenciais para a eutrofizagdo das aguas receptoras desses
efluentes, j& que possuem matéria organica particulada viva e morta, matéria organica
dissolvida, aménia, nitrito, nitrato, fosfatos, particulas de solidos em suspensdo e outras
substancias que podem ser consideradas contaminantes potenciais. Essas substancias podem
ser pesticidas e antibioticos, utilizados para reduzir o risco de perda na producdo (LE et al.,
2005; TU et al., 2008; COSTA et al., 2008) e também o0 uso do metabissulfito de sédio
durante a despesca dos viveiros, como aditivo quimico, sendo esse langado normalmente sem

tratamento no corpo hidrico.

Em relacdo ao metabissulfito de sdédio, Meng; Nie (2005a) afirmam que esta
substancia ou seus derivados como o dioxido de enxofre (SO,) podem ser citotdxicos ou
genotdxicos, por isso ha necessidade de um maior cuidado no manuseio, ao utiliza-lo em
alimentos e de encontrar outras substancias com as mesmas propriedades, mas que sejam

mais seguros para substitui-lo.

A toxicidade dessa substancia no meio ambiente da-se principalmente pela retirada do
oxigénio dissolvido na agua, ocasionando a mortandade por asfixia da fauna e flora. Tal fato
foi confirmado por Aragdo et al. (2008) ao analisarem a toxicidade da solucdo do
metabissulfito de sodio preparado em uma fazenda de cultivo de camardo marinho no
momento da despesca. Os valores do oxigénio dissolvido variaram de 0,14 a 0,23 mg/L e o
pH de 4,09 a 5,43, o que contribuiu para a imediata mortandade dos organismos testes

(Misidopsis juniae) em laboratorio.

Segundo Boyd (1989) o oxigénio dissolvido é o indicador mais critico da qualidade
de 4gua na aquicultura, ja que controla o crescimento e sobrevivéncia dos animais cultivados.
Sendo assim, esta variavel influencia os organismos que habitam as &guas dos corpos

receptores dos efluentes dessas atividades.

Com tudo isso, é grande a preocupacao sobre o uso desses compostos, incluindo a sua

persisténcia em ambientes aquaticos, a possibilidade de residuos nos organismos néo-
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cultivados, a toxicidade nas espécies ndo-alvo, os efeitos sobre a biogeoquimica dos

sedimentos, além dos possiveis efeitos sobre a satde dos trabalhadores.

Né&o bastassem todos esses quimicos antropogénicos, existe também nessas aguas toda
uma comunidade fitoplanctonica, que é necessaria para manter uma boa qualidade da agua
dos viveiros, mas que se ndo tiver um manejo adequado pode acarretar no crescimento
exagerado e dominancia de alguns grupos, como as cianobactérias. Segundo YUNES et al.
(2001), esse crescimento exagerado altera o equilibrio ecolégico do ecossistema aquético, no
entanto, 0 mais grave é que certas espécies sdo capazes de produzir toxinas que podem ser
acumuladas na teia alimentar e produzir diferentes sintomas de intoxicacdo, atingindo

conjuntos de organismos muito além da comunidade aquética.

A intoxicacdo de organismos aquaticos por cianobactérias tdéxicas estd bem
documentada em ecossistemas de agua doce (CODD et al., 2005). Mas, segundo Martins et

al. (2007) em ambientes marinhos essas intoxicagdes sdéo menos frequentes e localizadas.

Entre 1989 e 1991 vérios estudos foram realizados em duas fazendas de cultivo de
camardo (L. vannamei) no norte e sul da provincia de Sinaloa — México, onde foram
registradas as ocorréncias de algumas microalgas que sdo consideradas nocivas ou toxicas
para camardes. As espécies mais abundantes foram as cianobactérias Anabaena spp.,
Anabaenopsis elenkinii e Oscillatoria limnetica (ALONSO-RODRIGUEZ; PAEZ-OSUNA,
2003). Ja, Linares et al. (2003) utilizando PLs de L. vannamei em bioensaios, demonstraram
que o consumo da cianobactéria Schizothrix calcicola por esses animais durante 15 dias
causava danos ao hepatopancreas, afetando a absorcdo alimentar e consequentemente 0s

processos de crescimento e desenvolvimento.

Em um estudo para avaliar a distribuicdo e o acimulo de microcistina-LR e RR em
varios 6rgaos dos camardes Palaemon modestus e Macrobrachium nipponensis, foi mostrado
que a mesma se acumula em grandes quantidades no hepatopancreas e gbnadas desses
animais. Os ovos também foram capazes de acumular microcistinas, mostrando assim, a
transferéncia dessa toxina para a prole. Em relacdo as amostras de musculo, 31% das
amostras analisadas estavam acima do limite aceitavel para ingestdo diaria estabelecido pela
OMS (CHEN; XIE, 2005).
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Em muitos outros organismos tem sido estudada a intoxicacdo devida as
cianobactérias ou as cianotoxinas, como em claddceros (OKUMURA et al., 2004; FERRAO-
FILHO et al., 2009), diversos invertebrados marinhos (METCALF et al., 2002; BEATTIE
et al., 2003; MARTINS et al., 2007; HISEM et al., 2011), camundongos (KURODA et
al., 2007; MOHAMED, 2008), peixes (SILVA, 2009; NYAKAIRU et al., 2010) e até em
plantas aquéticas (SAQRANE et al., 2007).

Segundo Martins et al. (2007) a producdo dos metabdlitos tdxicos pelas
cianobactérias pode representar um risco ecologico para embriGes e larvas de organismos

marinhos, constituindo assim uma ameagca para a salde dos ecossistemas.

Para os seres humanos, os principais sintomas de intoxicagéo séo disturbios hepaticos,
neuroldgicos, gastrointestinais e reacdes alérgicas (AZEVEDO, 1998), devido aos diferentes
tipos de toxinas produzidas por esses organismos. A exposicdo a esses microrganismos
também pode levar ao Obito, como o ocorrido em uma clinica de hemodidlise em
Pernambuco (AZEVEDO et al., 2002). Segundo Dawson (1998) as microcistinas (MCs),
como a variante MC-LR, sdo altamente tdxicas para mamiferos, com uma DLsy em

camundongos de 36 a 122 pg/kg.

Tal como acontece com outras atividades, gado e agricultura por exemplo, a
aquicultura produz residuos que séo transportados para fora do sistema de producdo. Para a
“European Water Framework Directive”, esses efluentes sdo considerados fontes pontuais de
poluicdo. No entanto, cada pais europeu tem o direito de definir suas proprias regras para
evitar os efeitos nocivos ao ambiente (BERGHEIM; BRINKER, 2003). Na Alemanha, por
exemplo, cada autoridade local pode definir normas préprias para esses descartes, sendo mais
utilizados os parametros quimicos, como DBO, fosforo, nitrogénio etc., para monitoramento
da qualidade do efluente e do risco ambiental associado ao seu descarte (SCHOBERT et al.,
2001; SINDILARIU, 2007).

No Brasil, a Resolugdo CONAMA n° 312/02 dispde sobre o licenciamento ambiental
dos empreendimentos de carcinicultura na zona costeira e indica que, a critério do 6rgao
licenciador, deve ser solicitada a construgcdo de bacia de sedimentagdo como etapa
intermediaria entre a circulacdo ou o desague das &guas servidas ou, quando necessario, a

utilizacdo da agua em regime de recirculagdo nos empreendimentos da carcinicultura.
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Além disso, indica que a dgua utilizada por esses empreendimentos devera retornar ao
corpo d agua de qualquer classe atendendo as condigdes definidas pela Resolucio CONAMA
n® 357/05. Nesta, os padrbes de langcamento incluem as variaveis fisico e quimicas, presenca
de Oleos e graxas, materiais sedimentaveis, algumas substancias orgénicas e inorganicas e
ainda exigem que o efluente ndo deverd causar ou possuir potencial para causar efeitos
tOXicos aos organismos aquaticos no corpo receptor, onde os critérios de toxicidade devem
basear-se em ensaios ecotoxicoldgicos, ensaios esses que, pela primeira vez na legislacdo

brasileira, tem seu uso exigido como padréo de qualidade de &gua.

Contudo, segundo um estudo realizado pelo IBAMA (2005) sobre os impactos
ambientais dessa atividade no estado do Ceara, 77% das fazendas de carcinicultura ndo
possuiam bacias de sedimentacdo, lancando diretamente seus efluentes na agua dos rios,
lagoas e estudrios. Tal fato também foi relatado pelo GT-Carcinicultura (2005), avaliando 11
estabelecimentos nos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba e Bahia, que
além de diversos impactos, como supressdo e aterro em area de manguezal, mortandade de
mangue adjacente e proximo aos tanques de carcinicultura, tanques implantados em éareas de
protecdo ambiental, foi observado o descarte dos efluentes dos viveiros diretamente no canal
do estuario e os dados de Joventino; Maiorga (2008) apontam que 100% das fazendas
pesquisadas na regido de Fortim-Ce ndo possuiam tratamento de suas aguas antes de liberéa-
las para 0 ambiente.

1.4. Ensaios Ecotoxicoldgicos

Na década de 1960, Estados Unidos, Canada e varios paises da Europa comecaram a
realizar pesquisas na area da biologia e toxicologia aquatica, com o intuito de verificar a
toxicidade de efluentes e substancias quimicas industriais e urbanas sobre a biota e habitats
(RAND, 1995).

O termo ecotoxicologia foi primeiramente utilizado por Truhaut em 1969 como uma
extensdo natural da toxicologia (HOFFMAM et al., 2003). Esta é uma ciéncia
multidisciplinar que permite a integragdo dos conceitos da ecologia, no que diz respeito a
diversidade e representatividade dos organismos e seu significado ecoldgico no ecossistema, e da

toxicologia, em relacéo aos efeitos adversos dos poluentes sobre as comunidades bioldgicas.
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A resposta biologica a agressdes ambientais pode ser evidenciada em qualquer nivel
de organizagdo biologica, desde ecossistemas até compartimentos subcelulares ou reacoes
bioguimicas intracelulares, passando por comunidades, populag¢fes, organismos, sistemas
fisiologicos e células (WALKER et al., 1997).

Os ensaios ecotoxicologicos sdo considerados os melhores métodos para estimar o0s
efeitos de multiplos contaminantes e determinar o potencial toxico dos mesmos, desde que o
organismo-teste seja sensivel e as variaveis avaliadas ao final do teste sejam bem escolhidas
(USEPA, 2002). Para uma melhor avaliacdo desses efeitos, Zagatto; Bertoletti (2006)
recomendam a utilizacdo de espécies representativas de diferentes niveis tréficos, e ainda
espécies com estabilidade genética e obtencdo de lotes uniformes. Uma das grandes
vantagens desses ensaios é a capacidade de integrar os efeitos de misturas complexas de

poluentes e interaces contaminantes-fatores abioticos sobre 0s organismos.

Esses ensaios podem ser divididos em agudo e cronico. Os agudos avaliam os efeitos,
em geral severos e rapidos, sofridos pelos organismos expostos ao agente quimico em um
curto periodo de tempo, geralmente de um a quatro dias. Usualmente os critérios para
avaliacdo sdo a mortalidade e imobilidade dos organismos-testes. Ja os cronicos avaliam os
efeitos causados pelos poluentes em todo ciclo de vida ou em parte do ciclo de vida de uma
espécie e medem variaveis subletais como crescimento, sucesso reprodutivo, efeitos
bioquimicos etc (ARAGAO; ARAUJO, 2006).

Vaérios trabalhos relatam o uso de ensaios ecotoxicoldgicos no monitoramento
ambiental com organismos de diferentes niveis troficos, como os de Perrodin et al. (2006)
que avaliaram os riscos ecotoxicolégicos da deposicdo no solo do material dragado na
Franca, utilizando as espécies Lolium perenne, Escherichia coli, Pseudokirchneriella
subcapitata, Ceriodaphnia dubia e Xenopus laevis. Pérez et al. (2010) analisaram a qualidade
do reservatério de Alqueva (Portugal) utilizando bioensaios com Pseudokirchneriella
subcapitata, Chironomus riparius e Vibrio fischeri e Coelho et al. (2011) estudaram o0s

efeitos letais e sub-letais do triclorofon em algas, crustaceos e peixes.

De acordo com Walker; Livingstone (1992) o uso de biomarcadores como respostas
biol6gicas adaptativas a estressores, evidenciadas como alteragcBes bioquimicas, celulares,

histoldgicas, fisioldgicas ou comportamentais ¢ um método de deteccdo preventiva de efeitos
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adversos para a avaliacdo do impacto da poluicéo, principalmente os efeitos toxicoldgicos de
contaminantes de produtos da aquicultura, como os efluentes, ja que é impraticavel analisar
todas as substancias quimicas individuais presentes em uma mistura de contaminantes e estas

medidas ndo fornecem estimativas dos efeitos deletérios sobre 0s organismos vivos.

Diversos animais aquéaticos estdo sendo utilizados como organismos-testes nesses
estudos. Moluscos da espécie Mytilus galloprovincialis foram usados para avaliar os efeitos
na atividade da glutationa-s-transferase, quando expostos a células tdxicas, extratos e toxina
pura da cianobactéria Microcystis aeruginosa (VASCONCELOS et al., 2007). Key et al.
(2008) utilizaram camardes Palaemonetes pugio para avaliar a toxicidade e efeitos
fisiologicos do difenil polibromado, um agente antichamas, a partir da anélise de quatro
biomarcadores: glutationa, colesterol, peroxidacdo lipidica e acetilcolinesterase. Em outro
estudo, Vernouillet et al. (2010) estudaram os efeitos da carbamazepina, um medicamento
antiepilético, encontrado em aguas de esgotos municipais, em diferentes niveis troficos (alga,
crustaceo e um cnidario), mensurando as atividades do citocromo P-450, glutationa-s-
transferase, peroxidacdo lipidica, entre outros.

Com o reconhecimento da importancia da carcinicultura marinha como atividade
produtiva para a regido nordeste que pode gerar impactos ambientais, este trabalho busca uma
avaliacdo detalhada utilizando diferentes abordagens ecotoxicoldgicas dos possiveis efeitos
gerados por essa atividade, através do uso do metabissulfito de sodio na despesca do
camardo, como também, a toxicidade de espécies do fitoplancton, como as cianobactérias, as
quais sdo reconhecidamente um problema de salde publica, e que tem seu crescimento
estimulado pelo uso de fertilizantes durante o cultivo dos animais nessa atividade. Vale
salientar que toda agua utilizada nesses cultivos retorna ao corpo hidrico, muitas vezes sem

tratamento adequado.
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2. CAPITULO 1: Toxicidade da Comunidade Fitoplanctonica Presente nos Viveiros de

Cultivo de Camarao Marinho: Enfase na Cianobactéria Synechococcus sp.

2.1. Introducéo

Uma das principais preocupac@es dos criadores de camardo esta relacionada com a
qualidade da agua, a qual € o meio onde o animal vive e respira, além de ser um
importante vetor de enfermidades. Devido ao uso de fertilizantes para promover o
crescimento algal, aliado ao uso de ragdes e fezes dos animais, as aguas dos viveiros
podem se tornar eutrofizadas caso ndo haja um manejo adequado levando, como

consequéncia, ao crescimento exagerado do fitoplancton (GUO; LI, 2003)

O fitoplancton estd na base da cadeia tréfica dos ecossistemas aquaticos. As
microalgas fitoplanctonicas sdo em sua grande maioria autotroficas e unicelulares,
solitarias ou coloniais. As principais divisGes do fitoplancton em &guas continentais sdo:
Cyanophyta, Chlorophyta, Euglenophyta, Crysophyta e Pyrrophyta (HOEK et al., 1995).

As cianobactérias pertencem a classe Cyanophyceae, e por serem procariontes,
estdo classificadas no reino das bactérias, e sdo ainda fotossintetizantes e gram-negativas
(MANKIEWICZ et al., 2003). Foram provavelmente um dos primeiros produtores de
matéria organica e produtores de oxigénio para a atmosfera primitiva, estando entre as
primeiras formas de vida na terra (WHO, 1999). Esses organismos apresentam uma
elevada capacidade de tolerdncia, que pode estar ligada a sua taxa de evolugdo
extremamente lenta (ADAMS; DUGGAN, 1999), podendo ser encontrados em aguas
superficiais com diferentes salinidades, temperaturas e intensidades luminosas (FUNARI;
TESTAI, 2008) e ainda em rochas e solos desempenhando importante papel nos processos
de ciclagem de nutrientes (CALIJURI et al., 2006).

Diferente da maioria dos organismos procariotos, as cianobactérias apresentam
uma grande diversidade morfoldgica, fisioldgica e metabdlica (DITTMANN; WIEGAND,
2006). Morfologicamente, podem ocorrer nas formas solitarias, filamentosas ou em
cadeias (CALIJURI et al., 2006) e varias espécies podem ainda apresentar um crescimento
exagerado (“blooms”) em corpos d’agua superficiais, tendo como efeitos a diminuicdo da
transparéncia das aguas, elevadas alteracbes dos niveis de oxigénio e a liberacdo de
toxinas (MANKIEWICZ et al., 2003; VASCONCELOS, 2006). Essas toxinas tém efeitos
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adversos em células e tecidos de outros organismos (PEARSON; NEILAN, 2008). No
grupo das cianobactérias, nem todas produzem tais toxinas, mas muitos géneros
potencialmente produtores sdo distribuidos mundialmente (CARMICHAEL, 1992). Entre
os aproximadamente 150 géneros descritos de cianobactérias, Vasconcelos (2001) e
Apeldoorn et al. (2007) estimam que cerca de 40 sejam produtores de toxinas, sendo 0s
mais importantes: Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Lyngbya, Microcystis,

Nodularia, Nostoc e Oscillatoria.

As toxinas produzidas por esses organismos, chamadas cianotoxinas, constituem
uma grande fonte de metabolitos secundarios toxicos e podem ser categorizadas de acordo
com suas propriedades toxicologicas, as quais sdo divididas principalmente em
neurotoxinas e hepatotoxinas, e ainda em dermotoxinas e as promotoras de tumor
(MSAGATI et al., 2006). Cada cianotoxina pode ser produzida por mais de uma espécie e

uma mesma espécie pode produzir diferentes toxinas (FUNARI; TESTAI, 2008).

As neurotoxinas envolvem Anatoxina A, um alcaldide e potente agonista
nicotinico da acetilcolina, a Anatoxina A (S), um éster metil-fosfato que age como inibidor
irreversivel da acetilcolinesterase, e as Saxitoxinas, também conhecidas como PSP, que
provocam bloqueio nos canais de sodio nas membranas dos neur6nios (CHOURUS;
BARTRAM, 1999). As principais espécies produtoras sdo do género Anabaena,
Anphanizomenon e Oscillatoria (HANSEN et al., 2001).

As hepatotoxinas sdo o0s tipos mais comuns de toxinas e compreendem 0s
hepatapeptideos ciclicos (microcistinas), os pentapeptideos ciclicos (nodularinas) e
alcal6ides como as cilindrospermopsinas. O modo de acdo dessas da-se através da ruptura
dos filamentos da actina e dos filamentos intermediarios do citoesqueleto dos hepatdcitos.
Esta desorganizacdo leva a uma retracdo dos hepatdcitos, provocando a perda de contato
entre eles com as células que formam os capilares sinusoidais, assim o figado desenvolve
graves lesdes internas (HANSEN et al., 2001). As principais espécies produtoras sdo as do
género Microcystis, Anabaena, Nodularia, Nostoc, Oscillatoria e Cylindrospermopsis
(CARMICHAEL, 1992).

Alguns trabalhos tém relatado a produgéo de toxinas do tipo microcistinas pelo género

Synechococcus. Martins et al. (2005), analisando a toxicidade de cepas isoladas da costa
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portuguesa, observaram efeitos neurotoxicos e hepatdxicos em camundongos, e afirmam
ainda que os danos histopatologicos em diferentes 6rgdos poderiam ser atribuidos a presenca
de microcistina, produzida por este género. Isto foi corroborado por Carmichael; Li (2006),
que estudando cianobactérias de Salton Sea, na California, observaram a producdo de
microcistina por esse género, nas variantes de LR e YR, nas quatros cepas isoladas. Em outro
estudo desenvolvido por Mohamed (2008), das 16 espécies de cianobactérias que foram
isoladas de fontes termais na Arabia Saudita e cultivadas, apenas duas apresentaram producdo

de microcistina, entre elas a espécie Synechococcus lividus.

A cianobactéria Synechococcus é um género cocoide unicellular, pertencente a familia
Synechococcaceae (Nageli, 1849). Ocorrem principalmente no plancton, metafiton e sobre
pedras. As células séo cilindricas a longo-cilindricas, algumas vezes arcuadas ou sigmoides,
de tamanho variando de 0,6 um a 1,6 pum e se reproduzem por fissdo binaria (BICUDO;
MENEZES, 2006). Sdo conhecidas 21 espécies deste género sendo distribuidas em todos os
ambientes marinhos, onde j& foram encontradas em concentracdes de 5 x 10° a 1,5 x 10°
cel./L, mas também ha relatos de espécies de dgua doce (PARTENSKY et al., 1999; MOORE
etal., 1995).

Synechococcus é tem um importante papel na producdo primaria nos oceanos,
contribuindo com aproximadamente 39% da producdo primaria total do plancton (AGAWIN
et al., 1998). Apesar da associacdo com mar aberto, torna-se cada vez mais evidente que esse
género tem contribuido significativamente para floracGes algais em regides tropicais e sub-
tropicais. Alguns eventos foram descritos na baia de Pensacola (Florida) e baia da Florida
(PHLIPS et al., 1999), baia de S&o Francisco (NING et al., 2000), no Mar Mediterraneo
(PEREZ; CARRILLO, 2005), e ainda a ocorréncia em uma gama de sistemas marinhos (LI,
1998; PEREZ; CARRILLO, 2005).

Com iss0, cresce a preocupacdo acerca desses microrganismos com relacdo a saude
publica e dos animais aquaticos, principalmente os cultivados, ja que muitos autores
(ANCIUTTI; COCHOA, 2010; LOPES et al., 2010; SIEROSEAWSKA et al., 2010) tém
demonstrado que essas floracbes de cianobactérias ocorridas em diferentes paises,

mostraram-se toxicas em bioensaios para diversas espécies, inclusive de mamiferos.
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Como dito anteriormente, as floracdes de fitoplancton sdo comuns em viveiros de
cultivo de camardo marinho, e as cianobactérias estdo entre 0s principais organismos
presentes nestas floragcbes (ZIMBA et al., 2006; PEREIRA NETO et al., 2008). Entretanto,
estudos voltados para a avaliagdo da contribuicdo toxica destas floracdes ao ambiente séo
ainda escassos, principalmente se considerarmos a realizacdo de bioensaios em organismos
aquaticos de diferentes niveis troficos. A abordagem mais comumente encontrada é a
avaliacdo do comprometimento da qualidade de &gua, principalmente no que diz respeito a
eutrofizacdo dos corpos d’agua, devido a preocupagdo em relagdo a saiude publica
(BRANDAO, 2008; MANTOVANI et al., 2011). Sendo assim, esse estudo visa avaliar a
toxicidade de extratos da assembleia fitoplanctonica, bem como um estudo da contribuigédo
toxica de uma cepa de Synechococcus sp. isolada da dgua dos viveiros de cultivo de camardo

em diferentes organismos.

36



ARAGAO, J. S. Aspectos Ecotoxicoldgicos Relacionados a Carcinicultura Marinha.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo geral

Avaliar a toxicidade de extratos da assembléia fitoplancténica e de cianobactérias

presentes na agua de viveiros de cultivo de camardo marinho Litopenaeus vannamei em

diferentes organismos.

2.2.2. Objetivos especificos

v

Avaliar a estrutura da assembléia fitoplanctonica da agua dos viveiros de cultivo
de camardo marinho em relacdo a composicdo especifica e a abundancia relativa.
Verificar a toxicidade do extrato da assembléia fitoplancténica em camundongos.
Isolar cianobactérias da agua de cultivo de camardo marinho e cultiva-las em
laboratério.

Identificar, através de técnicas morfoldgicas e de biologia molecular, as
cianobactérias isoladas da dgua dos viveiros de cultivo de camardo marinho.
Verificar a toxicidade do extrato e das células vivas das cianobactérias isoladas em
camundongos.

Avaliar a toxicidade do extrato da cianobactéria isolada em misidaceos.
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2.3. Material e Métodos
2.3.1. Area de estudo

Para o estudo, foram selecionadas trés fazendas de carcinicultura onde foram
realizadas as coletas, uma delas localizada no litoral leste e duas no litoral oeste do estado do
Ceara (Figura 1).

A fazenda A esté situada na zona rural do municipio de Granja e é banhada pelo rio
Coread, cuja bacia esta localizada entre as latitudes 02°54°S ¢ 03°42°S e longitudes 40°30°W
¢ 41°00°W, tendo suas nascentes na Serra da Ibiapaba. O rio Coreal tem uma extensao total
de aproximadamente 150 Km, tendo como afluente principal o rio Itacolomi. O manguezal
compreende uma area de aproximadamente 4.620 ha, correspondendo a 20% dos manguezais
do Ceard. Com uma area de 47,99 ha de espelho d'agua, distribuidos em 60 ha com 12
viveiros, esta fazenda é considerada de médio porte. Tem uma produtividade média de 1.800
kg/ha/ciclo, trabalhando em um sistema extensivo. N&o apresenta sistema de recirculacédo de

agua, nem bacia de decantac&o.

A fazenda B esta localizada no rio Acarad, cuja bacia hidrografica abrange um total
de 27 municipios numa éarea de 14.000 km?, sendo considerada a segunda maior bacia
hidrogréafica do Ceard, onde estdo alguns dos mais importantes acudes cearenses. O rio
Acaral nasce na Serra das Matas percorrendo 320 km até chegar ao mar na cidade de Acarad.
Com 70 ha e 13 viveiros, esta fazenda é considerada de médio porte. Tem uma produtividade
média de 1.500 kg/ha/ciclo, trabalhando em um sistema semi-intensivo/extensivo. Também
ndo apresenta sistema de recirculacdo de &gua nem bacia de decantacéo.

A fazenda C esté ligada ao regime de agua do rio Jaguaribe, que tem 610 Km em sua
totalidade e uma bacia de cerca de 72.043 Km?, que drena as partes meridional e oriental do
Estado do Ceard. Essa regido encontra-se inserida no litoral Leste, a cerca de 125 Km da
cidade de Fortaleza. Com 700 ha e 222 viveiros com tamanho médio de 2 ha, é uma fazenda
de grande porte e apresenta sistema de cultivo semi-intensivo com média de 30 camardes por
m?. A producdo média é de 2.300 kg/ha/ciclo. Possui duas bacias de decantacdo e uma
recirculacdo parcial da agua.
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Figura 1- Mapa com a localizacdo das fazendas onde foram coletadas as amostras

utilizadas no estudo.

2.3.2. Coleta das amostras

As coletas foram realizadas nas trés fazendas de cultivo de camardo marinho descritas
no item anterior, durante o periodo seco, entre agosto de 2005 e janeiro de 2006, e o periodo
chuvoso, de abril a setembro de 2006. Em cada fazenda foram selecionados dois viveiros

sendo as amostragens realizadas com 0, 30, 60, 90 e 120 dias de cultivo.

Amostras de agua dos viveiros de cultivo de camardo foram coletadas para obtencéo
do extrato da assembléia fitoplancténica. Para isso, garrafas plasticas com 4 L foram
utilizadas. Estas eram mergulhadas até aproximadamente o meio da coluna d’agua e
ressuspendidas até a superficie, retornando completamente cheias. Posteriormente eram

identificadas e acondicionadas em isopor com gelo até a chegada ao laboratério.

Para a analise da abundancia relativa da assembléia fitoplanctdnica, amostras de agua
foram coletadas diretamente em frascos ambar previamente identificados. Estes eram
mergulhados na coluna d"agua até atingir um volume aproximado de 200 mL. Utilizou-se
dois frascos para cada viveiro, sendo um fixado com solugdo de formaldeido PA neutralizado
com borax (filtrado antes da utilizacdo) 0,4% e o outro com lugol 1%. As amostras fixadas

com lugol foram envoltas em papel aluminio para evitar oxidacéo.
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Amostras da agua também foram coletadas para a analise da composicao especifica da
assembléia fitoplancténica dos viveiros. Um arrasto com rede de plancton padrdo com malha
de 10 pum foi realizado durante 20 minutos em toda extensdo do viveiro. Apds o arrasto, uma
parcela das amostras foi acondicionada em frascos de vidro transparente de boca larga, com
formaldeido PA neutralizado com borax (filtrado antes da utilizacdo), numa concentragédo
final de 4%; e o restante da amostra colocado em outro frasco com meio de cultivo Guillard
f/2 (GUILLARD, 1995) para o isolamento de cianobactérias no laboratério. Essas ultimas

eram mantidas em gelo até chegada ao laboratorio.

2.3.3. Analise da assembléia fitoplanctonica

2.3.3.1. Estrutura da assembléia fitoplanctonica

As analises da composicdo especifica e a abundancia relativa foram realizadas em
parceria com o Laboratério de Ficologia do Departamento de Biologia da Universidade

Federal Rural de Pernambuco.

Em laboratorio, as amostras foram observadas em microscépio 6ptico com luz direta,
equipado com objetivas de 10, 20, 40 e 100X, com contraste de fase e com equipamento de
fotomicrografia. A identificacdo foi realizada com base nas caracteristicas morfoldgicas e
morfométricas das células e ainda, quando necessério, nas suas formas de organizagdo em
cadeias e/ou coldnias. Nesta etapa foram consideradas as descri¢cOes, figuras,
fotomicrografias e dimensfes que constam nos manuais, catalogos, livros e artigos da
bibliografia especializada, tais como: CUPP (1943); DREBES (1974); SOURNIA (1986);
RICARD (1987); ANAGNOSTIDIS; KOMAREK (1988); ROUND et al., (1990);
HALLEGRAEFF et al., (1995); TOMAS (1995); KOMAREK; ANAGNOSTIDIS (2000);
FERRARIO et al., (2002).

Para a determinacdo da abundancia relativa de cada viveiro foi realizada uma
contagem do nimero de células x L™ através de microscopio invertido, empregando-se o
método tradicional de UTERMOHL (1958). Na preparacdo das aliquotas para contagem
(homogeneizagdo, volume sedimentado, tempo de sedimentacdo) e na contagem do numero
de celulas ou cadeias foram seguidas as recomendacdes feitas por EDLER (1979) e
SOURNIA (1978) os quais também descrevem o método de UTERMOHL. De todos as

amostras coletas, foram contadas aliquotas tanto das amostras fixadas com solucéo de lugol
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como fixadas com a solucéo de formol, sendo no final obtida uma média geral do nimero de

celulas.
2.3.3.2. Obtencao dos extratos

Quatro litros de &gua dos viveiros foram filtradas em bomba de vdcuo com membrana
de porosidade de 0,45 um. O filtro junto com o material retido foi colocado sob agitacdo em
agitador magnético com metanol P.A. para extracdo. Este foi entdo filtrado em papel de filtro,
para obtencdo do extrato liquido e colocado para evaporar em estufa a 50°C até completa

evaporacdo do metanol.
2.3.3.3. Avaliacado da toxicidade

Camundongos da espécie Mus musculus (Figura 2) foram fornecidos pelo Laboratério
de Oncologia Experimental (LOE) da Universidade Federal do Ceara. Os animais foram
mantidos no biotério do departamento de Fisiologia e Farmacologia com agua e alimento ad
libitum. O manejo foi realizado procurando seguir todos os principios éticos, de forma a
amenizar ao maximo o sofrimento dos animais. Para os ensaios foram utilizados somente

camundongos machos, pesando entre 25 e 30 g.

Figura 2- Camundongos Mus musculus.

Para este ensaio foram utilizados grupos de trés camundongos (n=3). Estes eram
tratados por via intraperitoneal com os extratos da assembléia fitoplanctdnica na dose de 50

mg/kg. Para solubilizar os extratos e como controle negativo utilizou-se agua do mar filtrada.

Os animais foram observados quanto ao seu comportamento e sobrevida durante a
primeira hora. Apds 24 horas, foram sacrificados para a retirada dos rins e figado. Estes

foram analisados macroscopicamente quanto ao tamanho, peso e alteragdo da cor.
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Posteriormente foram fixados em formol a 10% por 24 horas, sendo em seguida aplicado o
processo de desidratacdo utilizando concentracfes crescentes de alcool e por ultimo
embutidos em parafina. Os blocos de parafina foram seccionados em fatias de 5 um em um
microtdbmo, e entdo fixadas em laminas. ApoOs a desparafinizacdo das laminas em xilol, e
hidratacdo em concentracGes decrescentes de alcool, foram coradas com hematoxilina e
eosina para observacdo em microscéopio dos possiveis danos, como por exemplo, necroses,

hemorragias, esteatoses, causados pela exposicao aos extratos da comunidade fitoplanctonica.

2.3.4. Isolamento e identificacdo das cianobactérias

2.3.4.1. Isolamento e identificacdo morfoldgica

O isolamento das cianobactérias dos viveiros de camardo marinho foi realizado
através de meio solido (agar acrescido do meio de cultivo) em placas de Petri (STEIN,
1978), as quais eram mantidas em temperatura de 25+1 °C com iluminagdo constante até
que houvesse crescimento algal, sendo posteriormente transferidas para tubos de ensaio
com 10 mL de meio de cultivo ASN 11 proprio para cianobactérias marinhas (RIPPKA et
al., 1979) (mesmo utilizado no meio sélido) de composicdo: NaCl 25 g, MgCl,.6H,0 2 g,
KCI 0,5 g, NaNO; 0,75 g, K;HPO,.7H,0 0,02 g, MgS0,.7H,0 3,5 g, CaCl,.2H,0 0,5 g,
acido citrico 0,003 g, citrato férrico amoniacal 0,003 g, EDTA 0,0005 g, Na,CO3 0,02 g,
glicina-glicina 89/100 mL 10 mL, elementos tracos (H3BO3 2,86 g/L, MnCl,.4H,0 1,81
g/L, ZnS0O,7H,O 0,222 ¢/L, Na,M0042H,0 0,390 g¢g/L, CuSO45H,0 0,079,
Co(NO3),.6H,0 0,049) 1 mL, 4gua destilada 1 L.

Apbds o isolamento, a cepa foi enviada para o Laboratério de Ficologia do
Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco para identificacdo

seguindo a metodologia descrita no item 2.3.3.1.
2.3.4.2. ldentificacdo genotipica

Para a confirmacgéo da identificacdo morfoldgica da cepa isolada, foi realizada uma
identificacdo molecular no Laboratério de Ecotoxicologia, Genética e Evolugdo (LEGE) da

Universidade do Porto, Portugal.
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Extracéo do DNA genémico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada através de 2 mL da cultura da
cianobactéria isolada com Purelink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen), seguindo o

protocolo descrito pelo fabricante.

A presenca do DNA gendmico foi confirmada por eletroforese em gel de agarose
(Molecular Biology Agarose, BioRad) a 1%, numa solucdo tampdo de Tris-Acetato EDTA
(TAE 1x, BioRad — 40mM Tris, 20 mM é&cido acético, 1 mM EDTA, pH 8,3). A voltagem
aplicada dependeu do tamanho do gel, variando entre 80 a 100V, por um periodo de 30 a 45
min. Ao gel de agarose foi adicionado 5 uL. de brometo de etidio (BioRad) de uma solugao
stock de 10 mg/mL. Como padrdo foi utilizado um marcador de peso molecular de 1Kb
(Invitrogen, fragmentos de 100bp a 12kb) e outro de 100bp (EZ Load Molecular Ruler,
BioRad).

Amplificacéo por PCR

Os pares de iniciadores universais 27F (5'-AGAGTTTGATC(AC)TGGCTCAG-3') -
781R (5-GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT-3) e 359F (5
TACGAGCTCTACGTCTGGAC-3') - 1494R (5-TACGGCTACCTTGTTACGAC-3") foram
utilizados na amplificacdo dos fragmentos do gene 16S rRNA por meio de PCR. Todas as
reacOes foram preparadas com 20 uL, contendo 1x tampéo, 2,5 mM MgCl,, 250 uM de cada
trifosfato de desoxinucleotideo, 10 pmol de cada iniciador, 0.5 unidade de TAQ DNA
polimerase e 5 a 10 ng do DNA total. As reacdes ocorreram em um termociclador BioRad
MyCycler, nas seguintes condic¢des: desnaturacdo inicial a 92 °C por 2 minutos, seguido por
30 ciclos de 20 segundos a 92 °C, 30 segundos a 50 °C, 2 minutos a 72 °C e uma extensao
final a 72 °C por 7 minutos. Posteriormente, para observar a presenca e a quantidade de DNA,
foi realizada uma corrida em gel de agarose, nas mesmas condi¢des descritas no item

anterior. A anélise dos cromatogramas foi realizada com o programa FinchTV version 1.4.0.
Sequenciamento

Os produtos das amplificagfes foram preparados para sequenciamento, com vista a
determinar, de forma mais exata, o género e, se possivel, a espécie. O sequenciamento foi
realizado para os dois fragmentos do gene 16S rRNA (27F-781R e 359F-1494R).
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Apds a amplificacdo inicial destes fragmentos, foi feita uma nova amplificacéo, para
um volume de 100 pL, a fim de fazer o sequenciamento. O volume dos reagentes para a
reacdo de PCR mantiveram-se nas mesmas proporgdes anteriormente descritas. O produto da
reacio foi purificado com o kit “NucleoSpin® Extract II” (Macherey-NagelR), utilizando o
protocolo para limpeza de DNA (protocol for PCR clean-up) de acordo com o fabricante. A
Unica modificacdo foi no passo de eluicdo, a qual foi realizada com 30 uL de agua ultra-pura
estéril. Posteriormente, a amostra foi enviada para sequenciamento pela empresa
STABVIDA.

Uma vez que se amplificou a mesma regido dos genes em dois sentidos, com vista a
tornar a sequéncia obtida mais completa, utilizaram-se dois programas disponiveis na
internet. O “reverse complement” (http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html) tinha
como objetivo desenvolver a sequéncia de modo inverso, e o multialin
(http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html) alinhava as duas sequéncias, permitindo
por tratamento manual completar bases em falta ou possiveis erros. Este processo foi
realizado para os dois fragmentos do gene 16S rRNA, e posteriormente utilizado novamente

o programa multialin, para confirmar o resultado.

2.3.5. Obtencao do extrato da cianobactéria

Para a obtencdo do extrato bruto, o cultivo da cianobactéria isolada foi realizado em
erlenmeyers de 1000 mL com meio de cultivo ASN I11 (RIPPKA et al., 1979) em incubadora
com condicGes controladas de temperatura (25 + 1 °C) e fotoperiodo (12h claro: 12h escuro).

Quando o cultivo encontrava-se em fase exponencial 0 mesmo foi centrifugado
(Hettich®) a 3000 rpm por 5 minutos. O material precipitado foi congelado, liofilizado e em
seguida ressuspendido em metanol PA, sonicado (Unique ®) por 5 minutos a fim de romper a
membrana celular para promover a liberacdo do conteudo e finalmente evaporado em estufa a
60 °C.

Para a determinacdo do rendimento do extrato, o seguinte célculo foi realizado a

fim de obter-se a relacdo entre volume de cultura, nimero de células e massa de extrato:

1° passo: foi determinado o nimero de células contido em 1L de cultura (antes da

centrifugacao);
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2° passo: foi determinado o numero de células contido no sobrenadante
remanescente da centrifugacdo deste 1L de cultura e subtraido do valor encontrado na

primeira contagem;

3° passo: determinacdo da massa de extrato bruto através da diferenca do peso
Umido e seco (depois da liofilizacdo, extracdo e remocdo do sal) determinando assim, o

rendimento em relagdo ao volume da cultura e o0 numero de células.

2.3.6. Avaliagdo da toxicidade da cianobactéria

Misidaceos

Os microcrustaceos Mysidopsis juniae (Figura 3) foram fornecidos pelo Laboratorio
de Ecotoxicologia Marinha do Instituto de Ciéncias do Mar — LABOMAR/UFC. Esses
organismos foram cultivados em aquarios de 10 L, com agua do mar filtrada (membrana
Millipore de 0,45 um) com salinidade 35. Cada aquario recebeu aproximadamente uma
proporcao de 300 fémeas para 75 machos. O cultivo foi mantido em temperatura constante a
24 + 2°C, aeragdo suave e fotoperiodo de 12 h luz e 12 h escuro. Diariamente 0s animais
foram alimentados com nauplios de Artemia sp. enriquecidos com 06leo de peixe e 6Oleo de
figado de bacalhau. Os individuos com um a oito dias de nascidos foram separados para

serem usados nos ensaios.

Figura 3 - Fémea e macho adultos de Mysidopsis juniae.

O ensaio de toxicidade aguda do extrato da cianobactéria isolada da dgua dos viveiros
de camardo marinho e cultivada em laboratério foi realizado utilizado M. juniae e seguiu a
metodologia descrita pela norma L5.251 de 1992 da CETESB, modificada.

As concentracOes testadas em triplicata foram de 10; 30; 100 e 300 mg/L, sendo estas
feitas em baldes volumétricos de 1 L e colocados 300 mL em béqueres. Como controle foi

utilizada a4gua do mar (oceanica) filtrada em membrana de 0,45 m. Cada béquer recebeu 10

45



ARAGAO, J. S. Aspectos Ecotoxicoldgicos Relacionados a Carcinicultura Marinha.

juvenis de misidaceo e nauplios de artemia ad libitum. Apds preparados, estes foram
colocados em uma sala com temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo 12 h luz e 12 h escuro.
Uma aliquota de cada concentragdo e controle foi separada para a medicdo inicial da
salinidade, pH e oxigénio dissolvido.

A cada 24 horas foram contados 0s nimeros de animais mortos, sendo estes retirados
por uma pipeta de boca larga. Em seguida era oferecida alimentacdo aos individuos
remanescentes. A finalizagdo do ensaio apds 96 horas consistiu na contagem dos individuos
vivos e mortos e a mensuracdo das variaveis fisico-quimicas (salinidade, pH e oxigénio

dissolvido).
Camundongos

Os camundongos M. musculus também foram utilizados para avaliar a toxicidade do
extrato da cianobactéria isolada, assim como das células vivas dessa cianobactéria. Os
animais receberam injecdes intraperitoneais das células vivas na concentragdo de 10° cél/mL
e 0 extrato na dose de 50mg/kg. Todo o procedimento experimental seguiu 0 mesmo descrito
no item 2.3.3.3.2., diferenciando apenas que nestes ensaios o controle utilizado foi o tampéo
Fosfato-Salino (PBS).

2.3.7. Andlises estatisticas

Os resultados obtidos nos ensaios com misidaceos foram analisados através do
método “Trimmed Spearman-Karber” (HAMILTON et al., 1978). Esse método estima a
concentracdo letal média (CLso — 96 horas) e os respectivos intervalos de confianca (IC 95%)
utilizando os dados de mortalidade observados em cada concentragéo.

Para verificacdo de diferencas significativas entre os pesos dos figados e rins dos
camundongos tratados com os extratos da assembléia fitoplancténica com os respectivos
controles foi utilizado analise de variancia (ANOVA) unifatorial (p<0,05) utilizando o
Graphpad Prism 5.00 (2007). Esta analise serviu também para a comparacdo nos ensaio do
extrato da cianobactéria isolada e das células vivas dessa cianobactéria (dados nao

mostrados).
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2.4. Resultados

2.4.1. Assembléia fitoplanctdnica

2.4.1.1. Composicao especifica e a abundancia relativa

A andlise da abundancia relativa das amostras da assembléia fitoplancténica revelou
que as cianobactérias corresponderam a maior parcela do fitoplancton nos dois periodos
estudados, seco e chuvoso nas 3 fazendas avaliadas (Figura 4). No segundo ciclo de coletas,
no periodo chuvoso, o nimero de espécies identificadas, inclusive de cianobactérias, foi bem

superior ao do primeiro ciclo (periodo seco) (Anexos 1, 2, 3, 4,5 e 6).
Periodo Seco

A andlise dos viveiros 1 e 2 da fazenda A revelou uma maior abundéancia de
fitoplancton nas amostras coletadas com 120 e 90 dias de cultivo, respectivamente, porém
inferiores aquelas encontradas nos viveiros das fazendas B e C, com valor maximo de 2.280
céls/mL no viveiro 1 e 980 céls/mL no viveiro 2. Foi observado ainda, a presenca em
pequenas quantidades de cianobactérias como Pseudoanabaena cf. Limnetica, onde essa
apareceu durante todo o ciclo de cultivo com excecdo no 90 dias do viveiro 1 e 30 dias no
viveiro 2 e Planktothrix agardhii, Anabaena sp., Cylindrospermopsis sp, Oscillatoria sp. e

ainda euglenoficeas, dinoflagelados, diatomaceas e fitoflagelados (Anexo 1).

As amostras obtidas da fazenda B tiveram maior abundéncia de fitoplancton
principalmente no viveiro 1 (57.044 céls/mL) (30 dias de cultivo) e no viveiro 2 (50.176
céls/mL) (60 dias de cultivo). Nas amostras do viveiro 1 (30 dias de cultivo) foi observado
um crescimento excessivo (52.800 céls/mL) de cianobactérias ndo identificadas, onde essas
apareceram somente nesta coleta. Pseudoanabaena cf. limnetica apareceram durante todo o
ciclo de cultivo do viveiro 1 (excecdo, 30 dias de cultivo) e 2, sendo 0 maior nimero de
49.600 céls/mL com 60 dias de cultivo no viveiro 2. Anabaena sp, Lyngbya sp., Oscilatoria
sp. e Spirulina sp. ainda foram identificadas nesses viveiros, mas em nameros muito baixos.
Além dessas, euglenoficeas, cryptoficeas, dinoflagelados, diatoméaceas e fitoflagelados
também apareceram nas analises. Vale ressaltar que a abundancia relativa do fitoplancton

presente nessas amostras foi bem superior as das fazendas A e C (Anexo2).
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A anélise do viveiro 1 da fazenda C revelou uma maior abundancia de fitoplancton
nas amostras coletadas no periodo 0 e 120 dias de cultivo (5.784 e 9.128 céls/mL,
respectivamente), enquanto que no viveiro 2 a maior quantidade foi obtida com 90 dias de
cultivo (7.740 céls/mL). A andlise da composicdo especifica dessas amostras revelou o
aparecimento de apenas trés espécies de cianobactérias, Anabaena sp., Cylindrospermopsis
sp, e Pseudoanabaena cf. Limnetica, sendo esta ultima responsavel pelo maior abundancia
nos viveiros, ja que essa espécie assim como nas demais fazendas estudas, apareceu em todo
o ciclo de cultivo. Foram identificadas ainda euglenoficeas, cryptoficeas, dinoflagelados,

diatoméceas e fitoflagelados (Anexo 3).
Periodo chuvoso

Na fazenda A foram identificadas 18 espécies de cianobactérias, tendo destaque
Cylindrospermopsis raciborskii, que apareceu durante todo o ciclo de cultivo nos dois
viveiros analisados, com numeros que variaram de 12 céls/mL (0 dia de cultivo) a 127.400
cels/mL (120 dias de cultivo) no viveiro 1 e 356 céls/mL (0 dia de cultivo) e 109.480 céls/mL
(120 dias de cultivo) no viveiro 2. Vale destacar ainda o aparecimento do grupo das
cloroficeas com 22 espécies identificadas, grupo este o qual ndo havia aparecido no periodo
seco e de espécies reconhecidamente produtoras de toxinas, como Microcystis aeruginosa, M.
wesembergui e Anabaena constricta (Anexo 4).

Na fazenda B houve uma reducdo na abundancia relativa de fitoplancton quando
comparado com o periodo seco. Contudo, em relacdo as cianobactérias houve um
crescimento de espécies que nao apareceram no outro ciclo, como: Geitlerinema amphibium
(17.649 céls/mL) no viveiro 1 (90 dias de cultivo) e G. unigranulatum (15.320 céls/mL) no
viveiro 2 (90 dias de cultivo), além de C. raciborskii, mas em quantidades inferiores as
encontradas na fazenda A, com um méaximo de 3.120 cél/mL no viveiro 1 com 90 dias de
cultivo. Assim como na fazenda A, nesta também apareceram o grupo da cianoficeas
representado pelas espécies Closterium ehrenbergianum, Kirchneriella obesa e Tetrallantos

lagerheimii (Anexo 5).

Na fazenda C, o aparecimento das espécies G. amphibium, G. unigranulatum e C.
raciborskii praticamente dominaram a assembléia de fitoplancton durante o ciclo de cultivo.

A maior abundancia relativa de cianobactérias foi com 30 dias de coleta no viveiro 1
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(107.240 céls/mL) e no viveiro 2 (49.880 céls/mL). Assim como nas demais fazendas houve
ainda o aparecimento de euglenoficeas, dinoflagelados, diatomaceas, fitoflagelados e

cloroficeas, mas na maioria das vezes em menor abundancia que as cianobactérias (Anexo 6).
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Figura 4 — Abundancia relativa (céls./mL) da assembléia fitoplancténica e do grupo
das cianobactérias nos dois viveiros analisados das trés fazendas de cultivo de camardo

marinho, nos periodos seco e chuvoso.
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2.4.1.2. Ensaios de toxicidade

Nos ensaios de toxicidade aguda com camundongos ndo foi observada nenhuma
letalidade nos animais tratados com os extratos obtidos da assembléia fitoplanctonica dos
viveiros analisados nos dois periodos de coleta. A analise do peso dos figados e rins nédo
mostrou diferenca entre as amostras (p>0,05; ANOVA) e o grupo controle (Anexos 7, 8, 9,
10, 11 e 12).

As analises histopatologicas, por outro lado, permitiram identificar alteracbes que
ocorreram ao nivel celular e, a0 mesmo tempo, mostraram algum efeito téxico causado pelos

extratos. As principais alteraces observadas estéo descritas por fazenda na tabela 1.

Nos rins dos animais tratados com os extratos, foi comumente observada hemorragia
glomerular e tubular (Figuras 5A e B), com destaque para as amostras coletadas na fazenda A
tanto no periodo seco como chuvoso, e na fazenda B no periodo seco. A necrose tubular
aguda (Figura 5C) foi a manifestagdo toxicologica mais severa, entretanto foi observada
apenas nos animais tratados com a amostra obtida na fazenda A durante o periodo seco no
inicio do ciclo de cultivo. Também foi observada a presenca de cilindrohialino (Figura 5D)
nos rins dos animais tratados, entretanto, essa alteracdo também foi observada nos animais
controles, 0 que sugere que essa alteragdo ndo estd necessariamente relacionada a presenga da

toxinas nas amostras.
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o1

Tabela 1- Fazenda, ciclo, periodo das coletas e anlises histopatoldgicas dos camundongos tratados com extratos da assembléia fitoplanctonica

da agua de cultivo de camardo marinho. “X” significa presen¢a do dano.

. Intensa
Fazenda | Ciclos (dias) Periodo Arefls. lej:(l)esli Cilindrohialino Tume.fe}gjao celular V?CUOI,iZ.a gao gTSrrnn:IU?:rli tumefagao Est_eatose em | Necrose . Focos: .
hemorragicas aguda do epitélio tubular isomérica tubular celul:,ir_ de microgotas focal inflamatérios
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Figura 5 — Alteragdes histopatoldgica observadas nos rins dos animais tratados com
extratos da comunidade fitoplancténica da agua de viveiros de camardo: A- areas
hemorragicas; B — Hemorragia glomerular e tubular; C - Necrose tubular aguda ; D —

Cilindrohialino.

No figado, as altera¢cdes mais comumente observadas envolvem a intensa tumefacao
celular de hepatécitos (Figura 6A), e esteatose em microgotas (Figura 6B), sendo encontradas
nos animais tratados com amostras das trés fazendas, com menor frequéncia naqueles
tratados com amostras da fazenda C. A necrose focal de hepatocitos (Figura 6C), alteracdo
caracteristica de microcistina, apareceu apenas nos animais tratados com as amostras do
periodo chuvoso, coletadas na fazenda A viveiro 2 com 30 dias de cultivo e na fazenda B no
viveiro 1 com 120 dias de cultivo. Focos inflamatérios (Figura 6D) foram observados nas
laminas dos animais tratados com as amostras do periodo chuvoso coletadas nas fazendas A
(viveiro 1 em inicio de cultivo), C (viveiro 1 com 90 dias de cultivo) e B (viveiro 1 e 2 com
90 e 30 dias de cultivo, respectivamente).
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Figura 6 - AlteracGes histopatoldgica observadas no figado dos animais tratados com
extratos da comunidade fitoplancténica da agua de viveiros de camardo:A- tumefacdo dos
hepatécitos; B — Esteatose em microgotas; C - Necrose focal dos hepatécitos; D — Focos

inflamatorios.
2.4.2. Cianobactérias
2.4.2.1. Isolamento e identificacdo morfoldgica
Foram isoladas duas cianobactérias da agua dos viveiros de camardo nos dois
periodos de coleta, identificadas morfologicamente como Synechococcus sp. e Planktrotrix

agardii (Figura 7), sendo que apenas uma delas a Synechococcus sp. (Figura 8) cresceu em

condicOes 6timas em laboratorio para a realizagdo dos ensaios.
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Figura 7 - Planktrotrix agardii (A) e Synechococcus sp.(B).
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Figura 8 - Cultivo de Synechococcus sp.

2.4.2.2. ldentificacdo genotipica

A anélise da sequéncia obtida através do estudo molecular permitiu confirmar a
identificacdo ao nivel de género, com similaridade de 99% para a cianobactéria

Synechococcus sp.
2.4.2.3. Ensaios de toxicidade
Misidaceos

Na exposicdo aguda dos misidaceos M. juniae ao extrato metandlico de
Synecochoccus sp., a CLsg encontrada foi de 48,62 mg/L (42,78 — 55,26). Nas maiores
concentracdes (100 e 300 mg/L) foram evidenciadas quedas do oxigénio dissolvido de 5,0 e
5,5 mg/L para 1,7 e 0,7 mg/L, respectivamente, no segundo dia de exposicdo, o que pode ter
causado a morte de todos os individuos, ja que o pH e salinidade estavam dentro dos limites
toleraveis para a espécie (BADARO-PEDROSO et al., 2002). Nas demais concentracdes,
observou-se um aumento do oxigénio dissolvido no final do ensaio, enquanto que demais

variaveis também permaneceram dentro dos limites toleraveis (Anexo 13).
Camundongos

Nos ensaios com camundongos M. musculus, ndo foram observados comportamentos
anormais nos animais tratados com as células vivas e nem com o extrato metanolico da

Synecochoccus sp., bem como nédo observou-se morte dos animais tratados.

Nos camundongos do grupo controle, foram observados figados de cor vinhosa
escurecida, com congestdo da veia centrolobular, moderada tumefacao celular de hepatocitos,

hiperplasia das células de Kupffer, presenga de focos inflamatorios dispersos e de denso
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infiltrado de células mononucleares em regido perivenular. J& 0s rins se apresentaram
pardacentos, com a estrutura glomerular preservada, moderada tumefacéo celular do epitélio
tubular, presenca de hemorragia glomerular e intersticial (por entre os tubulos proximais e

distais).

No animais tratados com celulas vivas de Synechococcus sp., foram observados
figados de cor vinhosa intensamente escurecida, mas com as mesmas caracteristicas
encontradas no controle, como congestéo da veia centrolobular, portal e sinusoidal e intensa
tumefacdo celular de hepatdcitos. J& os rins apresentaram coloracdo escurecida e alguns
danos ndo observados no controle, como extensas areas de hemorragia glomerular e

intersticial e alguns cilindrohialinos.

Praticamente ndo houve alteracdo no figado dos animais tratados com o extrato da
Synechococcus sp. em relacdo ao controle. Estes também apresentaram um figado de cor
vinhosa escurecida, com congestdo da veia centrolobular (portal e sinusoidal), moderada
tumefacdo celular de hepatocitos, hiperplasia das células de Kupffer e discreto infiltrado de
células mononucleares na regido perivenular. Enquanto os rins se apresentaram pardacentos,
com a estrutura glomerular preservada, porém alguns glomérulos exibiam proliferacdo celular
moderada, tumefacdo celular do epitélio tubular, trecho de edema peritubular e presenca de

hemorragia glomerular e intersticial (por entre os tibulos proximais e distais).
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2.5. Discussao

Segundo Lio-Po et al. (2005) a introdugdo de microalgas planctonicas nos tanques de
cultivo conduz a melhores resultados de sobrevivéncia e crescimento em razdo da melhoria
da qualidade da agua, producdo natural do oxigénio, estabilizacdo do pH e regulacdo da
populacdo bacteriana. Devido a essas caracteristicas, alguns autores consideram a
comunidade fitoplanctdnica fundamental para o sucesso do cultivo de organismos aquéaticos
(SIPAUBA-TAVARES; ROCHA, 2001).

No Brasil, as microalgas mais utilizadas na aquicultura marinha sédo espécies dos
géneros Thalassiosira, Skeletonema e Chaetocheros (Bacillariophyta), Tetraselmis
(Prasinophyceae) e Dunaliella (Chlorophyta) (LOURENCO, 2006) e segundo Boyd (1990)
as melhores para alimentacdo de camarfes pertencem a classe Bacillariophyta. Dentre as
espécies e/ou géneros identificados no presente estudo, ndo foram encontradas as microalgas
descritas acima, apenas Thalassiosira sp., que apareceu em dois periodos de coleta e em
pequenas quantidades. Por outro lado, foi observada uma grande quantidade de um grupo
denominado de diatomaceas pennales, as quais foram as Unicas que apareceram nos dois

periodos de coleta e em quase todos os ciclos de cultivo.

Outro grupo que chamou atencéo pelo aparecimento nos dois periodos das coletas, foi
0 das cianobactérias, que segundo a andlise da composicdo especifica e abundancia, estas
corresponderam a maior parcela da assembléia do fitoplancton, tanto na estacdo seca quanto
na chuvosa, demonstrando que as condi¢des presentes nos viveiros estudados foram propicias
ao crescimento desses organismos. Esse resultado é corroborado por outros autores o qual
mostram que 0s Viveiros de cultivo de camardo sdo locais ideais para o crescimento desses
organismos, devido provavelmente ao uso de fertilizantes utilizados durante os cultivos,
como o trabalho realizado por Pereira Neto et al. (2008) na avaliagdo da comunidade
planctonica e bentonica de microalgas em viveiros de camardo (L. vannamei) de uma fazenda
de cultivo em Pernambuco. Neste, o autor observou que a divisao Bacillariophyta foi o grupo
mais diversificado e Cyanophyta foi um grupo dominante na escala temporal e espacial, com
porcentagem muito acima dos demais grupos, durante os periodos estudados (setembro/2005
a fevereiro/2006 e marco a agosto/2006), periodos estes semelhantes ao da presente pesquisa
(agosto/2005 a janeiro/2006 e abril a outubro/2006).
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Fonseca (2006) analisando o padrdo da sucessdo fitoplanctonica de um viveiro de
cultivo de camardo no estado do Ceara, observou um decréscimo da assembléia de
diatoméaceas e um acréscimo da assembléia de cianobactérias ao longo do ciclo de cultivo,
sendo observados valores maximos de 843,7 x 10° céls/mL no 50° dia de cultivo. Na presente
pesquisa a maior floracao foi de 163.440 céls/mL, em um dos viveiros da fazenda A com 120
dias de cultivo, durante o periodo chuvoso. J& em um estudo realizado em uma fazenda dos
Estados Unidos para descobrir a causa da mortandade do organismos, Zimba et al. (2006)
observaram que o grupo dominante do fitoplancton eram as cianobactérias, com as espécies
Anabaena/Aphanizomenon e M. aeruginosa, sendo esta Ultima responsavel por mais de 90%
do namero total de células do fitoplancton, além de terem sido encontrados cianotoxinas do

tipo microcistina-LR na dgua dos viveiros, hepatopancreas e masculos dos animais.

Segundo Sousa (2006) existem cerca de 2.400 espécies de cianobactérias, das quais 40
sdo conhecidas como produtoras de toxinas (APELDOORN et al., 2007). Pseudoanabaena
cf. limnetica, Anabaena sp. e cianobactérias da ordem Chroococcales (VIEIRA et al., 2003,
ROSA et al., 2005), Cylindrospermopsis raciborskii (SANTOS, 2009) e Microcystis
aeruginosa (ALEXOVA et al., 2011) foram algumas espécies identificadas no presente

estudo e reconhecidas na literatura como produtoras de toxinas.

Em avaliacOes realizadas na ocasido dos primeiros relatos do virus da mionecrose
idiopatica (IMNV) em camardes da regido Nordeste, Nunes et al. (2004) observaram
correlacdo entre 0 ndmero de cianobactérias presentes nos viveiros e a intensidade de
mortalidade nos viveiros, mostrando que a presenca desses organismos deprime a resisténcia
dos camardes, deixando-os mais vulneraveis as patologias. Contudo, na presente pesquisa
apesar da grande abundancia de cianobactérias presentes nos viveiros, além de espécies
produtoras de toxinas, ndo houve relato por partes dos produtores das trés fazendas analisadas

sobre mortandade ou doencas nos animais cultivados.

Os viveiros da carcinicultura sdo grandes reservatorios de agua, os quais tem alta
concentracdo de material orgénico em suspensdo e nutrientes, especialmente nitrogénio e
fésforo, resultado basicamente dos restos de racdo, produtos de excreta, fitoplancton e
fertilizantes, tendo assim um potencial para se tornarem ambientes eutrofizados (FREITAS et
al., 2008). Devido a isso, os carcinicultores fazem continuas renovacdes de agua, gerando

grandes volumes de efluentes.
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Segundo BOYD (1990) e TUCKER (1992) esses efluentes podem néo apresentar alta
carga de nutrientes, como os efluentes domésticos, porém boa parte da matéria organica, na
forma de alimento e produtos fertilizantes, ndo é metabolizada e/ou ndo é consumida
totalmente pelos animais, acumulando-se nos viveiros e posteriormente liberados para o
ambiente durante a despesca. Contudo, a qualidade dessas dguas pode ser alterada devido a
varios fatores, como, clima, tipo de viveiro, manejo adotado, taxa de renovacdo da agua,
densidade de estocagem dos animais, espécies cultivadas, qualidade e quantidade de alimento
fornecido (SIPAUBA-TAVARES, 1995).

Alguns autores afirmam ainda que, apesar de ser considerado elevado o valor de
diluicdo das descargas de efluentes oriundas da aquicultura, o lancamento direto nos
ambientes limnicos entre eles os estuarios, ambientes naturalmente ricos em nutrientes, pode
resultar em eutrofizacdo, gerando o aumento excessivo do fitoplancton e uma queda de
oxigénio dissolvido a noite (GUO; LI, 2003).

Das trés fazendas estudadas, duas sdo de médio porte (A e B) e uma de grande porte
(C), chegando a ter mais de 200 viveiros, cada um com aproximadamente 2 ha e apenas esta
Gltima realizava recirculacdo parcial da agua, além de possuir duas bacia de sedimentacdo. A
densidade de estocagem era de até 30 camardes/m® em duas das fazendas (B e C), 0 que
caracteriza um sistema de cultivo semi-intensivo enquanto a fazenda A apresenta um sistema
extensivo. O que observa-se é que das trés fazendas, apenas uma possui bacia de
sedimentacdo, que servem para o tratamento do efluente antes de ser descartado no corpo
receptor, além de fazer uma recirculacéo parcial da dgua, recursos exigido por lei (CONAMA
n® 312 de 2002) para tentar minimizar a carga poluidora dos viveiros aos corpos hidricos.
Com essa falta de cuidado com os efluentes, essas fazendas podem estar gerando
contaminacgdo para importantes rios do estado onde as mesmas estdo localizadas como 0s rios

Coreau, Acaral e Jaguaribe.

Os estudos ecotoxicoldgicos fundamentados em bioensaios realizados em laboratério
e/ou em campo vém sendo utilizados para monitoramento de polui¢do e contaminacgdo de
corpos d’agua como forma de melhor integrar, explicar objetivamente resultados e subsidiar a

tomada de decisdes rapidas e seguras.
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Os bioensaios com camundongos sdo amplamente utilizados para comprovar a
toxicidade de cianobactérias (LUGOMELA et al., 2006; CARVALHO et al., 2007; Ll et al.,
2008; SOTERO-SANTOS et al., 2008) sendo assim um procedimento padrdo nesse tipo de

anélise.

Os testes com camundongos Mus musculus ndo evidenciaram toxicidade aguda para
0s extratos obtidos da assembléia fitoplanctonica dos viveiros das trés fazendas, nos dois
periodos estudados, porém alteracBes histopatoldgicas foram encontradas nos rins e figados
destes animais. Segundo NOBRE et al. (2003) e VIEIRA et al. (2005), estes 6rgdos podem
ser considerados alvo da acdo de algumas toxinas isoladas de cianobactérias. No figado por
exemplo, 0 modo de acdo de hepatotoxinas, um tipo de cianotoxina, leva a uma retracdo dos
hepatdcitos, provocando a perda de contato entre eles com as células que formam os capilares
sinusoidais, desenvolvendo graves les@es internas (HANSEN et al., 2001).

Moreira (2007) estudando a toxicidade do extrato de uma floracdo de cianobactérias
em camundongos, observou que a exposicdo por 28 dias ao extrato, que dentre outros
compostos possuia MC-LR e MC-RR, ndo alterou o peso relativo dos drgéos, nem causou
alteracBes macroscopicas, contudo alteracdes histopatoldgicas foram observados no figado e
rins dos animais, como focos discreto de necrose litica hepatocelular. Vale ressaltar que na
identificacdo das espécies presentes na floracdo estavam, Microcystis protocystis, Microcystis
panniformis, Anabaena oumiana, Anabaenopsis elenkinni cf. circularis, Cylindropermopsis
raciborskii e Shaerocavum brasiliense, todas com exce¢do desta Gltima sdo potencialmente
toxicas e algumas delas também foram encontradas no presente estudo como
Cylindropermopsis raciborskii e Microcystis protocystis. Ja Vieira et al. (2003)
demonstraram que o figado de camundongos tratados com cepas de Radiocystis fernandoi
produtoras de microcistinas apresentavam-se hemorragicos e com peso correspondendo a
10% do peso corporeo do animal. No presente trabalho ndo foi observado alteracdo no peso
do figado e rins dos animais tratados em ambos os periodos de coleta, contudo como ja
comentado algumas alteracGes histopatologicas foram observadas e estas podem estar

relacionadas a cianotoxinas.

Martins et al. (2005) demonstraram uma serie de alteracBes histopatologicas
decorrentes da injecdo de extratos de cianobactérias isoladas da costa portuguesa. Os danos

hepético incluiram necrose hepatocelular, ndcleo picnético, dilatacdo do espago sinusoidal,
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vacualizacdo citoplasmatica com perda do nudcleo e degeneracdo granulovacuolar. Com
relacdo aos efeitos renais, esses autores observaram necrose tubular, vacualizacdo das células
da capsula, atrofia dos glomérulos e hemorragia, sendo esses efeitos atribuidos a presenca de

microcistina.

Na presente pesquisa, comparando a fazenda C com as fazendas A e B no periodo
seco, podemos constatar que o figado e os rins dos animais tratados com os extratos desta
fazenda (C) ndo causaram tantas alteragcbes, embora tenha ocorrido florescimento da
cianobactéria Pseudoanabaena cf. limnetica.

Areas hemorragicas foram visualizadas nos rins de camundongos das fazendas A e B
nas coletas iniciais do periodo seco. Na fazenda B, isto coincidiu com o crescimento
excessivo de cianobactérias da ordem Chroococcales. Na fazenda A, por outro lado,
observou-se necrose tubular aguda nos animais tratados com amostras obtidas em um dos
viveiros analisados apenas no inicio do ciclo de cultivo (zero dia) e o aparecimento de duas
espécies de cianobactérias. Essas alteracBes, como dito anteriormente, podem estar
relacionadas a presenca de microcistina nas amostras. Efeitos hepaticos como esteatose em

microgotas e sinusoides evidentes reforcam a presenca de hepatotoxinas nas amostras.

A necrose focal de hepatdcitos, alteracdo também caracteristica de microcistina,
apareceu apenas nos animais tratados com as amostras do periodo chuvoso, coletadas na
fazenda A com 30 dias de cultivo e na fazenda B com 120 dias de cultivo. Nesses viveiros
houve o aparecimento de espécies reconhecidamente produtoras de microcistinas como

Planktothrix agardhii e Pseudoanabaena limnética.

Sendo assim, as analises histopatolégicas mostram a presenca de alteracdes
relacionadas a ocorréncia de toxinas em algumas das amostras estudadas, embora em
quantidades residuais, inferiores aquelas capazes de causar letalidade, o que vem a corroborar
que algumas espécies do fitoplancton encontradas nas amostras apresentam potencial toxico.
Entretanto, nem sempre foi possivel correlacionar a presenca ou ndo de danos a presenca
destas espécies. Um outro fato é que alguns dos danos sdo reversiveis, como por exemplo nos
casos de necrose focal de hepatocitos, onde ndo havia fibrose e portanto é possivel a
regeneracgdo do tecido.
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Apesar do grande nimero de espécies de cianobactérias identificadas nas aguas dos
viveiros das trés fazendas estudadas, foram isoladas apenas duas, a espécie Planktotrix
agardhii e Synechococcus sp. que a principio, pela identificacdo morfologica, havia sido
identificada como Anabaena sp. Porém, pelas diferencas na morfologia, acredita-se que a
cepa ndo estava totalmente pura e assim possa ter ocorrido uma domindncia de
Synechococcus sp., com isso a identificacdo genotipica foi de crucial importancia, mostrando

uma similaridade de 99% para Synechococcus sp.

No cultivo em laboratorio, utilizando o meio ASN I11, com temperatura e fotoperiodo
controlados, Synechococcus sp. cresceu rapidamente e sem contaminagdo, mas 0 mesmo néo
aconteceu com P. agardhii. O cultivo desta estava sempre contaminado com a outra espécie e
ndo vingava quando o volume era aumentado. Sendo assim, prosseguiu-se com o estudo
apenas da cepa de Synechococcus sp., uma vez que foi possivel cultivar grandes volumes para

obtencdo dos extratos, utilizados nos ensaios de toxicidade.

Synechococcus sp. é uma cianobactéria picoplancténica (0,2 a 2,0um), distribuidas
especialmente nos oceanos tropical e subtropical, tendo um importante papel na ecologia da
comunidade planctonica, especialmente em regides oligotoficas e mesotroficas
(CAMPBELL; VAULOT, 1993). Os membros deste grupo estdo adaptados a vida nos
oceanos com elevadas exigéncias de Na*, CI, Mg** e Ca?*, além disso, tem a capacidade de
adquirir metais traco em concentra¢cdes submicromolar encontradas nos mares oligotroficos
(WATERBURY; WEEBB, 2011).

Devido a dificil identificacdo, esses organismos sao muitas vezes negligenciados nos
estudos de comunidades fitoplanctonicas, tendo assim pouco conhecimento a cerca de seu
potencial toxico (FERRAO-FILHO et al., 2009). Contudo, trabalhos como os de Sivonen;
Bdrner (2008) mostram a producdo de microcistina por diversos géneros, como Arthrospira,
Oscillatoria, Phormidium, Plectonema, Pseudanabaena, Synechocystis e inclusive
Synechococcus.

Martins et al. (2007) trabalhando com varias cepas dos géneros Synechococcus e
Synechocystis isoladas da costa de Portugal, mostraram que alguns extratos brutos e
metanolicos apresentaram-se toxicos para rotiferos (Brachionus plicatillis), embrides de

ourico do mar (Paracentrotus lividus), mexilhGes (Mytilus galloprovincialis) e nauplios de
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Artemia salina. Estes ultimos, quando expostos a concentragdes de 100 mg/mL do extrato
bruto derivado de quatro entre as seis cepas de Synechococcus sp. testadas, morriam apos 24
h de exposicdo. Com relacdo a exposicdo aos extratos metanolicos, apenas trés cepas
apresentaram alguma toxicidade em porcentagem de mortalidade (16,1+5,2%; 8,2+0,8% e
12,4+4,2 %) apoOs 48 h. Para os rotiferos, apenas uma cepa de Synechococcus apresentou
toxicidade, acarretando numa mortalidade de 20,9+5.5% aos animais expostos ao extrato
bruto por 24 h.

No presente estudo, a exposicdo dos misidaceos ao extrato metandlico de
Synecochoccus sp., levou a uma mortandade de 13,3% na concentracdo de 30 mg/L no
periodo de 96 h de exposicdo, enquanto na concentracdo de 100 e 300 mg/L houve uma
mortandade de 100% com 48 h de exposi¢do, mas essas mortes podem estar relacionadas a
queda de oxigénio dissolvido nas trés réplicas das duas concentragdes. A queda dessa
varidvel pode ter se dado pelo fato de o ensaio ser do tipo estatico, ou seja, sem renovacao da
solucdo teste e sem aeracdo, contudo esse resultado foi observado com apenas 48 horas de
exposi¢do, assim ndo podemos descartar um possivel efeito da toxina ou ainda como relatado
por Takenaka et al. (2007) que avaliando a toxicidade de extratos de floragdes de
cianobactérias de reservatorios do Rio Tieté-SP em Ceriodaphnia dubia e C. Silvestrii,
encontraram resultados similares, onde os autores afirmam que devido a processos de
decomposicdo observados nos ensaios como: odor, reducdo do pH e da concentracdo de
oxigénio dissolvido, pode ter havido proliferacdo de bactérias e de outros microrganismos nas

suspensdes dos extratos.

Os efeitos causados da intoxicacdo por cianobactérias tem sido descrito para
diferentes organismos como Artemia e Daphnia (LINDSAY et al., 2006), caranguejo
(DEWES et al., 2006), moluscos (JUHEL et al., 2006) e peixes (SILVA, 2008). Porém,
Martins et al. (2007) afirmam que o impacto de cianobactérias em invertebrados marinhos
necessita ser melhor investigado para elucidar os danos a longo prazo induzidos pelo contato

com esses micorganismos.

Um desses estudos seriam os de bioacumulagdo, como os trabalhos de Engstrom-Ost
et al. (2002), o qual verificaram a bioacumulagdo e transferéncia de cianotoxina produzida
pelo genéno Nodularia em misidaceo, evidenciando o risco dessas toxinas alcangarem outros

niveis troficos. Ferrdo-Filho et al. (2009) afirmaram que o zooplancton é a principal rota de
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bioacumulacdo de cianotoxina, enquanto que o estudo realizado por Chorus; Bartram (1999)
mostrou a bioacumulacdo de cianotoxina em salmdo e em larvas de caranguejo. Essa
transferéncia entre os niveis tréficos pode atingir niveis superiores, podendo chegar aos seres
humanos, principalmente através do consumo desses organismos, tornando-se num risco

também para a salde publica.

J& para os ensaios com camundongos, ndo houve letalidade dos animais expostos
tanto ao extrato quanto as células vivas de Synechococcus sp., observando-se apenas
alteraces histopatoldgicas no rim e figado dos animais, algumas delas semelhantes a
encontradas nos extratos da assembléia fitoplancténica, como por exemplo hemorragias
glomerular e intesticial nos rins. Entretanto, mais uma vez, esses danos ndo apresentaram
grande severidade, podendo ser reversiveis caso 0s animais parassem de receber as doses.
Apesar disso, essas alteracdes mostram certa toxicidade, mesmo que baixa, da cepa estudada.
Isso fica também evidenciado em um trabalho realizado por Feitosa (2010) estudando a
citotoxicidade da mesma cepa do presente trabalho as células HB4a, no qual o autor observou
que o extrato metandlico mostrou-se toxico para a membrana de eritrocitos de camundongos
Mus musculus, evidenciado nas maiores concentragdes (300 e 1000pug/mL), sugerindo morte

celular.

Como dito anteriormente, o género Synechococcus muitas vezes é negligenciado nos
estudos de identificacdo de assembléias fitoplanctdnicas, como consequéncia existe pouco
conhecimento a cerca de seu potencial toxico, diferentemente de outros melhores estudados,
como por exemplo, Microcystis (HAZANATO; YASUNO, 1987; HIETALA et al., 1995;
DAWSON, 1998; FERRAO-FILHO et al., 2002; FERRAO-FILHO; AZEVEDO, 2003;
BUTLER et al., 2009). No presente estudo, Synechococcus sp. ndo apareceram nas analises
da composicao especifica, mas estavam presentes nos viveiros, de onde puderam ser isoladas.
Dessa forma, ha necessidade de mais atencdo a esse género, pois este trabalho mostra a

possivel capacidade de producgdo de toxina por esses organismos.
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2.6. Conclusoes

A andlise da bundancia relativa e composic¢do especifica da assembléia fitoplanctonica
da &gua dos viveiros de cultivo de camardo marinho, mostrou um grande ndmero de espécies
de quase todas as classes do fitoplancton, inclusive cianobactérias, sendo que essas
apareceram em maior diversidade no periodo chuvoso, mostrando que os viveiros estudados

estavam propicios ao aparecimentos desses organismos.

Danos nos rins e figados dos camundongos expostos aos extratos da assembléia
fitoplanctonica da agua dos viveiros de cultivo de camardo marinho foram observados,
evidenciando assim, a possivel presenca de toxinas nesses extratos, apesar da ndo observacéao

de mortande nem de comportamentos anormais nos animais.

A toxicidade do extrato e das células vivas de Synechococcus sp. em camundongos foi
evidenciada apenas por danos observados no figado e rins dos animais tratados, danos esses
que apesar de reversiveis, confirmam a possivel producdo de toxina pela cepa estudada. Na
exposicdo dos misidaceos ao extrato de Synecochoccus sp., foi encontrada uma CLs de 48,62
mg/L (42,78 — 55,26).
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3. CAPITULO 2. Toxicidade do Metabissulfito de Sodio
3.1. Introducéo

O metabissulfito de sddio (MBS) (Na;S,0s), conhecido também como pirossulfito de
sodio e bissulfito de sodio, € um sal inorgéanico na forma de po, incolor e com leve odor de
dioxido de enxofre, sendo classificado como perigoso, além de ser nocivo por inalagdo ou
ingestdo e causar ainda irritacdo nos olhos e garganta (QGN, 2004). Em contato com agua
produz dioxido de enxofre (SO,) e bissulfito de sédio (NaHSOs3), agentes redutores fortes
(MACHADO; TOLEDO, 2006). Adicionalmente é um agente sulfitante, e por isso
classificado como aditivo alimentar, atuando na inibicdo da deterioracdo provocada por
bactérias, leveduras e fungos em alimentos acidos, bem como na inibicdo de reacdes de
escurecimento enzimatico e ndo enzimatico durante processamento e estocagem
(LECLERCQ et al., 2000). Além da industria alimenticia, esse produto é utilizado nas
industrias farmacéutica (BALBANI et al., 2006), galvanoplastia (PIMENTEL, 2003), téxtil
(EPA, 1997), curtume (PACHECO, 2005), pesqueira (SILVA JUNIOR; OLIVEIRA, 2005)

dentre outras.

O uso do MBS na atividade da carcinicultura tem como objetivo evitar a ocorréncia
de melanose (manchas pretas) no camardo. Essas manchas devem-se ao aparecimento de
estruturas melaninicas formadas pela oxidacdo de compostos do tipo mono e polifenois,
através de reacGes enzimaticas na presenca de oxigénio molecular (MARCOS; MAQUEDA,
2003). Apobs a despesca, os camardes sao imediatamente sacrificados por meio de choque
térmico em uma solucdo aquosa com gelo e MBS, sendo a concentracdo e o tempo de
imersao estabelecidos pelo tamanho dos camardes, 0 que pode ser de 7 a 9 % e de 12 a 15
minutos de imersdo. Quanto a utilizacdo para o beneficiamento de camardo, 0 MBS é
aprovado pelo Conselho Nacional de Saide (Resolucdo CNS/N°4/88) e FDA (Food and
Drugs administration, EUA), desde de que as concentra¢des nao ultrapassem no produto final
(produto cru) 100 ppm (NUNES et al., 2005).

No entanto, apesar da eficacia e importancia da utilizacdo desse produto, inUmeros
efeitos adversos a salde humana tém sido relacionados a sua ingestdo, principalmente crises
asmaticas em individuos com sensibilidade a sulfitos (ANIBARRO et al., 1992; VALLY;
THOMPSON, 2003). Ja em relacdo a questdao ambiental, quando esse composto € lan¢ado no

ambiente, por ser um agente oxidante, reage com oxigénio dissolvido da &gua formando
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sulfato acido de sodio que se dissocia em sddio e ions bissulfito, diminuindo assim a
concentracdo de oxigénio na agua, onde cada miligrama de bissulfito de sddio consome 0,15
mg/L de oxigénio dissolvido (CRUZ, 2004). Sabe-se que o oxigénio é essencial a vida dos
organismos, participando de diversas atividades oxidativas e liberando a energia necessaria
para o trabalho bioldgico, sendo assim, baixas concentracdes desse pardmetro na agua podem
causar efeitos negativos no crescimento, alimentacdo, reproducdo e ainda o aumento na

incidéncia de doengas nos organismos aquaticos (KUBITZA, 1998).

Outro problema que tem sido relacionado a essa questdo do oxigénio, é a producéo
das Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), as quais podem causar danos em
macromoléculas. Tem sido sugerido que a producdo de EROs em anodxia / hipdxia € reduzida
e ndo ha motivos para melhoria das defesas antioxidantes. No entanto, os animais que sofrem
naturalmente grande variacdo na disponibilidade de oxigénio sdo capazes de aumentar 0 seu
potencial antioxidante em hipoxia ou de hibernacdo; sendo esse, um mecanismo de
preparacdo usado para lidar com o estresse oxidativo fisioldgico que ocorre rapidamente
durante a reoxigenacdo futura (HERMES-LIMA et al., 1998; HERMES-LIMA; ZENTENO-
SAVIN, 2002). Com isso, para tentar reduzir os efeitos negativos desse estresse, 0S
organismos dispde de um eficaz sistema de defesa contra as EROs, o qual incluem:
antioxidantes ndo-enzimaticos (acido ascérbico, alfa-tocoferol, acido drico, etc) e
antioxidantes enzimaticos (superdxido desmutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa-
s-transferase, etc).

As glutationa-s-transferase (GSTs) pertencem a uma familia multifuncional de
proteinas envolvidas no processo de detoxificacdo celular e correcéo dos efeitos deletérios de
compostos xenobidticos como herbicidas, compostos quimicos carcinogénicos e poluentes
ambientais. Esta, catalisa a conjugacdo da glutationa reduzida (GSH) com compostos
enddgenos ou exdgenos de poluentes, gerando produtos menos toxicos e mais sollveis em
agua, sendo assim mais facilmente excretados pelas células (CALLAGHAN et al., 2002). A
atividade da GST entre outros biomarcadores sdo muito utilizados no monitoramento da
qualidade de ecossistemas aquaticos (MONTEIRO et al., 2006; QUINTANEIRO et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2009). Enquanto que a catalase (CAT) é uma hemeproteina citoplasmatica
componente de defesa antioxidante primario na qual exerce a funcéo de reduzir o peroxido de
hidrogénio (H,0,) a 4gua e oxigénio (AEBI, 1984). Segundo Chandran et al. (2005) e Avilez
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et al. (2008) esta é importante para 0 monitoramento por ser uma enzima que apresenta

elevada atividade quando o organismo se encontra em estresse oxidativo.

J& a acetilcolinesterase (AChE) é conhecida por desempenhar um papel importante na
neurotransmissdo colinérgica e na degradacéo hidrolitica do neurotransmissor acetilcolina nas
sinapses colinérgicas na maioria das espécies animais. Xuereb et al. (2009) afirmam que a
inibicdo dessa enzima leva a superestimulacdo dos sistemas nervosos central e periférico,
resultando até mesmo em efeitos deletérios neurotéxicos nos organismos. Em invertebrados,
0 aclimulo de acetilcolina devido a inibicdo da AChE induz hiperatividade, tremores,
convulsdes e paralisia (LUND et al., 2000) e segundo BALINT et al. (1995) a inibic4o dessa
enzima pode ser perigosa para peixes, principalmente por atingir a atividade natatoria,

comprometendo a alimentacéo e a fuga de seus predadores.

Apesar de existir uma legislacdo que obrigue as fazendas de camardo a construirem
bacias de sedimentacdo, sendo essas destinadas para o tratamento dos efluentes, inclusive
para a solucdo de MBS utilizada nas despescas, muitas ndo cumprem tal legislacdo e assim
descartam sem tratamento o MBS nos corpos receptores. Como foi descrito por Cruz (2004),
onde este reporta que segundo relato de carcinicultores, consultores e trabalhadores, o
descarte da solucdo de MBS é realizada de varias maneiras: no proprio local da drenagem,
disposto a céu aberto,enterrado em valas escavadas e até em cisternas fechadas localizadas

préximo aos viveiros, onde este passa por um processo de neutralizagao.

De acordo com a Resolucdo CONAMA N° 20 de 1986, o teor maximo de sulfito
contido em efluentes lancados nos corpos d agua era de 1,0 ppm, porém essa resolucdo foi
substituida pelo CONAMA N° 357 de 2005, sendo que esta Ultima ndo faz referéncia a
quantidade de sulfitos. Apesar do valor descrito na antiga resolucdo, ndo se sabe a quantidade
desse produto que poderia ser lancado no ambiente sem causar danos ao ecossistema, uma
vez que poucos dados para a ecotoxicidade desse produto sdo encontrados na literatura, como
os estudos de Aragdo et al. (2008) que avaliaram a toxicidade aguda do MBS em Mysidopis

juniae e encontraram uma CLso (96h) de 38,2 £ 4,7 mg/L.

Outros estudos estdo relacionados ao efeitos genotoxico, como os de Rencuzogullari
et al. (2001a) que expondo Allium cepa ao MBS nas concentragdes de 7,5, 15 e 30 mg/L por

10 e 20 h, observaram uma diminui¢do significativa do indice mitético em todas as
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concentragdes e periodos de tratamento. Esses autores afirmam que esses resultados
mostraram que o referido produto tem um efeito citotoxico em concentracdes muito inferiores
as sugeridas pelo Ministério da Agricultura da Turquia (maximo de 300 mg/L em alimentos),
ja Carvalho et al. (2011) avaliaram a toxicidade e mutagenicidade causada pelo MBS
descartado por uma fazenda de camardo no corpo hidrico no estado do Piaui. Os resultados
mostraram que todas as amostras tanto da agua quanto do sedimento (10, 25 e 50 % de
diluicdo) coletadas a 100 m a jusante e a montante da fazenda e no ponto de descarga do
produto, durante as estacOes seca e chuvosa, induziram toxicidade, observada pela inibicdo
do crescimento da raiz e do indice mitético de A. cepa. Contudo, ndo foram detectados nem
micronudcleos nem aberra¢bes cromossomicas. Porém, Mishra et al. (2011) observaram um
aumento nas anormalidades cromossémicas, como 0s microndcleos e ainda uma diminuicao
das raizes e indice mitético expondo o mesmo organismo teste em MBS nas concentracGes de

10, 20 e 30 mg/L com 10 e 20 h de exposi¢édo

Com isso, torna-se necessario o desenvolvimento de mais pesquisas com o MBS para
avaliar os efeitos quando este se encontra no meio ambiente. Sendo assim, 0S ensaios
ecotoxicoldgicos agudos e/ou cronicos utilizando organismos de diferentes niveis tréficos
poderiam auxiliar em uma melhor avaliagdo dos possiveis danos a biota quando esses estao

em contato com o referido produto.
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3.2. Objetivos

3.2.1. Objetivo geral

Avaliar a toxicidade ambiental do metabissulfito de s6dio através de realizacdo de

bioensaios com organismos aquaticos de diferentes niveis tréficos.

3.2.2. Objetivos especificos

v

v

Determinar a toxicidade e avaliar niveis de efeitos para as espécies selecionadas
Pseudokirchneriella subcapitata, Palaemon serratus e Daphnia magna.

Verificar se a exposicdo ao metabissulfito de sdédio provoca alteragdes no
consumo do oxigénio em Palaemon serratus.

Verificar se a exposi¢cdo ao metabissulfito de sddio provoca estresse oxidativo
(Catalase, Glutationa-S-Transferase) ou efeitos neuroldgicos (Acetilcolinesterase)
em Palaemon serratus e Danio rerio.

Verificar se a exposicdo ao metabissulfito de sodio causa efeitos no

desenvolvimento embrio-larval de Danio rerio.
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3.3. Material e Métodos
3.3.1. Solucéo estoque

As solucdes de MBS (Sigma Aldrich Inc.) foram preparadas no dia da realizacdo dos
ensaios utilizando-se como diluente agua do mar artificial a 35 de salinidade (sal marinho
diluido em &gua destilada) para os ensaios realizados com camar@es e dgua destilada para 0s

ensaios com organismos dulcicolas (peixes, daphnia e microalga).

3.3.2. Organismos teste

Os bioensaios foram realizados utilizando quatro espécies de diferentes niveis troficos
e filéticos. Todos os organismos foram fornecidos ou coletados pelo Departamento de
Biologia, Universidade de Aveiro, Portugal. Seguem abaixo os detalhes pertinentes a cada

uma das espécies utilizadas.
3.3.2.1. Pseudokirchneriella subcapitata

A microalga P. subcapitata (Figura 9) é recomendada como espécie padrdo para
ensaios de toxicidade com algas (OECD, 2006a), sendo cultivada em sala com temperatura
de 20 °C e fotoperiodo de 16 h luz: 8 h escuro, em frascos de 5 litros com meio MBL
(GUILHERMINO, 1996). Para a realizacdo do ensaio, as células deveriam estar na fase

exponencial de crescimento, numa concentracéo de 10° céls/mL.

Figura 9 — Microalga Pseudokirchneriella subcapitata

3.3.2.2. Daphnia magna

O microcrustaceo de dgua doce, Daphnia magna tem sido amplamente utilizado como
indicador bioldgico em estudos de controle da qualidade da &gua, ensaios de toxicidade na
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avaliacio de efluente e de diversas substancias (VIGANO 1993; DAO et al., 2010; PEREIRA
etal., 2010; RIBEIRO et al., 2011).

As culturas de D. magna (Figura 10) eram mantidas em frascos de vidro de 1 L com
meio agua dura ASTM (ASTM, 1980), renovadas trés vezes por semana e alimentadas
diariamente com P. subcapitata na concentragdo de 3 x 10° céls/mL suplementada com 0,4
mL de extrato organico de Ascophyllum nodosum (BAIRD et al., 1989). As culturas eram

mantidas em cdmara com fotoperiodo (16 h luz: 08 h escura) e temperatura (20 = 1 °C).

Figura 10 — Cladocero Daphnia magna.

3.3.2.3. Palaemon serratus

Os camarfes Palaemon serratus (Figura 11) foram coletados na Ria de Aveiro,
Portugal, através de uma rede tipo pulsar. Estes eram levados ao laboratoério, separados por
tamanho, onde apenas 0s juvenis (20 a 25 mm) eram utilizados nos ensaios e posteriormente
colocados em aquérios preparados com agua do mar artificial com salinidade de 35 + 1. Os
animais eram aclimatados por quatro dias antes da realizacdo dos ensaios e nauplios de
artemia eram ofertados com alimento ad libitum. Em relacdo ao modelo bioldgico do estudo,
esses animais tem sido muito bem reportados em diferentes trabalhos ecotoxicolégicos,
inclusive de biomarcadores (LOVELL et al., 2005; FRASCO et al., 2006; FRASCO et al.,
2008).

Figura 11 — Camardo Palaemon serratus.
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3.3.2.4. Danio rerio

Os peixes paulistinhas, como chamado vulgarmente o D. rerio (Figura 12) ou ainda
zebrafish em inglés, sdo amplamente utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos (BERTOLETTI,
2009; KIENLE et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2009; DOMINGUES et al., 2010). Os ensaios
do desenvolvimento embrio-larval com paulistinhas tém sido cada vez mais utilizados em
ecotoxicologia, tanto para complementar as informacdes dadas pelos ensaios com adultos
como também uma alternativa de substituicdo aos mesmos (DOMINGUES et al., 2010).

Somente D. rerio linhagem ABtw foram utilizados. A agua do cultivo foi tratada por
osmose reversa e filtros de carvdo ativado. A temperatura da sala de cultivo era mantida a
28,0 + 1 °C com fotoperido de 16 h luz:08 h escuro, e a agua ajustada com as seguintes
propriedades: condutividade 750 + 50 mS, pH em 7,5 £ 0,5, oxigénio dissolvido, igual ou
superior a 95% de saturacdo. Os peixes adultos eram alimentados duas vezes ao dia com dieta
artificial comercialmente disponivel (ZM 400 Granular) e artémia. Para a coleta dos ovos,
bolas de vidro eram colocadas nos aquarios um dia antes dos ensaios para que o0s adultos néo
comessem 0s ovos. No dia seguinte, esses eram separados, lavados com uma peneira e

observada a fertilizacdo em microscépio.

Figura 12 — Peixe Danio rerio.
3.3.3. Avaliacédo da toxicidade

3.3.3.1. Inibic&o do crescimento
Pseudokirchneriella subcapitata

Para esse ensaio utilizou-se 0 método descrito por Blaise; Férard (2005) com algumas
modifica¢Oes. O experimento foi realizado em triplicata com placas estéreis de 24 cavidades,

onde eram adicionados 100 pL de algas numa concentracdo de 10° céls/mL e 900 pL da
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solucdo de MBS de modo que fossem atigidas as concentragcfes de 19; 29; 44; 66; 100; 150;
225 mg/L. Como controle foi utilizado o meio de cultivo das algas (MBL). As placas foram
mantidas em luz initerrupta a 24 + 2°C, durante 72h. A taxa de inibicdo foi avaliada pela
leitura em espectofotometro (Jenway, 6505 uv/vis spectrophotometer) da absorbancia a 440

nm.
3.3.3.2. Ensaios de letalidade
Daphnia magna

Este ensaio seguiu o protocolo padronizado da OECD (2004), onde filhotes da 3?
geracdo com até 24 horas apds o nascimento foram expostos as concentracdes de 29; 44; 66;
100; 150 e 225 mg/L do MBS. O ensaio consistiu em expor 5 organismos em frascos de vidro
com 20 mL da solucdo teste e como controle meio ASTM (ASTM, 1980), nas mesmas
condicdes do cultivo. Contagens do numero de animais mortos com 24 e 48 horas foram
realizadas. As varidveis pH e oxigénio dissolvido foram medidas no inicio e ao final do

ensaio.
Palaemon serratus

Os animais foram expostos em triplicata a diferentes concentracdes do MBS (15; 30;
50 e 100 mg/L), sendo o controle agua do mar artificial com salinidade de 35 + 1, em frascos
de vidro de 1 L, sem aeracdo. Cada frasco recebia 10 juvenis e eram fechados com uma
malha para evitar fugas. A solugdo foi renovada com 48 horas nas mesmas concentragdes
devido a possivel degradacdo do composto, assim como o controle, sendo o ensaio finalizado
com 96 horas. Diariamente era observado se haviam animais mortos, para entdo serem
retirados e posteriormente ofertado nauplios de artemia. Variaveis fisico-quimicas
(salinidade, oxigénio dissolvido e pH) foram mensuradas no inicio, no dia da renovacao da

solucdo e ao final do ensaio.
3.3.3.3. Efeitos fisioldgicos nos camardes

Taxa do consumo de oxigénio
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O consumo do oxigénio foi determinado por um respirdmetro simples e estéatico,
usando seringas de 50 mL (Hamilton, USA). Para isso os camardes foram expostos por 24
horas nas mesmas condi¢cfes descritas no item 3.3.3.2. nas concentracfes de 7,5; 15 e 30
mg/L de MBS. Apds essa exposicao, os animais foram colocados nas seringas com &gua do
mar artificial (50 mL) previamente oxigenada, sendo 1 camardo por seringa e 5 seringas por
concentracdo. Todas foram entdo colocadas em um banho-maria fechado a 20 °C. Apoés 1
hora, a concentracdo inicial do oxigénio foi mensurada com um oximetro (modelo 782, com
eletrodo de oxigénio modelo 1302, Strathkelvin Instruments, Glasgow), onde uma aliquota de
70 pL da agua de cada seringa foi retirada com uma seringa de 0,5 mL e injetada
manualmente na camara do eletrodo a uma taxa constante de 0.5 mL/min e a leitura anotada
apos 1 minuto. Ao final de 2 horas, as concentracbes de oxigénio foram novamente

mensuradas e 0s organismos colocados em estufa a 60 °C para analise do peso seco.

O consumo de oxigénio final foi determinado pela diferenca no teor de oxigénio da
agua antes (Tinicial = 1 h) e depois (Tfinal = 2 h) e a taxa respiratéria foi expressa em mg de
oxigénio consumido por mg do organismo por hora. Cinco controles em branco (seringas
com agua do mar e auséncia de organismos) foram utilizados para corrigir a deplecdo de

oxigénio devido a fatores que ndo a respiracdo do organismo (p.ex. respiracdo microbiana).
Atividades enziméticas

Para as analises das atividades enziméaticas foram escolhidas trés enzimas. A
acetilcolinesterase (AChE), onde a producdo e funcionamento dessa enzima tem sido
associada ao estresse oxidativo provocada por fatores ambientais (SOUZA et al., 2010) e
doencas neuroldgicas (TOIBER; SOREQ, 2005). Além disso a hipdxia direciona a uma
mudanca no estado oxidativo sendo um modulador potencial de resposta para a AChE. Ja a
glutationa-s-transferase (GST) e catalase (CAT), por estarem relacionadas ao estresse
oxidativo, descritas na literatura como eficientes antioxidantes nas respostas de ambientes
com baixas concentracdes de oxigénio (GOROKHOVA et al., 2012).

Para as analises das atividades das enzimas AChE, GST e CAT, os camardes foram
expostos ao MBS nas mesmas condi¢cfes experimentais descritas no item 3.3.3.2., sendo as

concentragdes 7,5; 15; 30 e 50 mg/L.
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Ao final de 24 e 48 h de exposicdo ao MBS, 10 animais de cada concentracdo e do
controle foram sacrificados para a retirada do hepatopéancreas e da cabeca sem os apéndices,
que foram utilizados para o célculo das atividades enzimaticas. Essas amostras eram
colocadas em microtubos (2 mL) e acondicionados em gelo durante o processo de retirada.
Posteriormente eram estocados em ultrafreezer (-80 °C) até a realizacdo das leituras.

O teor de proteina em todas as amostras foi determinado, em quadruplicata, pelo
método de Bradford (1976) a 595 nm utilizando y-globulina como padrédo. As leituras foram
realizadas em um leitor de microplacas (Labsystem Multiskan EX). No dia das anélises as
amostras foram descongeladas em gelo e homogeneizadas em homogeneizador (Ystral

GmbH D-7801) com tampdes especificos para cada atividade.

Para determinaces da atividade da AChE, as cabecas sem os apéndices dos camardes
foram homogeneizadas em 0,5 mL de tampdo fosfato de potassio 0,1 M e pH 7,2. O
sobrenadante obtido apds a centrifugacdo do homogeneizado (4 °C, 6000 g, 4 min) foi
utilizado como extrato enziméatico. A atividade foi medida em leitor de microplacas
(Labsystem Multiskan EX) em quadruplicata a 25 °C e leitura da absorbancia em 414 nm
utilizando como substrato acetiltiocolina de acordo com o método de Ellman et al. (1961)
adaptado para andlise em microplaca (GUILHERMINO et al., 1996). A atividade foi
expressa como a quantidade de enzima que catalisa a formagdo de 1 nmol do produto por

minuto por miligrama de proteina.

Ja os hepatopancreas foram utilizados para a andlise da atividade da GST. Esses
tecidos foram homogeneizados em 0,5 mL de tampdo fosfato de potéassio (Sigma Aldrich
Inc.) 0,1 M; pH 6,5 e centrifugados (4 °C, 9000 g, 3 min) e o sobrenadante utilizado para
determinar a atividade de acordo com Habig; Jakoby (1981), utilizando o 1-cloro-2, 4
dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A leitura da atividade a 340 nm, também foi
realizada em leitor de microplacas (Labsystem Multiskan EX) utilizando microplacas
(GUILHERMINO et al., 1996). A atividade foi expressa como a quantidade de enzima que

catalisa a formacdo de 1 nmol do produto por minuto por miligrama de proteina.

A atividade da CAT foi mensurada no hepatopancreas, seguindo a metodologia
descrita por Clairborne (1985). As amostras foram homogeneizadas em 0,5 mL de tampdao
fosfato de potassio (Sigma Aldrich Inc.), 0,05 M; pH 7,0 e centrifugadas (4 °C, 15000 g, 15
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min) e o sobrenadante utilizado para as andlises. A leitura foi realizada em espectofotometro
(Jenway, 6505 uv/vis spectrophotometer) utilizando uma cubeta UV, onde foi colocado 50
ML da amostra, 500 L de peroxido de hidrogénio (H,O, - 0,030 M) (Sigma Aldrich Inc.) e
950 pL do tampéo. Posteriormente, a decomposic¢éo do substrato (H,O-) foi mensurada a 240

nm durante 90 seg e a atividade expressa em pmol por minuto por proteina.

3.3.3.4. Ensaios com Danio rerio

Desenvolvimento embrio-larval

O ensaio de toxicidade com embrides de D. rerio foi baseado na “Guideline on Fish
Embryo Toxicity Test” (OECD, 2006b). Os embrides foram expostos durante 4 dias em
placas de 24 cavidades, onde cada pogo recebia um ovo com 24 horas e 2 mL da solugédo
teste, MBS nas concentracOes de 29, 44, 66; 100; 150; 225; 300 e 350 mg/L. Essas solucdes
foram preparadas com a mesma agua utilizada nos controles (pH 7,5 £ 0,5 e condutividade
750 £ 50 mS). A temperatura durante o ensaio foi de 26,0 £ 1 °C. Os embrides e as larvas
foram observadas diariamente com a ajuda de um microscopio estereoscopico
(ZoomMicroscope-SMZ 1500, Nikon Corporation, Japan) e avaliadas as varidveis de
desenvolvimento. Na fase de embrido, as variaveis avaliadas foram: coagulacdo do ovo,
formacdo do otdlito, pigmentacdo corporal e do olho, formacdo de somitos, batimento
cardiaco, circulacdo da cauda, destacamento da cauda e brotamento do saco vitelino, ja apds a

eclosdo, foram avaliados: edemas, ma formacdo da coluna, equilibrio e mortalidade.
Ensaio com adultos

O ensaio com peixes adultos seguiu a OECD Guideline TG 203 (OECD, 1992) em
condicles de teste estatico. Peixes adultos com comprimento e idade semelhantes (2 + 0,5
cm, 1 ano de idade) foram selecionados. Todas as solucgdes teste foram preparadas por
diluicdes sucessivas das solucdes estoque em agua com pH 7,5 + 0,5 e condutividade 750 *
50 mS, nas concentragdes 19; 29; 44; 66 e 100 mg/L de MBS. A agua utilizada como
controle tinha as mesmas caracteristicas de pH e condutividade. Dois peixes (um macho e
uma fémea) eram colocados em cada réplica (5 por concentracdo). Os peixes ndo foram
alimentados e mortalidades e/ou alteragcbes de comportamento foram registrados durante o

periodo de exposicdo. Os valores de oxigénio dissolvido mantiveram-se iguais ou superiores
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a 90% de saturacdo (ensaio aerado) e o fotoperiodo mantido com 12 h luz:12 h escuro, com
temperatura de 26 £ 1 °C. Ao final de 96 h, os animais sobreviventes foram sacrificados e
separados diferentes tecidos (cabeca, branquia, figado e musculo) para as andlises
enzimaticas. Esses tecidos foram colocadas em microtubos (Eppendorf, Hamburg, Germany)
de 2 mL e armazenados em ultrafreezer (-80 °C) até a realizagdo das leituras.

Atividade enzimatica

Cabeca, figado, branquias e masculo foram utilizados para a analise da atividade da
GST, sendo cabeca e muasculo também utilizados para a determinacédo da atividade da AChE.
Todos os protocolos para o céalculo dessas atividades e do teor de proteina seguiram 0s

mesmo descritos no item 3.3.3.3. para 0s camardes.

3.3.4. Andlises estatisticas

Os resultados obtidos nos ensaios de toxicidade aguda com P. serratus e D. magna
foram analisados através do método “Trimmed Spearman-Karber” (HAMILTON et al.,
1978). Esse método estima a concentracdo letal média (CLsg) e 0s respectivos intervalos de
confianga (IC 95%) utilizando os dados de mortalidade observados em cada concentragéo.

O ensaio da taxa do consumo do oxigénio para os camardes, as atividades enzimaticas
mensuradas nos camardes e nos peixes foram analisados por ANOVA unifatorial utilizando o
Graphpad Prism 5.00 (2007).

Para o ensaio da taxa de inibicdo do crescimento das migroalgas, a concentracao
efetiva (CEso) foi calculada pelo programa Toxrat®. Os resultados foram ainda comparados
por ANOVA unifatorial.

O nivel de significancia considerado foi de 5% (p<0,05) para todas as analises
realizadas e todos os resultados estdo expresso como média + erro padrdo da média (EPM).
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3.4. Resultados

3.4.1. Avaliacdo da toxicidade

3.4.1.1. Inibicéo do crescimento: Pseudokirchneriella subcapitata

A exposicdo da microalga P. subcapitata ao MBS mostrou uma inibicdo do
crescimento ja na concentracdo mais baixa (19 mg/L), sendo totalmente inibido nas

concentracdes 150 e 225 mg/L (figuras 13), ficando a CEsp (72h) em 24,29 mg/L (13,77 —
32,01).

150+

100+ —

-l

Cont. 19 29 44 66 100 150 225
Metabissulfito de sodio (mg/L)

Taxa de inibigcdo de crescimento (%)

Figura 13 — Taxa de inibigdo de crescimento de Pseudokirchneriella subcapitata em
diferentes concentragdes de metabissulfito de sddio.

3.4.1.2. Ensaios de letalidade
Daphnia magna

Nos ensaios com D. magna praticamente ndo houve sobreviventes ap0s exposi¢ao ao
MBS por 48 horas, excetuando o controle e a concentracdo de 29 mg/L na qual sobreviveram
18 individuos (Figura 14), sendo a CLsy de 34,90 mg/L. Essa alta mortalidade pode estar
relacionada com os baixos valores de O.D. e pH. Onde esses apresentaram a partir da
concentracdo de 66 mg/L, valores abaixo de 0,5 mg/L no inicio da exposi¢éo e valores abaixo

de 4,0 no final da exposicao, respectivamente (Anexo 8).
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Figura 14 - Numero de Daphnia magna imobilizados apds exposicdo a diferentes

concentracdes do metabissulfito de sodio.

Palaemon serratus

A figura 15 mostra o nimero de camardes P. serratus mortos quando expostos ao
MBS por 96 horas, onde se observa uma grande mortalidade na concentragdo mais alta (100
mg/L), sendo a CLs encontrada de 69,65 mg/L (53,6 - 68,62).

As varidveis O.D., pH e salinidade nesse ensaio foram mesurados durante todos 0s
dias da exposicao. O O.D. variou de 7,20 a 0,36 mg/L e de 3,0 a 6,6 mg/L no inicio e ao final
de 48 h de exposic¢do, respectivamente. O pH no inicio do experimento variou de 8,16 a 6,82
e ao final das 48 h de exposicao permaneceu entre 7,88 a 7,81. Ao final das 48 h de exposi¢édo
uma nova solucdo foi preparada e os valores de O.D. variaram de 7,0 a 0,2 mg/L (solucéo
nova) e de 1,5 a 3,1 mg/L (mais 48 h de exposi¢do). O pH variou de 8,18 a 6,69 (solucéo
nova), sendo ao final de mais 48 h de exposicdo, a variacdo ficando entre 7,79 e 7,60. A
salinidade inicial foi de 35 e durante a exposicdo os valores ndo sofreram variagdes que
pudessem afetar a toxicidade ou validacdo dos testes, ficando os valores entre 0 minimo de 34

e 0 méximo de 37 (Anexo 9).
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Figura 15 - NUmero de Palaemon serratus imobilizados ap6s exposi¢do a diferentes

concentracdes do metabissulfito de sodio.
3.4.1.3. Efeitos fisiol6gicos nos camardes
Taxa do consumo de oxigénio

A taxa do consumo de oxigénio foi mensurada nos camarBGes P. serratus apds a
exposicdo de 24 h ao MBS, e esta ndo mostrou alteracbes significativas no consumo de

oxigénio em nenhuma das concentracdes testadas (F = 0.377, p = 0.77) (Figura 16).

controle 75 15 30

Consumo de oxigénio PO ,/organismo/hora

Metabissulfito de sddio (mg/L)

Figura 16 - Taxa do consumo de oxigénio (média = EPM) de camardo Palaemon

serratus ap6s exposicdo por 24 horas ao metabisulfito de sédio (ANOVA unifatorial).
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Atividades enzimaéticas

As atividades das enzimas AChE, GST e CAT também foram medidas para avaliar a

toxicidade do MBS durante 24 e 48 h de exposicdo em juvenis de camardes P. serratus.

As figuras 17A e 17B, mostram a atividade da AChE na cabeca dos animais tratados
com 24 e 48 h de exposicdo, respectivamente. Como pode-se observar, ndo houve diferenca
significativa (F = 1.866; p = 0.0215) entre as diferentes concentra¢cdes quando a exposi¢édo foi
de 24 h, ja quando essa exposicao foi de 48 h observa-se uma diferenca nas duas maiores
concentracgdes (30 e 50 mg/L) (F = 5.390; p = 0.0028).
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Figura 17 - Atividade da AChE (média + EPM) em cabeca de Palaemon serratus,
expostos a diferentes concentracfes do metabissulfito de sodio por 24 horas (A) e 48 horas

(B). (* diferem estatisticamente do controle. ANOVA unifatorial, p < 0,05).

Também ndo foram observados diferencas significativas nas atividades da GST (F =
2.226; p = 0.0194) e (F =4.981; p =0.0116) e nem da CAT (F = 1.058; p = 0.0110) e (F =
1.609; p < 0.0001), ambas mensuradas no hepatopancreas, nos dois periodos de exposicao
(24 e 48 h), respectivamente (Figuras 18A e 18B e Figuras 19A e 19B, respectivamente).
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Figura 18 — GST (média £ EPM) em hepatopancreas de P.serratus, expostos ao
metabissulfito de sodio por 24 horas (A) e 48 horas (B). ANOVA unifatorial (p < 0,05).
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Figura 19 — CAT (média + EPM) em hepatopancreas de Palaemon serratus, expostos
em metabissulfito de sddio por 24 horas (A) e 48 horas (B). ANOVA unifatorial (p < 0,05).

3.4.1.4. Ensaios com Danio rerio
Desenvolvimento embrio-larval

No presente estudo, ovos de D. rerio fertilizados foram expostos em diferentes
concentragcdes de metabissulfito de sodio. A figura 20 mostra a porcentagem de mortalidade
desses ovos durante as 96 horas de exposi¢do. As CLso para cada 24, 48, 72 e 96 horas de
exposicdo foram: 90,30 mg/L; 74,03 mg/L; 64,50 mg/L e 65,84 mg/L, respectivamente, onde
observa-se um aumento da toxicidade com o aumento do tempo de exposi¢do pelo menos até
72 horas, ocorrendo uma estabilizacdo apos esse tempo, podendo estar relacionado com a
degradacdo do composto. A figura 21 mostra 0 nimero de ovos e embrides mortos (barras
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pretas), a proporcdo de embrides que permaneceram vivos (barras cinza claras), eclodidos
(barras brancas) e proporcéo de larvas mortas (barras cinza escuras). Observa-se ainda que
nas maiores concentracfes testadas (150 e 225 mg/L) os ovos morreram com 24 horas de
exposicdo. O grupo controle apresentou desenvolvimento normal dos embrides como descrito
por Kimmel et al. (1995) apresentando alguns efeitos como ovo coagulado, mas esses foram

abaixo do exigido para validacao do teste, que € uma mortalidade de 10 %.

A exposicdo dos ovos fertilizados ao metabissulfito de sédio, causou diferentes efeitos
durante todo o desenvolvimento embrionario. Alguns efeitos como ovos coagulados, larvas

sem equilibrio, ma formacédo do embrido podem ser observados na figura 22.

Outros efeitos como auséncia do saco vitelino, m& formacdo da cauda, auséncia de
otolito, retardo do desenvolvimento do olho, somito foram observados nas concentragdes 29 e
44 mg/L. Ja na concentracdo de 66 mg/L poucos ovos conseguiram eclodir, mas estes
apresentaram efeitos como defeito na cauda, falta de equilibrio, edemas e pigmentacao
anormal. Nas maiores concetra¢cdes (150 e 225 mg/L) todos os ovos de todas as réplicas
foram destruidos. Os controles que estavam na mesma placa com as maiores concentragdes

(150 e 225 mg/L) foram todos destruidos sendo esses excluidos das analises.
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Figura 20 - Porcentagem de mortalidade durante o tempo de exposicdo de 96 horas
dos ovos fertilizados de D. rerio nas diferentes concentragdes testadas de metabissulfito de

sodio.
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Figura 21 - Porcentagem dos diferentes efeitos causados pela exposi¢cdo durante

quatro dias (D1, D2, D3 e D4) de ovos de Danio rerio fertilizados ao metabissulfito de sodio.

Figura 22 - Embrides e larvas de D. rerio expostos ao metabissulfito de sodio. A) Ovo
coagulado com 24 h de exposicdo em 44 mg/L; B) Embrido com ma formacdo com 48 h de
exposicdo em 66 mg/L; C) Larva sem equilibrio com 72 h de exposi¢cdo em 66 mg/L; D)

Larva normal com 96 h (controle).
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Ensaios com adultos

Dois biomarcadores foram mensurados para avaliar a toxicidade do MBS durante 96 h
de exposicdo nos peixes adultos. Assim como observado nos camardes, as atividades da
AChE mensurada na cabeca (F = 1.882; p = 0.3001) (Figura 23) e da GST mensurada no
figado (F = 0.4941; p = 0.7401) (Figura 24A), brénquia (F = 0.7878; p = 0.0537) (Figura
24B), masculo (F = 1.792; p = 0.1565) (Figura 24C) e cabeca (F = 2.571; p = 0.0580) (Figura
24D), ndo apresentaram diferencas significativas, com exce¢do da concentragcdo 44 mg/L no

ensaio da GST medida na cabeca.
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Figura 23 - Atividades da AChE (média + EPM) em cabeca de Danio rerio, expostos
em metabissulfito de sodio por 96 horas. ANOVA unifatorial (p < 0,05).
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Figura 24 — GST (média + EPM) em figado (A), branquia (B), musculo (C) e cabeca
(D) de D. rerio, expostos em metabissulfito de sédio por 96 horas. (* diferem

estatisticamente do controle. ANOVA unifatorial, p < 0,05).
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3.5. Discussao

Aproximadamente 0,1 - 0,2 % do oxigénio consumido por células aerdbicas é
convertido em espécies reativas de oxigénio (ERO) durante a respiragdo celular normal
(FRIDOVICH, 2004), onde é sabido que essas EROs podem causar danos em
macromoléculas incluindo proteinas, lipideos e DNA (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).
Segundo Li; Jackson (2002) situacBes em que a pressdo parcial do oxigénio é reduzida
(hipdxia) sdo potencialmente perigosos para a maioria dos organismos multicelular aerébio
obrigatorio. Contudo, quando acontece a reoxigenagdo dos tecidos € observado a geracdo de
EROs, 0 que pode estar relacionado a restauracdo do potencial de energia. Fato esse também
corroborado com Barry (1994) o qual afirma que nédo é a reducdo do oxigénio per se mas o
retorno & norméxia que se constitui no fator mais critico das oscilagcbes de oxigénio
dissolvido na agua, influenciando diretamente o metabolismo oxidativo. Porém, Guzy et al.,
(2005) afirmam que a propria condicdo de hipoxia ambiental também pode levar ao aumento
das EROs, produzindo assim estresse oxidativo nos organismos e que segundo, Kuhn et al.,
1980) esse dano oxidativo ocorre possivelmente porque a atividade da enzima Triptofano
Hidroxilase (TPH) é extremamente sensivel ao oxigénio e é particularmente vulneravel a esse

tipo de estresse.

E descrito na literatura que o MBS aumenta o influx de Na* para o canal de sddio,
causando uma sobrecarga de Na® intracelular, o qual inibi a atividade de neur6nios do
hipocampo. Esse desequilibrio celular pode desencadear uma cascata de eventos prejudiciais,
podendo levar a morte celular (CHOI, 1995). Essa sobrecarga intracelular de Na* também
pode reverter a membrana de Na*-Ca," e causar sobrecarga de Ca,", a qual também é uma via
comum para a morte celular (MENG; NIE, 2005b). Ainda, de acordo com Ricard; Couraud,
(1993), o MBS afeta os canais de sodio por mecanismos similares a hipoxia, isquemia e
anoxia. Esses canais sdo responsaveis pelos danos induzidos por esses trés eventos, o qual sao
conhecidos por causar despolarizagdo da membrana, aumento extracelular de K* e
intracelular de Na' e Ca,’, aumentar a excitabilidade neural e, eventualmente, ocasionar

lesdes do sistema nervoso central.

Como ja comentado, o metabissulfito de sodio retira 0 oxigénio dissolvido da agua
gerando assim, um ambiente hipoxico ou até mesmo anoxico o que pode ser uma condicao

temporaria, ja que no caso da aquicultura esse produto é descartado no corpo receptor, que
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normalmente é um ambiente com fluxo de agua continua, o que pode gerar uma nova

oxigenacdo do corpo hidrico.

Durante o ensaio com 0 camarao no estudo em questdo, foi observada uma oscilagao
dos valores do oxigénio dissolvido nas diferentes concentracdes de MBS em todos os ensaios
realizados, mesmo naqueles com duracao de 48 h, como por exemplo na concentracdo de 100
mg/L, onde nessa ocorreu um aumento do oxigénio de 0,36 para 3,12 mg/L em 24 h, ao final
de 48 h este encontrou-se com 6,0 mg/L. Quando foi renovada a solucédo (48 h) este ficou
com 0,2 mg/L, ao final das 72 h estava com 2,0 mg/L e no final do ensaio (96 h) 3,1 mg/L.
Contudo, essas variacGes, assim como a propria exposicdo ao MBS, ndo afetaram as
atividades enzimaticas CAT e GST e quanto a AChE mensurada na cabeca dos camardes,
esta sofreu uma inibicdo quando os animais foram expostos por 48 h ao MBS nas maiores
concentracdes (30 e 50 mg/L). J& em relacdo aos ensaios com 0s peixes adultos D. rerio,
esses foram realizados com aeracdo constante, contudo mesmo assim foi observado um
comportamento de tentativa de fuga dos animais, onde alguns individuos morreram devido ao
fato de saltarem dos recipientes-testes. Quanto as atividades enzimaticas (AChE e GST),
assim como nos camardes, também ndo foram observados diferencas significativas, a Unica
excecao foi para a GST mensurada na cabeca dos animais a qual foi induzida na concentracao
de 44 mg/L de MBS.

N&o foram encontrados na literatura trabalhos que expliqguem os efeitos do MBS nas
atividades enzimaticas dos organismos estudados, porém ha diversos estudos que explicam os
efeitos da hipoxia/andxia (condi¢do a qual como visto, 0 MBS leva 0s ambientes aquaticos)
nas atividades enzimaticas de diferentes organimos. Alguns desses trabalhos corroboram com
um resultado da atual pesquisa sobre o aumento de enzimas envolvidas na defesa
antioxidantes (observada pelo aumento da GST nos peixes, na presente pesquisa) quando 0s
organismos estdo sujeitos a hipoxia/anoxia/reoxigenacdo. Punnunzio; Storey (1998) por
exemplo, afirmam que os animais que enfrentam flutuacbes como a disponibilidade de
oxigénio, necessitam de estratégias que os permitam lidar com as consequéncias da
reoxigenacdo, como por exemplo: manutencdo das defesas antioxidantes constitutivas; grande
tolerancia as espécies reativas de oxigénio ou ainda mecanismos eficientes para sua remocao

e aumento das defesas antioxidantes sob condicdes de anodxia.
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Contudo, no trabalho de Gorokhova et al. (2010) os autores nao observaram um
aumento da GST quando os anfipodas Monoporeia affinis foram expostos a hipdxia (30 -
34% de saturacdo do oxigénio). Por outro lado, foi observado um aumento nos niveis de
SOD, CAT e TBARS. O mesmo foi corroborado por Gorokhova et al. (2012), o qual
novamente observaram um aumento nos niveis das enzimas antioxidantes, ORAC, SOD e
CAT, quando esses mesmos organismos foram expostos a hipoxia de 16 -19% de saturacdo

do oxigénio.

Em relacdo a AChE, Gorokhova et al. (2012) ndo observaram alteracdo dessa enzima
quando os organismos foram expostos ao ambiente hipdxico, mas esta foi inibida por causa
do sedimento contaminado com metais pesados, PCB e HPA. Os autores afirmam que esses
resultados sugerem que em M. affinis, a atividade da AChE diminuiu com o aumento dos
antioxidantes (avaliado por ORAC, SOD e CAT) e também do estresse oxidativo (avaliado
por GSH / GSSG e TBAR). Fato esse ndo comprovado na presente pesquisa, pois foi
observado uma diminuicdo da AChE, sem que houvesse alteracdo das enzimas CAT e GST
nos camardes, € 0 contrario ocorreu nos peixes, onde houve um aumento da GST, mas a
AChE ndo foi alterada. Outro fato, é que a GST nos peixes sofreu um aumento apenas na
concentracdo de 44 mg/L, enquanto a de 66 mg/L permaneceu inalterada e isso apenas

quando o tecido analisado foi a cabeca dos animais.

Ja no trabalho realizado por Zenteno-Savin et al. (2006) estudando hipoxia (1,0 £ 0,05
mg/L) por 24 horas em camar@es L. vannamei, observaram que esta ndo induziu estresse
oxidativo (avaliado na concentracdo de lactato, producdo do radical superdxido, peroxidacéo
lipidica e capacidade antioxidante). No entanto, a reoxigenacdo sUbita induziu estresse
oxidativo no hepatopancreas e musculo dos animais principalmente durante as primeiras
horas de reoxigenacdo. Enquanto que Mariano (2006) estudando as respostas fisioldgicas e
bioquimicas do peixe Hoplerythrinus unitaeniatus a exposicdo aérea, demonstrou que 0s
ajustes fisiologicos promovidos durante o estresse causado pela exposicdo aérea, levaram a
um aumento no consumo de O,, 0 que gerou uma maior producdo de radicais livres, bem

como de defesas antioxidantes.

Observando os efeitos da anoxia ambiental e da recuperacdo da anoxia sobre o
balango oxidativo no caranguejo Chasmagnathus granulata, Oliveira (2003) concluiu que 0s

tecidos desses animais responderam de maneira diferenciada quando foram expostos a
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periodos de anodxia e de reoxigenacdo. Nas branquias, as alteracdes da CAT e GST pareceram
responder diretamente as variacbes na concentracdo do oxigénio e que a reoxigenacao
também causaram alteracfes na capacidade antioxidante total. No hepatopancreas, por outro
lado, a atividade da GST dentre outras, pareceram ndo responder a concentracdo do oxigénio,

ja a reoxigenacdo causou alteragdes nas enzimas estudadas.

Como comentado, ndo h& relatos na literatura sobre os efeitos diretos do MBS nas
atividades enziméticas dos organismos estudados (camardo e peixe) na presente pesquisa,
contudo quando em contato com a 4gua, 0 MBS ¢é convertido a bissulfito (HSO3) e sob a acéo
do oxigénio, as solucGes de MBS sdo facilmente transformados em compostos sulfurados
como, sulfitos (SOs), sulfatos (SO,) e tiossulfatos (S,05°") (MADAN et al., 2007). Diferentes
compostos dessas classes tém sido definidos como precursores de dioxido de enxofre (SO5).
Este, uma vez dentro da célula, reage rapidamente com &gua originando compostos como
HSO; e SO; (oxidantes de alta agressividade em nivel celular) (RENNENBERG,
HERSCHBACH, 1996) ou ¢é oxidado a SO, (SEKIYA et al., 1982). Em baixas concentracfes
de SO, 0 SO; é imediatamente convertido para SO4. Altas concentraces de SO, por longo
periodo resultam em uma maior conversdo de SO, para SO3; do que este Ultimo para SOq,
levando nestes casos por exemplo, a danos foliares nas plantas (RAO; SINGH, 1988). Ja nos
microorganismos, 0 mecanismo de acdo dos sais de MBS e correlatos relaciona-se com a
inativacdo de sistemas enzimaticos, juntamente com o co-fator tiamina pirofosfato e a co-
enzima NAD. Este efeito é capaz de exterminar estas espécies biologicas (YAGANZA et al.,
2004).

Sendo assim, estudos tem mostrado os efeitos dos subprodutos do MBS, como por
exemplo no trabalho onde os autores avaliaram a influéncia de ions sulfato no ambiente na
toxicidade e bioacumulacdo de selénio em algas Chlamydomonas reinhardtii, no qual
Fournier et al. (2010) concluiram que a toxicidade do selénio deve ser vinculado a
acumulacdo intracelular a qual é diretamente dependente de ions sulfato no ambiente, onde
este pode competir com o selénio para os sitios de transporte. E, no estudo de Brix et al.
(2010) avaliando a toxicidade de compostos presentes em um efluente de mineragdo para
Ceriodaphnia dubia, afirmaram que o sulfato era uma dos trés componentes toxicos presente

nesse efluente.
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No presente estudo também foi mensurado a taxa do consumo de oxigénio nos
camardes P. serratus apds a exposicdo de 24 h ao MBS, mas esta também ndo apresentou
alteracdes significativas em nenhuma das concentraces testadas. Isto pode ser decorrente do
curto periodo de exposi¢cdo (24 h) ou ainda, da tolerancia da espécie a baixos niveis de
oxigénio, fato este observado durante as coletas, onde esses organismos suportavam ficar até
40 minutos fora d’agua, ou também devido a uma rapida recuperacdo do estresse apds a
exposi¢cdo, como foi observado durante a realizacdo dos ensaios. Segundo Zenteno-Savin et
al. (2006) muitos crustaceos sdo conhecidos por serem tolerantes com o estado de hipoxia e
Hochachka et al. (1993), muitas espécies de crustdceos decapodes sdo capazes de tolerar a
exposicdo a hipoxia e andxia com taxas de sobrevivéncia elevadas, mesmo com um tempo de

exposicdo de horas ou dias nessas condigdes.

Sabe-se que a necessidade de oxigénio dissolvido na dgua depende da espécie. Para o
camardo L. vannamei por exemplo, o étimo é 5 mg/L (BOYD, 1989), contundo o ponto
critico para camarfes peneideos foi reportado entre 0,9 e 2,0 mg/L (VILLAREAL et al.,
1994), para tilapia Oreochromis niloticus o ideal para um bom desenvolvimento é acima de 3
mg/L, mas essas podem sobreviver em concentragdes de 1,2 mg/L (AYROZA, 2009) e para
Daphnia o 6timo € de 2 mg/L (CETESB, 1992). Porém, mesmo que alguns organismos
consigam sobreviver a baixas concentraces de oxigénio na agua, Costa et al. (2008) afirmam
que essa variavel é importante porque atua como regulador em processos metabolicos dos
organismos, o que é corroborado por Boyd (1989) e Cyrino; Kubitza (1996) que relatam que
0s baixos niveis de oxigénio na dgua normalmente causam uma diminuicdo do consumo de
alimento, do crescimento e da resisténcia, aumentando assim a incidéncia de doencas e

consequentemente aumentando a taxa de mortalidade.

Outro fato discutido na literatura, sdo os fatores abidticos que mais afetam o consumo
de oxigénio nos organismos aquaticos, os quais sao a temperatura e salinidade (BRETT,
1987). Nos sistemas estuarinos essas variaveis podem ser alteradas drasticamente tanto em
termos espaciais como temporais (ROWE, 2002). De acordo com Nunes et al. (2005) as
fazendas de cultivos de camarfes marinhos sdo normalmente construidas dentro desses
sistemas, 0 que aumenta a preocupacdo com o descarte do MBS nessas areas, pois além de
serem areas ecologicamente importantes, a regido nordeste onde esta a maior parte dessa

atividade é caracteristicamente quente, podendo potencializar os efeitos deste produto.
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De acordo com Cunha (2010) as fazendas do estado do Rio Grande do Norte ndo
utilizam mais MBS, ja que o camardo produzido ndo é mais exportado, sendo todo ele para
consumo interno. Contudo, o MBS néo € utilizado apenas no Brasil e sim em todo o mundo
para a profilaxia da melanose (MAIA, 2004). Com isso a preocupacgédo a cerca desse produto

ainda é cabivel, também por ser utilizado em outras industrias.

O MBS é considerado um composto toxico podendo causar irritacdo nos olhos, pele e
aparelho respiratdrio, sendo também prejudicial se ingerido ou inalado pelo homem. Segundo
Rencuzogullari et al. (2001b) pode induzir aberragbes cromossémicas e mudangas nas
cromatides irmas em linfocitos humanos, o qual de acordo com Meng; Zhang (1990) € um
efeito similar causado in vivo por SO, e derivados, como bissulfito de sodio e sulfito. Asero
(2002) afirma que os conservantes a base de sais de enxofre, como o composto em estudo, ja
foram causadores de rinite persistente e urticaria cronica. Devido a isso, a utilizacdo desse
produto deve ser com parcimoénia e estar de acordo com o Conselho Nacional de Saude, o
qual recomenda o0 uso em uma concentracao de até 100 ppm para alimentos crus e segundo a
Organizagdo Mundial da Saude, estabelece como aceitvel uma ingestéo diaria de compostos
sulfetados na ordem de 0,7 mg/kg expresso como SO, (ELMAS et al., 2005).

Sobre a ecotoxicidade desse produto, poucos dados séo encontrados na literatura, de
forma que ndo se sabe a quantidade desse produto que pode ser langado no meio ambiente
sem causar impactos negativos, além de que um namero limitado de organismos aquéaticos

tem sido expostos a esse produto para a avaliacdo ecotoxicoldgica.

Apesar de no presente trabalho néo ter sido encontrado efeitos graves do MBS nos
ensaios do consumo de oxigénio dos camarBes e das atividades enzimaticas dos peixes e
camardes, 0 mesmo nao aconteceu com 0s ensaios de toxicidade aguda. Estes avaliam em
geral os efeitos severos e rapidos, devido a exposicdo dos organismos a agentes
possivelmente toxicos em um curto espaco de tempo. Para esse ensaio foram utilizados
diferentes organismos: microalga, claddcero, camardo e ovos de peixe, onde P. subcapitata
apresentou uma ECsp (72 h) de 24,29 mg/L, sendo essas ainda inibidas significativamente a
partir da concentracdo de 44 mg/L, D. magna apresentou uma CLso (48 h) de 34,90 mg/L, P.
serratus uma CLsp (96 h) de 69,65 mg/L. Ja para os ovos de D. rerio, a CLs, foi calculada em
todos os dias de exposicdo (24, 48, 72 e 96 h) dos ovos a0 MBS, obtendo-se uma CLs, de
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90,30; 74,03; 64,50 e 65,84 mg/L, respectivamente, onde se observa uma tendénica a um

aumento da toxicidade com o passar dos dias até se estabilizar.

J& no ensaio de toxicidade crbénica com ovos dos peixes, foi observada uma
mortalidade de 100% dos ovos expostos as maiores concentragdes (150 e 225 mg/L) no
primeiro dia de exposicdo, e um fato interessante é que os ovos controles que estavam na
mesma placa também foram destruidos. Uma das hipoteses para isto é que como as placas
ficavam fechadas, a producdo do SO, devido ao contato do MBS com a agua, possa ter
contaminado os controles, ou mesmo ocorrido uma producdo de microgoticulas pela alta
concentragdo e estas terem se depositados nos pocos controle. Segundo a ficha de
informacdes de seguranca de produto quimico da AGA/SA (2004), esta informa que o SO,
por ser um produto na forma de gas, ndo oferece riscos aos seres vivos tanto aquaticos quanto
terrestres. Porém, Suréwka et al. (2007) afirmam que o SO, é um gas toxico podendo
facilmente penetrar nos cloroplastos das plantas afetando o crescimento e desenvolvimento

destas.

Quanto a eclosao dos ovos, esta aconteceu no terceiro dia nas concentracdes 29, 44 e
66 mg/L e ainda no controle, enquanto que na concentracdo de 100 mg/L, esta s6 ocorreu no
quarto dia de exposicdo. Nas menores concentracfes (29 e 44 mg/L) apesar de ndo ter havido
mortalidade das larvas, estas apresentaram alguns defeitos como: auséncia do saco vitelinico,

mé formacdao da cauda, auséncia de ot6lito, larvas sem equilibrio, dentre outros.

Os efeitos mais descritos na literatura da toxicidade em larvas de D. rerio para
diferentes tipos de contaminantes, o qual alguns deles também foram observados no presente
estudo sdo: curvatura da cauda, disturbios no equilibrio, edemas cranial, pericardial e
abdominal, hemorragias, anormalidades na boca e deformacBes na espinha e cabeca,
pigmentacdo anormal de olhos e corpo, tendo sido descritos em diferentes tipos de estudos
(HENRY et al., 1997; ELONEN et al., 1998; CHENG et al,. 2000; GRISOLIA et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2009).

Alguns estudos tem demostrado que embrides e larvas de paulistinha podem lidar com
baixas concentracdes de oxigénio dissolvido e que nos estagios iniciais essa tolerancia € mais
alta (PADILLA; ROTH, 2001; BRAUNBECK et al., 2005). Contudo, os resultados da

presente pesquisa mostraram gue mesmo quando o MBS néo causou efeitos severos, como a

93



ARAGAO, J. S. Aspectos Ecotoxicoldgicos Relacionados a Carcinicultura Marinha.

mortalidade, este foi capaz de causar danos nos quais vao interferir no desenvolvimento
normal dos organismos, pelo menos no organismo testado, o que é corroborado por Elonen et
al. (1998) que afirmam que os efeitos nocivos aos organismos podem ser percebidos em
algumas atividades vitais, como a natagdo e a alimentacdo. Como se sabe, uma das causas da
toxicidade desse produto estd relacionada a oxigenacdo da &gua. Todavia, ndo € possivel
afirmar que a causa dos danos observados no ensaio crénico com peixes da presente pesquisa,

seja simplesmente pela andxia e/ou hipdxia, j& que essa variavel ndo foi mensurada.

Segundo Hollert et al. (2003) embrides de D. rerio sobrevivem a niveis de oxigénio
de 0,5 mg/mL. Contudo, Barrionuevo et al. (2010) reportam que embrides de D. rerio em
estagios muito iniciais ndo responderam de forma eficaz a hipdxia aguda ambiente, e que sé
depois da fase correspondente a idade de 30 dias, eles foram capazes de responder a hipoxia
aguda através de mecanismos fisioldgicos eficazes envolvendo metabolismo aerdébio e
anaerobio e Braunbeck; Lammer (2006) ndo observaram qualquer tipo de ma formacao ou até

mesmo retardo no crescimento em embrides da mesma espécie expostos a hipoxia.

Assim, com base nestes estudos, pode-se esperar que os efeitos observados no ensaio
do desenvolvimento embriolarval do presente trabalho seja pelo préprio mecanismo de acao
do MBS quando em contato com 0s organismos e ndo pelo baixo nivel de oxigénio, o que
também é corroborado com Aragao et al. (2008) o qual afirmam ndo excluir a participacdo do
préprio MBS ou outro fator na letalidade observada, e ndo apenas a baixa concentracdo do
oxigénio dissolvido, uma vez que estes observaram mortalidade nos organismos testes
mesmo nas concentracGes onde o nivel de oxigénio estava no limite aceitavel para a espécie

estudada.

O ambiente aquético é extremamente dinamico fazendo com que os animais que ali
vivem estejam sujeitos a alteracbes ambientais diferente dos enfrentados pelos animais
terrestres, como as mudangas rapidas na concentracdo de oxigénio dissolvido, pH, salinidade
e etc, 0 que pode ocasionar estresse e reduzir a habilidade em manter a homeostase (OBA et
al., 2009). Junto a isso, existe uma gama de contaminantes sendo despejados nesses
ambientes, que afetam de uma forma ou de outra a vida desses organismos, como 0 MBS, o
qual € muitas vezes descartado nos corpos hidricos sem tratamento, afetando em um primeiro
momento 0 meio ambiente pela queda nos niveis de oxigénio dissolvido dessas aguas. Esses,

podem afetar gravemente os ecossistemas costeiros benténicos, resultando em mudancas de
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longo prazo nas comunidades bentonicas e tais efeitos depende da gravidade, frequéncia e
duracdo da deplecédo de oxigénio (RABALAIS et al., 2002), o que pode significar uma perda

da funcéo e servicos do ecossistema (LEVIN et al., 2009).

No presente trabalho poucos efeitos foram encontrados quando se utilizou os
biomarcadores enzimaticos na avaliacdo da exposicdo tanto de camardo como de peixes,
assim como, ndo foram encontrados resultados significativos da taxa do consumo de oxigénio
dos camardes expostos a0 MBS, resultados esses que podem ter sido decorrente do curto
tempo de exposi¢do. Contudo, Halliwell; Gutteridge (1999) afirmam que a reintrodugéo do
oxigénio causa um aumento na producdo das EROs, causando efeitos nocivos as células,
como oxidacdo de lipideos, proteinas e DNA, provocando dessa maneira alteracdes no
funcionamento normal de células e tecidos. Desta maneira, o descarte do MBS no meio
aquético é agravado, pois este produto, além de ser assimilado pelos organismos podendo
causar danos, pode impactar o0 meio ambiente pela retirada do oxigénio dissolvido, matando
0s organismos por asfixia e depois pela reoxigenacao natural do local onde foi descartado,
podendo causar impactos negativos mesmo aos organismos mais resistentes, devido aos

diversos efeitos do ciclo de andxia-hipOxia-reoxigenagao.
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3.6. Conclusoes

A avaliacdo da toxicidade aguda do MBS mostrou que as microalgas
(Pseudokirchneriella subcapitata) apresentaram uma ECsy (72 h) de 24,29 mg/L, 0s
cladéceros (Daphnia magna) uma CLsy (48 h) de 34,90 mg/L e os camarBes (Palaemon
serratus) uma CLso (96 h) de 69,65 mg/L.

A exposi¢do dos camardes P. serratus as concentragdes sub-letais do MBS, néo

causou mudangas significativas na taxa do consumo do oxigénio.

Atividades enzimaticas como Catalase, Glutationa-S-Transferase e Acetilcolinesterase
em P. serratus, ndo apresentaram alteracGes ap6s a exposicdo ao MBS, a exce¢do foi a
inibicdo da AChE mensurada na cabeca desses animais no maior tempo de exposicdo (48 h) e

também nas maiores concentracdes.

Para os peixes Danio rerio, 0 MBS causou diferentes efeitos no desenvolvimento
embriolarval como auséncia do saco vitelino, ma formacéo da cauda, larvas sem equilibrio,
dentre outros. Além disso, foi observado mortalidade tanto de embribes como de larvas e

ainda um retardo na eclosé@o dos ovos, nas diferentes concentracdes testadas.

Assim como nos camar@es, a analise das atividades enzimaticas (Glutationa-S-
Transferase e Acetilcolinesterase) nos peixes, ndo apresentaram diferencas significativas
quando comparadas com o controle em nenhuma dos tecidos analisado, a excecdo foi a GST
mensurada na cabeca dos animais, onde essa foi induzida na concentragdo de 44 mg/L.
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4. Consideracdes finais

Diante do exposto nos dois capitulos precedentes, fica evidente a importancia dos
estudos dos possiveis impactos gerados pela atividade da carcinicultura, seja no uso de
diversos produtos quimicos para melhorar a producdo nas suas diferentes etapas, seja na
geracdo de efluentes, contendo tanto os residuos dos produtos utilizados no manejo dos
viveiros como a prépria comunidade fitoplancténica, muitas vezes constituida na sua maioria

por cianobacteérias.

Caso ndo haja um manejo adequado por parte dos carcinicultores, as cianobactérias
podem proliferar, fato este observado nas analises quantitativas das trés fazendas estudadas.
Estes organismos podem ocasionar problemas na prépria producdo, ja que nao servem de
alimento para os camar@es e deteriorar a qualidade das &guas dos viveiros. Entretanto, a
maior preocupacdo estd no fato de algumas espécies produzirem toxinas comprovadamente
toxicas para 0 homem e para 0s animais aquaticos. Dessa forma quando as aguas desses
viveiros forem descartadas, estard entrando nas aguas do corpo receptor, sendo essas muitas
vezes utilizadas por pescadores artesanais, uma carga elevada de cianobactérias ou até

mesmo de toxinas.

Em relagdo ao aditivo quimico metabissulfito de sédio, este é utilizado durante a
despesca e descartado normalmente no corpo receptor, sem que haja nenhum tratamento. A
primeira consequéncia disto € a retirada imediata do oxigénio dissolvido da agua, que sé por
este motivo ja pode ser considerado nocivo. Contudo, os resultados do presente estudo e de
outros relatos da literatura, tm demonstrado que este aditivo € toxico, seja no nivel de
toxicidade aguda ou crénica, como no ensaio do desenvolvimento embriolarval com peixes e

de mutagenicidade descritos na literatura.

A legislagdo CONAMA 357 de 2005 que dispde sobre a classificagdo dos corpos de
agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento e ainda, as condi¢fes e padrbes de
lancamento de efluentes, ndo tras valores de cianobactérias para as dguas salobras e salinas e
apenas para as aguas doces. Contudo, dependendo da floragdo, as cianobactérias podem
causar cor, odor e turbidez, o que nédo € aceito nessa resolucdo. Ja para os valores de oxigénio
dissolvido, este sdo divergem para as diferentes classes de aguas, onde o valor mais baixo

aceito para esse parametro é acima de 2,0 mg/L de OD. Porém, nos ensaios em laborat6rios
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foram observados que o MBS tem a capacidade de reduzir rapidamente a concentracdo do

OD, deixando praticamente a niveis zero de oxigénio.

Sendo assim, cabe as carcinicultores cumprir a legislacdo, buscando medidas para
evitar 0s possiveis danos gerados pela atividade, como evitar o proliferamento das
cianobactérias através do manejo correto de troca de agua dos viveiros e do uso de
fertilizantes, e em relacdo a solucdo de MBS, através da adicdo de hidroxido de célcio mais
aeracdo da solugdo é possivel reduzir sua toxicidade, ja que com esse procedimento 0s niveis

de oxigénio dissolvido se elevarao.

Ja em relagdo aos 6rgdos ambientais competentes, sejam federais, estaduais ou
municipais, cabe fiscalizar essas atividades para o cumprimento da legislacdo, pois essa
afirma que “Os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderéo ser langados, direta ou
indiretamente, nos corpos de agua, apés o devido tratamento e desde que obedecam as
condicdes, padrdes e exigéncias dispostos nesta Resolucdo” (CONAMA 357, 2005). So
assim, com o completo cumprimento da lei, poderemos manter uma atividade
economicamente importante principalmente para a regido nordeste, assim como a

preservacao dos ecossistemas que sdo atigindos por essa atividade.
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ANexos

Anexo 1. Variagdo qualitativa e quantitativa da assembléia fitoplanctonica (cel.mL™)

da agua dos viveiros de camarao marinho da Fazenda A, coletados no periodo

SeCo.
Viweiro 1 I Viweiro 2
Téaxons Ciclo - Dias
0 30 60 90 120 0 30 60 90| 120
Cyanophyta
Anabaena sp. 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0
Cylindrospermopsig 0 0 0 164 0 0 0 0 0 0
Oscillatoria sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
Planktothrix agard 4 0 0 0 0 0 0 0 0
Pseudanabaena cf 12 124 56 0 764 16 0 32| 240 504
Sub-total 16 124 56 164 764 16 4 32| 240] 508
Euglenophyta
Euglena sp. 8 of 120 0 56 0 12 132] 12 8
Sub-total 0 120 0 56 0 12 132 12 8
Dinophyta
Peridinium sp. 0 of 112 20 0 0 0 of 48 8
Prorocentrum sp. 0 12 0 0 0 4 4
Scrippsiella trocho 0 0 0 0 0 0 0 12 0
Dinoflagelados nédo 40 0 16 68 4 4 84 84 0
Sub-total 40 0 112 48 68 4 4 84| 148 12
Bacillariophyta

Amphora sp. 0 8 0 0 0 8 16 4 0
Aulacoseira granul 0 0 0 432 0 0 0 0
Cylindrotheca clost] 20 0 32 580 0 0 0 0 4
Diatomaceas Centra 0 0 96 16 0 4 0 16 0 0
Diatoméaceas Pennal 36 68 0 192 176 12 176 172 204 64
Diploneis sp. 0 0 36 0 0 48 136 272 292
Gyrosigma sp. 0 0 16 100 0 0 0 0 0 0
Navicula sp. 0 0 0 0 0 0 16 12 4 0
Nitzschia punctata 0 0 0 0 0 0 0 0 4
Nitzschia sp. 0 0 0 0 4 0
Pleurosigma sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 4
Sub-total 56 76 116 376 1188 16 248 352| 488] 368
Fitoflagelados 24 72 28 104 204 12 64 76 92 36
Sub-total 24 72 28 104 204 12 64 76 92 36
TOTAL (cel.mL™) 144 272 432 692| 2280 48| 332 676] 980] 932
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Anexo 2. Variagdo qualitativa e quantitativa da assembléia fitoplancténica fitoplanctonica

(cel.mL™) da 4gua dos viveiros de camardo marinho da Fazenda B, coletados no periodo

Seco.

Viwiro01 Viweiro 02
Téaxons Ciclo — Dias

0 30 60 90| 120 0 30 60 90] 120

Cyanophyta
Anabaena sp. 16 0 0 4 o] 108 0 0 20 0
Cyanobacterias 0] 52800 0 0 0 0 0 0 0 0
Lyngbya sp. 0 40 0 0 0 0 0 0 0 0
Oscilatoria sp. 0 0 8 0 0 0 0 0 0 0
Pseudanabaena cf limneticd 312 0 776] 2108] 16160] 4160] 382401 49600 9796 964
Spirulina sp. 0 0 0 0 of 16 0 0 0 0
Sub-total 328| 52840| 784] 2112|16160| 4284| 38240| 49600 9816] 964

Euglenophyta

Euglena sp. 12 0 16 24 44 0 12 0 544 4
Sub-total 12 0 16 24 44 0 12 0 544 4

Dinophyta
Peridinium sp. 0 16 0 0 0 0 0 0 0
Prorocentrum minimum 0 0 0 0 0 0
Prorocentrum sp. 12 0 16 0 o] 616 244 8 0
Scrippsiella trochoidea 36 0 8 32 16 4 344 92 176 60
Dinoflagelados néo identif. 324 364 320 2201 152 0 108 484 60
Sub-total 372 16] 388] 356] 236] 772 588 208] 660] 120

Cryptophyta
Cryptomonas subovales 196 24 0 44 20 800 0 64 0
Sub-total 196 24 0 44 20 800 0 64 0

Bacillariophyta

Amphiprora alata 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0
Amphora sp. 4 0 8 12 0 0 0 0 0 0
Cyclotella sp. 2992 0 0 32 0 296 0 0 0 104
Cylindrotheca closterium 1328] 4160 8 0 241 1760 0 0 0 0
Diatomaceas Centrales 12 0 4 24 16 36 20 84 0 0
Diatomaceas Pennales 32 0 52 156 36] 272 120 116 20 24
Gyrosigma sp. 28 0 12 0 0 44 36 24 24 0
Nitzschia sigma 4 0 0 0 0 0 0 0 0
Thalassiosira sp. 0 0 0 0 0] 656 0 0 0
Sub-total 4400 4160 84] 224 76] 3072 176 224 44| 128
Fitoflagelados 196 28 248 200 244 0 176 144 284 80
Sub-total 196 28] 248 200 244 0 176 144 284 80
TOTAL (céls. mL™) 5504| 57044| 1544| 2916]|16804| 8148| 39992| 50176|11412| 1296
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Anexo 3. Variagdo qualitativa e quantitativa da assembléia fitoplancténica fitoplanctonica

(cel.mL™) da 4gua dos viveiros de camardo marinho da Fazenda C, coletados no periodo

Seco.

Viweiro01 Viweiro 02
Téaxons Ciclo — Dias
0 30] 60 90 120 0 30 60] 90| 120
Cyanophyta
Anabaena sp. 20 0 0 0 0 32 0 0 0 0
Cylindrospermopsis sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pseudanabaena cflimnetica | 5120 132] 736] 504 8480] 1920] 3200] 444] 6056 1100
Sub-total 5140 132| 736] 504| 8480| 1952| 3200| 444]6056] 1100
Euglenophyta
Euglena sp. 12 12 0
Sub-total 12 12 0
Dinophyta
Prorocentrum minimum 8 0 0 0 8 32 0 0 0 0
Prorocentrum sp. 0 20 20 0 44 0 28 0 0
Scrippsiella trochoidea 0 0] 260] 140 132 0 68| 148] 484 128
Dinoflagelados néo identif. 24 76] 340 0 244 128 80| 308] 424 212
Sub-total 32 96] 620] 140 428 160| 152| 484] 908] 340
Cryptophyta
Cryptomonas subovales 100 24 64] 580 36
Sub-total 0 0 0] 100 24 0 64] 580 36
Bacillariophyta
Amphiprora alata 4 0 0 0 0 8 0 0 0 0
Amphora sp. 0 0 0 0 0 of 12 0 4 4
Coscinodiscus sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
Cyclotella sp. 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0
Cylindrotheca closterium 184 0 0 0 0 580 0 0 0 0
Diatomaceas Centrales 24 8 24 0 24 24 20 0 12 12
Diatomaceas Pennales 328 44] 124 44 28 3201 268] 292 36 76
Gyrosigma sp. 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Navicula spp. 0 0 0 12 0
Pleurosigma sp. 0 0 0 0 0 0 of 24 0 0
Sub-total 556 52| 148 48 52] 932] 312| 316] 52 96
Fitoflagelados 44 201 132 76 144 56 304| 144 144 204
Sub-total 44 20] 132 76 144 56| 304] 144] 144] 204
TOTAL (céls.mL™) 5784| 308|1648| 868| 9128] 3100| 3976|1452]7740| 1776
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Anexo 4. Variacdo qualitativa e quantitativa da assembléia fitoplanctdnica fitoplanctonica

(cel.mL™) da 4gua dos viveiros de camardo marinho da Fazenda A, coletados no periodo

chuvoso.
Viweiro 10 Viweiro 11
Ciclo — Dias 0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Cyanophyta
Anabaena constricta 4 280 3160 80 0 28 150 80 240 0
Anabaena spiroides 0 0 40 0 0 40 0
Chroococcus minutus 0 240 0 160 0 0 0
Chroococcus turgidus 0 120 0 0 0 0 40 80 0
Cylindrospermopsis raciborskii 12 1840 1656 4720 1274 356 242 720 1920] 10948
Geitlerinema amphibium 16 0 120 0] 34040 184 0 560 0] 20240
Geitlerinema unigranulatum 0 0 0] 79920 o] 328 0 3920] 103920 0
Merismopedia punctata 0 920 0 0 0 32 0 120 0 0
Merismopedia tenuissima 0 0 0 280 0 0 0 0 160 0
Microcystis aeruginosa 8 1840 960 0 0 0 0 0 200 0
Microcystis protocystis 0 440 0 0 0 0 0 0 0
Microcystis wesembergui 0] 21560 0 0 0 0 0 0 0
Oscillatoria princeps 16 0 0 0 0 0 0 0 0
Oscillatoria terebriformis 16 560 0 0 0 36 0 0 40 0
Planktothrix agardhii 0 0 0 0 0 17 0 0
Pseudanabaena limnética 720 0 0 0 72 50 120 0
Raphidiopsis mediterranea 0 0 0 0 0 17 200 40 0
Spirulina sp. 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Subtotal 76] 28520] 20840 85160] 161440] 1044 475 5760 106640 129720
Euglenophyta

Euglena acus 0 0 0 0 1 0 17 0 120 0
Phacus curvicauda 0 0 0 0 0 0 17 0 0 40
Lepocynilis sp. 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0
Subtotal 0 0 0 0 1 4 34 0 120 40
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Cryptophyta
Cryptomonas ovata 12 40
Cryptomonas sp. 4 0
Subtotal 0 0 16 40
Bacillariophyta
Cyclotella meneghiniana 0 0 0] 2840 560 88 8 0 0 40
Cylindrotheca closterium 16 0 0] 3840 200 0 25 40 40 0
Nitzchia sigma 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0
Synedra cf ulna 0 0 0 0 0 0 42 0 80 0
Synedra rupens 0 560 80 0 0 0 33 0 0 0
Aulacoseira sp. 0 0 0 0 0 4 0 0 0
Amphora sp. 0 40 80 0 0 0 0 0 0
Cyclotella sp. 0 ol 200 0 0 0 40 0 0
Gomphonema sp. 0 0 0 0 0 o] 25 0 0 0
Navicula sp. 0 0 0 0 0 0 0 0
Nitzchia sp. 4 0 0 0 0 0 40 0 0
Surirella sp. 4 0 0 0 0 0 0 0 0
Pennales 36 0 0] 1200 240 316] 200] 1280 2640 600
Subtotal 60 600 360] 7880 1000f 408] 350] 12920 2760 640
Chlorophyta
Ankistrodesmus densus 0 0 0 0 0] 236 0 0 0 0
Closterium ehrenbergianum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Coelastrum reticulatum 8 0 0 0 0] 856] 1017 0 0 0
Kirchneriella obesa 0 0 0 0 0 12 0 0 0 0
Monoraphidium contortum 4 0 0 0 0 0] 125 120 200 0
Monoraphidium griffitii 8 0 0 0 0 12 0 0 0 0
Oocystis lacustris 0 0 0 0 0 68 25 0 0
Oocystis prilsilla 0 120 0 0 0 0 0 40 0
Pediastrum duplex 0 0 0 0 0] 148] 4633 0
Pediastrum simplex 4 0 0 0 0] 248] 125 80 0
Scenedesmus acuminatus 4 0 40 0 0 0 0 0 0
Scenedesmus arcuatus 0 0 0 0 0 0 0 40 0
Scenedesmus bijugus 0 0 0 0 0 52] 125 0 0
Scenedesmus ecornis 0 0 0 40 o] 104 0 200 0 0
Scenedesmus quadricauda 0 0 0 40 0 56 0 120 0 0
Schroederia jadavi 0 0 0 0 0 0 0 400 0 0
Sphaerociystis schroeteri 0 0 0 0 0] 248 8 0 0 0
Staurastum leptocladium 4 0 0 0 0 0 0 0 0
Tetraedron denisal 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0
Coelastrum sp. 0 0 0 0 0 25 0 0 0
Nephrocytium sp. 0 0 0 0 o 112 0 0 0 0
Scenedesmus sp. 0 0 0 0 0 24 0 0 0 0
Subtotal 32 120 40 80 0] 2180] 6083 920 280 0
TOTAL (céls.mL-1) 168] 29240| 21240] 93120]163440] 3652] 6942] 1960] 10980| 130440
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Anexo 5. Variagdo qualitativa e quantitativa da assembléia fitoplancténica fitoplanctonica

(cel.mL™) da 4gua dos viveiros de camardo marinho da Fazenda B, coletados no periodo

chuvoso.
Viwiro 3 Viwiro 4
Ciclo - Dias 0 30 60 90 120 0 30 60 90
Cyanophyta
Anabaena constricta 0 0 0 40 4 4 0 0 0
Anabaena spiroides 40 92 0 0 0 0 0 0 0
Chroococcus minutus 40 0 0 0 0 0 25 160
Chroococcus turgidus 0 25 0 0 0 0 8 80 0
Cylindrospermopsis
raciborskii 360 200 0 3120 712 0 58 600 840
Geitlerinema amphibium 520 75 12] 17640 88 0l 1042 0] 15320
Geitlerinema unigranulatum 1760] 31592 184 760l 5780 36 0 2120 0
Merismopedia punctata 0 0 0 0 0 0 0 0 40
Oscillatoria cf princeps 0 8 0 0 0 0 0 0 0
Planktothrix agardhii 0 0 0 0 0 0 0 40 0
Pseudanabaena limnética 0 0 0 120 0 0 0 0 40
Oscillatoria sp. 0 0 0 0 0 4 0 0 0
Spirulina sp. 0 8 0 0 0 0 0 0 0
Subtotal 2720 32 196] 21680| 6584 44] 1133] 2840| 1640
Euglenophyta
Euglena acus 0 8 0 0 0 0 0 0 0
Phacus curvicauda 0 0 0 0 0 0 0 200 0
Euglena sp. 0 0 0 0 0 0 58 0 0
Subtotal 0 8 0 0 0 0 58 200 0
Cryptophyta
Cryptomonas ovata 0 0 0 120 0 0 0 0 0
Cryptomonas sp. 40 0 0 160 0 0 17 0 400
mallomonas sp. 0 0 0 0 4 0 0 0 0
Subtotal 40 0 0 280 4 0 17 0 400
Dinophyta
Peridinium sp. 64 120 32 42 40 80
Subtotal 64 120 32 42 40 80
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Bacillariophyta

Aulacoseira varians 0 0 0 1520 0 0 0 0 0
Coscinodiscus centralis 0 0 4 0 0 0 0 0 0
Coscinodiscus oculus eridis 0 0 0 0 0 0 0 120 0
Cylindrotheca closterium 80 0 0 0 0 0 33 40
melosira varians — alacoseira 0 0 0 0 8 0 0 0
Nitzchia cfpalea 40 0 0 40, 4 0 0 0 0
Synedra rupens 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Amphora sp. 40 0 0 0 0 4 17 240 40
Cymbella sp. 0 0 0 0 0 17 0

Cyclotella sp. 0 0 0 0 0 0 80

Gyrosigma sp. 8 4 0 0 4 0 0

Pennales 760 242 36 0 0 36 183 720 40
Subtotal 920 250 44 1560 12 44 250] 1160 120

Chlorophyta

Closterium ehrenbergianum 0 0 0 0 0 16 0 0 0
Kirchneriella obesa 0 25 0 0 0 32 0 0 0
Tetrallantos lagerheimii 0 0 0 0 0 0 0 120 0
Subtotal 0 25 0 0 0 48 0 120 0
TOTAL (céls.mL-1) 3680] 32920 304] 23640] 6600 168| 1500] 4360| 17000
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Anexo 6. Variacdo qualitativa e quantitativa da assembléia fitoplanctonica fitoplanctonica

(cel.mL™) da 4gua dos viveiros de camardo marinho da Fazenda C, coletados no periodo

chuvoso.
Viweiro 27 Viweiro53

Ciclo - Dias 0 30 60 90 0 30 60 90

Cyanophyta
Chroococcus minutus 1040 0 0 0 0 2480 360
Chroococcus turgidus 80 0 0 0 0 0 0 0
Cylindrospermopsis raciborskii 800] 40720] 38440 80 0] 3280 2840 1160
Geitlerinema amphibium 3080 0 2560] 6960 0 560 11920 13280
Geitlerinema unigranu
Latum 0] 66360 5460 0 0] 46040 0 0
Merismopedia elegans 0 0 0 0 0 0 0 120
Merismopedia punctata 0 0 0 0 0 0 120 40
Merismopedia tenuissima 280 0 0 0 0 0 0 0
Oscillatoria cf princeps 0 0 0 0 40 0 0 0
Planktothrix agardhii 40 0 0 0 0 0 0 120
Raphidiopsis mediterranea 0 160 0 0 0 0 80 1840
Pseudanabaena sp. 0 0 0 0 0 0 160 0
Merismopedia sp. 0 0 0 0 0 0 0 80
Cocoides 0 0 0 0 0 0 0 2.84
Subtotal 5320 107240] 9506] 7040| 40| 49880 1760] 30280

Euglenophyta

Euglena acus 0 0 0 120 0 0 0 40
Euglena sp. 0 0 920 0 0 440 0
Trachelomonas sp. 0 0 0 0 0 40 0
Subtotal 0 0 920 120 0 480 0 40

Cryptophyta
Cryptomonas sp. 0 0] 1440 1080 0 0
Subtotal 1440] 1080

Dinophyta

Peridinium sp. 0 40 40 40 0
Subtotal 0 40 40 40 0
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Bacillariophyta

Coscinodiscus centralis 0 960 0 0 0 0 0
Coscinodiscus oculus eridis 0 0 0 0] 520 0 0
Cylindrotheca closterium 0 160 240 0 0 680 3920 80
Nitzchia cf palea 0 0 0 0 0 0 1160
Nitzchia sigma 0 0 0 0] 200 0 0
Synedra rupens 0 0 0 0 0 0 480
Thalassiosira eccentrica 0 0 40 0 0 0 0
Diploneis sp. 0 0 0 0 0 0 0 600
Navicula sp. 320 0 0 o 40 0 80 0
Nitzschia sp. 0 0 0 o] 160 0 0 0
Centrales 0 0 0 0 0 0 0 200
Pennales 6.4 0 320, 0] 160 760, 600 80
Subtotal 6720 1120 600 0] 1080] 1440] 6240 960

Chlorophyta
Monoraphidium braunii 0 0 0 0 0 0 0 40
Monoraphidium contortum 80 0 0 0 0 0 40 80
Scenedesmus bijugus 80 0 0 0 0 80 120 40
Schroederia jadavi 0 0 0 0 0 0 0 160
Tetrallantos lagerheimii 0 0 1.92 0 0 240 1.24 600
Subtotal 160 0] 1920 0 0 320] 1400 920

Fitoflagelados 0 0 1240 0] 5640 0 0 0
Subtotal 0 0] 1240 0] 5640 0 0 0
TOTAL (céls.mL-1) 1220] 10840]101760] 8240]6760| 52160] 25240 3220

130



ARAGAO, J. S. Aspectos Ecotoxicoldgicos Relacionados & Carcinicultura Marinha. 131

Anexo 7. Avaliacdo da toxicidade aguda dos extratos da Fazenda A (periodo seco) em
camundongos Mus musculus (machos). O peso dos 6rgdos (figado e rins) dos
animais retirados 24 horas ap6s a administracdo. Os valores correspondem a
média £ EPM (g/100g de massa corporea) de trés animais (n = 3).
Dias de Viveiro Dose Figado Rins Sobrevida
cultivo [Controle : 429%0,26 | 1,67%0,14 100%
(H20 Mar)
0 10 50 mg/kg 4,25+ 0,33 1,63 +£0,07 100%
11 50 mg/kg 428+0,19 | 1,53+0,06 100%
30 10 50 mg/kg 3,88+0,13 1,44 + 0,06 100%
11 50 mg/kg 4,42 + 0,32 1,71 +£0,16 100%
60 10 50mg/lkg | 3,87+0,22 | 1,44+0,11 100%
11 50 mg/kg 446 +0,12 | 1,55+0,10 100%
90 10 50 mg/kg 3,67 0,26 1,34 £ 0,05 100%
11 50mglkg | 4,14+029 | 1,73+0,21 100%
120 10 50mg/kg | 3,69+0,09 | 1,44+0,15 100%
11 50 mg/kg 4,25+ 0,26 1,60 + 0,09 100%
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Anexo 8. Avaliacdo da toxicidade aguda dos extratos da Fazenda B (periodo seco) em
camundongos Mus musculus (machos). O peso dos orgaos (figado e rins)
dos animais retirados 24 horas apés a administracdo. Os valores
correspondem & média £ EPM (g/100g de massa corporeo) de trés animais
(n=3).

Dias de Viveiro Dose Figado Rins Sobrevida
cultivo [ Controle - 429+026 | 1,67+0,14 100%

(H20 Mar)

0 03 50 mg/kg 5,07 +0,28 1,56 £0,13 100%
21 50 mg/kg 4,89 + 0,45 1,70 £ 0,04 100%
30 03 50 mg/kg 4,84 +£0,34 1,59 + 0,05 100%
21 50 mg/kg 4,66 + 0,21 1,80 £ 0,04 100%
60 03 50 mg/kg 4,74 + 0,31 1,80 £ 0,06 100%
21 50 mg/kg 4,28 £ 0,17 1,59 + 0,09 100%
90 03 50 mg/kg 5,09 £ 0,04 1,61+0,02 100%
21 50 mg/kg 4,69 + 0,09 1,76 £0,05 100%
120 03 50 mg/kg 5,25+0,16 1,46 + 0,19 100%
21 50 mg/kg 5,26 + 0,23 1,51+0,08 100%
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Anexo 9. Avaliacdo da toxicidade aguda dos extratos da Fazenda C (periodo seco) em
camundongos Mus musculus (machos). O peso dos 6rgéos (figado e rins) dos
animais retirados 24 horas apds a administracdo. Os valores correspondem a
média + EPM (g/100g de massa corporea) de trés animais (n = 3).
Dias de Viveiro Dose Figado Rins Sobrevida
cultivo [ Controle - 429+026 | 1,67+0,14 100%
(H,O Mar)
0 16 50 mg/kg 445+048 | 1,59+0,08 100%
53 50 mg/kg 392+0,15 | 1,53+0,03 100%
30* 53 50 mg/kg 3,86 +0,28 | 1,49+0,08 100%
60 16 50 mg/kg 430+0,21 | 1,72+0,05 100%
53 50 mg/kg 4,23+0,07 | 1,61+0,07 100%
90 16 50 mg/kg 390+0,15 | 1,52+0,04 100%
53 50 mg/kg 4,47+0,26 | 1,69+0,06 100%
120 16 50 mg/kg 535+£0,37 | 1,59+0,25 100%
53 50 mg/kg 537+0,07 | 1,43+0,12 100%

* 0 extrato do viveiro 16 foi perdido no ciclo 30
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Anexo 10. Avaliacdo da toxicidade aguda dos extratos da Fazenda A (periodo chuvoso)
em camundongos Mus musculus (machos). O peso dos o6rgdos (figado e
rins) dos animais retirados 24 horas apds a administracdo. Os valores
correspondem a média = EPM (g/100g de massa corpdrea) de trés animais
(n=3).

Dias de Viveiro Dose Figado Rins Sobrevida

cultivo [ Controle -
0,

(H,0 Mar) 451 +0,31 1,55+ 0,05 100%
0 10 50 mg/kg 470+0,45 | 1,38+0,09 100%
11 50 mg/kg 3,82+0,23 | 1,19+0,02 100%
30 10 50mg/kg | 3794020 | 1,56+ 0,06 100%
11 50 mg/kg 3,87+0,24 | 1,20+0,06 100%
60 10 50mg/kg | 325+0,24 | 1,09+0,04 100%
1 50 mg/kg 420+0,46 | 1,25+0,10 100%
90 10 50mg/kg | 336+0,08 | 1,24+0,05 100%
11 50 mg/kg 3,65+024 | 1,50+ 0,06 100%
120 10 50mg/kg | 4,32+0,49 | 157+0,21 100%
11 50 mg/kg 524+051 | 1,22 +0,06 100%
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Anexo 11. Avaliacdo da toxicidade aguda dos extratos da Fazenda B (periodo
chuvoso) em camundongos Mus musculus (machos). O peso dos érgéos
(figado e rins) dos animais retirados 24 horas apds a administracdo. Os
valores correspondem a média + EPM (g/100g de massa corpéreo) de trés
animais (n = 3).
Dias de Viveiro Dose Figado Rins Sobrevida
cultivo [~ Controle -
(H20 451 +0,31 1,55+ 0,05 100%
Mar)
0 03 50 mg/kg 479+0,20 | 1,44+0,03 100%
04 50mg/kg | 4,55+0,19 | 1,54 +0,10 100%
30 03 50mg/kg | 382+005 | 1,57+0,17 100%
04 50mg/kg | 340+0,19 | 1,20+0,03 100%
60 03 50mg/kg | 388+0,14 | 1,40+ 0,03 100%
04 50mg/kg | 485+023 | 1,42+0,01 100%
90 03 50mg/kg | 357+023 | 1,50+0,03 100%
04 50mg/kg | 3214013 | 1,19+0,06 100%
120 03 50mg/kg | 283+052 | 1,38+0,20 100%

04

Né&o houve coleta
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Anexo 12. Avaliacdo da toxicidade aguda dos extratos da Fazenda C (periodo
chuvoso) em camundongos Mus musculus (machos). O peso dos 6rgaos
(figado e rins) dos animais retirados 24 horas ap0s a administragdo. Os
valores correspondem a média £ EPM (g/100g de massa corpérea) de
trés animais (n = 3).
Dias de Viveiro Dose Figado Rins Sobrevida
cultivo [~ Controle -
(H20 451+0,31 | 1,55+0,05 100%
Mar)
0 21 50 mg/kg | 5,83+0,70 | 1,56+ 0,06 100%
53 50mg/kg | 4,60+0,17 | 1,51+0,12 100%
30 27 50mg/kg | 5294022 | 1,37 +0,09 100%
53 50 mg/kg | 4,62+0,12 | 1,50+0,05 100%
60 27 50mglkg | 5294022 | 1,37+0,09 100%
53 50mg/kg | 4,89+0,28 | 1,34+0,16 100%
90 27 50mg/kg | 3514018 | 1,13+0,02 100%
53 50 mg/kg | 4,25+0,17 | 1,38+0,07 100%

120

N&o houve coleta
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Anexo 13. Variavies fisico-quimicas mensuradas no inicio e término dos ensaios com

Mysidopsis juniae expostos ao extrato metandélico de Synechococcus sp.

Concentracdes Inicio Fim
mg/L Oxigénio | pH | Salinidade | Oxigénio | pH | Salinidade
Controle 3,9 7,75 35 59 7,68 35
10 4.4 7,73 35 57 7,65 35
30 4,6 7,71 35 54 7,63 36
100 50 7,70 35 1,7 7,22 35
300 55 7,66 35 0,7 7,10 35

Anexo 14. Variavies fisico-quimicas mensuradas no inicio e término dos ensaios com

Daphnia magna expostos ao metabissulfito de sodio.

Concentractes Inicio Fim
Oxigénio pH Oxigénio pH
mg/L
Controle 9,2 7,93 8,2 8,38
29 51 6,67 8,0 7,75
44 4,0 6,64 7,8 7,04
66 0,4 6,37 2,8 3,27
100 0,3 6,25 2,9 3,46
150 0,3 6,04 2,8 3,75
225 0,2 5,82 2,2 3,74
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Anexo 15.  Varidvies fisico-quimicas mensuradas durante a exposi¢cdo de Palaemon

serratus ao metabissulfito de sodio.

Conc. Inicio do 24 h 48 h Solucéo 72 h 9% h

ensaio nova (48 h)
mg/L

OD | pH |OD| pH |OD]| pH |OD| pH | OD | pH |OD| pH

Controle | 7,2 | 8,16 |39 | 808 | 30 | 788 | 70 | 8,18 28 | 791 | 15| 7,79

15 74 | 7,72 | 38 | 7,70 | 45| 758 | 56 | 7,95 31 | 782 |18 | 7,73
30 49 | 742 | 41| 761 |49 | 7,71 | 39 | 7,65 18 | 769 | 16 | 7,70
50 23 | 712 | 3,7 | 759 |48 | 7,78 | 15| 7,35 16 | 751 | 21| 7,68

100 04 | 682 |31 721 |60 761 | 02| 6,69 20 | 739 | 31| 7,60




