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RESUMO

Atualmente, os ensaios ecotoxicologicos tém sido utilizados como uma importante ferramenta na avaliagdo da qualidade
ambiental. Com objetivo de destacar o uso de organismos nativos em ensaios cronicos de curta duracdo, este estudo avaliou o
potencial do copépodo Acartia tonsa em ensaios de reproducdo. Ensaios semi-estaticos foram realizados expondo organismos
adultos as concentragdes de 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mg.L" de sulfato de zinco (ZnSO,.7H,0). A produgdo de ovos por
fémea foi quantificada em 48 horas, obtendo a CE,  de 2,05 mg.L"" de sulfato de zinco (IC 95% = 1,77 - 2,20 mg.L™"). Ensaios
agudos foram realizados concomitantemente, expondo 0s organismos as concentragdes de 2,5; 5,0; 7,5; 10; 12,5 ¢ 15 mg.L"' de
ZnSO,.7H,0. Em comparagdo aos efeitos agudos, o ensaio cronico obteve CE, | cerca de 1,9 vezes menor que a concentragdo
letal (CL,, de 3,80 mg.L"). A resposta de sensibilidade foi cerca de 3 a 4 vezes menor que os demais ensaios reportados na
literatura. Desta forma, estudos complementares sdo necessarios para estabelecer as condigdes 6timas de exposi¢ao e verificar
a possibilidade de efeitos subletais mais sensiveis.
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ABSTRACT

Appraisal of Copepod Acartia tonsa (Dana, 1849) as a Chronic Toxicity Test Organism

Ecotoxicological tests have been used as an important tool in assessing the environmental quality. In order to improve the use of
marine and estuarine native organisms in chronic toxicity tests, this study evaluated the potential of the copepod Acartia tonsa
in reproduction test. The sensitivity of A. tonsa was determined by exposing adults to 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0 and 2.5 mg.L"!
of zinc sulphate (ZnSO,.7H,0). The production of eggs per female was measured after 48 hours of exposure, resulting in the
EC,, of 2.05 mg.L"' of zinc sulphate (CI 95% = 1.77 - 2.20 mg.L™"). Acute toxicity test was also performed, exposing adults
t02.5,5.0,7.5, 10, 12.5 and 15 mg.L"' ZnSO,.7H,0. Compared to acute effects, the chronic test was 1.9 lower than the lethal
concentration (LC,; of 3.80 mg.L™"). The sensitivity response of 4. tonsa exposed to zinc presented an EC,; 3 to 4 times higher
than the others test organism described in the literature, so further studies are needed to improve sensitivity by developing and
applying other sublethal endpoints.
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INTRODUCAO

Os organismos marinhos estdo expostos a uma variedade de
substancias xenobidticas provenientes das mais diversas atividades
antropicas. A exposi¢do aos contaminantes pode ocasionar a
mortalidade de diversos organismos, além de causar alteragdes
de comportamento, reproducdo e inibi¢des de crescimento.
Estas alteracdes podem danificar a estrutura da populagao e, por
conseqiiéncia, resultar em potenciais impactos nas interagdes de
diferentes cadeias alimentares (Hoffmann et al., 1995).

Atualmente, a manutenc¢do da qualidade dos ambientes
aquaticos em relag@o ao lancamento de efluentes e produtos
quimicos industriais € prevista na legislacdo brasileira. De acordo
com a Resolugdo n® 357 (CONAMA, 2005), eventuais interagdes
entre substancias, especificadas ou ndo na legislagdo, nao poderdo
conferir as dguas caracteristicas de causar efeitos letais ou
subletais. Desta forma, para que seja eficientemente aplicada,
ensaios ecotoxicoldgicos tém sido exigidos para determinar a
toxicidade de efluentes e de compostos quimicos langados no
ambiente aquatico (Aratjo & Nascimento, 1999).

No Brasil, a ecotoxicologia marinha € relativamente recente
de forma que s@o poucas as espécies nativas que apresentam
ensaios ecotoxicologicos padronizados e protocolados. Para
ambientes marinhos e estuarinos, apenas as espécies de
ouri¢o-do-mar Lytechinus variegatus € Echinometra lucunter,
os misidaceos Mysidopsis juniae e Mysidium gracile e a
bactéria Vibrio fisheri apresentam ensaios ecotoxicoldgicos
normalizados pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT 2005, 2006a,b).

Em geral, os ensaios para avaliagdo da toxicidade aguda
sdo realizados através de kits comerciais do tipo Microtox
(V. fischeri) ou através de organismos obtidos de cultivo
(M. juniae e M. gracile) (ABNT 2005, 2006a). Ja os ensaios de
toxicidade cronica sdo realizados com ourigos-do-mar coletados
diretamente do ambiente e, portanto, restrito aos locais onde ha
apresenca destas espécies (ABNT, 2006b). Devido a limitagdo
regional com que as espécies normalizadas sdo encontradas no
ambiente, ensaios cronicos utilizando organismos alternativos
tém sido testados (Laitano et al., 2008; Jorge & Moreira, 2005).
No entanto, nem todos apresentam os critérios necessarios
para serem utilizados rotineiramente como organismo-teste,
tais como: curto ciclo de vida, facilidade de cultivo e/ou
representatividade ecologica.

Deste modo, tendo em vista a necessidade de ensaios
cronicos com organismos marinhos e estuarinos nativos, este
trabalho teve o objetivo de avaliar o uso do copépodo planctonico
Acartia tonsa em ensaios de reprodugio. A. fonsa € uma espécie
recomendada por 6rgdos internacionais (ex. International
Organization for Standardization) para ensaios de toxicidade
aguda e que apresenta requisitos necessarios para a utilizagdo
em ensaios de toxicidade cronica. Considerando que os ensaios
ecotoxicologicos devem ser realizados preferencialmente com
espécies sensiveis, a aplicacdo da A. tonsa em ensaios cronicos
foi avaliada com base na sensibilidade do organismo frente
a substancia de referéncia sulfato de zinco. O intuito deste
trabalho foi avaliar o uso da A. tonsa como organismo-teste,
visando com isto ampliar a op¢ao de organismos disponiveis
para a realizag@o de ensaios de toxicidade no Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Cultivo do Copépodo

Os ensaios de toxicidade com Acartia tonsa foram
realizados com organismos fornecidos pelo Laboratorio de
Zooplancton da Universidade Federal do Rio Grande - FURG.
Os organismos foram mantidos em sala climatizada a 24 °C,
fotoperiodo de 12C:12E horas ¢ aeragao constante. Os cultivos
foram mantidos em agua marinha filtrada (1 um, salinidade 30)
e com fornecimento diario de uma dieta mista de microalgas
(Thalassiosira weissflogii e Isochrysis galbana), conforme
Kaminski (2004). A renovagao de agua do cultivo foi realizada
semanalmente com auxilio de redes de malhas de 300 um (coleta
de adultos) e de 45 um (coleta de ovos e nauplios).

Producdo de fitoplincton

Cultivos de Thalassiosira weissflogii e Isochrysis galbana
foram iniciados para fornecer suporte na provisdo diaria de
alimento ao cultivo de 4. fonsa e durante os ensaios de toxicidade
cronica. Os in6culos foram fornecidos pelo Laboratério de
Ecologia de Fitoplancton e de Microorganismos Marinhos
(FURG). Cultivos foram mantidos em erlenmeyers de 100 mL,
a20 °C, iluminagao entre 800 e 1000 lux, fotoperiodo e aeragdo
constante. Semanalmente foram re-inoculados em galdes de
3 L contendo agua do mar filtrada (1 pm) em meio de cultivo
F/2 (Guillard, 1975).

Selegdo dos organismos

Para os ensaios de toxicidade foram utilizados organismos
previamente selecionados de acordo com descrigdo de cada
metodologia. Nos ensaios de toxicidade cronica foram utilizados
copépodos adultos obtidos do cultivo, com idade entre 30 e
40 dias. Antes do inicio dos ensaios (24 horas), machos e fémeas
foram separados em lupa com pipetas Pasteur e colocados em
recipientes distintos. A separagao foi realizada para minimizar
a possibilidade de que os ovos quantificados durante os ensaios
fossem resultantes de uma copulagdo anterior. Os ensaios de
toxicidade aguda foram realizados com organismos adultos,
sem distingdo de sexo, conforme ISO 14669, (ISO, 1999).

Ensaios de toxicidade aguda com Acartia tonsa

Os ensaios de toxicidade aguda com o copépodo foram
realizados com base na metodologia protocolada para A. tonsa
(IS0, 1999). Foram utilizados organismos adultos em ensaios
estaticos de 48 horas, sem fornecimento de alimentagdo. Os
ensaios foram realizados em frascos de polietileno descartaveis
com 100 mL de solucdo-teste ¢ mantidos sob as mesmas
condigdes de cultivo, exceto aera¢ao. Foram utilizadas solugdes
nas concentragdes de 2,5; 5,0; 7,5; 10; 12,5 e 15 mg.L! de
ZnS0,.7H,0 (SYNTH). As concentragdes foram realizadas em
triplicata, utilizando 20 organismos por réplica. Os organismos
vivos e mortos foram quantificados em 24 e 48 horas. A
mortalidade foi constatada pela auséncia de movimento, mesmo
apos estimulo fisico, sendo confirmada através de observagdes
em lupa. Os valores de CL, € os intervalos de confianga de 95%
(IC 95%) foram obtidos pelo programa estatistico Trimmed
Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977).
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Ensaios de toxicidade cronica com Acartia tonsa

Os ensaios de toxicidade cronica foram realizados visando
verificar altera¢des no potencial reprodutivo do copépodo Acartia
tonsa apo6s 48 horas de exposi¢ao. Foram realizados ensaios
semi-estaticos, com renovacao da soluc¢ao-teste em 24 horas. Os
ensaios foram realizados em tubos de ensaio contendo 3 mL de
solugdo-teste ¢ um casal de organismos previamente separado.
As solugdes foram preparadas com dgua marinha filtrada (1 um,
salinidade 30) e sulfato de zinco heptahidratado (SYNTH)
nas concentragdes de 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0 ¢ 2,5 mg.L! de
ZnS0,.7H,0. Foram utilizadas 12 réplicas em cada concentragio.
Os ensaios foram realizados com fornecimento de alimento (dieta
mista de microalgas) sob as mesmas condig¢des de cultivo, exceto
acragdo. A alimentacdo foi dada ad libitum, fornecendo a mesma
concentragdo de microalgas para todas as réplicas, de modo a
evitar que a produ¢ao de ovos fosse limitada pelo fornecimento
de alimento. Os ensaios foram realizados em constante agitagdo
(mesa agitadora) para prevenir que a disponibilidade do alimento
fosse afetada pela decantac@o das microalgas. Os copépodos vivos,
mortos, ovos e nduplios foram quantificados em 24 e 48 horas.
Como produgao de ovos, considerou-se o somatorio total de ovos
e nauplios quantificado durante 48 horas de experimento. Para
obtengdo da CE, , referente a concentragdo efetiva mediana dos
organismos expostos, foi utilizado a produ¢do média de cada
concentragdo, considerando-se apenas as réplicas em que os
organismos mantiveram-se vivos até a finalizagdo dos ensaios.
Os valores de CE,; 48 horas € os intervalos de confianga de
95% foram obtidos por interpolag@o linear através do programa
estatistico ICp, versdo 2.0 (EPA, 1993). Diferencas significativas
(p <0,05) de efeito em relagdo ao Controle foram avaliadas por
Analise de Variancia (ANOVA), seguido por teste de Tukey a
posteriori.

RESULTADOS

Ensaio de toxicidade aguda

Uma clara relagéo dose-resposta foi observada ja que houve
um aumento da mortalidade de Acartia tonsa com o aumento das
concentragdes de exposi¢ao ao sulfato de zinco (Figura 1). As
mortalidades observadas no Controle estiveram acima de 80%
de sobrevivéncia. Efeitos foram observados em 24 e 48 horas,
obtendo-se a CL, de 3,80 mg.L"' de sulfato de zinco (IC 95% =
3,39 —4,26; n=10) ao final de 48 horas de exposi¢ao.

Ensaio de toxicidade cronica

A produgao de ovos por fémea de 4. fonsa diminuiu com
o aumento das concentracdes ao final de 48 (0 - 48 horas) horas
de exposicao (Figura 2). Diferenga significativa (p < 0,05) em
relagdo ao Controle foi observado somente na concentragao de
2,5 mg.L! de sulfato de zinco. A produc¢do média de ovos no
Controle foi de 69,8 (£12,9) ovos fémea™! ao final de 48 horas,
enquanto que na maior concentragao de exposi¢ao (2,5 mg.L"!
de sulfato de zinco) a produgio foi de 9,0 (+5,6) ovos fémea’!
(Figura 2). A concentragdo efetiva (CE,) referente a toxicidade
cronica, determinada a partir da produgdo média total obtida ao
final de 48 horas de experimento, foi de 2,05 mg.L' de sulfato
de zinco (IC 95% = 1,77 - 2,20 mg.L*").
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DISCUSSAO

O copépodo Acartia tonsa é uma espécie recomendada
por orgaos internacionais para ensaios de toxicidade aguda
(ISO 14669). Por consequéncia, tem sido mundialmente
utilizado na avaliagdo da toxicidade de compostos presentes no
ambiente marinho (Sverdrup et al., 2002; Christoffersen et al.,
2003; Tsui & Chu, 2003; Willis & Ling, 2003). No Brasil, o
uso da A. tonsa tem sido aplicado principalmente em estudos
fisioldgicos, na avaliag@o de efeitos causados por metais como
cobre ¢ prata (Pedroso et al., 2007; Pinho et al., 2007), sendo
somente recentemente utilizado na determinago da toxicidade
de compostos especificos, como derivados de petrdleo, metais
e detergentes (Rossato, 2008; Avila et al., 2010).

No presente estudo, a exposi¢ao do copépodo A. tonsa ao
zinco em ensaios de toxicidade aguda apresentou uma sensibilidade
similar ao reportado ao copépodo Acartia lillieborgi (Nipper,
1993). Comparado aos ensaios com organismos de diferentes
grupos taxondmicos, a sensibilidade da A. tonsa ao zinco foi cerca
de 3 vezes menor que a reportada para o misidaceo (Mysidopsis

Jjuniae) e 4 vezes menor que ao cirripédio Megabalanus coccopoma
(Prosperi et al., 1994; Souza et al., 2007) (Tabela 1).

No ensaio crénico de reproducdo, 4. tonsa também
apresentou uma menor sensibilidade ao zinco quando comparado
aos demais ensaios de toxicidade cronica descritos na literatura
(Tabela 2). A sensibilidade da A. tonsa foi cerca de 3 vezes
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Figura 1 — Porcentagem de mortalidade de Acartia tonsa ao
final de 24 e 48 horas de exposi¢@o ao sulfato de zinco (n = 10).
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menor que a descrita ao ourico-do-mar L. variegatus, espécie
padronizada pela ABNT, e cerca de 10 vezes menor que a
sensibilidade reportada para Arbacia lixula (Prosperi et al.,
1994; Jorge & Moreira, 2005; Gimiliane et al., 2008). Cabe
destacar, no entanto, que os ensaios crénicos com ouri¢os-
do-mar consistem em avaliar efeitos embrio-larvais de curta
duragdo, no qual o efeito toxico observado ¢ desenvolvimento
anormal ou retardado de larvas pluteus (Prosperi et al., 1994;
Jorge & Moreira, 2005; Gimiliane et al., 2008). No presente
estudo, entretanto, o ensaio de toxicidade cronica foi baseado
em ensaios de reproducdo, onde o efeito toxico observado ¢ a
reducdo do potencial reprodutivo da A. tonsa.

A redugdo do numero de ovos produzidos por fémea, no
ambiente aquatico, representa um importante efeito bioldgico
e ecoldgico. Para os copépodos, o recrutamento populacional
e as taxas de natalidade correspondem a uma resposta direta do
potencial reprodutivo de cada organismo (Uye & Shibuno, 1992;
Hirst & Mc Kinnon, 2001). Algumas espécies, como 4. fonsa,
apresentam produgdo continua de ovos, que tem inicio logo
apos a maturacdo sexual e que se prolonga até o final do ciclo
de vida (Kierboe et al., 1985). A producado de ovos e larvas no
ambiente apresenta uma grande influéncia ecologica para as
espécies pelagicas ocorrentes, contribuindo, desta maneira, para
o sucesso de muitas espécies marinhas (Runge, 1988).

No presente estudo, a producao de ovos em laboratdrio
obteve no Controle uma producao didria média de 35 (£11)
ovos por fémea, semelhante a produgio de cultivo reportada por
Medina & Barata (2004) em torno de 25 a 50 ovos fémea™ dia™'.
Nos ensaios de toxicidade, a avaliagao da produgdo de ovos
de A. tonsa tem a vantagem desta espécie ndo carregar sacos
ovigeros, liberando-os diretamente na coluna de agua (Dussart
& Defaye, 1995). Desta forma, a redugio da producdo de ovos
¢ um efeito rapidamente observado.

Para Stettrup & Jensen (1990), a producdo de ovos
da 4. tonsa esta intimamente associada a dieta alimentar.
Por ser uma espécie oportunista, esta ndo acumula reservas
de energia, de forma que a producdo decresce rapidamente
quando as condi¢des alimentares encontram-se deterioradas
(Kierboe et al., 1985). Por este motivo, para que a reducdo do
potencial reprodutivo seja uma resposta detectada em ensaios
de toxicidade, estes devem ser realizados preferencialmente
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com fornecimento de alimento. Desta forma, a redugdo do
potencial reprodutivo da A. fonsa pode estar relacionada, no
presente estudo, a dois processos de exposi¢do: o contato direto
do organismo com o contaminante dissolvido na agua e/ou o
consumo de particulas de alimento contendo o contaminante
adsorvido e/ou acumulado. Os dados obtidos, no entanto, nao
permitem determinar a exata via de assimilagao do contaminante.
Hook & Fisher (2000), entretanto, avaliando o efeito da prata
sobre a reproducao de A. fonsa, constataram que a exposicao
de Ag através do fitoplancton apresentou 75% a mais de efeito
quando comparado apenas a fra¢do dissolvida, indicando a
alimentacdo ser uma importante rota de exposicao.

Considerando que o objetivo deste trabalho foi avaliar o
uso da 4. tonsa em ensaios de toxicidade cronica, ¢ importante
analisar de uma forma integrada e concomitante os resultados
obtidos nos ensaios cronicos ¢ agudos. Observa-se no ensaio
cronico (CE, = 0,48 mg.L"' Zn) que o valor nominal da CE,
foi cerca de 1,9 vezes menor que a CL, (0,91 mg.L"! Zn). Isso
indica que, embora o ensaio cronico de reprodugdo de 48 horas
com A. tonsa tenha se mostrado viavel para detectar efeitos
cronicos, representa um pequeno ganho na sensibilidade do efeito
em relagdo aos ensaios agudos (CE,, <2 vezes a CL, ). Estudos
utilizando um mesmo organismo para ensaios de toxicidade cronica
e aguda sdo descritos na literatura e, assim como observado, nem
todos apresentam uma diferenca relevante de sensibilidade entre
efeitos cronicos e agudos. Em Souza et al. (2007), efeitos letais
e subletais com larvas de Megabalanus coccopoma expostos
ao sulfato de zinco demonstraram concentra¢des similares
na avaliacdo das respostas de mortalidade (CL_ 48 horas de
0,99 mg.L'") e mobilidade (CE,, 48 horas de 1,06 mg.L™"). De
acordo com os autores, os resultados foram atribuidos ao tipo
de efeito subletal considerado e as condigdes de execugao dos
ensaios de toxicidade. Além disso, Christoffersen et al. (2003),
utilizando o lauril alquil sulfonado (LAS) como substancia de
referéncia, constataram resultados semelhantes aos obtidos no
presente estudo para 4. tonsa. Os efeitos letais e subletais (CL,,
e CE, ) para sobrevivéncia e producdo de ovos resultaram,
respectivamente, em valores de 1,11 € 0,92 mg.L' de LAS, o
que corresponde a uma CE, 1,6 vezes menor que a CL_, para
o mesmo periodo de exposicao (48 horas).

Tabela 1 — Valores de CL, para diferentes organismos expostos ao zinco (mg.L') em ensaios de toxicidade aguda.

Organismo-teste CL,, Zn (mg.L") IC (95%) Referéncia bibliogréfica
Mysidopsis juniae 96 horas 0,28 0,22-0,32 Prosperi et al. (1994)
Megabalanus coccopoma 48 horas 0,22 0,06 - 0,44 Souza et al. (2007)
Acartia lilljeborgi 48 horas 0,89 - Nipper (1993)
Acartia tonsa 48 horas 0,86 0,77 - 0,96 Presente trabalho

Tabela 2 — Valores de CE, para diferentes organismos expostos ao zinco (mg.L™") em ensaios de toxicidade cronica.

Organismo-teste CE,, Zn (mg.L") 1C (95%) Referéncia bibliografica
Arbacia lixula 24 horas 0,048 0,03 - 0,06 Prosperi et al. (1994)
Lytechinus variegatus 24 horas 0,150 0,10 - 0,20 Gimiliani et al. (2008)
Perna perna 48 horas 0,104 0,07 - 0,13 Jorge & Moreira (2005)
Acartia tonsa 48 horas 0,479 0,41 - 0,51 Presente trabalho
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Aresposta de sensibilidade observada nos ensaios cronicos
com A. tonsa esta provavelmente relacionada a metodologia
de exposi¢do e ao carater oportunista da espécie, que faz com
que a utiliza¢do do copépodo no ensaio de reproducao nao
seja um indicador de efeito subletal particularmente sensivel
em comparagdo ao ensaio agudo. Dentre os principais fatores
responsaveis por influenciar a sensibilidade da espécie
no ensaio cronico, destacam-se o tempo de duragdo do
ensaio (48 horas), a influéncia da alimentagdo (dieta mista
de microalgas) e a alta variabilidade entre as réplicas, de
forma que sdo ainda necessarios estudos metodologicos mais
detalhados a fim de otimizar estes ensaios.

No que diz respeito a sensibilidade, ainda que 4. tonsa
tenha se apresentado menos sensivel ao zinco em relagdo
as demais espécies reportadas na literatura, esta espécie
ainda possui um elevado potencial de aplicagdo em ensaios
ecotoxicoldgicos. Ao contrario das espécies padronizadas pela
Associagdo Brasileira de Normas Técnica (ABNT) para ensaios
de toxicidade cronica, o copépodo 4. tonsa apresenta uma
metodologia de cultivo previamente estabelecida (Medina &
Barata, 2004) e de relativamente facil manutengao. A utilizagdo
de espécies com capacidade de cultivo é extremamente
importante para ensaios de toxicidade cronica, pois possibilita
a disponibilidade continua de organismos e a realizagdo de
ensaios com organismos adaptados a condigdes constantes.
Estas condi¢des sdo necessdrias, principalmente para os
ensaios cronicos, onde os efeitos subletais sdo avaliados
com menor possibilidade de interferentes.

Nos tltimos anos, ressalta-se que vem se observando
no cenario nacional uma redug¢ao drastica nas populacdes de
Lytechinus variegatus, espécie padronizada pela ABNT para
ensaios de toxicidade cronica. Isto ocorre principalmente ao
longo da costa Nordeste do Brasil, o que vem restringindo a sua
utilizagdo em ensaios ecotoxicoldgicos. Do mesmo modo, nas
regides temperadas, a abundancia de L. variegatus diminui nos
meses de inverno, em decorréncia da redugdo da temperatura
da agua (Lotufo, 2008). Dentro deste contexto, a aplicacao
de ensaios ecotoxicologicos com 4. tonsa pode se tornar
uma opgao viavel para determinagao de efeitos cronicos. No
entanto, estudos com outras substancias sdo necessarios para
uma completa avalia¢do da sensibilidade da espécie quanto
a efeitos subletais. Além disso, estudos complementares sdo
também imprescindiveis para melhorar a sensibilidade dos
ensaios através do desenvolvimento e aplicacdo de outras
respostas subletais, assim como no estabelecimento das
condicdes o6timas de exposi¢cdo ao organismo.
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