p’ ‘ J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 6,n. 1, 2011, 1-7 JB SE
doi: 10.5132/jbse.2011.01.001

ECOTOX — Brazil

A Escolha do Anfipodo Bentonico para
Ensaios Ecotoxicoldgicos com Sedimentos Marinhos

E. BERTOLETTI!
'Consultor independente, Rua Guaporé, 290, CEP 01109-030, Sao Paulo — SP
(Received May 6, 2010; Accepted August 4, 2010)

RESUMO

Recentemente foi publicada a norma ABNT-NBR 15638 que descreve o método de ensaio ecotoxicologico com sedimento
integral para os anfipodos bentdnicos Leptocheirus plumulosus e Tiburonella viscana, os quais se constituem nos organismos-
teste mais utilizados com esse tipo de amostra em estudos brasileiros de ambientes marinhos ou estuarinos. Com o objetivo
de analisar algumas condi¢des nos ensaios com esses dois anfipodos, foram compilados os dados de um monitoramento
ambiental efetuado na regido oceanica de Santos-SP. Os resultados dos ensaios ecotoxicologicos com Leptocheirus plumulosus
e Tiburonella viscana indicaram que os sedimentos da regido estudada estdo pouco contaminados. A analise da precisdo das
replicatas utilizadas nos ensaios revela que o coeficiente de variagdo foi idéntico (C.V.= 22,0%) para ambos os anfipodos. No
entanto, no ensaio com 7Tiburonella viscana houve uma fraca explicagdo para a correlagdo desse coeficiente com a intensidade
do efeito toxico. As analises de regressdo indicaram haver uma correlagdo entre a intensidade do efeito toxico para Tiburonella
viscana ¢ a concentracdo de N-Kjeldahl e, também, a propor¢éo de siltet+argila nos sedimentos, fato que ndo ocorreu com
Leptocheirus plumulosus. Com base nesse e em outros estudos foi possivel estimar que a sobrevivéncia de Tiburonella viscana
¢ afetada em sedimentos pouco contaminados que contenham propor¢des de silte+argila (finos) maiores que 33%.
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ABSTRACT

The Choice of Benthic Amphipod for Ecotoxicological Tests with Marine Sediments

Recently, the ABNT-NBR 15638 standard was published normalizing the method of ecotoxicological test with whole sediment
using the benthic amphipods Leptocheirus plumulosus and Tiburonella viscana. These test organisms are the most widely used
for this matrix in studies of Brazilian marine and estuarine environments. In order to analyse some experimental conditions in
toxicity tests with these two amphipods, data from a monitoring program conducted in the oceanic region of Santos-SP were
compiled. The results of ecotoxicological tests with Leptocheirus plumulosus and Tiburonella viscana indicated that sediments
in the region have low contamination levels. The precision within replicates used in the tests showed that the coefficient of
variation was similar (CV = 22%) for both amphipods, however, there was a weak explanation with the intensity of the toxic
effect in the Tiburonella viscana test. Regression analysis indicated significant correlation among the intensity of the toxic
effect to Tiburonella viscana and the concentration of N-Kjeldahl, and also the proportion of silt+clay in sediments, which
did not occur to Leptocheirus plumulosus. Based on present study and others, it was possible to estimate that survival of
Tiburonella viscana is affected in sediments with low levels of contamination, but more than 33% of silt+clay (fines).

Keywords: Amphipod, Leptocheirus plumulosus, Sediment, Silt+clay, Tiburonella viscana.
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INTRODUCAO

No Estado de Sao Paulo as operagdes de dragagens nas
areas portuarias de Santos t¢ém demandado, desde 1998, o uso de
ensaios ecotoxicologicos, especialmente para avaliar os potenciais
danos de sedimentos contaminados de ambientes marinhos ou
estuarinos e, também, para verificar o cumprimento de exigéncias
da Resolugdo CONAMA 344 (CONAMA, 2004).

Segundo Prosperi & Nascimento (2008), no Brasil,
diversos organismos aquaticos tém sido utilizados nos ensaios
ecotoxicoldgicos com sedimento estuarino/marinho, como
por exemplo, os ourigos-do-mar Lytechinus variegatus ¢
Echinometra lucunter, a ostra Crassostrea rhizophorae, o
tanaidaceo Kalliapseudes schubarti, os anfipodos Tiburonella
viscana e Leptocheirus plumulosus. Além disso, diferentes fases
do sedimento sdo empregadas na exposicao dos organismos
durante os ensaios, tal como: a agua intersticial, o elutriato, a
interface agua-sedimento, e o sedimento integral.

Devido a essa variedade experimental, ndo raro, os
pesquisadores brasileiros direcionam seus estudos com
sedimentos pela utilizagdo das condi¢des laboratoriais
disponiveis, entretanto sem efetuar uma analise critica prévia
da representatividade ambiental dos ensaios ecotoxicologicos
a serem executados. Como consequéncia, diagnosticos ou
monitoramentos ambientais produzem resultados inesperados
ou iloégicos, além de serem comparados indevidamente com
os resultados de outros estudos.

Certamente as escolhas indevidas também ocorreram
em outros paises, no entanto, debates técnicos auxiliaram na
escolha dos ensaios apropriados. Por exemplo, em discussdo
abrangente sobre a avaliagdo de risco de sedimentos contaminados
pesquisadores americanos consideraram, por consenso, que 0s
ensaios ecotoxicologicos que utilizam o sedimento integral e
organismos bentdnicos sdo aqueles de maior relevancia ecologica
(Ingersoll et al., 1997). Ao mesmo tempo, esses pesquisadores
consideraram que os ensaios com elutriato ndo representam
a medida real das condi¢des dos sedimentos, sendo restritos
apenas para avaliar o potencial de liberagdo de contaminantes
do sedimento para a coluna d’agua.

Com base nessas constatagdes, € no uso crescente das
analises ecotoxicologicas em ambientes marinhos, pesquisadores
brasileiros elaboraram a norma técnica ABNT-NBR 15638
(ABNT, 2008), a qual descreve o método de ensaio com
sedimento integral e anfipodos bentdnicos de aguas costeiras.
Assim, a referida norma aborda tanto o procedimento analitico de
maior relevancia ecoldgica bem como os dois organismos-teste
mais utilizados em ensaios com sedimentos no Brasil, isto &,
Leptocheirus plumulosus e Tiburonella viscana. Portanto, o
presente estudo visa analisar algumas condi¢des experimentais,
em ensaios simultineos com Leptocheirus plumulosus e
Tiburonella viscana, de modo a fornecer informagdes para a
escolha do organismo-teste nos ensaios ecotoxicologicos com
sedimento integral.

MATERIAL E METODOS

As informagdes apresentadas no presente artigo sdo originarias
dos processos SMA-13740/04 e SMA-13781/02, os quais fazem
parte de licengas de operagdo de dragagens de manuteng@o na
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regido portudria de Santos-SP, no ambito da Secretaria de Meio
Ambiente do Estado de Sao Paulo. Essas informagdes fazem parte
de relatorios mensais do monitoramento da drea de abrangéncia
de disposi¢do oceanica de material dragado, em nove pontos de
amostragem, conforme ilustrado na Figura 1.

Os pontos de amostragem estao identificados em numeragéo
crescente, de acordo com a dire¢do preferencial da pluma de
dispersdo dos sedimentos, isto ¢, sudeste-nordeste alinhada
com a costa a partir do ponto 3 (area de descarte do material
dragado).

Os ensaios ecotoxicoldgicos com Leptocheirus plumulosus
e Tiburonella viscana foram realizados em dois laboratorios
especializados, cada qual com um dos organismos-teste, que
receberam amostras idénticas de sedimento. As amostras foram
coletadas no periodo de maio/2007 a julho/2008. Do total de
126 ensaios ecotoxicoldgicos para cada organismo-teste, foram
selecionados 108 resultados analiticos, os quais foram iniciados
com defasagem menor que 30 dias entre os dois laboratorios, e
que apresentaram qualidade analitica satisfatoria (concentragdo
de aménia apropriada, mortalidade no controle <15%, ¢ ensaio de
sensibilidade com resultado dentro dos limites da carta-controle
pré-estabelecida), de acordo com os métodos utilizados. Os ensaios
com Leptocheirus plumulosus foram efetuados segundo USEPA
(1994), enquanto os ensaios com Tiburonella viscana seguiram o
descrito em Melo & Abessa (2002). Resumidamente, ambos os
métodos de ensaios consistiram da exposi¢ao de 10 organismos
em cada uma das replicatas (4 ou 5), as quais continham 175 mL
de sedimento e 750 mL de 4gua marinha, sendo que os ensaios
duraram 10 dias. A sensibilidade dos anfipodos foi verificada,
mensalmente, por meio de cartas-controle previamente elaboradas
pelos laboratorios.

Os sedimentos foram classificados quanto a granulometria
em areia (> 0,063 a 2,0 mm), silte (0,004 a 0,063 mm) e argila
(<0,004 mm). As analises de carbono organico total e nitrogénio
Kjeldahl foram efetuadas nas amostras de sedimento. As analises
de regressao utilizadas, tanto lineares quanto multipla, foram
efetuadas utilizando-se o programa computadorizado Microcal
Origin, versao 4.1, 16 bit (Northampton, MA/USA).
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Figura 1 — Pontos de amostragem de sedimentos (numeragao crescente de
acordo com a diregdo preferencial da pluma de dispersao dos sedimentos).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises ecotoxicologicas, de granulometria,
carbono organico total e nitrogénio Kjeldahl sdo apresentados
na Tabela 1. Devido ao extenso nimero de amostras (108) de
sedimento analisadas os resultados sdo apresentados em termos
das médias e amplitudes das variaveis analisadas. A apresenta¢ao
dos valores médios ¢ conveniente por, resumidamente, representar
melhor as caracteristicas dos pontos de amostragem ao longo do
tempo. Deve-se ressaltar, também, que os relatdrios consultados
continham varios resultados analiticos de outros agentes quimicos
descritos na Resolugdo CONAMA 344/04 (CONAMA, 2004),
particularmente os metais e substancias organicas, no entanto esses
dados ndo foram apresentados pois raramente as concentragdes
ultrapassaram a classificagdo de nivel I da Resolugao, ou ndo se
apresentaram em quantidades suficientes para causar os efeitos
toxicos apresentados na Tabela 1.

Devido ao conhecimento da auséncia de uma correlacao
evidente entre os efeitos toxicos e as quantidades dos agentes
quimicos, poder-se-ia esperar que a mortalidade de Leptocheirus
plumulosus e Tiburonella viscana fosse menor que 15%, conforme
requerido para os controles experimentais na norma NBR-15638
(ABNT, 2008). Entretanto, essa condigdo torna-se dificil de
ser obtida com amostras de sedimento naturais que, além da
possibilidade de conterem poluentes nao mensurados, podem
possuir caracteristicas peculiares que afetam a sobrevivéncia
dos organismos-teste porém nao de modo significativo. Diante
desse fato, os resultados dos ensaios ecotoxicoldgicos sdo
discutidos com base em uma analise comparativa entre os
dois anfipodos.

A Tabela 1 mostra que a média da mortalidade, nos
diversos pontos amostrais, situou-se dentro do esperado para
um ambiente pouco perturbado em termos ecotoxicologicos,
tanto para Leptocheirus plumulosus (entre 11,8 e 26,8%) como
para Tiburonella viscana (entre 22 e 37%). Além disso, nesta
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tabela € possivel observar que nos pontos 1 a 4 a intensidade
da mortalidade foi semelhante para os dois anfipodos, enquanto
nos pontos 5 a 9 a intensidade aumentou para Tiburonella
viscana. Aparentemente, o aumento da intesidade do efeito
toxico para esse anfipodo esta acompanhada pelo aumento da
proporg¢ao de siltetargila nas amostras, aspecto esse que sera
discutido mais adiante.

Outro aspecto abordado nesse estudo diz respeito a assunto
polémico entre os pesquisadores brasileiros, ou seja, a variagdo
da resposta nas replicatas utilizadas nos ensaios com anfipodos.
Para avaliar essa variacdo foi utilizada a sobrevivéncia como
resposta, visto que apresenta valores mais constantes e de
melhor quantificag@o. A verificagdo dos resultados das 108
amostras analisadas apontou que a média do Coeficiente de
Variagdo (C.V.) entre as replicatas foi de 22% para ambos os
anfipodos. Esses resultados concordam com os de Long et al.
(1990) que observaram C.V.=21,4% em replicatas de ensaios
com sedimento e o anfipodo Rhepoxynius abronius.

Ao mesmo tempo, utilizou-se esse universo amostral
(excluindo os ensaios com zero e 100% de sobrevivéncia) para
avaliar a correspondéncia entre a intensidade do efeito toxico
e o coeficiente de variagdo resultante. A Figura 2 mostra, para
ambos os anfipodos, que quanto maior a sobrevivéncia menor
¢ o coeficiente de variagdo obtido, fato que concorda com os
estudos de variacdo interlaboratorial descritos pela USEPA (1994).
No entanto, chama a atengdo que nos ensaios com 7Ziburonella
viscana (Figura 2b) o coeficiente de determinagéo (1?) indicou
a explicagdo de apenas 33% das variagdes associdadas entre os
coeficientes de variagdo e a sobrevivéncia, enquanto que nos
ensaios com Leptocheirus plumulosus 58% dessas varia¢des
tenham sido explicadas (Figura 2a). A principio, seria esperado
que os dois anfipodos apresentassem maior concordancia dos
coeficientes de determinagdo, com explicagdo proxima aquela
obtida na correlagdo com Leptocheirus plumulosus.

Tabela 1 — Resultados (média e amplitude) dos ensaios ecotoxicologicos com anfipodos e das analises granulométricas e quimicas, das 108 amostras de
sedimento analisadas.

Ponto de Mortalidade dos anfipodos (%) Classificagao dos granulos (%) Carbono organico Nitrogénio Kjeldahl
amostragem  Leptocheirus Tiburonella Areia Silte Argila Silte + total (%) (gkg")
plumulosus viscana Argila
1 15,4 22,0 93,6 3,8 2,1 59 0,5 1,0
(zero-46) (12-35) (87,7-97,5) (1,6-9,0) (0,8-4,2) (2,6-11,8) (n.d.-1,2) (0,1-4,8)
2 17,5 25,8 84,7 12,5 2,3 14,8 0,4 0,7
(zero-42) (10-45) (53,2-959)  (1,5-44,3) (0,4-8,2) (2,5-47,0) (n.d.-0,2) (0,05-3,1)
3 21,9 26,0 65,6 31,0 3,3 34,3 2,7 1,1
(8-52) (8-58) (27,3-93,7) (5,3-68,6) (1,3-8,1) (7,1-72,2) (0,4-5,6) (0,3-2,7)
4 26,0 29,4 90,2 4,7 4,6 9,3 0,7 0,9
(14-44) (8-50) (85,6-93,5) (2,2-9,0) (1,4-8,3) (5,7-14,1) (n.d.-1,1) (0,02-5,3)
5 18,3 33,6 44,8 49,7 4,8 54,5 2,5 1,7
(2-38) (10-62) (28,7-78,7)  (19,9-66,4)  (1,4-10,3)  (21,3-68,6) (n.d.-4,9) (0,2-5,3)
6 26,8 37,0 44,4 47,9 7,3 55,2 3,1 1,9
(8-66) (12-100) (17,2-582)  (23,6-62,2)  (3,3-23,1)  (25,9-81,9) (1,9-5,8) (0,1-4,5)
7 13,6 31,1 68,2 26,4 5,0 31,4 1,3 1,4
(zero-28) (5-54) (48,8-81,7)  (14,0-38,9)  (2,0-18,5)  (18,5-49,3) (n.d.-2,4) (0,4-6,8)
8 13,7 30,6 63,6 29,0 7,0 36,0 1,1 1,0
(2-36) (zero-60) (33,0-77,7)  (155-61,9)  (1,6-20,1)  (22,1-67,0) (0,3-1,6) (0,24-5,2)
9 11,8 30,6 84,6 11,4 3,6 15,0 0,6 0,9
(zero-28) (5-42) (42,2-92,9) (4,5-44,5)  (1,2-4,6) (6,8-56,8) (n.d-1,5) (0,1-2,7)

n.d.= nio detectado.
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Com a finalidade de averiguar as possiveis causas das
correlagdes diferenciadas para os dois anfipodos, efetuou-se a
andlise de regressao apenas com os resultados de mortalidade e
das andlises quimicas e fisicas descritas na Tabela 1. Esse tipo
de analise ¢ conveniente visto que as amostras de sedimento
analisadas ndo continham poluentes em quantidades suficientes
para causar um efeito téxico ou, ainda, que as substancias
estavam abaixo do nivel I da Resolugdo CONAMA 344/04
(CONAMA, 2004). Na Tabela 2 sao apresentados os coeficientes
de determinacdo resultantes, os quais indicam que os resultados
dos ensaios com Leptocheirus plumulosus ndo se correlacionaram,
significativamente, com as analises quimicas e fisicas. No
que se refere aos resultados dos ensaios com 7Ziburonella
viscana verificou-se existir correlagdes, significativas, entre a
mortalidade e os resultados das analises granulométricas e de
nitrogénio Kjeldahl.

Aparentemente, a correlag@o entre os teores de nitrogénio
Kjeldahl e a mortalidade de Tiburonella viscana esta associada
a presenga de silte e argila, os quais propiciam uma maior
adsor¢do do nitrogénio ao sedimento. Essa inferéncia foi
confirmada pela analise de regressdo multipla da mortalidade/
siltetargila/N-Kjeldahl que nao foi significativa (p > 0,05) com
r> = 0,61, ou seja, praticamente ndo melhorou a correlagdo
entre mortalidade/silte+argila (r* = 0,59, p < 0,02) descrita
na Tabela 2.

Por outro lado, a tentativa de correlacionar a mortalidade
da Tiburonella viscana e a concentragdo de nitrogénio Kjeldahl
torna-se dificil, visto que, em termos ecotoxicologicos, a amonia
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Figura 2 — Regressdo linear entre a sobrevivéncia dos anfipodos e o
respectivo coeficiente de variagdo nos ensaios com a) Leptocheirus
plumulosus; e b) Tiburonella viscana.
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ndo ionizada ¢ sabidamente a principal forma nitrogenada que
causa os efeitos toxicos a organismos aquaticos (Russo, 1985).
Assim, somente considerando haver uma propor¢ao idéntica
de nitrogénio Kjeldahl e amdnia ndo ionizada em todas as
amostras de sedimento, poder-se-ia supor que a correlacdo
com o efeito toxico para Tiburonella viscana tenha sido
ocasionada pela maior sensibilidade desse anfipodo a amdnia.
Essa suposi¢do ¢ pertinente quando se compara a sensibilidade
dos dois anfipodos em outros estudos. Segundo a USEPA
(1994) Leptocheirus plumulosus ndo sofre efeitos toxicos em
concentragdes <0,8 mg.L! de amonia néo ionizada, enquanto que
concentragdes <0,3 mg.L! dessa substéncia sdo desejaveis para
evitar um efeito toxico para Tiburonella viscana (comunicagao
pessoal da Biol. Regina Sawaia Safadi).

Torna-se oportuno ressaltar que a amoénia ndo ionizada
deve ser sempre quantificada em ensaios ecotoxicologicos
com sedimento integral e anfipodos, particularmente aquela
encontrada na agua intersticial, visto que esse agente quimico
pode se tornar um interferente analitico nos resultados obtidos,
isto €, os efeitos toxicos podem ser produzidos por quantidades
naturais de amdnia ndo ionizada ao invés de outros poluentes
de interesse. Por esse motivo a norma ABNT-NBR 15638
(ABNT, 2008) recomenda, explicitamente, a analise de amonia
na agua intersticial do ensaio ecotoxicoldgico com sedimento
integral.

Para simplificar a discussdo a seguir, sobre as correlagdes
entre a mortalidade dos anfipodos ¢ a analise granulométrica
descritas na Tabela 2, foram utilizados somente os dados de
mortalidade e a fragdo siltetargila, também conhecida como
finos. Essa abordagem se justifica pois a fragdo silte+argila agrega
as porgdes individuais dessas fragdes e, também, pelo fato dos
dados da frag@o areia se referir ao percentual complementar
da fragdo siltetargila. No tocante a essas correlagdes, somente
a mortalidade de Tiburonella viscana apresenta correlacdes
significativas com as variaveis granulométricas. Essa constatagéo
comprova as observagdes previamente mencionadas sobre o
aumento da mortalidade desse anfipodo em fungao da proporgao
de siltetargila nas amostras de sedimento dos pontos 5 a 9
(Tabela 1).

A auséncia de correlagdo entre a mortalidade de Leptocheirus
plumulosus e a fragdo siltet+argila concorda com o descrito por
varios autores citados pela USEPA (1994), isto ¢, a mortalidade
desse organismo ndo ¢ afetada pelas variagdes extremas da
granulometria dos sedimentos. Quanto a Tiburonella viscana,
os resultados da Tabela 1 contradizem os achados de Melo &

Tabela 2 — Coeficientes de determinagéo (1) entre a mortalidade dos
anfipodos e as variaveis quimicas e fisicas do sedimento.

Variaveis Coeficiente de determinagéo (r?)
Mortalidade de Mortalidade de
Leptocheirus plumulosus  Tiburonella viscana

areia 0,05 0,59*
silte 0,07 0,53*
argila 0,06 0,70*
silte + argila 0,07 0,59*
carbono organico total 0,28 0,34
nitrogénio Kjeldahl 0,10 0,54*

* correlacao significativa (p < 0,05).
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Nipper (2007) que sugerem a sobrevivéncia desse anfipodo
nao ser afetada em sedimentos com propor¢ao granulométrica
até 60% de silte+argila.

Para esclarecer essa divergéncia foram selecionados
alguns estudos realizados com Tiburonella viscana, para os
quais efetuou-se a analise de regressdo com os resultados de
mortalidade/sobrevivéncia e da fragdo silte+argila. Na Tabela 3,
notou-se que a correlagdo entre essas variaveis também ocorreu em
outros estudos, sendo que nos trabalhos de Choueri et al. (2009)
e Melo & Nipper (2007) houve uma explicagao significativa (77
e 57%, respectivamente), semelhantes aquela obtida no presente
estudo (59%). Além das correlagdes, o ponto comum dos trés
estudos mencionados reside no fato de ndo haver evidéncias
categoricas de que os efeitos toxicos tenham sido provocados
por agentes quimicos em concentragdes elevadas.

Sob o0 mesmo ponto de vista, na Tabela 3 sdo apresentados
outros trabalhos nos quais os coeficientes de determinagdo
foram menores, porém ainda significativos. Na pesquisa de
Abessa (2002) o coeficiente de determinagdo indica que 28%
da variacao dos efeitos toxicos para Tiburonella viscana foi
influenciada pela fragdo siltet+argila e, segundo o autor, as
demais variagdes foram explicadas por outros fatores tal como
a quantidade de merctrio. No artigo de Sousa et al. (2007)
constatou-se uma a correlago significativa (r> = 0,36) entre
os efeitos toxico para Tiburonella viscana e a propor¢ao de
siltet+argila, no entanto, os referidos autores ndo apresentaram
outras analises quimicas que permitissem explicar as demais
variag¢des na ecotoxicidade das amostras.

Para os demais estudos apresentados na Tabela 3
(Cesar et al., 2006; Moreira, 2009), a auséncia de correlagdes
significativas entre os resultados dos ensaios com Tiburonella
viscana e a fragdo silte+argila se justifica pela baixa variagdo
dessa fragdo nas amostras de sedimento, isto é, com média
inferior a 10% e amplitude entre 24 ¢ 0,08%. Vale destacar a
pesquisa de Morais et al. (2009), os quais realizaram ensaios
ecotoxicologicos com Tiburonella viscana e granulométricos
com amostras coletadas nos mesmos pontos pesquisados por
Choueri et al. (2009). Nesses dois estudos seria razoavel esperar
que a intensidade dos efeitos toxicos fosse semelhante, no
entanto, Morais et al. (2009) verificaram uma sobrevivéncia
elevada do anfipodo em oposi¢ao ao detectado por Choueri et al.
(2009). A analise comparativa desses estudos evidencia que,
em geral, a sobrevivéncia elevada de Tiburonella viscana foi
associada a propor¢ao reduzida de siltet+argila nas amostras
de sedimento no trabalho de Morais ef al. (2009).

Em funcao das discussoes antecedentes, torna-se evidente
de que os resultados do ensaio ecotoxicoldgico com Tiburonella
viscana expressam, além dos efeitos toxicos de agentes
quimicos, os efeitos adversos da proporg¢ao de silte+argila nos
sedimentos ensaiados. Esse fato também foi constatado por
DeWitt ef al. (1988) em ensaios com o anfipodo Rhepoxynius
abronius. Esses autores verificaram que embora houvesse
correlagdo entre os agentes quimicos e a sobrevivéncia do
Rhepoxynius abronius em sedimentos ndo contaminados, as
quantidades dos poluentes ndo eram suficientes para causar a
mortalidade dos anfipodos, mas sim o tamanho dos granulos dos
sedimentos. Por tal motivo esses autores elaboraram equagdes
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matematicas, que sdo recomendadas pela USEPA (1994),
para tentar distinguir a mortalidade do Rhepoxynius abronius
associada as proporg¢des de siltet+argila. Para se ter uma ideia,
com o uso dessas equacdes Ferraro & Cole (2002) detectaram
13% de resultados com a suspeita de interferéncia da fragao
siltet+argila, enquanto DeWitt et al. (1988) encontraram 65%
dos resultados com a mesma suspeita.

Com a finalidade de estimar a proporgao de siltet+argila que
ndo causa efeitos adversos, e seguindo os mesmos principios de
DeWitt et al. (1988), selecionou-se aqueles estudos com Tiburonella
viscana nos quais ndo houve evidéncias de contaminagdo
quimica. Assim, foi efetuada a analise de regressao utilizado-se
os dados das pesquisas de Melo & Nipper (2007), Choueri et al.
(2009) e do presente artigo (Tabela 1), totalizando 23 pares de
resultados ecotoxicologicos e granulométricos. O resultado da
analise de regressdo esta demonstrado na Figura 3.

Os limites de previsdo, apresentados na Figura 3, sdo
aqueles dentro dos quais se espera localizar 95% das observagoes
futuras e independentes do conjunto de dados utilizados (Draper
& Smith, 1981). Assim, tomando como base o limite inferior
de previsao, ¢ possivel verificar que a mortalidade admitida
nos ensaios com anfipodos (15%) corresponde a proporgao de
33% de silte+argila em uma amostra de sedimento, conforme

Tabela 3 — Coeficientes de determinagéo e nivel de significancia entre a
mortalidade/sobrevivéncia de Tiburonella viscana e a fragao siltet+argila,
em diversos estudos.

Estudo analisado Coeficiente de determinagéo (r?)

0,59 (p = 0,02)*

Presente trabalho

Choueri et al. (2009) 0,77 (p = 0,05)
Melo & Nipper (2007) 0,57 (p = 0,02)
Abessa (2002) 0,28 (p = 0,004)
Sousa et al. (2007) 0,36 (p =0,02)
Morais et al. (2009) 0,42 (p =0,23)
Cesar et al. (2006) 0,16 (p = 0,43)
0,34 (p = 0,08)
Moreira (2009) 0,15 (p =0,52)

0,004 (p = 0,92)

* nivel de significancia da correlac@o.

100 +
90 -
80

Mortalidade de Tiburonella viscana (%)

204 ¢ y =318 + 0,39x
r2=0,30
107 p=0,007
0 T T T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Proporgao silte + argila (%)

Figura 3 — Reta de regressao (linha tracejada) e limites de previsdo (linhas
solidas) entre a proporgao de silte+argila do sedimento e a mortalidade de
Tiburonella viscana.
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mostrado na Figura 3. Deste modo, ¢ esperado que propor¢des de
siltet+argila maiores que 33% causem efeitos toxicos significativos
a Tiburonella viscana, isoladamente ou pela interagao com os
agentes quimicos presentes. Essa condi¢do ¢ fundamental ser
observada para evitar a ocorréncia de resultados falsos-positivos,
nos ensaios com 7Tiburonella viscana, particularmente quando
se utiliza o “teste t” para verificar a existéncia de efeitos toxicos
significativos.

Vale destacar que, em fungdo do coeficiente de determinagao
obtido, os limites de previsao apresentados na Figura 3 admitem
para a propor¢ao de 33% de siltet+argila uma variag@o entre
15 e 70% de mortalidade da Tiburonella viscana. Embora o
coeficiente de determinagdo seja reduzido (r> = 0,30) o nivel de
significancia (p = 0,007) ¢ bastante expressivo, fato que permite
efetuar projecdes na auséncia de pesquisa mais direcionada sobre
o assunto. Ressalta-se que no artigo de DeWitt ez al. (1988) foi
demonstrado um coeficiente de determinagdo muito proximo
para o anfipodo Rhepoxynius abronius (r* = 0,29, p <0,001),
embora com um universo de dados pareados bastante maior
(n=315) do que o utilizado no presente estudo (n=23).

Portanto, os pesquisadores brasileiros devem estar
atentos quando da obtengdo de resultados nos ensaios com
amostras de sedimento e o anfipodo Tiburonella viscana.
Como demonstrado, quando a fracdo silte+argila excede 33%
em amostra de sedimento ¢ duvidoso atribuir os efeitos toxicos
exclusivamente as concentragdes de agentes quimicos. Esse tipo
de ocorréncia ¢ particularmente importante em sedimentos pouco
poluidos como os apresentados nesse estudo, o que concorda
com as pesquisas de DeWitt ez al. (1988) e Long et al. (1990)
para o anfipodo Rhepoxynius abronius. Assim, quando ha a
constatagdo de efeitos toxicos, também deve-se efetuar uma
analise cuidadosa dos poluentes suspeitos, com base em dados
da literatura, para verificar se as quantidades encontradas sdo
suficientes para causar o efeito detectado.

Diante desses fatos, quando se desconhece previamente
a proporgao de siltetargila do sedimento, ha a necessidade da
analise granulométrica antes do inicio do ensaio. Desse modo,
caso a fracdo siltetargila seja>33% deve-se utilizar um controle
experimental adicional que contenha a mesma proporg¢ao dessa
fracdo. Uma alternativa, quando se desconhece a composigdo
granulométrica dos sedimento a ser ensaiado, seria o uso da
analise estatistica “t por bioequivaléncia”. Segundo Buratini
& Bertoletti (2008), essa analise estatistica permite detectar se
as médias obtidas nos grupos experimentais diferem do grupo
controle de modo significativo do ponto de vista estatistico e,
principalmente, do biolégico. Torna-se oportuno ressaltar que
a significancia biologica é bastante influenciada, entre outras
variaveis, pela variabilidade dos efeitos toxicos nas replicatas
do ensaio, como demonstrado na Figura 2b. Assim, na analise
estatistica “t por bioequivaléncia” sdo utilizadas as constantes
de proporcionalidade, expressas em porcentagem, as quais ja
foram estabelecidas em 0,80 para a sobrevivéncia nos ensaios
com Leptocheirus plumulosus (comunicagdo pessoal de Valéria
A. Prosperi) e de 0,69 nos ensaios com Tiburonella viscana
(comunicacdo pessoal de Denis M. S. Abessa). Nos termos do
presente estudo essas constantes de proporcionalidade correspondem
a20 e 31% de mortalidade esperada para Leptocheirus plumulosus
e Tiburonella viscana, respectivamente.

Bertoletti

Particularmente quanto aos ensaios com 7Ziburonella
viscana, no presente estudo foram efetuados os calculos
estatisticos com 99 ensaios (dados ndo apresentados) para
verificar o valor da constante de proporcionalidade, sendo que
foi confirmado o porcentual de 0,69. Deve-se notar que essa
constante de proporcionalidade foi calculada englobando a
variabilidade do efeito adverso causado pela fragao siltet+argila
nas replicatas dos ensaios (Figura 2b). Desse modo, o uso da
estatistica “t por bioequivaléncia” mostra-se apropriado, tanto
no presente como em outros trabalhos, para avaliar a ocorréncia
do efeito toxico significativo devido, exclusivamente, aos
agentes quimicos presentes no sedimento.

Em fung@o do exposto, a escolha do anfipodo para os
ensaios com sedimento integral de ambientes marinhos deve
levar em considerag@o as particularidades experimentais exigidas
pelos organismos-teste. No caso de utilizagdo do Leptocheirus
plumulosus a exigéncia mais importante é o conhecimento
do teor de nitrogénio amoniacal, sendo que a caracteristica
eurialina desses organismos ¢ a possibilidade de cultivo, em
laboratorio, o tornam bastante conveniente.

No caso do uso da Tiburonella viscana, além do nitrogénio
amoniacal, ¢ fundamental que se conhega a propor¢ao de
siltetargila nas amostras, a qual exigira procedimento analitico
diferenciado ou a utilizagdo de analise estatistica apropriada.
Adicionalmente, ¢ necessario considerar que a Tiburonella
viscana trata-se de um organismo estenoalino e, também, que
até o momento nao foram estabelecidos procedimentos para o
seu cultivo em laboratdrio. Torna-se oportuno mencionar que,
embora varios pesquisadores suspeitem da sensibilidade oscilante
da Tiburonella viscana, devido as coletas sazonais desses
organismos, no presente estudo tal suspeita ndo se comprovou,
tendo como base os ensaios de sensibilidade efetuados com os
diferentes lotes desse organismo-teste.
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