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RESUMO GERAL

A contaminacdo dos ambientes aquaticos € uma das consequéncias da
pressdo das atividades antropicas sobre os recursos naturais e esta
comumente relacionada a descarga de efluentes domésticos, industriais ou
agricolas. Peixes sao sensiveis a essas mudangas no ambiente e efeitos
toxicos de poluentes podem ser evidentes em nivel celular e tecidual. Uma das
classes de inseticidas mais comumente utilizados no Brasil sdo os carbamatos,
e entre eles, o carbofurano merece destaque, sendo altamente téxico para
peixes, passaros e humanos. No ambiente natural a toxicidade ocorre através
da mistura de diversos contaminantes que podem interagir sobres diversas
formas, inclusive com o aumento de toxicidade. Além de agrotoxicos,
nanoparticulas manufaturadas estdo entre as substidncias as quais os
organismos aquaticos estdo expostos. A grande area de superficie dos
nanotubos de carbono e sua alta reatividade, podem levar outras moléculas a
aderirem e potencialmente transportar poluentes pelo meio ambiente, além de
serem biologicamente ativas por apresentarem maior area de superficie por
unidade quando comparadas com particulas maiores. Dessa forma, este
estudo teve por objetivo avaliar os efeitos toxicoldgicos dos nanotubos de
carbono, do carbofurano e de nanotubos de carbono e carbofurano utilizando-
se como marcador biolégico o consumo de oxigénio, a excregdo de ambnia em
Astyanax sp. e estudar o efeito do mercurio na capacidade de natacédo de
Poecilia vivipara utilizando o tempo de natagdo até o cansago variando a
salinidade e a temperatura.

Palavras chave: Nanotubos de carbono de paredes multiplas; Carbofurano;
Nanotoxicologia; capacidade de natacao; poluentes.



GENERAL ABSTRACT

The contamination of aquatic environments is one consequence of the pressure
of human activities on natural resources and is commonly related to the
discharge of domestic, industrial and agricultural effluents. Fish are sensitive to
these changes in the environment and toxic effects of pollutants may be evident
in cellular and tissue level. One of the classes of insecticides most commonly
used in Brazil are carbamates, and among them, carbofuran should be
highlighted and is highly toxic to fish, birds and humans. In the natural
environment toxicity occurs by mixing various contaminants that may interact
envelopes various ways, including increased toxicity. In addition to pesticides,
manufactured nanoparticles are among the substances which aquatic
organisms are exposed. The large surface area of carbon nanotubes and their
high reactivity, can lead other molecules adhering and potentially carry
pollutants from the environment, and are biologically active due to their larger
surface area per unit when compared to larger particles. Thus, this study aimed
to evaluate the toxicological effects of carbon nanotubes, of carbofuran and
carbon nanotubes and carbofuran using as biomarker oxygen consumption,
ammonia excretion in Astyanax sp. and study the effect of mercury in Poecilia
vivipara swimming ability using the swimming time to exhaustion varying salinity
and temperature.

Keywords: Carbon nanotubes multi-walled; carbofuran; toxicology; swimming
ability; pollutants.



INTRODUGAO GERAL

O crescimento das cidades nas ultimas décadas tem sido responsavel
pelo aumento da pressio das atividades antropicas sobre os recursos naturais.
Em todo o planeta, praticamente ndo existe um ecossistema que nao tenha
sofrido influéncia direta e/ou indireta do homem, como por exemplo,
contaminagao dos ambientes aquaticos (GOULART e CALLISTO, 2003).

A poluicdo aquatica esta comumente relacionada a descarga de
efluentes domésticos, industriais ou agricolas (MARTINEZ e COLUS, 2002).
Em areas agricolas, a lixiviagcdo de aguas superficiais e a infiltracdo da agua
intersticial em rios e lagos podem introduzir agrotoxicos em quantidades
substanciais nesses corpos d’agua (ARIAS et al., 2007, BARBIERI e
FERREIRA, 2011).

Peixes sdo sensiveis a mudangas no ambiente e efeitos toxicos de
poluentes podem ser evidentes em nivel celular e tecidual, antes que
mudangas significativas no comportamento ou na aparéncia externa possam
ser identificadas (VAN DYC, 2005).

O emprego de pesticidas organicos na agricultura desde 1940
promoveu, além de colheitas com qualidade, um aumento na produtividade
possibilitando o atendimento da demanda alimenticia na maioria dos paises
(Brasco, 1988). No entanto, BULL e HATHAWAY (1986) relatam que, na
medida em que sao aplicados em excesso, ou de maneira errbnea, 0s

agrotoxicos acentuam demasiadamente os problemas do meio ambiente.

Uma das classes de inseticidas mais comumente utilizados no Brasil séo
os carbamatos, muito eficientes no controle de uma ampla gama de pragas
agricolas e que atua por contato ou ap6s ingestdo (FMC, 1977). O carbofurano
(2,3-diidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil metil carbamato), um dos principais
representantes do grupo dos carbamatos, € altamente toxico para peixes,

passaros e humanos, sendo a sua ingestao diaria aceitavel entre 0 a
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0,002mg/Kg/dia, o que estabelece seu limite para 7pugL™ (World Health
Organization, 1996). Embora possa ser facilmente degradado, pode induzir
efeitos deletérios a espécies ndo-alvo, antes que ocorra uma dissipacao
ambiental (MOREIRA et al., 2004).

A meia vida do carbofurano em agua a 22°C é altamente dependente
do pH podendo ser de 1 ano a pH4,0 até 31 horas a pH9,0. Em pH 7,0 a meia
vida € em torno de 121 dias (TOMLIN, 2000). O pH € portanto um parametro
importante a ser considerado quando se avalia a permanéncia de residuos de

carbofurano em aguas superficiais (MOREIRA et al., 2004).

Por apresentar efeitos nocivos a espécies nao-alvo, o carbofurano foi
banido nos Estados Unidos e Europa (USEPA, 2006). Entretanto, no Brasil
ainda é comercializado nas formas liquida e granulada, com respectivo
consumo anual de 4.000L e 60.000 Kg no estado de Sao Paulo (ALVES, 2001).

Além de agrotdxicos, nanoparticulas manufaturadas estdo entre as
substéncias as quais o0s organismos aquaticos estdo expostos
(PASCHOALINO, 2010).

Nanoparticulas existem naturalmente desde o inicio da histéria da
Terra (HANDY et al., 2008; HANDY et al., 2008b) e ha varios mecanismos
geoldgicos ou biolégicos que criam nanoparticulas no meio ambiente (HANDY
et. al., 2011).No entanto, isso n&o significa que os organismos séo adaptados
ou tolerantes a nanomateriais manufaturados, que podem ter reatividade
quimica e propriedades fisicas distintas dos nanomateriais que ocorrem
naturalmente (HANDY et al., 2011). Além disso, o crescente uso das
nanoparticulas manufaturadas em produtos deve aumentar sua presenga ao

meio ambiente de maneira dramatica (HELLAND et al., 2007)

Os nanotubos de carbono apresentam propriedades eletrdnicas, oéticas e
mecanicas muito interessantes (DRESSELHAUS et al., 2001). Desta forma,
esses materiais tém sido usados na confeccdo de diferentes tipos de

dispositivos, como emissores de elétrons para mostradores, sensores de gases



e sensores bioldgicos, pontas para microscopio de forca atdbmica (AFM) e,
quando combinados a outros materiais, como polimeros e fibras, servem como
elementos de reforco formando compdsitos com excelentes propriedades
mecanicas (DAI, 2002).

Pesquisas tem mostrado que nanoparticulas podem entrar no corpo
humano com maior facilidade e serem mais biologicamente ativas por
apresentarem maior area de superficie por unidade quando comparadas a
particulas maiores (OBERDORSTER et al., 2005). Além disso, a grande area
de superficie dos nanotubos de carbono podem levar outras moléculas se
aderirem e potencialmente transportar poluentes pelo meio ambiente
(KLEINER e HOGAN, 2003).

Os estudos sobre efeito de dose sub letais de xenobidticos possibilitam
estabelecer limites permissiveis para varias substancias quimicas, além de
avaliar o impacto de misturas de poluentes sobre os organismos aquaticos dos
corpos hidricos receptores (BERTOLETTI, 1990).

A capacidade de natacdo € um parametro que esta relacionado com a
resisténcia do peixe em manter-se nadando frente a um fluxo de agua (WICKS
et al., 2002) ou a sua capacidade fisica para continuar a nadar contra uma
corrente (HOWARD, 1975).

RAND (1984) classificou uma série de caracteristicas de comportamento
dos peixes que sao utilizados como indicadores de toxicidade. Entre eles, a
atividade de natagdo é considerada um bom indicador para os efeitos da
poluicdo, mesmo quando as substancias sao encontradas em niveis sub letais

podem alterar a capacidade de natacéo.

Devido a grande importancia de se determinar os efeitos deletérios do
carbofurano e de nanotubos de carbono de paredes multiplas, e da interacao
existente entre eles, utilizando como modelo biolégico de estudo, o lambari;
assim como o efeito do mercurio sobre a capacidade de natagdao de Poecilia

vivipara, sob diferentes salinidades e temperatura, foram elaborados dois



artigos, no qual o primeiro intitula-se: Efeitos ecotoxicolégicos do nanotubo de
carbono (NTCPM) e carbofurano sobre lambari (Astyanx sp.), e o segundo: A
utilizacdo da capacidade de natacdo para avaliar o efeito do mercurio em

Poecilia vivipara (Poecilideos) de acordo com a salinidade e temperatura.

Objetivos

O primeiro objetivo desse trabalho foi: avaliar os efeitos dos nanotubos de
carbono, do carbofurano e de nanotubos de carbono e carbofurano utilizando-
se como biomarcador fisiolégico o consumo de oxigénio e a excre¢ao de
amonia sobre o modelo bioldgico selecionado, o lambari (Astyanax sp.).

O segundo foi estudar o efeito do mercurio sobre a capacidade de
natagao utilizando-se o tempo de natacédo até o cansagco em Poecilia vivipara

variando a temperatura e a salinidade.

Apresentacao da Dissertacao

Os resultados dos trabalhos que culminaram na dissertacdo séao
apresentados sob a forma de dois artigos cientificos. No primeiro artigo
utilizou-se como biomarcador fisiolégico o consumo de oxigénio, a excregao de
amoénia em Astyanas sp., para avaliagdo dos efeitos do carbofurano e dos de
nanotubos de carbono de paredes multiplas e dos dois reagentes em conjunto.
No segundo artigo utilizou-se o tempo de natagcdao até o cansago como
indicador do efeito do Hg em Poecilia vivipara, de acordo com a salinidade e

temperatura.

Capitulo 1: Efeitos ecotoxicolégicos do nanotubo de carbono (NTCPM) e
carbofurano sobre lambari (Astyanx sp.).

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos dos nanotubos de



carbono, do carbofurano e de nanotubos de carbono e carbofurano utilizando-
se como biomarcador fisiolégico o consumo de oxigénio e a excregao de
amoOnia sobre lambari (Astyanax sp.). Este artigo seguiu as normas da revista

“Water Environment Research”.

Capitulo 2: A utilizacdo da capacidade de natacdo para avaliar o efeito do
mercurio em Poecilia vivipara (Poecilideos) de acordo com a salinidade e

temperatura.

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos do mercurio sobre a
capacidade de natacao utilizando-se o tempo de natacdao até o cansago em
Poecilia vivipara de acordo com a salinidade e temperatura. Este artigo seguiu

as normas da revista “Water Environment Research”.
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PAREDES MULTIPLAS (NTCPM) E CARBOFURANO SOBRE LAMBARI

(Astyanax sp.).
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RESUMO

O estudo do efeito toxico do carbofurano e de nanotubos de carbono de
paredes multiplas (NTCPM), assim como a interagdo entre esses dois
compostos sobre lambari (Astyanax sp.) apresenta relevancia para o ambiente,
isso devido ao crescente uso deste pesticida na agricultura e de nanotubos na
industria de materiais, apresentando assim influencia sobre a saude
ambiental. Neste estudo objetivou-se obter dados sobre o efeito téxico do
carbofurano, do nanotubos de carbono e da combinagdo desses compostos
sobre Astyanax sp., por meio do consumo especifico de oxigénio e da
excrecdo de amoénia. Para se avaliar o consumo de oxigénio e excregédo de
amoénia foram utilizados um total de 65 peixes submetidos a quatro diferentes
concentracdes de carbofurano: 0,01; 0,05; 0,1 e 0,5 mg/L, além do controle,
para nanotubos foram utilizadas as concentragées: 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 mg/L e
na combinagdo de carbofurano e nanotubos, fixamos 0,5 mg/L de nanotubos

por ser considerada letal para organismos e 0,01; 0,05; 0,1 e 0,5 mg/L para
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carbofurano. Os resultados revelaram diminuicdo do consumo especifico de
oxigénio na maior concentragcdo de nanotubos, uma diminuigdo acentuada para
carbofurano e para a modulagédo entre nanotubos e carbofurano. O consumo
de oxigénio em peixes expostos a interagdo de carbofurano e nanotubos de
carbono apresentou variagao metabodlica em todos os testes realizados. Em
relacdo a excregdo de aménia, houve significativo aumento da excregdo para
nanotubos, uma alternancia dos valores para carbofurano e uma progressiva
queda para a interagdo entre carbofurano e nanotubos de carbono. Os
resultados permitem inferir que ocorreram alteragdes na taxa metabdlica dos
organismos expostos a combinacdo do carbofurano com nanotubos de
carbono, evidenciado na concentragdo 0,5mg/L + 0,5mg/L, ocorrendo uma
diminuigdo do consumo de oxigénio em aproximadamente 94% em relagdo ao
controle. Ja para a excregdao de amdnia na mesma combinagdo, houve uma
reducdo de aproximadamente 80% na maior concentracdo empregada que foi
de 0,5mg em relacdo ao controle. A queda na taxa de consumo de oxigénio e
na excre¢cao de amodnia ocorreu possivelmente para manter a homeostase do

organismo a altas concentragdes do xenobidtico.

Palavras-chave: nanoparticulas; ambiente; nanotubos de carbono;

ecotoxicologia aquatica, amoénia.

ABSTRACT

The study of the toxic effect of carbofuran and multi-walled carbon nanotubes
(NTCPM) as well as the interaction between these two compounds on tetra
(Astyanax sp.) Are relevant to the environment, this is due to the increasing
use of this pesticide in agriculture and nanotubes in materials industry, with so
influence on environmental health. This study aimed to obtain data on the

toxicity of carbofuran, carbon nanotubes and the combination of these products
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on Astyanax sp., through the specific consumption of dissolved oxygen and
ammonia excretion. To evaluate the oxygen consumption and ammonia
excretion were used a total of 65 fish submitted to four different concentrations
of carbofuran: 0.01; 0.05; 0.1 and 0.5 mg/L; for nanotube concentrations were
used: 0.1; 0.25; 0.5; 1.0 mg/L and the combination of carbofuran and
nanotubes, fixed, 0.5 mg/L nanotubes considered to be lethal to organisms and
0.01; 0.05; 0.1 and 0.5 mg/L for carbofuran. The results showed a decrease of
the specific consumption of oxygen in a higher concentration of nanotubes, a
marked decrease to carbofuran and modulation between nanotubes and
carbofuran. Oxygen consumption in fish exposed to interaction carbofuran and
carbon nanotubes had an effect on routine metabolism in all tests. Regarding
the excretion of ammonia, there was significant increase in the excretion into
nanotubes, an alternation of values for carbofuran and a progressive fall for
interaction between carbofuran and carbon nanotubes. Results show that there
were changes in the metabolic rate of the organisms exposed to the
combination of carbofuran with carbon nanotubes, evidenced in the
concentration 0.5 mg/L + 0.5 mg/L, causing a decrease in oxygen consumption
by approximately 94% compared the control. As for the excretion of ammonia in
the same combination, there was a reduction of approximately 80% at the
highest concentration used was 0.5 mg compared to control. The drop in
oxygen consumption rate and ammonia excretion possibly occurred to maintain

homeostasis of the organism to high xenobiotic concentrations.

Keywords: nanomaterials; environment; carbon; nanotubes; aquatic

ecotoxicology, ammonia.

1. INTRODUGAO

As respostas fisioldgicas apresentam trés importantes aspectos que
podem ser utilizados como indicadores para avaliar da qualidade do meio

ambiente: representam a integracdo de varios processos bioquimicos celulares
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que podem ser alterados frente as variacbes ambientais; representam
respostas néo especificas dos organismos a soma de varios fatores externos; e
sdo, ainda, capazes de refletir a deterioragdo do meio antes que esta atinja

niveis populacionais ou de comunidades (ADAMS, 1990).

Diversos tipos de respostas fisioldgicas podem ser utilizadas para esse
fim (ADAMS, 1990), como por exemplo o metabolismo em peixes avaliado
por meio do consumo de oxigénio e excre¢cdo de amodnia. Estes dois
parametros, por serem resultantes da interacdo de varios processos, refletem o
estado fisico geral do animal, e constituem-se em indicadores sensiveis para

detectar altera¢cdes do meio circundante (BARIERI, 2007).

A taxa respiratoria € uma medida util e sensivel de seu dispéndio
diario de energia (BARBIERI e PAES, 2011). Deste modo, em animais
aerobicos, a quantificagdo da taxa de consumo de oxigénio estara diretamente
associada a quantidade de energia liberada a partir da oxidagdo do substrato
alimentar. Através da quantidade de oxigénio consumido, por um determinado
periodo, por um animal, pode-se estimar a energia despendida, durante o
mesmo periodo para a manutengcdo de seus processos vitais (CARVALHO,
1992).

Segundo BARBIERI ( 2007), o metabolismo de peixes inclui trés
niveis bem diferenciados: metabolismo basal, metabolismo de rotina e
metabolismo ativo. O metabolismo basal € a energia correspondente as
necessidades minimas para o peixe manter-se vivo, associado a um estado de
repouso e ndo alimentado. O metabolismo de rotina é a fracdo de energia
utilizada por peixes, quando nao alimentados, com movimento de natacao
espontanea, ou atividade rotineira. Ja o metabolismo ativo representa a taxa
metabdlica no nivel maximo de atividade, como por exemplo, a natagao para

captura de presa.

A diferenga entre metabolismo ativo (maximo) e metabolismo basal
(minimo) é denominada por FRY (1971), como “disponibilidade energética para
a atividade” ou a quantidade de energia disponivel para processos diferentes

da manutencdo de funcbes essenciais, tais como natacido, reproducao,
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crescimento, etc. Esta “disponibilidade energética para a atividade” reflete o

estado fisioldgico do animal que por sua vez é ligado as condi¢gdes ambientais.

Em todos os niveis da escala filogenética animal encontram-se varios
exemplos de ataque, defesa e outros comportamentos que dependem de
substancias repelentes, paralisantes ou de outras agdes farmacoldgicas.
Durante os milhées de anos de evolugdo os organismos desenvolveram um
refinamento dessas substancias para diversas fung¢des, a captura de presas e

as defesas quimicas em geral (FREITAS, 1990).

Agente toxico é qualquer substancia quimica (ou agente
fisico, para alguns cientistas) que, interagindo com um organismo vivo, € capaz
de produzir um efeito toxico seja este uma alteragdo funcional ou a morte.
(LEITE e AMORIM, 2006). Assim, intimamente relacionado ao conceito de
agente toxico, existem dois outros conceitos muito importantes: o de

Toxicidade e o de Risco.

A maioria das substancias quimicas consideradas como agentes
toxicos, sdo substancias exogenas aos organismos, conhecidas como
xenobidticos. O termo xenobidtico, derivado do grego “xeno” que significa

estranho, é usado para indicar uma substancia estranha ao organismo.

Agentes Toxicos sdo substancias quimicas capazes de causar danos a
um sistema bioldgico, alterando uma funcao ou levando-o a morte, sob certas
condigbes de exposi¢cdo. Uma substancia muito toxica causara dano a um
organismo se for administrada em quantidades muito pequenas, enquanto que
uma substancia de baixa toxicidade somente produzira efeito quando a

quantidade administrada for muito grande. (OGA, 2003).

Segundo DAGNINO e JUNIOR (2007), os conceitos de risco tém sido
utilizados em diversas ciéncias e ramos do conhecimento e adaptados segundo
os casos em questdo. Nessas situacdes, frequentemente, o termo riscos é
substituido ou associa-se a potencial, susceptibilidade, vulnerabilidade,
sensibilidade ou danos potenciais.
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De acordo com a conceituacdo de VEYRET e MESCHINET de
RICHEMOND (2007), os riscos ambientais “resultam da associagdo entre os
riscos naturais e 0s riscos decorrentes de processos naturais agravados pela

atividade humana e pela ocupacéo do territorio.”

Em toxicologia, risco baseia-se no estudo interativo das ciéncias exatas
(matematical/estatistica), ciéncias bioldgicas e sociais, de modo a reduzir o
empirismo, as incertezas e falhas na avaliagdo de toxicidade de agentes
quimicos. A toxicologia ambiental, por sua vez, estuda as interagdes toxicas de
substancias quimicas no ecossistema e sua capacidade de afetar a fisiologia
normal de organismos vivos. (CALDAS e BRILHANTE, 1999).

Segundo CALDAS (1999), o risco potencial em toxicologia ambiental
trata do estudo da probabilidade de fontes perigosas para a saude e o0 meio
ambiente, capazes de provocar dano, doenga ou morte para 0s seres Vivos
quando em concentragdes superiores aquelas que estes possam assimilar em
condicbes normais, isto é, absorver, distribuir, metabolizar e eliminar do

organismo.

No contexto de estudos ambientais e de monitoramento bioldgico,
tanto “disponibilidade energética para atividade” como o “metabolismo de
rotina” sao utlizados (MAKI, 1979; SMITH and HARGREVES, 1984;
SCHERECH, 1990; BARBIERI et al. 2002) e constituem ferramentas eficientes
para se medir o efeito toxico de uma substancia quimica em um dado

organismo.

A Nanotecnologia € uma ciéncia que esta relacionada a manipulagao
da matéria ao nivel molecular, visando a criagdo de novos materiais,
substancias e  produtos, aplicada em processos bioldgicos. Hoje séao
fabricados através desse processo: Filtros com nanotubos de carbono,
nanocatalisadores para reduzir a poluicdo atmosférica, nanosensores para
detectar materiais toxicos, dispositivo para sequenciar moléculas simples de
acido nucléico via nanoporos, nanomembranas e argilas, nanosensores para
a deteccdo de patdogenos e contaminantes, reciclagem de agua via polimeros
nanoporosos, particulas magnéticas, etc (LUZ et al., 2011).
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Os subprodutos da nanotecnologia sdo cada vez mais produzidos e

tornando-se possiveis contaminantes ambientais (LUZ et al., 2011).

No entanto, ha tempos tém-se perguntado de como se da a interagdes
dos nanomateriais com o meio ambiente e possiveis riscos a este meio e ao
ser humano. Por esse motivo muitas perguntas ainda estdo para ser
respondidas como: Através de qual meio estes materiais penetram no
ambiente? Quais sdo os modos de dispersdo destes materiais nho ambiente?
Estes materiais sdo transformados no ambiente? Qual é a estabilidade da
nanoestrutura? Ela se decompde ou se aglomera? Sao soluveis em agua?
S&o degradadas? Quais sdo os sub-produtos gerados da degradagéo destas
estruturas? Qual é a toxicidade destes materiais? Estes matérias sinergem ou
antagonizam com outros contaminantes? (MARTINEZ e ALVES, 2013)

De acordo com MARTINEZ e ALVES (2013,) é importante levar em
consideragao que os nanomateriais podem tornar-se contaminantes ambientais
emergentes, em um futuro n&do muito distante, uma vez que ha um crescente

interesse por esses tipos de materiais.

Contaminantes ou poluentes emergentes s&o substancias
potencialmente toxicas das quais os efeitos ou a presengca no ambiente sdo
ainda pouco conhecidos. Ou seja, engloba tanto substancias que ja vém sendo
utilizadas a tempos, como também novas substancias decorrentes dos avangos
tecnolégicos. Como exemplo dessas substincias pode-se destacar varios
pesticidas, compostos polihalogenados, medicamentos, cosméticos, entre
outros (MOREIRA e GONCALVES, 2013), assim como as nanoparticulas.

Segundo MOREIRA e GONCALVES (2013), estas substancias tém sido
introduzidas no ambiente em larga escala e, devido as suas propriedades
fisico-quimicas, como persisténcia, volatilidade, lipofilicidade, etc. sao
amplamente distribuidas no ambiente e podem impactar a saude ambiental por
um periodo de tempo relativamente longo.

As nanoparticulas podem ser téxicas pela sua composigdo, pelo seu
tamanho e pela sua forma. (RENWICK et al., 2004). Particulas menores sao

mais reativas e, em geral, mais téxicas.
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Os nanotubos de carbono apresentam propriedades eletrénicas, oéticas e
mecanicas muito interessantes (DRESSELHAUS et al., 2001). Desta forma,
esses materiais tém sido usados na confeccdo de diferentes tipos de
dispositivos, como emissores de elétrons para mostradores, sensores de gases
e sensores bioldgicos, pontas para microscopio de forgca atbmica (AFM) e,
quando combinados a outros materiais, como polimeros e fibras, servem como
elementos de reforco formando compdsitos com excelentes propriedades
mecanicas (DAI, 2002).

Uma das classes de inseticidas mais comumente utilizados no Brasil,
sdo os carbamatos, muito eficientes no controle de uma ampla gama de pragas
agricolas e que atua por contato ou apos ingestao (FMC, 1977). O carbofurano
(2,3-diidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil metil carbamato), um dos principais
representantes do grupo dos carbamatos, € altamente toxico para peixes,
passaros e humanos, sendo a sua ingestao diaria aceitavel de 0,0mg/Kg/dia a
0,002mg/Kg/dia, o que estabelece seu limite para 7ugL” (WORD HEALTH
ORGANIZATION, 1996). Embora possa ser facilmente degradado, pode induzir
efeitos deletérios a espécies ndo-alvo, antes que ocorra uma dissipagao
ambiental (MOREIRA et al., 2004).

Similar a outros inseticidas carbamatos e organofosfatos, o modo de
acao do carbofurano se baseia na inibicdo da atividade da acetilcolinesterase
nas jungdes sinapticas e neuromusculares (JASH e BHATTACHARAYA, 1983),
e peixes expostos a concentragbes subletais desses pesticidas tem
apresentado diversos comportamentos de toxicidade relatados em alguns
estudos, incluindo efeitos neuromotores na atividade natatéria (LITTLE e
FINGER, 1990; BARBIERI e FERREIRA, 2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos nanotubos de
carbono, carbofurano e a combinagcdo de nanotubos de carbono com o
carbofurano, sobre o metabolismo de Lambari, (Astyanax sp.), através do
consumo de oxigénio e excregdao de amoénia. A hipotese deste trabalho é que
com a presenga dos xenobidticos no meio aquatico, havera aumento ou

diminui¢gdo, no consumo de oxigénio e excre¢ao de amonia.

18



2. MATERIAIS E METODOS

1.1. Reagentes quimicos

Foram utilizadas duas substancias como reagentes: o carbofuran (2,3-diidro-
2,2-dimetil-7-benzofuranil metil carbamato) (99,5%, Sigma), pesticida quimico
conhecido popularmente como carbofurano e nanotubos de carbono de
paredes multiplas (NTPCM) .

Utilizou-se nanotubos de carbono de paredes multiplas (NTCPM)
[Ctube 100, CNT Co. Ltd., Incheon — South Korea] oxidados em acido nitrico
com o intento de gerar grupos oxigenados na superficie dos nanotubos e
melhorar sua dispersdo em agua, como descrito em Martinez et al. (2013). Os
nanotubos de carbono utilizados neste trabalho foram fornecidos pelo
Laboratério de Quimica do Estado Sdlido (LQES), do Instituto de Quimica da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Os nanotubos de carbono no volume de 250 ml, na concentracao de
200 mg/L foram sonificados por 30 minutos em banho ultrasénico (Cole-
parmer 8891), com o objetivo de suspender os nanotubos. Ja o carbofurano foi

diluido em uma solugéo estoque de 1mg:1ml com agua ultra pura.

2.2. Peixe

Os peixes utilizados nos experimentos foram retirados dos tanques de
piscicultura da APTA - Pdlo Regional Vale do Ribeira — Pariquera-Agu
(24°36’38.24”S — 47°53702.80"W). A espécie Astyanax sp. foi introduzida
nos tanques para a reproducdo a partir de exemplares coletados no Rio
Ribeira de Iguape, tratando-se de uma espécie diferente do Astyanax

altiparanae.

Peixes do género Astyanax sao bastantes comuns na regido do Vale do
Ribeira, sendo comum sua presenca no rio Ribeira de Iguape. De acordo com
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CORT e GHISI (2014), peixes do género Astyanax, popularmente conhecidos
como lambaris, tem potencial como bioindicador, pois sao espécimes bastante
comuns, de pequeno porte, onivoros e com um valor econdmico consideravel e

sendo usados em varios estudos de biomonitoramento e bioensaio.
2.3. Experimento

Foram utilizados para esse estudo um total de 65 lambaris (Astyanax
sp.) oriundos da estacao de piscicultura da APTA Pariquera-Agu. Os testes
com toxicidade aguda foram realizados no Instituto de Pesca de Cananéia-
APTA/SAA/SP.

Os peixes foram pesados em balanga analitica em gramas (g) e
medidos em centimetro (cm) com auxilio de um ectibmetro.

O delineamento experimental constitui de 65 exemplares com peso
meédio de 4,59 e 6,0cm de comprimento para cada um dos estudos de
toxicidade, ou seja, 65 exemplares para consumo de oxigénio e 65 exemplares
para excre¢cdo de amébnia. Os peixes foram estocados individualmente em
aquarios de capacidade maxima de volume de agua de 50L, entretanto, para
evitar que os peixes pulassem do aquario, utilizamos 20% da capacidade do
mesmo. Durante todo o experimento a temperatura foi mantida a 20 graus C.

Para se avaliar o efeito da exposi¢cao ao carbofurano, ao nanotubos de
carbono e a combinagdo de ambos, para os estudos de consumo de oxigénio e
excregao de amobnia, dividimos os individuos em 4 tratamentos para cada
substancia contendo 5 individuos para cada tratamento, nas seguintes
concentracoes:

TC = Tratamento controle.

TCA = Tratamento com carbofurano: TCA1 0,01 mg; TCA2: 0,05 mg;
TCAS3: 0,1 mg e TCA4: 0,5 mg.

TNC = Tratamento com nanotubos de carbono: TNC1: 0,1 mg; TNC2:
0,25 mg; TNC3: 0,5 mg; TNC4: 1,0 mg.

TCA+TNC = Tratamento contendo a combinagdo de carbofurano e
nanotubos de carbono nas seguintes concentragdes: TCA1: 0,01mg; TCAZ2:
0,06mg; TCA3: 0,1img e TCA4: 0,5mg de carbofurano e tratamento com

nanotubos de carbono fixado a concentracdo de 0,5mg. Totalizando 12
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tratamentos e um controle. Um segundo grupo controle também foi mantido

com o objetivo de substituir algum individuo caso ocorresse morte de um peixe.

Em sintese, os 12 grupos foram expostos as seguintes concentragdes
de carbofurano: 0,01mg/L; 0,05mg/L; 0,1mg/L; e 0,5mg/L; nanotubos de
carbono nas seguintes concentragdes: 0,1mg/L; 0,25mg/L; 0,5mg/L e 1,0mg/L
e na combinagcdo carbofurano e nanotubos as concentragdes: 0,01mg/L;
0,05mg/L; 0,1; e 0,5mg/L acrescidos de 0,5mg/l de nanotubos de carbono,

além do grupo controle.
2.3. Consumo especifico de oxigénio (mg/g/L)

Neste experimento, para avaliacdo do metabolismo de rotina, foram
utilizado um total de 25 peixes com peso meédio de 4,5 g e comprimento médio
de 6,0 cm, distribuidos igualmente em 5 aquarios, sendo 1 deles o controle.
Foram utilizados 25 peixes para os tratamentos com carbofurano, sendo 5 para
o controle e 5 para cada concentracido; 20 peixes para os tratamentos com
nanotubos de carbono e mais 20 peixes para os tratamentos combinados entre
carbofurano e nanotubos de carbono. Os individuos permaneceram por 1 hora
em um tanque com oxigenacao por bombas de ar, esse tanque possui volume
total de 500 litros para adaptacdo no mesmo meio onde foram transportados;
em seguida foram retirados da embalagem de transporte e alimentados ainda
dentro do tanque, onde permaneceram por 24 horas. Posteriormente os peixes
foram transferidos para os aquarios de 50L, também com oxigenagao por
bombas de ar, sendo colocados cinco individuos em cada aquario,

permanecendo por mais 1 hora para aclimatacao.

Apos o processo de aclimatagdo, um individuo de cada aquario foi
retirado e introduzido em um recipiente cilindrico de acrilico, com circulagao
continua de agua, chamado de respirdmetro. Foram utilizados 5 respirbmetros,
apenas um individuo foi colocado no respirdmetro, sendo um peixe para cada
respirdbmetro, onde permaneceu por mais 1 hora para novo processo de
aclimatacdo. Essa aclimatagcdo faz-se necessaria para diminuir o estresse

causado pelo manejo do peixe de um local para outro. Esses respirbmetros
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foram acondicionados em um recipiente contendo agua, de aproximadamente

50 litros, chamados de sistema.

Posteriormente o fluxo de agua foi interrompido e com o auxilio de uma
micropipeta, os volumes ja calculados das substancias téxicas foram inseridos
no interior dos respirbmetros, que em seguida foram cuidadosamente fechados
evitando-se a presenca de bolhas de ar no seu interior, objetivando obter dados
para a avaliagdo do consumo de oxigénio em um volume especifico de agua.

Os peixes foram submetidos a presenca das substancias téxicas por 1 hora.

A medida do consumo especifico de oxigénio resultou da diferenga entre
as taxas de oxigénio medidas no inicio e ao final do confinamento nos
respirdbmetros. Para o calculo do consumo especifico de oxigénio (ml/g/h)
durante o periodo, considerou-se o volume do respirbmetro e o peso do animal.
O oxigénio dissolvido foi determinado segundo o método de Winkler
(WINKLER, 1888).

Para obtencdo da quantidade (ml) desejada de carbofurano e de
nanotubos de carbono a serem colocados nos respirbmetros, determinou-se a
“solugcao mae” de: 1,0 mg/carbofurano/ml e 1,0 mg / nanotubos de carbono/ml e

a partir desta os volumes foram determinados.

Nenhum individuo foi usado mais que uma vez. Nao houve

mortalidade dos individuos utilizados.

2.4. Excreg¢do de ambnia

Para a realizacao deste experimento de tomada de excrecdo de amédnia,

foram utilizados 25 individuos.

Antes do inicio dos experimentos, os animais foram mantidos no tanque
de aclimatagdo com oxigenacgao pelo periodo minimo de 1 hora para atenuar o
estresse causado pelo manuseio. Foi adicionado tiossulfato de sédio na agua

do tanque, para neutralizar o cloro.
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Apbs o periodo de 1 hora para a adaptacédo dos peixes, as quantidades
definidas de carbofurano, nanotubos de carbono e a combinagdo de ambos,
foram adicionadas ao respirdmetro. Para obten¢do da concentragcdo desejada
de carbofurano e de nanotubos de carbono, o volume necessario das
substancias foi calculado para cada respirbmetro e adicionado a ele com
auxilio de micropipeta ao final da aclimatacdo dos peixes. Assim que as
substéncias foram adicionadas, o orificio do respirbmetro foi selado.

Imediatamente apds cada experimento, o peso dos peixes foi mensurado.
A excrec¢ao de amoénia foi calculada pelo método Nessler.

As médias do consumo especifico de oxigénio e da excregao de amdnia
dos peixes estudados foram avaliadas, primeiro quanto a sua normalidade,
através do teste Shapiro-Wilk. Apds esse procedimento como a distribuicao foi
normal, utilizou-se analise de Varianga (ANOVA) seguida de testes de

comparagdes multiplas de Tukey (p<0.01).

3. RESULTADOS

3.1. Consumo especifico de oxigénio

3.1.1. Carbofurano
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2,0 , : , :

Consumo especifico de Oxigénio (mg02/g/L)

Controle 0,01 0,05 0,1 0,5

Concentragao de carbofurano (mg/L)

Figura 1 - Consumo especifico de oxigénio (mlO./g/L) em relacdo a
concentracdo de Carbofurano (mg/L). * apresenta diferenca estatistica em
relagao ao controle.

O consumo especifico de oxigénio em individuos expostos ao
carbofurano aumentou consideravelmente na concentragcdo 0,01 mg/L, sendo
este aumento correspondente a aproximadamente 42% em relagao ao controle
(Figura 1). A partir da concentracédo 0,05 mg/L até a maior concentragéo
empregada (0,5mg/L) houve uma queda no consumo especifico de
aproximadamente 80% em relagao ao controle. Houve diferenca estatistica em

todas as concentragdes empregadas ao serem comparadas ao controle
(ANOVA, Tukey, P<0.001).
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3.1.2. Nanotubos de carbono

3,0 I . I .

Consumo especifico (mgO2/g/L)

controle 0.1 0,25 0.5 1

Concentragao de nanotubos de carbono (mg/L)

Figura 2 — Consumo especifico de oxigénio (mlOy/g/l) em relagdo a
concentragao de nanotubos de carbono (mg/l). * apresenta diferenca estatistica
em relagao ao controle.

O consumo especifico de oxigénio variou significativamente somente
para os organismos expostos a concentracdes de 1,0 mg/l, houve inicialmente
uma queda na menor concentracdo em relagdao ao controle seguido de um

aumento e uma queda de aproximadamente de 80% na concentracdo maior
(1,0 mg/l).
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3.1.3. Nanotubos de carbono e carbofurano

Consumo especifico de oxigénio (mgO2/g/l)

Contole 001 005 01 05

Concentragdo de Carbofurano(mg/L) + 0,5mg de nanotubo de carbono

Figura 3 — Consumo especifico de oxigénio (mlO,/g/l) em relagdo a
concentragédo de carbofurano + 0,5 mg de nanotubos de carbono (mg/l). *
apresenta diferenca estatistica em relagéo ao controle.

Para peixes expostos a combinacao entre carbofurano e nanotubos de
carbono registrou-se uma diminuigdo dose dependente no consumo especifico
de oxigénio em relagdo ao controle. Aplicando o teste estatistico (ANOVA,
Tukey) constatou-se que em todas as concentracbes empregadas houve
diferenca estatistica (Figura3).

3.2. Excreg¢ao de aménia

3.2.1. Carbofurano
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Excregéo especifica de amdnia (mg/g/L)

Controle 0.01 0.05 0.1 0.5

Concentragcao de carbofurano (mg/L)

Figura 4 — Excrecéo especifica de amoénia (mg/g/l) em relagdo a concentracao
de carbofurano (mg/l). * apresenta diferenca estatistica em relagao ao controle.

Os resultados obtidos para a excreg¢ao especifica de amdnia em relagao
ao aumento das concentragdes de carbofurano foi evidenciado por uma
tendéncia de elevacdo das taxas de excregdo em relagdo ao controle.
Entretanto, ao empregar o teste estatistico a ANOVA, seguido de multiplas
comparagoes (Tukey), somente as concentragdes de 0,1mg/l e 0,5mg/l foram

diferentes em relagc&o ao controle (Figura 4).

3.2.2. Nanotubos de carbono
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0,11 -

Excregao especifica de aménia (mg/g/L)

Controle 0.1 0.25 0.5 1

Concentracdo de nanotubos de carbonos (mg/L)

Figura 5 — Excrecéo especifica de aménia (mg/g/l) em relagdo a concentracao
de nanotubos de carbono (mg/l) * apresenta diferenga estatistica em relacao ao
controle.

A excregao especifica de aménia mostrou uma tendéncia de aumento
nos valores a medida que as concentracbes de nanotubos de carbono
aumentaram. Entretanto, quando aplicado o método estatistico (ANOVA) nao

houve diferenca estatistica em relagéo ao controle (Figura 5)

3.2.3. Nanotubos de carbono e carbofurano
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0,040 -1

0,035

0,030

0,025

Excrecao especifica de amdnia (mg/g/L)

Controle 0.01 0.05 0.1 0.5

Concentracdo de carbofurano (mg/L) + 0.5 de nanotubo de carbono (mg/L)

Figura 6 — Excrecao especifica de amonia (mg/g/l) em relagdo a concentragao
de carbofurano (mg/l) + 0.5mg/l de nanotubos de carbono. * apresenta
diferenga estatistica em relagao ao controle.

Avaliando-se a combinacdo de nanotubos de carbono e carbofurano
constatou-se que nao houve diferenca estatistica para as concentragoes
0,00lmg e 0,05mg na excregdo especifica de amébnia. Entretanto nas
concentragde de 0,1mg e 0,5mg acrescida de 0,5 de nanotubo de carbono foi

estatisticamente diferente em relagéo ao controle. (Figura 6).
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3. DISCUSSAO

Segundo ARIAS, et al. (2007), nos ultimos anos a biota aquatica
esta constantemente exposta a um grande numero de substancias toxicas, que
sao langcadas diariamente em ambientes abertos e sem o devido tratamento, a
partir de diversas fontes de emissdo. Esses poluentes podem provocar
alteragdes no metabolismo dos peixes como observado nos resultados obtidos
com testes realizados em Astyanax sp., representados no consumo especifico

de oxigénio e excre¢ao de amoénia.

Na aquicultura, a piscicultura pode ser um alvo dessa
contaminagao por substancias toxicas, uma vez que muitas esta¢des de cultivo
captam agua de rios préximos, e estes por sua vez, podem conter a presenga
desses xenobiodticos, como por exemplo o carbofurano. O presente estudo
mostra a agcao do carbofurano como agente potencialmente téxico para as
funcdes metabdlicas de peixes, destacando como biomarcadores o consumo

de oxigénio e a excregcdo de amdnia.

E frequente que areas de cultivo de peixes e outros organismos
aquaticos estejam sujeitos a receberem agua contaminada por pesticidas por
estarem proximos a campos de cultivo de vegetais tratados com essas
substancias (HERNANDEZ-MORENO et al., 2011; BARBIERI et al., 2013).

Sabe-se que grande parte dos agrotoxicos, quando mal utilizados,
podem atingir ndo s a espécie alvo, mas também destruir os recursos naturais
em areas maiores, contaminar a fauna e a flora da regido onde sao aplicados.
(GUIVANT, 1992).

A contaminagédo pode acontecer de forma direta ou indireta.
Diretamente, por escoamento e esgoto e por contaminantes industriais, ou
indiretamente pelo acumulo de substancias o solo, que podem chegar até os
recursos hidricos (RIVERO, 2007). O carbofurano, pesticida pertencente ao

grupo dos carbamatos, € amplamente utilizado na agricultura. Nos testes
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realizados com lambari esse agente tdxico, quando usado isoladamente
demonstrou efeito significativo na redugdo do consumo especifico de oxigénio
para altas concentragbes e aumento na excrecdo de amobnia. Ja na
combinacdo com nanotubos de carbono, o efeito resultou em diminuicdo em
ambos biomarcadores para todas as concentragbes empregadas, indicando

reducao na eficiéncia respiratoria e nos produtos metabalicos.

MARTINEZ et al. (2013), nos estudos realizados com juvenis de
Tildapia do Nilo (Oreochromis niloticus), encontraram efeito sinérgico
pesquisando nanotubos de carbono interagindo com Pb (chumbo), o que
resultou, entre outros dados, toxicidade superior na modulagéo Pb + nanotubos
de carbono em relagdo ao controle, comparado ao Pb isoladamente, e
diminuicdo no consumo de oxigénio em mais de 20% em relagdo as duas

substancias separadamente.

Essa resposta também encontra se presente nos testes realizados com
a combinagdo de nanotubos de carbono e carbofurano para o lambari,
reforcando a hipotese de que o consumo de oxigénio pode ser alterado quando
xenobidticos entdo presentes no meio aquatico, sendo ainda seu efeito

potencializado quando combinados.

Com a crescente contaminacdo do ambiente aquatico, o potencial de
interacdo de carbofurano com nanomateriais precisa ser considerado. A
industria de nanotubos de carbono esta crescendo muito rapido e a produgao
industrial ja alcangou varias toneladas por ano. Portanto, a investigacdo da
interacao dos poluentes classicos com nanotubos de carbono € uma questao

importante e requer mais atengao. (UMBEZEIO et al., 2011).

O carbofurano é um pesticida muito utilizado na agricultura,
principalmente nos cultivos de bananais na regido do Vale do Ribeira-SP.
Avaliando por um ano a qualidade da agua em localidades de suprimento para
10 cidades do Ribeira do Iguape, Sdo Paulo, NOGUEIRA MARQUES et al.
(2002) encontraram 20% das amostras de agua superficial com residuos de
pesticidas, dentre os quais o carbofurano representou 50%.

31



O presente estudo mostrou que a interacado desse classico pesticida com
nanotubos de carbono atua diretamente no metabolismo do lambari, o que
reforca a ideia de que a combinacgao de pesticidas com nanotubos de carbono,
podem se tornar um potencial poluente para o ambiente, atingindo
fisiologicamente as comunidades de peixes onde esses poluentes séo

encontrados.

GARCIA et al. (2013), em estudos realizados com Tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus, Linnaeus,1758) obteve aumento no consumo especifico
de oxigénio nos individuos submetidos a altas doses de carbofurano, o que

resultou em aumento das taxas metabdlicas do peixe.

Segundo RAND e PETROCELLI (1984), peixes podem absorver
pesticidas diretamente da agua, sendo as branquias o principal 6rgéao de
absorcao. A diminuicdo do consumo especifico de oxigénio esta intimamente
associada a diminuicdo do metabolismo, visualmente observado durante os
experimentos através da baixa mobilidade dos individuos expostos a

concentragdes maiores de carbofurano e nanotubos de carbono.

No estudo com Astyanax sp., os resultados mostraram que nos testes
com carbofurano isoladamente, pode-se inferir que houve uma resposta
metabdlica a presencga do agente toxico, ficando evidenciado pela elevagao do
consumo de oxigénio na menor concentragao e posteriormente uma diminuigcao
significativa do consumo nas maiores concentragdes empregadas. Essa reagao
fisiolégica em resposta a presenga de xenobibticos esta diretamente associada
a alteracbes no metabolismo e ocorre em decorréncia da tentativa do animal

em manter a homeostase.

Segundo VARGAS et al. (1991), xenobidticos afetam os processos de
respiragdo dos organismos induzindo-os a usar outras fontes de energia, que
pode ser empregada para as reagdoes de desintoxicagdo e estabilizagado de
padrées metabdlicos, o que pode explicar a modificagdo no consumo
especifico de oxigénio em relagao ao controle no presente trabalho. A medida
em que a concentragdo de carbofurano e nanotubos de carbono e da

combinagdo de ambas substancias foram elevadas ocorreu uma alteragao nos
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valores de consumo de oxigénio. Os testes aplicados foram sensiveis ao efeito
toxico dos nanotubos de carbono, para o consumo especifico de oxigénio

assim como para a excregao especifica de amoénia.

Nos teste para excrecdo de amonia realizados com lambari, houve um
aumento estatisticamente significativo em relagdo ao controle quando
submetidos a presenca de carbofurano nas maiores concentragdes. Ja na
combinagdo entre carbofurano e nanotubos de carbono houve diferenca

estatistica em relagdo ao controle, evidenciado pela diminuigdo da excregao.

Barbieri et al. (2011) identificaram modificacdes na excregdo de amoénia
nos estudos de toxicidade realizados em Oreochromis niloticus, expostos a
diferentes concentragcdes de Folidol 600. Neste estudo houve aumento na

excrecao de ambnia em até em até 200% em relagédo ao controle.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a exposicao de 6
horas a baixas concentracbes de Folidol 600 (0,5-1,0 mg L1) promoveram
respostas hematolégicas em Oreochromis niloticus, semelhantes aos
observados em outros peixes expostos a pesticidas organofosforados como:
Carbofuran e Molinato (HEATH et al.,, 1993) e Folidol 600 (AGUIAR et al,
2004).

EATH et al. (1993) e AREECHON e PLUMB (1990) propdéem que esta
resposta provavelmente ocorre devido a uma possivel lesdo no tecido
branquial, resultando em hipoxia interna e uma estimulagdo da eritropoiese.
Lesbes no tecido sanguineo sem respostas biolégicas significativas dos

tecidos, sugerem uma perda da capacidade de manter a homeostase.

Em testes de toxicidade de aménia — N, realizados por DOI et al. (2012)
com juvenis de Cobia (Rachycentron canadum, Linnaeus, 1766), espécie de
peixe marinho popularmente conhecido como Bijupira, os resultados
apresentaram predominédncia na diminuicdo do consumo especifico de
oxigénio. A excregao de amodnia diminuiu a medida que a concentragdo de

amoénia-N aumentou para os individuos aclimatados a 25°C e expostos
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diferentes salinidades. Esses resultados representam uma diminuicdo no nivel

metabolico desses animais.

O presente estudo também indicou que a excre¢gdo de amoénia diminuiu
em juvenis de Cobia (Rachycentron canadum, Linnaeus, 1766) expostos a
ambiente contendo amdnia—N na concentragdo 5-40 mg/l. Devido ao aumento
da dificuldade de excretar amdnia, a primeira reacdo de um animal aquatico
pode ser uma redugdo ou paralisacdo da atividade de alimentacdo para
minimizar gastos metabdlicos. Portanto, um dos efeitos sub letais deste
composto é a diminuigdo na excregao, podendo diminuir a taxa de crescimento
(ARANA, 2000).

Em peixes de agua doce os residuos finais do metabolismo proteico sao
excretados principalmente na forma de aménia e os mecanismos dessa
excregao sao por meio de branquias e rins e em algumas espécies de peixes, a
pele pode exercer essa fungao. (BOMBARDELI et al., 2003).

Os resultados de excrecdo de amodnia obtidos na combinacdo de
nanotubos de carbono e carbofurano evidenciou a diminuicdo nas taxas de
excregao, isso em peixes de agua doce, demonstra uma queda no
metabolismo de proteinas como mecanismo de manter o equilibrio energético

do peixe, sendo fundamental para o crescimento dos mesmos.

O decréscimo na taxa de crescimento dos peixes, quando comparados
desde seus estados de desenvolvimento iniciais até juvenis, ou até mesmo
animais adultos, ocorreu devido a uma redugao na taxa de sintese proteica e

inclusive do “turnover” ( degradacéo proteica) corporal (FAUCONNEAU, 1995).

Segundo MOMMSEN (1998), situagdes atipicas podem estimular a
sintese proteica que nao estao diretamente relacionadas ao crescimento, como
por exemplo estresse como choque térmico (quente), privagdo de nutrientes,
disturbios metabdlicos, toxidez por metais, infecgao viral e outros. (CHO et al,,
1997; CURRIE et al,, 2000; RAZO et al., 2001).
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Segundo HANDY (2008) ha claras interagdes entre nanoparticulas de
carbono com os poluentes existentes no meio ambiente, agravando sua
toxicidade. Dessa forma, o carbofurano em conjunto com nanotubos de
carbono aumentou seu efeito toxico sobre o lambari, visto a diminuicido de
consumo especifico de oxigénio, quando as duas substancias estavam
presentes em comparagao as duas separadamente, ocorrendo o mesmo para

a excrecao de amoénia.

De acordo com BAYNE et al. (1985), um estresse ambiental, provocado
ou nao, por um poluente téxico, pode induzir variagdo na proporgao de

nitrogénio como produto de excregao.

NOGUEIRA MARQUES et al. (2007) constataram que o carbofurano foi
um dos pesticidas que apresentou maior mobilidade disperso em agua
superficial e subterrdnea por sua elevada meia-vida. O crescente uso de
nanoparticulas manufaturadas, aumenta a possibilidade dessas duas
substancias, interagirem no ambiente aquatico, podendo maximizar a

toxicidade do carbofurano, o que traria problemas para a biota.

Os organismos ao terem seus processos respiratorios afetados por
xenobidticos, tendem a buscar outros mecanismos de energia na tentativa de

desintoxicar e estabilizar seus padrées metabdlicos, (VARGAS et al., 1991).

Os mecanismos fisioldgicos dos seres vivos tem a fungao de regular seu
meio interno para manter uma condigao estavel mediante multiplos ajustes com
o objetivo de manter a homeostase. Para alguns animais a exposi¢ao a esses

xenobidticos serdo altamente letais.

Devido a importancia econdmica e ecoldgica de peixes de agua
doce e os problemas relacionados com a poluicao da agua (MARTINEZ et. al.,
2013), faz-se necessario um monitoramento e controle da presenca desses

contaminantes no ambiente.

BULL e HATHAWAY (1986) relataram que, na medida em que sao

aplicados em excesso, ou de maneira errbnea, os agrotoxicos acentuam
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demasiadamente os problemas do meio ambiente.

Segundo RIVERO (2007), no monitoramento ambiental, os peixes séo
bons bioindicadores para comparagao entre areas poluidas e nao poluidas.
Recomenda-se a utilizagdo desses organismos, pois peixes podem ser
encontrados virtualmente em qualquer local no ambiente aquatico e
desempenham um papel ecologico importante nas cadeias alimentares,

levando energia dos niveis inferiores aos superiores. (CORT e GHISI, 2014).

Ainda ha muito a ser elucidado acerca dos mecanismos de interagao
entre nanoparticulas de carbono e outras substancias presentes no ambiente
aquatico e a forma pela qual os organismos em contato com estes xenobidticos
sao afetados, assim sendo, estudos precisam ser realizados com a finalidade

de compreender melhor os possiveis e potenciais riscos ambientais.

Assim sendo, medidas mitigatérias fazem-se necessarias para que os
danos ao meio ambiente sejam reduzidos, minimizando as possiveis alteragdes
ambientais provocadas pela presenca de substancias toxicas, entre elas

pesticidas e nanoparticulas.

5. CONCLUSOES

A elevacao das doses de concentracédo de carbofurano resultou em uma
diminui¢cdo das taxas metabdlicas dos individuos estudados representados por
diminuicdo no consumo especifico de oxigénio e aumento na excregcdo de

amodnia nas concentragcdes mais elevadas.

Nos testes realizados com nanotubos de carbono houve uma resposta
de diminui¢do no consumo de oxigénio na maior concentracdo empregada e

uma alternéncia entre aumento e diminuicdo para a excre¢cao de amoénia.

Na combinagdo entre carbofurano e nanotubos de carbono foi
notadamente observado um aumento de toxicidade, levando os individuos a
reducao da taxa metabdlica, reforcando as evidéncias de que nanoparticulas,

como nanotubos de carbono, podem apresentar comportamento aditivo ou até
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mesmo de potenciacdo, quando combinadas com outras substancias toxicas,

como o carbofurano.

Os resultados desse estudo revelaram que o lambari apresentou uma
tendéncia dose dependente na diminuigdo no consumo especifico de oxigénio
e na excregdao de amobnia, evidenciado notadamente na combinagédo entre
carbofurano e nanotubos de carbono, corroborando que a exposi¢cao a
nanoparticulas, reduz a eficiéncia respiratdria em peixes.

A escassez de trabalhos cientificos, com o objetivo de avaliar o potencial
téxico das nanoparticulas, do carbofurano e o dos agroquimicos em geral, é
um dos grandes incentivadores para a realizagao de trabalhos como este, que

pelo mesmo motivo adquiri relevante importancia para nossa sociedade.
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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi estudar o efeito do mercurio em Poecilia
vivipara, um peixe tradicionalmente utilizado em ensaios ecotoxicolégicos e
encontrado em grande abundancia no Brasil. Foram avaliados sobre a
capacidade de natagado de Poecilia vivipara, os efeitos da exposicdo em meio
aquoso a diferentes concentragdes de mercurio (0,0 ug/l; 10 pg/l; 20 pg/l e 30
pg/l). A capacidade de natagao foi estimada por meio de experimentos com
doze combinagdes possiveis de trés temperaturas (25°C, 20°C e 15°C) e trés
salinidades (35, 20 e 5). Os resultados mostram que a capacidade de natagéo
diminui em relacdo a concentragdo de mercurio (Hg) para todas as
temperaturas e salinidades empregadas em relacdo ao controle. Na
temperatura de 25° C, na maior concentragdo testada (30 pg/L), houve
diminuicdo na capacidade de natacdo de 84,4%, 91,2% e 97,1% nas trés
salinidades testadas, de 35, 20 e 5. Em geral as médias foram
significativamente diferentes em comparagdo ao controle na maior
concentracdo e em todas as temperaturas. Na menor salinidade empregada
houve um aumento correspondente na toxicidade do mercurio e uma

diminuigao na capacidade de natacao.
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ABSTRACT

The objective of this research was to study the effect of mercury in Poecilia
vivipara, a fish traditionally used in ecotoxicological testing and found in great
abundance in Brazil. We evaluated the swimming ability of Poecilia viviparous,
the effects of exposure in aqueous medium at different concentrations of
mercury (0.0 g/ 1; 10 g /1, 20 mg /|1 30 mg / I). The swimming ability was
estimated by experiments with twelve possible combinations of three
temperatures (25°C, 20°C and 15°C) and three salinities (35, 20:05). The
results show that the swimming capacity decreases over the concentration of
mercury (Hg) at all temperatures and salinities employed in the control. At the
temperature of 25 ° C in the highest concentration tested (30 mg /), a reduction
in the swimming ability of i 84.4%, 91.2% and 97.1% in three tested salinity, 35,
20:05 . in general, the means were significantly different compared to control at
the highest concentration and in all temperatures. At low salinity employed was
a corresponding increase in mercury toxicity and a decrease in swimming

ability.

Keywords: Poecilia vivipara, mercury toxicity, swimming ability, salinity,

temperature.
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1 -INTRODUGAO

Os problemas ecologicos e de saude publica, causados por metais
pesados, ha muito leva preocupagao as agencias ambientais em todo o mundo.
No Brasil, os metais pesados ainda nao atingiram as mesmas propor¢des que
0os caracterizam como agentes poluentes da agua como nos paises
desenvolvidos. No entanto, sempre existe a preocupacgao pelas autoridades de
controle de qualidade ambiental em termos de poluigdo por metais pesados em
determinados locais e também quanto a necessidade de medidas preventivas
para evitar problemas futuros. Apesar dessa preocupagao, o monitoramento
ambiental em aguas estuarinas e marinhas no Brasil € quase inexistente
(BARBIERI et al., 2011).

No mar, a poluicdo por metais pesados € introduzida através de
efluentes urbanos e industriais despejados diretamente pelas cidades costeiras
e indiretamente através dos rios (DOI et al., 2012, MARTINEZ et al., 2013).
Varios estudos tém demonstrado que a presenca de metais pesados podem
causar sérios problemas ecolégicos (BLASCO et al., 1998), afetando os
organismos aquaticos (GRIPPO e HEATH, 2003), incluindo peixes (YILMAZ et
al., 2006), de forma significativa. Peixes desempenham um importante papel
ecolégico nos ecossistemas em que vivem, e sdo também uma fonte de
proteina de alta qualidade para a alimentagcdo humana. Além disso, eles
também sado bons indicadores da qualidade da agua, e sao, portanto,
amplamente usado em experiéncias para avaliar o impacto ambiental sobre o
ambiente aquatico (APHA, 1985).

Alteragbes no comportamento natatério, devido a exposi¢ao por
poluentes sub letais podem afetar a capacidade dos peixes para se alimentar,
fugir de predadores ou mesmo reproduzir (LITTLE et al., 1985, BARBIERI
2007a). O comportamento de natagdo € frequentemente utilizado como um
parametro para avaliar a toxicidade em peixes (LITTLE e FINGER, 1990;
CHRISTIANSEN et al, 1998;. BARBIERI 2007a, b). A capacidade de natacao é
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um parametro, utilizado para avaliar alteracbes no comportamento dos peixes,
devido aos efeitos de poluentes (YILMAZ et al., 2006). A capacidade de
natacao é um parametro que esta relacionado com a resisténcia do peixe em
manter-se nadando frente a um fluxo de agua (WICKS et al., 2002) ou a sua
capacidade fisica para continuar a nadar contra o fluxo (HOWARD, 1975).
Capacidade de natacdo também inclui variaveis como a frequéncia e duracao
dos movimentos (CLEVELAND et al, 1986), a velocidade e a distancia
percorrida durante o movimento (MILLER, 1980), frequéncia e angulo de
natacdo em um fluxo (RAND, 1984), a posi¢ao na coluna de agua e o tipo de
comportamento de natacdo (BARBIERI et al, 1998; BARBIERI, 2007b).

A capacidade de natacdo foi usada com sucesso, por exemplo, para
estudar os efeitos de organofosforados (PETERSON, 1974), DDT (BESCH et
al., 1977), herbicidas (LITTLE et al., 1989), dioxinas (MEHRLE et al. 1988),
aluminio (CLEVELAND et al, 1986), cobre (WALWOOD e BEAMISH, 1978),
detergentes (HOFER et al, 1995; BARBIERI et al, 1998;. 2007a) e amoénia
(WICKS et al, 2002). O uso do tempo da capacidade de natacdo € um dos
protocolos tradicionais para estudar os efeitos das mudangas ambientais sobre
a capacidade de natacao dos peixes (RAND, 1984; BARBIERI, 2007b).

O entendimento dos possiveis efeitos dos poluentes sobre a capacidade
natatéria de organismos aquaticos € muito util para a gestdo da qualidade
ambiental. Esses efeitos sdo dificimente detectaveis pela analise superficial;
no entanto, eles podem influenciar drasticamente a sobrevivéncia e o sucesso
de espécies e comunidades. A exposi¢ao a doses sub letais, mesmo que por
um periodo relativamente curto de tempo, pode afetar a habilidade do peixe
para se alimentar, fugir de predadores e se reproduzir, etc. (LITTLE et al,
1985;. GRIPPO e HEALTH, 2003). Além de ajudar a compreender as relagdes
causais entre os poluentes e processos fisiologicos, a capacidade natatoria
pode indicar deterioragdo ambiental imediata, de tal forma que podera permitir
mensurar e adequar medidas apropriadas para serem postas em pratica para
responder a degradagdo ambiental (BARBIERI et al, 1998). No nivel

individual, os efeitos toxicos sub letais se manifestam de varias maneiras, mas,
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os indicadores mais sensiveis ao estresse da poluicdo sido as alteracdes

comportamentais.

O objetivo deste estudo foi determinar o efeito na capacidade de natagao
em Poecilia vivipara expostos ao mercurio em trés salinidades (35, 20 e 5) e
em trés temperaturas (25°C, 20°C e 15°C). A hipotese desse trabalho é que o
Hg influenciara adversamente na capacidade de natagdo e as variaveis

ambientais influenciardo no efeito do poluente sobre o peixe.

2 — MATERIAIS E METODOS

Cento e oitenta (N=180) individuos de Poecillia vivipara, com um peso
meédio de 1,67 (£ 0,5) gramas e comprimento de 2,1 (x 0,5) centimetros, foram
utilizados para a medicdo da "atividade de natagdo”, utilizando o tunel de

natacao (Figura 7).

Figura 7- Camara de natagéo construido e usado no laboratorio do Instituto de
Pesca — APTA-SAA - Cananéia/SP, com base em Brett (1964).
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Os peixes foram aclimatados em cada uma das nove
combinagdes possiveis entre trés temperaturas (25°C; 20°C e 15°C) e trés
salinidades (35, 20 e 5) durante 5 dias. Cinco peixes para cada combinagdo
foram submetidos a medi¢ao do "tempo de natagdo até ao seu cansago", em
cada uma das quatro concentra¢gdes medidas em microgramas por litro (0,0

Mg/l =grupo controle, 10 pg /L, 20 pg /L, e 30 ug /L) de mercurio (HQ).

A concentragcdo de oxigénio dissolvido na agua € um fator que afeta o
consumo de oxigénio e a capacidade natatoria de peixes; deve, portanto, ser
estimado antes de estudar os efeitos de metais pesados. Assim, os
experimentos foram realizados para verificar os efeitos do mercurio na solucao
de oxigénio dissolvido na agua. A concentracéo da solucao de teste (Tabela 1)

ilustra as diferentes medidas nas concentragcdes de mercurio, pH e oxigénio.

Tabela 1 - pH e concentragédo de oxigénio dissolvido na solugédo teste em cada
concentragcao de mercurio.

Concentracgao de Salinidade Salinidade Salinidade
mercurio (ug/L) 35 20 5
pH [O:] | pH [O:] pH [O:]
0 8.26 7.22 8.10 7.20 712 7.28
10 8.24 7.20 8.09 7.26 7.1 7.22
20 8.20 7.26 8.05 7.28 7.09 7.27
30 8.21 7.28 8.01 7.27 7.08 7.21

Método para estudar o efeito de mercurio sobre o tempo de natagao até o
cansaco.

Para quantificar o efeito da exposi¢cao aguda ao mercurio na capacidade
de natagdo um tunel de natagao foi construido no nosso laboratério, com base

nas descri¢des de BRETT (1964) e modificado para peixes de pequeno porte.

O tunel de natacdo consiste de uma camara de respiragao colocado

dentro de uma caixa, contendo agua, para ajudar a manter uma temperatura
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estavel. Uma bomba com um "Variac", com rotagao controlavel foi utilizado
para criar uma corrente de agua no interior da camara a uma velocidade
desejada e controlada, forgando o animal a nadar contra o fluxo com a mesma
velocidade que o da corrente gerada. A velocidade da corrente foi medida por
um "Venturi" tipo “fluxo metros”. Para guiar o fluxo, laminadores de fluxo foram
instalados nas duas extremidades da camara de natagcdo. O volume total do

tunel natagéo foi de 1,2 litros (Figura 7).

Antes de iniciar as experiéncias, apenas um peixe por vez foi mantido no
tunel de natagdo com circulagado continua da agua por pelo menos 90 minutos,
em agua sem o poluente, a uma velocidade de fluxo de agua de 2,84 cm/s,
para atenuar o estresse. Apds 90 minutos, no caso das experiéncias com
mercurio, a quantidade de solugdo de reagente foi adicionada para se obter a
concentracdo especifica desejada. A velocidade foi entdo aumentada
lentamente (1cm/s) até atingir 8 cm/s (x 0,21), de modo que o peixe foi forcado
a nadar nessa velocidade até ao seu esgotamento. Para se obter a
concentracdo correta de mercurio, o volume necessario de produto quimico
(1,0 mg de mercurio/ml) foi adicionado ao volume do tunel de natagéo no final
do periodo de adaptagao. Assim como Hg foi adicionado, o orificio de entrada

foi imediatamente selado.

Imediatamente apds cada ensaio, o comprimento total e o peso umido
dos animais testados foram medidos. Nenhum peixe foi usado mais que uma
vez. O processamento e graficos dos dados foram realizados com o auxilio de
planilha eletrénica, especialmente adaptado para este estudo. As médias da
capacidade de natagao foram testadas com o teste estatistico Shapiro-wilks em
relacdo a normalidade. Como a distribuicdo foi normal utilizou-se a analise de
variancia (ANOVA) com comparagdes entre as médias com o teste de Tukey (p
<0,05).

3 - RESULTADOS

3.1. - Resultados em relagao a Salinidade
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3.1.a - Salinidade 5

Observou-se que para o Poecillia vivipara aclimatado a salinidade 5,
houve diminuicdo na capacidade de natacdo, nas diferentes concentragao de
mercurio, para as trés temperaturas propostas: 25°C; 20°C e 15°C (tabela 2).
O tempo de natagédo até o cansago para qualquer concentracdo de mercurio
utilizada diminuiu notadamente com a temperatura, na velocidade de natacao

de 8 cm/s.

Também pdde ser verificado que no grupo de controle (0,0ug/L), o
“tempo de natacédo até o cansago” apds adaptagao do peixe a uma salinidade
de 5 (tabela 2), para as temperaturas de 25°C; 20°C e 15°C, foi
respectivamente de 110 min, 106 min e 114 minutos. Comparando os
resultados do grupo controle com os resultados obtidos na maior concentragao
de mercurio empregada nos testes (30ug/L), o “tempo de natagdo até o
cansaco” diminuiu para 3,2 min; 5,6 min e 4,4 minutos, respectivamente para
as temperaturas de 25°C, 20°C e 15°C. Isto representa uma diminuicido no
"tempo de natacdo até o cansacgo" em relagdo ao controle de 97,1%; 94,7% e
96,1%.

Tabela 2 - Tempo de natacdo até o cansago para Poecilia vivipara na
velocidade de natacdo de 8,0 cm/s, submetido a diferentes concentracdes de
mercurio (Mg/L) em diferentes temperaturas (°C), na salinidade de 5. Entre
parénteses, o desvio padrdo; % Percentagem da diminuicdo do tempo de
natacado até o cansaco em relagao ao controle. Cada valor representa a média
de cinco determinacdes (5 peixes). * representa diferenga estatistica em
relagdo ao controle.

Concentragiao Temperatura Temperatura Temperatura
de merctrio
25°C 20°C 15°C
(nghl)
Tempo em % Tempo em % Tempo em %
minutos minutos minutos
0 110 (£5.24) 100 106 (+4.84) 100 114 (+4.30) 100
10 39 (+1.87) 35.45* 59 (+6.78) 55.66* 67 (£5.38) 58.77*
20 14 (£2.91) 12.72* 20 (+3.53) 18.86* 30 (+£3.53) 26.31*
30 3,2 (+0.66) 2.9* 5,6 (£1.50) 5.28* 4,4 (£1.02) 3.85*
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Houve uma diferencga estatisticamente significativa (p<0,05, Tukey) nos
resultados obtidos para as concentragdes de 10 pg/L; 20 ug/L e 30 ug/L nas
temperaturas de 25°C, 20°C e 15°C, quando comparadas com o controle (0,0

Mg/L) na salinidade 5.

3.1.b - Salinidade 20

Para a salinidade 20, foi observada a mesma tendéncia dose resposta
semelhante a salinidade 5, ou seja, a capacidade de natagdo diminuiu com o
aumento da concentragcdo de mercurio. Para todas as concentragdes de
mercurio, o "tempo de natagdo até o cansaco” diminuiu com o aumento da
temperatura. Houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias do
“tempo de natacdo até o cansacgo" obtidos, em relagdo ao grupo controle nas

temperaturas de 25 e 15°C, nas concentragdes de 10 e 20 ug/L.

Verificou-se que para o controle (0,0 pg/L), o “tempo de natagéo até o
cansago” dos peixes aclimatados para salinidade 20 (tabela 3) nas trés
temperaturas 25°C; 20°C e 15°C, foi, respectivamente, 109 min, 110 min e 113
minutos. Comparando estes resultados com a concentragdo de 30 pg/L
utilizada no ensaio, o "tempo de natacido até o cansaco" médio diminuiu para
8,8 min, 19 min e 18 minutos. Para as trés temperaturas estudadas, o “tempo
de natagao até o cansaco" diminuiu em 91,9%; 83,5 % e 84,08 % em relacao

ao controle (tabela 3).

Tabela 3 - Tempo de natagcdo até o cansago para Poecilia vivipara na
velocidade de natacdo de 8,0 cm/s, submetido a diferentes concentracdes de
mercurio (ug/L) em diferentes temperaturas (°C), na salinidade de 20. Entre
parénteses, o desvio padrdo; % Percentagem da diminuicdo do tempo de
natacado até o cansaco em relagao ao controle. Cada valor representa a média
de cinco determinagdes (5 peixes). * representa diferengca estatistica em
relagdo ao controle.
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Concentra Temperatura
gado de Temperatura Temperatura
mercurio 15°C
25°C 20°C
ug/l
Tempo em % Tempo em % Tempo em %
minutos minutos minutos
0 109 (+4.58) 100 110 (+4.0) 100 113 (£5.14) 100
10 40 (£3.53) 36.69* 78 (£3.74) 71 88 (+2.54) 77.87
20 25 (+3.53) 22.93* 47 (£5.38) 42.7* 62 (+4.63) 54.86*
30 8.8 (+1.77) 8.07* 19 (+4.06) 17.27* 18 (+4.63) 15.92*

Nos resultados obtidos para a salinidade de 20 a média do “tempo de
natacao até o cansago” foram estatisticamente diferentes (Tukey p <0,05) para
as concentracdes de 20ug/L e 30ug/L, em comparagao ao controle para as trés
temperaturas e a concentracdo de mercurio 10ug/l ndo apresentou diferenga

estatistica para as temperaturas de 20°C e 15°C.

Nas trés concentragdes testadas houve diferenga estatistica entre as
médias do tempo de natacdo até o cansago na maior temperaturas de 25°C.

Comparando as médias do “tempo de natagcdo até o cansaco" em
temperaturas diferentes, dos animais expostos a uma concentracdo de
mercurio, verificou-se que houve uma diferenga estatisticamente significativa
apenas para a concentragado 30 ug/L nas temperaturas de 25°C e 15°C. Para a
concentracdo de 10 pg/L ndo houve diferengas estatisticamente significativas
entre o “tempo de natagdo até o cansago”, obtidas nas temperaturas 20°C e
15°C.

3.1. - Salinidade 35

Para a salinidade de 35, a mesma tendéncia foi observada para as
salinidades anteriormente testadas (20 e 5); o “tempo de natagdo até o

cansaco” diminuiu com o aumento da concentragao de mercurio.

O “tempo de natacdo até o cansago” para o grupo controle adaptados a

salinidade 35, expostos as temperaturas de 25°C, 20°C e 15°C foram
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respectivamente, 103 min, 98 min e 109 minutos, enquanto que para os peixes
submetidos a concentragcdo de 30 pg/L de mercurio o “tempo de natagao até
0 cansago”, foram, em média, 16 min, 24 min e 27 minutos; representando um
decréscimo no "tempo de natagao até o cansacgo” de 75,2%, 84,08% e 96,1%

em relagao ao controle (Tabela 4).

Tabela 4 - Tempo de natagdo até o cansago para Poecilia vivipara na
velocidade de natacdo de 8,0 cm/s, submetido a diferentes concentragdes de
mercurio (ug/L) em diferentes temperaturas (°C), na salinidade de 35. Entre
parénteses, o desvio padrdo; % Percentagem da diminuicdo do tempo de
natacao até o cansago em relagao ao controle. Cada valor representa a média
de cinco determinagdes (5 peixes). * representa diferengca estatistica em
relagdo ao controle.

Concentragiao Temperatura Temperatura Temperatura
de mercurio
(ug/) 25°C 20°C 15°C
Tempo em % Tempo em % Tempo em %
minutes minutos minutos
0 103 (4,63) 100 98 (£2.54) 100 109 (£5.78) 100
10 57 (£6.63) 55.33* 94 (£8.57) 95.91 96 (£7.81) 88.07
20 34 (£2.91) 33.00* 71 (£7.14) 72.44* 78 (£7) 71.55*
30 16 (+1.87) 15.53* 24 (£5.09) 24.48* 27 (+4.63) 24.77*

Comparando-se as médias do “tempo de natacdo até o cansaco” nas
temperaturas empregadas, verificou-se que houve uma diferenga
estatisticamente significativa (Tukey p <0,05), em relacdo ao controle na
concentracdo de 20 ug/L e 30 ug/L de mercurio, para as trés temperaturas
estudadas. Nas temperaturas de 20°C e 15°C, ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre as médias de peixes expostos somente para

a concentragao de 10 ug/L.

3.2 — Resultados em relagdo a Temperatura
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3.2.a — Temperatura a 25°C

Para a temperatura de 25°C, ndo houve diferengas estatisticamente
significativas (Tukey p <0,05) entre as médias para todas as concentragdes de
mercurio empregadas. Para a temperatura de 20°C, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre a maior concentragcdo empregada, de 30 ug/L,
em relagdo ao controle. Por outro lado, para 15°C, o "tempo de natagao até o
cansago” as meédias obtidas sao significativamente diferentes para a
concentracdo de 30 ug/L de mercurio quando comparado com o "tempo de
natacdo até o cansago" nas médias dos animais do grupo controle e aqueles

expostos de mercurio a uma concentragcédo de 10 pg/L.

Para Poecilia vivipara adaptada a 25°C, o "tempo de natagdao até o
cansago" em qualquer concentragao de mercurio diminuiu com o aumento da

salinidade.

Foi verificado que o "tempo de natacdo até o cansacgo” dos peixes do
grupo controle aclimatados a 25°C de temperatura (tabela 5), submetido a
salinidades de 35, 20 e 5, foi de, respectivamente, 103 min, 109 min e 110
minutos. Para os peixes submetidos a concentragcdo de 30 pg/L de mercurio, o
"tempo de natacdo até o cansacgo" foi de 16 min, 8,8 min e 3,2 minutos,
respectivamente, para as salinidades testadas. Estes valores representam uma
diminuicdo no "tempo de natacao até o cansaco” de 84,4%, 91,2% e 97,1% em

relagado ao controle.

Para a maior concentragdo de mercurio empregada (30 pg/L) a 25°C, o
grupo submetido a salinidade 35% apresentou uma reducdo de 84,4% no
"tempo de natacdo até o cansaco", enquanto que para os grupos de peixes
expostos a salinidades de 20% e 5%, o “tempo de natagdo até o cansago”
diminuiu em 91,2% e 97,1% respectivamente quando comparado com o

controle (tabela 5).
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Tabela 5 — Tempo de natacédo até o cansago de Poecilia vivipara (velocidade
de natagdo de 8,0 cm/s), aclimatados a 25°C, submetidos a diferentes
concentragcbes de mercurio (Ug/L) em diferentes salinidades. Entre parénteses,
o desvio padrdo; % Percentagem de tempo de natagdo até o cansago
diminuindo em relagédo ao controle. Cada valor representa a média de cinco
determinacdes (peixes). * representa diferengca estatistica em relagdo ao

controle.
Concentrag Salinidade Salinidade Salinidade
ao de
mercturio 35 20 5
(nafh)
Tempo em % Tempo em % Tempo em %
minutos minutos minutos
0 103 (+4.63) 100 109 (+4.58) 100 110 (£5.24) 100
10 57 (+6.63) 55.33* 40 (+3.53) 36.69* 39 (+1.87) 35,45*
20 34 (£2.91) 33.00* 25 (£3.53) 22.93* 14 (£2.91) 12,72
30 16 (+1.87) 15.53* 8,8 (x1.77) 8.07* 3,2 (+0.66) 2,9*

Utilizando o teste estatistico de Tukey (p <0,05), verificou-se que as

meédias do “tempo de natagdo até o cansago" para a concentragao de mercurio

de 30 ug/L em todas as salinidades empregados foram significativamente

diferente em relacéo ao controle (0,0 pg/L ).

3.2.b — Temperatura a 20°C

Houve diminuicdo no "tempo de natacdao até o cansaco" de Poecilia

vivipara adaptada para a temperatura de 20°C, combinado com a concentragao

de mercurio e a salinidade. O "tempo de natagao até o cansag¢o" diminuiu com

0 emprego de mercurio em todas as salinidades empregadas.
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No controle, a média do "tempo de natacido até o cansago" dos peixes
aclimatados para a temperatura de 20°C, submetidos as salinidades de 35, 20
e 5, foram respectivamente de, 98 min, 110 min e 106 minutos (tabela 6). Para
as mesmas salinidades na maior concentragcdo de mercurio (30 pg/L)
empregada, o “tempo de natacdo até o cansaco" foi, respectivamente de 24
min (35), 19 min(20) e 5,6 minutos(5). A média do "tempo de natacdo até o
cansaco" diminuiu em todas as concentragdes, o que representa uma perda
da capacidade de natacao de 75,5%, 83,4% e 94,7% em relagdo ao controle.
Na maior concentragcdo empregada, de 30 ug/L, o “tempo de natagdo até o

cansaco” diminuiu significativamente. (tabela 6).

Tabela 6 — Tempo de natagcdo até o cansaco de Poecilia vivipara (velocidade
de natagdo de 8,0 cm/s), aclimatados a 20°C, submetidos a diferentes
concentragcdes de mercurio (Mg/L) em diferentes salinidades. Entre parénteses,
o desvio padrdo; % Percentagem de tempo de natacdo até o cansago
diminuindo em relagdo ao controle. Cada valor representa a média de cinco
determinacdes (peixes). * representa diferenga estatistica em relagdo ao

controle.
Concentragiao Salinidade Salinidade Salinidade
de mercurio
(ug/) 35 20 5
Tempo em % Tempo em % Tempo em %
minutes minutos minutos
0 98(+2.54) 100 110 (+4.0) 100 106 (+4.84) 100
10 94 (+8.57) 9591 | 78 (+3.74) 71 59 (+6.78)  55.66*
20 71 (£7.14) 72.44 47 (+5.38) 42.7* 20 (£3.53) 18.86*
30 24 (+5.09) 24 .48* 19 (+£4.06) 17.27* 5.6 (£1.50) 5.28*

Utilizando o teste estatistico de Tukey (p <0,05), verificou-se que as

meédias do “tempo de natagao até o cansago” para a concentragdo de mercurio
de 30 pg/L em todas as salinidades empregadas, sado significativamente
diferentes em relagdo ao controle. Na concentragao de 20 ug/L houve diferenga
estatistica nas salinidades 20 e 5. Quanto as concentra¢des de 10 ug/L, houve

diferenga estatisticamente significativa somente para a salinidade 5.

56



3.2.c — Temperatura a 15°C

Para o grupo de peixes adaptados a temperatura de 15°C, os resultados
se apresentaram da mesma forma como foi observado para as temperaturas
anteriormente testadas: 25°C e 20°C; ou seja, o “tempo de natacdo até o

cansaco” diminuiu com o aumento da concentragao de mercurio.

Verificou-se que o grupo de controle de peixes adaptados a temperatura
de 15°C (Tabela 7) e submetidos a salinidades de 35, 20 e 5, o “tempo de
natacao até o cansaco” foi, em média de 109 min, 113 min e 114 minutos.
Comparando estes resultados com as médias do “tempo de natagdo até o
cansago" na maior concentragao de mercurio utilizada no ensaio, verificou-se
que a média do “tempo de natacdo até o cansaco” diminuiu para 27 min, 18

min e 4,4 minutos, para as salinidades de 35, 20 e 5, respectivamente.

Analisando a capacidade natatéria dos peixes expostos a diferentes
concentragcbes de Hg a 15°C para diferentes salinidades: a salinidade de 35,
houve uma diminuicdo do “tempo de natacdo até o cansacgo” de 75,2% quando
comparado com o controle. Para salinidade 5, o decréscimo no “tempo de
natagao até o cansacgo" foi de 96,1% em relagdo ao controle. Para salinidade
20, a diminuicdo do "tempo de natacdo até o cansacgo" foi de 84% quando

comparado com o controle para a maior concentracédo empregada. (tabela 7).

Tabela 7 — Tempo de natagcao até o cansaco de Poecilia vivipara (velocidade
de natagdo de 8,0 cm/s), aclimatados a 15°C, submetidos a diferentes
concentragbes de mercurio (ug/L) em diferentes salinidades. Entre parénteses,
o desvio padrao; % Percentagem de tempo de natagcdo até o cansacgo
diminuindo em relagédo ao controle. Cada valor representa a média de cinco
determinacdes (peixes). * representa diferenca estatistica em relagdo ao
controle.
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Concentragiao Salinidade Salinidade Salinidade
de mercurio 35
(ng/l) 20 5
Tempo em Tempo em Tempo em
. % . % . %
minutos minutos minutos
0 109 (+5.78) 100 113 (£5.14) 100 114 (+4.30) 100
10 96 (£7.81) 88.07 88 (£2.54) 77.87 67 (£5.38) 58.77*
20 78 (£7.0) 71.55 62 (+4.63) 54.86* 30 (+3.53) 26.31*
30 27 (+4.63) 24.77* 18 (+4.63) 15.92* 4.4 (£1.02) 3.85*

Usando a (p <0,05) o teste estatistico de Tukey, verificou-se que a
média do “tempo de natacdo até o cansago” na concentracdo de 30 ug/L de
mercurio, em todas as salinidades estudadas, € significativamente diferente em
relagdo ao controle. Para as outras concentragbes (10 pg/L e 20 ug/L), nédo

houve diferenca estatisticamente significativa somente na salinidade 35.

4. DISCUSSAO

MOUNT (1962) estudando dieldrin constatou que este xenobidtico nao
causou nenhum efeito aparente sobre a capacidade de natacdo do peixe
Pimephales notatus ao nadarem contra uma corrente com velocidade
constante. MAYER e KRAMER (1973) relataram que o desempenho da
atividade de natacdo ndo diferiram significativamente entre as truta arco-iris
expostas a diferentes concentracbes de dieldrin (0,04 - 0,2 mg/L), mas foi
notadamente significativa entre o0s peixes expostos a concentragdes
intermediarias (0,08 - 0,12 mg/L). GRIPPO e HEATH (2003) estudaram os
efeitos do mercurio (1,69; 6,79 e 13,57 g/L de HgCI2, a exposi¢cado de 10 dias)
sobre o comportamento alimentar de alevinos de Pimephales promelas; as

comparagdes com peixes controle e peixes dos dois maiores grupos de
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exposicao, revelou déficits de desempenho consistentes em eficiéncia de

forrageamento e velocidade de captura.

Deficits no desempenho de velocidade para captura de presas e no
forrageamento, podem estar diretamente relacionados a diminuicdo na
capacidade de natagcdo. No presente trabalho houve uma diminuigcdo na
capacidade de natagdo em todas as concentragcdes de mercurio empregadas,
ficando mais evidenciado em altas temperaturas e baixas salinidades quando

comparadas ao grupo controle.

RAND (1984) classificou uma série de caracteristicas de comportamento
dos peixes que sao utilizados como indicadores de toxicidade. Entre eles, a
atividade de natagdo é considerada um bom indicador para os efeitos da
poluigdo, mesmo quando as substancias sdo encontradas em niveis sub letais
podem alterar a capacidade de natagdo. O "tempo de natagao até o cansago" é
um comportamento apropriado para o estudo dos efeitos agudos de toxinas no
meio ambiente, pois estes parametros fornecem respostas rapidas e facilmente
mensuraveis para diferentes espécies de peixes nadadores (GRIPPO e
HEATH, 2003, BARBIERI, 2007). Estudos comparando a atividade de natacao,
capacidade de natagdo, alimentacdo, fuga de predadores e duragdo da
atividade de natacado da truta arco-iris demonstraram que as atividades foram
reduzidas a niveis sub letais de exposi¢cédo a produtos quimicos (LITTLE et al.,
1989).

Toxinas geralmente afetam a atividade de natagdo antes da morte do
organismo. LITTLE et al. (1985). Em estudos com truta, verificou-se que o
desempenho da natacao, alimentacao e comportamento de fuga de predadores
foi reduzida pela exposicdo sub letal para Palation e Malation. Também em
truta, a atividade de natacgéao foi significativamente reduzida apos 96 horas de
exposi¢ao a uma concentragao de 5,0 mg L-1 do herbicida DEF (LITTLE et al.,
1989). No caso de Poecillia vivipara, com o aumento da concentragdo de
mercurio, o “tempo de natagdo até o cansacgo” foi reduzido. Os animais
apresentaram uma reducéo significativa na sua capacidade de nadar depois de

terem sido submetidos a uma concentragao de 30 pg/L de mercurio. Verificou-
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se uma redugao acentuada do desempenho de natacdo em uma concentracao
de 30 pg/L, e verificou-se também que os peixes cansavam apos nadarem por

apenas 16 minutos a temperatura de 25°C e salinidade 35.

O presente estudo mostrou que, da mais baixa (10 pg/L) para a maior
(30 ug/L) concentragao utilizada nos experimentos que duraram menos de
duas horas, o “tempo de natacdo até o cansaco" apresentou alteragdes. Na
concentragédo de 30 pg/L, a diminuicdo da capacidade de natagao foi de 97,1%
em relagdo ao controle para a salinidade 5 e temperatura de 15°C. Esta
verificagdo € muito preocupante, tendo em vista, que maiores concentragdes
de mercurio foram encontrados em estudos realizados ao longo da costa
brasileira (SIQUEIRA et al., 2005). Para Cyprinus carpio expostos a SDS
(dodecilsulfato de sddio) na concentracdo mais elevada utilizada (10 mg/L), a
capacidade de natacdo foi reduzida em 5 vezes em relagdo ao controle
(Barbieri et ai., 1998). BESCH et al. (1977) demonstraram que a capacidade de
natacdo para carpas, fornece uma indicagao rapida de toxicidade. Em seus
experimentos com DDT na concentracdo de 0,5 ug/L, foi possivel detectar
alteragdes significativas dentro de um periodo de duas horas, enquanto que
para CL50 que ocorreu apds 48 horas, em uma concentragédo de 1,5 pg/L. Em
truta o desempenho da natacao foi alterada por Malation e Fenitrotiom numa
concentragao inferior a 33% do que a encontrada para a CL50 (PETERSON,
1974). Um efeito similar também foi encontrado para o salmao apds a
exposicao ao cobre com concentracdes de até 12% do que o estimado para
CL50 (WALWOOD e BEAMISH, 1978). Assim modificagbes mensuraveis na
natacao podem ser detectadas bem antes de ocorrer mortalidade. Estudos com
LAS indicaram a reducao da capacidade de natacdo em truta arco-iris expostos
a 0,2 ug/L (HOFER et al., 1995), e em Mugil platanus a capacidade natatéria foi
reduzida em peixes expostos a concentragdes entre 0,6 mg/L e 4,7 mg/L
(BARBIERI et al., 2007a). Para Mugil platanus a capacidade de natacdo
diminuiu significativamente apdés 24 horas de exposicdao a 1,0 mg/L de LAS-
C12 (BARBIERI, 2007b).

Alteracdes na capacidade de natacao sao refletidas em varias atividades

do organismo, como a migragdo, a predagdo ou o sucesso na fuga de
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predadores, com graves consequéncias ecologicas (REIDY et al, 1995,
CAMPOS et al 2015). Além disso, a diminuicdo do “tempo de natagdo até o
cansaco” dificulta as chances de encontrar a presa, devido a reducédo da area
explorada pelo peixe (LAURENCE, 1972). Isto pode afetar a eficiéncia de
alimentagdo que conduz a uma diminuicdo concomitante na quantidade de

energia disponivel para o crescimento do animal (LITTLE e FINGER, 1990).

A fisiologia da natacdo de um peixe € afetada pela maturidade e
condigcbes organicas, o grau de exposicdo a outros fatores de estresse,
adaptacdo, o tempo de teste e parametros fisico-quimicos, tais como
temperatura, salinidade, qualidade da agua, a luz, o tamanho ou a forma do
aquario (OLLA et al., 1974, BARBIERI e FERREIRA, 2011). Portanto, os testes
que envolvem respostas de comportamentais requerem um controle rigido e
padronizado da metodologia, com uma uniformizagdo rigorosa dos
procedimentos experimentais, bem como do tratamento dos organismos
submetidos a testes. SARIKAYA e YLMAZ (2003) estudaram o efeito do
herbicida 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético), sobre o comportamento da
carpa comum (Cyprinus carpio), eles observaram que o comportamento de
natacdo anormal aumentado e os peixes batiam nas paredes do aquario.
Padrbées de natacdo ascendentes e descendentes verticais foram observados

assim como e os saltos dentro do aquario aumentaram.

Se analisarmos os resultados obtidos neste estudo sobre Poecilia
vivipara dentro de uma perspectiva ecoldgica, talvez a primeira resposta do
peixe possa ser uma tentativa de escapar e, no caso de um ambiente
totalmente poluido teriamos, talvez, encontrado uma resposta semelhante a

que ocorreu no tunel de natagcao onde foram realizados os experimentos.

O estudo da capacidade de natagao realizada em diferentes espécies de
peixes fornece contribuicbes para a compreensao do papel ecolégico das
especies em seu ambiente uma vez que avalia a capacidade de escapar de um
predador (KASAPI et al., 1992), os efeitos da atividade de natagcdo e
crescimento (HAMMER and SCHWAZL, 1996), composigdo corporal e
conteudo calérico (REIDY et al, 1995), a relagéo entre natagdo e consumo de
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oxigénio (BRETT 1965; BARBIERI et al, 1998;. 2007a, b), a relagcao entre a
forma da cauda e a velocidade de natagcdo desenvolvido pelo peixe
(KARPOSIAN et al., 1990), e a capacidade e velocidade de natagdo como um
fator principal para a ocupagédo dos varios ambientes dentro da mesma area
(PEAKE et al. , 1997; BARIERI, 2005).

Capacidade de natagdo € um parametro valido e um indice consistente
da toxicidade sub letal que pode ser facilmente incorporado nos protocolos de
ensaio para aumentar a sensibilidade do padrao do teste de toxicidade (WICKS
et al., 2002, BARBIERI, 2007a). O “tempo de natagao até ao cansago” pode ser
estritamente observado em laboratério com equipamento simples que podem
ser facilmente adaptados para utilizagdo em ensaios de toxicidade no campo. A
reducao do "tempo de natacdo até o cansago” pode ser o resultado de
alteragdes na distribuicdo de energia que o peixe utiliza para a manutencéo da
sua homeostase (BRETT, 1964), assim, o peixe deixa de gastar energia em
natacdo e redireciona seu gasto energético para a manutengdo do

funcionamento dos 6rgéos vitais para a sua sobrevivéncia.

Muitas pesquisas tém demonstrado que a variagao da salinidade tem um
pequeno efeito sobre a respiracdo dos peixes de agua salgada (SCHMIDT-
NIELSEN, 1997).

O efeito do mercurio sobre a capacidade natatoria de Poecilia vivipara
foi pronunciado para os grupos de peixes adaptados a salinidade da 5.
Pesquisas sobre o efeito da toxidade do mercurio sobre o caranguejo Eriocheir
sinensis mostrou que houve um aumento do efeito tdxico em baixas salinidades
para esta espécie (PEQUEUX et al, 1996). Os autores mencionam que o
mercurio interage com um mecanismo osmorregulador, impedindo a
capacidade de osmoregulacdo dos animais, aumentando assim a toxicidade
do metal para baixas salinidades. Para gastropodes Thiara tuberculata
expostos a metais pesados (mercurio e cobre), com o aumento da salinidade,
houve uma diminui¢cdo da toxicidade, refletida em uma diminuigdo do consumo
de oxigénio (MULE e LOMTE, 1994). HALL e ANDERSON (1994) analisaram

a influéncia toxica da salinidade sobre os diversos tipos de substancias
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quimicas, encontrando que a toxicidade foi reduzida com o aumento da
salinidade. Pesquisa em CL50, realizado em Cyprinodon variegatus, evidenciou
que, com 96 horas de exposicdo ao cadmio (Cd*?) na Baia de Chesapeake
(maior estuario nos EUA), em trés salinidades diferentes (15, 20 e 25),
observou-se que na maior salinidade (25), ocorreu a menor a toxidade do
cadmio sobre o peixe (HALL et al., 1995).

BATTY et al. (1993), para estudar o efeito da temperatura sobre a
resposta de fuga das larvas de peixes Clupea harengus, descobriu uma relagao
linear entre o aumento da temperatura e a diminuigdo na velocidade, e também
na capacidade de natagao destas larvas. Focando autoecologia, a temperatura
afeta os processos bioquimicos e fisioldgicos que envolvem todos os sistemas
corporais do peixe como a digestdo e a locomogdo. As mudancas de
temperatura, também influenciam o consumo de alimentos e a velocidade de
fuga de predadores, e, neste caso, afetara o equilibrio entre a sobrevivéncia da
presa e do sucesso de captura do predador (BATTY et al., 1993), resultando
mudanga no mecanismo de distribuicdo geografica das espécies (FILONOV,
2000).

A interagao da temperatura com do efeito téxico do mercurio em Poecilia
vivipara, provocou um aumento da toxicidade desta substancia que pode, em
geral, ser melhor explicado pela diminuicdo do “tempo de natagdo até o
cansago” (WICKS et al., 2002). O aumento da temperatura também pode
aumentar a biodisponibilidade de certas substancias quimicas, assim como
aumenta a solubilidade dos sais de metais ( BOUDOU e RIBEIRE, 1989). Os
aumentos da temperatura também aumentam a solubilidade de compostos
aromaticos, aumentando, assim, a toxicidade destes compostos para os
organismos aquaticos (HEMPTINNE et al., 1998).

RAO e KHAN (2000) estudaram o efeito da interagcdo entre as trés
temperaturas (15°C, 20°C e 25°C) na toxicidade do cobre no molusco
Dreissena polymorpha. Estes autores mostraram que as altas temperaturas
podem aumentar a toxicidade do cobre e, possivelmente, também a de outros
metais. Para o gastrépode Physa acuta, com um aumento da temperatura, a
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toxicidade de cadmio foi evidente na reducdo do crescimento embrionario
(CHEUNG e LAM, 1998) e para o peixe Hyphessobrycon callistus com o
aumento da concentragdo de Cd houve um aumento do metabolismo
(DAMATO e BARBIERI 2012).

Efeitos de mercurio em Poecilia vivipara sao minimizados quando
submetidos a baixas temperaturas e em concentragdes inferiores a 10 ug/L.
No entanto, a 25°C e com a maior concentragdo de mercurio (30 pg/L), os
efeitos sobre o “tempo de natacdo até o cansacgo” tornou-se mais evidente. A
temperatura € um fator ambiental que pode de acordo om a classificagao de
FRY (1971), afetar organismos de forma letal, controlada ou disfar¢ada,
dependendo do tempo e / ou intensidade do estimulo, a extensao espacial dele
influéncia a capacidade do organismo para se adaptar as variagdes térmicas.
Em geral, o efeito de mercurio aumenta proporcionalmente com o aumento da
temperatura (SWEDMARK et al., 1971). Isto pode, em geral, ser explicado pelo
aumento no metabolismo do organismo, em consequéncia do aumento da
temperatura (BARBIERI e PAES 2011).

No presente estudo, com a diminuicdo da salinidade ocorreu um
aumento do efeito toxico do mercurio, ocasionando uma diminuicdo na

capacidade de natagao.

5. CONCLUSAO

A variacdo da capacidade de natagdo de Poecilia vivipara expostos a
concentracdes de mercurio em trés temperaturas apresentou uma diminuic¢ao.
Quando a temperatura foi aumentada, houve também um aumento do efeito

toxico do mercurio, refletindo na capacidade de natacao.

Nos experimentos realizados com uma salinidade de 5, houve uma

diminuicdo do “tempo de natacdo até o cansago”. Em geral, as médias foram
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significativamente diferentes no que diz respeito ao controle, em todas as
concentracbes empregadas, em todas as temperaturas. Quando salinidade

diminuiu, houve um aumento correspondente no efeito toxico do mercurio.

Atividade de natagédo € um parametro valido e um indice consistente do
efeito toxico sub letal que pode ser facilmente incorporado nos protocolos de
ensaio para colaborar com testes de toxicidade padrao. O “tempo de natacao
até o cansaco” pode ser monitorado com precisdo no laboratério com
equipamento simples que podem ser facilmente adaptados para utilizagado em

ensaios de efeito toxico de xenobidticos no campo.
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ANEXO 2 — FOTO LAMBARI - Astyanax sp.

Alessandra, out/2013
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ANEXO 3- FOTO: Poecilia vivipara

Alessandra, dez/2014
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