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RESUMO

A poluicdo nos ambientes marinhos esta na maioria dos casos em
pequenas concentracdes, em fungdo do grande volume de dgua presente
nesses locais, dessa forma, a mensuracao dos efeitos sobre a biota nesse
tipo de ambiente normalmente ndo é detectada por meio de ensaios de
toxicidade aguda, tendo em vista que as alteragbes nos organismos
ocorrem na maioria dos casos a longo prazo. Assim, este trabalho teve
como objetivo desenvolver uma metodologia para a execugdo de testes
de toxicidade crénica com crustaceo marinho Mysidopsis juniae, para
identificar efeitos decorrentes da exposicdo prolongada a toxicantes.
Para cultivar os organismos, identificar as varidveis mais significativas
para a deteccdo da toxicidade cronica, prever e prevenir falhas no
modelo, analisar o sistema de medi¢do e desenvolver um software para o
gerenciamento e tabulagdo de dados, foram utilizadas as metodologias
ABNT NBR 15308, o Desdobramento da Funcdo Qualidade, Analise
dos Modos e Efeitos de Falhas, Six Sigma e a linguagem de
programacao Visual Basic for Applications. Para a validacdo do método
foram desenvolvidos estudos de caso em condicdes diferenciadas, com
amostras ambientais da baia da Babitonga e com nanoparticulas de
oxido de cobre. Como resultado, foi concebida uma metodologia que
possibilita prever efeitos toxicos crénicos geracionais e transgeracionais
nos organismos teste por meio da medicdo de variaveis ligadas a
natalidade, mortalidade e crescimento dos organismos. Os testes com as
amostras do interior da baia apresentaram diferencas significativas entre
0 controle e a amostra em todos os pontos avaliados, em pelo menos
uma das variaveis. O ponto de mar aberto, ndo apresentou diferencas
significativas em relacdo ao controle. Para 0s ensaios com a
nanoparticula de éxido de cobre, foi identificado que concentracdes
acima de 100 upg.L™" geram efeitos cronicos aos misidaceos. Os
resultados obtidos com a aplicagio do método demonstram que o
modelo é eficiente e eficaz para deteccdo de efeitos de longo prazo no
organismo teste. Espera-se que com a metodologia, seja possivel
desenvolver estudos de toxicidade de longo prazo em ambientes sob
pressdo antropogénica, bem como estudos dos efeitos crénicos de
substancias puras, como contribui¢do para a definicdo de diretrizes de
monitoramento ambiental, prevenindo riscos toxicoldgicos futuros.

Palavras-chave: toxicidade crbnica, ambientes marinhos, Mysidopsis
juniae, baia da Babitonga, nanoparticulas de éxido de cobre.






ABSTRACT

The pollution in marine environments in the most of cases is detected in
small concentrations, due to the large volume of water present in these
locations, however, the measurement of the effects on biota at these
environments is not commonly detected through acute toxicity tests, in
order that changes in the organisms occur in most of cases in long term.
Therefore, this study aimed to develop a methodology for
implementation of chronic toxicity tests with marine crustacean
Mysidopsis juniae to identify effects of prolonged exposure to toxicants.
To cultivate organisms, identify the most significant variables for the
detection of chronic toxicity, predict and prevent failures in the model,
analyze the measurement system and develop a software for managing
and entering data, the methodologies ABNT NBR 15308, Quality
Function Deployment, Failure Modes and Effects Analysis, Six Sigma
and Visual Basic for Applications programming language were used. To
validate the method were developed two case studies in different
conditions, with environmental samples from Babitonga bay and copper
oxide nanoparticles. As a result, was designed a methodology that
enables to predict chronic toxic effects in generational and
transgenerational context to the test organisms by measuring variables
related to birth, mortality and growth. Tests conducted with samples of
the Babitonga bay showed significant differences between the control
and the samples tested at all points within the bay in almost one
measured variable. At the offshore point, the water samples showed no
significant differences when compared to the control. For tests
performed with copper oxide nanoparticle, the concentrations above 100
i g.L induced chronic effects on mysids. The results from the
application of this method show that the model is efficient and effective
for detecting long-term effects on the organism tested. It is hoped that
with the defined methodology, should be possible to develop toxicity
studies of environmental samples, as well as studies of the chronic
effects of pure substances, as a contribution to the definition of
guidelines for environmental monitoring, preventing future toxicological
risks.

Keywords: chronic toxicity, marine environment, Mysidopsis juniae,
Babitonga bay, copper oxide nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

Os seres humanos utilizam os oceanos para a producdo de uma
grande variedade de bens e servi¢os, todavia, esse uso tem alterado as
caracteristicas desse recurso natural. A preferéncia dos homens
habitarem dareas costeiras tem criado varias pressdes prejudiciais aos
recursos que atraem as pessoas a esses locais. Essas pressfes incluem o
uso dos oceanos para extracdo e producdo de bens, acréscimo da
descarga de nutrientes, despejos industriais e 0 aporte de agroquimicos e
fertilizantes provenientes da agricultura. No Brasil, a maioria das
regides metropolitanas estdo localizadas em areas costeiras (SOUZA et
al., 2007), onde estdo instalados grandes poélos industriais e sistemas
portuarios.

N&o apenas as atividades desenvolvidas no interior dos oceanos
causam alteracBes indesejadas, mas também aquelas relacionadas a
producdo no continente, pois estas sdo responsaveis pelo carreamento de
uma ampla variedade de poluentes e nutrientes, principalmente para a
costa, 0 que acaba alterando ou destruindo os habitats naturais. As
atividades baseadas na exploracdo dos oceanos extraem recursos,
adicionam poluicdo e mudam a composicdo das espécies. Essas
atividades humanas variam em intensidade de impacto na condicdo
ecoldgica das comunidades e sua distribuicdo espacial (HALPERN et
al., 2008).

Dessa maneira, pode-se afirmar que 0s oceanos sao 0s receptores
finais da maioria das formas de poluicdo causadas pelos seres humanos,
porém, como essa poluicdo ocorre de forma difusa, os efeitos
decorrentes sdo observados somente a longo prazo, o que torna
dificultosa a tomada de decisdo para o desenvolvimento de acGes de
gerenciamento e conservacao.

As avaliacBes toxicolégicas ambientais sdo formas eficazes de
evidenciar os efeitos das combinacGes dos diversos fatores presentes no
ecossistema, maximizando assim o conhecimento obtido através de
estudos reducionistas (analises fisico-quimicas, por exemplo), pouco
Uteis para a tomada de acGes. Os efeitos agudos demonstram o quanto
um determinado composto pode gerar letalidade a uma determinada
espécie, enquanto os efeitos crénicos demonstram como 0s compostos
podem gerar efeitos subletais nos organismos e que poderiam
desencadear desequilibrio na cadeia trofica em espacos de tempo
prolongados.
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Testes para avaliar a toxicidade aguda e cronica em espécies de
dgua doce séo consolidados e normatizados no Brasil, como exemplo
testes de toxicidade agudos com Daphnia magna e crénicos com
Ceriodaphnia dibia (COSTA et al., 2008). Quanto a testes de
toxicidade crénica para ambientes marinhos, a ABNT padronizou o
método de ensaio cronico de curta duracdo sobre o desenvolvimento
embriolarval de Lytechinus variegatus e Echinometra lucunter por meio
da NBR 15350 (ABNT, 2012).

Porém, no Brasil, até 0 momento inexiste uma normativa da
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) ou de outro 6rgao
regulamentador, que defina de forma padronizada a execucdo de ensaios
de toxicidade cronica utilizando misidaceos.

Os misidaceos sdo microcrustaceos marinhos utilizados em
diversos lugares do mundo como bioindicadores de toxicidade, sendo
gue os organismos Mysidopsis juniae e Mysidium gracile séao
padronizado para ensaios de toxicidade aguda pela norma NBR 15308
da Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2011).

Este contexto motivou o Laboratdrio de Toxicologia Ambiental -
LABTOX/ENS/UFSC e o Laboratério de Toxicologia Ambiental da
UNIVILLE a desenvolverem em conjunto uma metodologia capaz de
evidenciar efeitos crénicos, utilizando o organismo Mysidopsis juniae
(SILVA, 1979). A presente tese se enquadra na linha de pesquisa
“Toxicologia Ambiental” do Programa de Poés-Graduagdo em
Engenharia Ambiental — PPGEA e apresenta como resultado um novo
teste toxicoldgico, capaz de identificar efeitos tdxicos crénicos aplicados
para ambientes marinhos.

A tese estd disposta em nove capitulos distintos, sendo no
Capitulo | apresentada a introducéo, hipdtese e justificativa da pesquisa.
No Capitulo I, com o intuito de avaliar a hipétese apresentada sdo
definidos os objetivos do trabalho.

No Capitulo 11l é feita uma revisdo da literatura abordando a
problematica da poluicdo marinha, a baia da Babitonga, conceitos sobre
toxicologia ambiental e ecotoxicologia englobando os estudos de
toxicidade cronica, uma caracterizagdo do organismo marinho
Mysidopsis juniae, algumas ferramentas para o desenvolvimento de
produtos e processos como a matriz QFD (Quality Function
Deployment), FMEA (Failure Modes and Effect Analysis) e algumas das
ferramentas empregadas na metodologia Six Sigma, como os mapas de
raciocinio, DOE (Design of Experiments) e andlise de sistemas de
medicdo (ASM), além de uma breve revisdo sobre nanoparticulas de
6xido de cobre.
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No Capitulo IV é apresentada a metodologia para cada um dos
objetivos especificos listados no Capitulo 11, enquanto que no Capitulo
V sdo relatados e discutidos os resultados obtidos com a pesquisa,
primeiramente para o desenvolvimento do método e posteriormente para
os dois estudos de caso desenvolvidos. No Capitulo VI sdo feitas as
consideragdes finais e nos capitulos VII, VIII e IX sdo apresentadas as
referéncias da literatura utilizadas para o trabalho, os apéndices e
anexos, respectivamente.

1.1 HIPOTESEDA PESQUISA

O organismo marinho Mysidopsis juniae
(CRUSTACEA:MYSIDAE) é uma espécie adequada para avaliacdo da
toxicidade cronica, baseado em caracteristicas populacionais, de
reproducdo e crescimento.

1.2 JUSTIFICATIVA

O aumento das atividades antropogénicas tem ocasionado um
significativo aporte de poluentes nos ambientes marinhos e costeiros,
porém como o volume de dgua onde os despejos ocorrem proporciona a
diluicio a concentra¢des muito baixas, os ensaios de toxicidade aguda
ndo apresentam sensibilidade suficiente para a deteccdo dos efeitos
aditivos e sinergisticos de longo prazo, que podem causar desequilibrio
ao0s ecossistemas.

Exemplos desses poluentes sdo 0s derramamentos de petrdleo e
combustiveis, estrogenos, agroquimicos, esgoto domeéstico, efluentes
industriais e mais recentemente o0s produtos e subprodutos da
nanotecnologia. Essa poluicdo pode ocasionar impactos relevantes aos
ecossistemas aquaticos, principalmente das regides costeiras,
diminuindo a produtividade aquicola, desequilibrando os ecossistemas e
afetando a qualidade de vida das populacbes que dele dependem.

A auséncia de padrdes para a realizacdo de testes que avaliem
com precisdo a toxicidade crbnica nas condi¢des especificas do clima
brasileiro, considerando ambientes marinhos, torna necessaria a
proposicdo de uma metodologia que seja adequada para a identificagdo
dos efeitos dessa poluicao.

Nesse contexto, no ano de 1996 o Departamento de Engenharia
Sanitaria e Ambiental da UFSC iniciou o desenvolvimento de pesquisas
na area de toxicologia ambiental, primeiramente com a criagdo da
disciplina de Toxicologia Ambiental e a partir desse mesmo ano a
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criacdo do Laboratério de Toxicologia Ambiental — LABTOX, sendo
que as atividades do laboratdrio foram iniciadas no ano de 1997 com
objetivo de atender as demandas de ensino, pesquisa e extenséo.

Apesar de possuir metodologias desenvolvidas para as avaliacfes
de toxicidade, como testes de toxicidade aguda e cronica com Daphnia
magna, teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri, testes de
genotoxicidade a partir da avaliagcdo de micronucleos, teste do cometa e
fragmentacdo do DNA, bem como teste citotoxico MTT e
lipoperoxidacdo, além de avaliar efeitos epigenéticos por meio de
ensaios de metilagdo bioldgica, uma metodologia que pudesse prever
efeitos cronicos para um organismo marinho ainda ndo havia sido
estabelecida.

Considerando essa necessidade, foi estabelecida uma cooperacéao
entre 0 LABTOX da UFSC e o Laboratorio de Toxicologia Ambiental
da Univille com a finalidade de desenvolver um teste de toxicidade
crbnica para ambientes marinhos com um organismo nativo do Brasil,
objetivando preencher a lacuna existente para esse tipo de avaliagdo no
pais.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Desenvolver um método de analise da toxicidade crdnica para
ambientes marinhos, utilizando Mysidopsis juniae.

1.3.2 Objetivos Especificos

o Estabelecer as condic¢des de cultivo, faixa de sensibilidade e as
variaveis para a definicdo do método para o teste de toxicidade
cronica com M. juniae.

o Realizar estudo de caso com amostras de agua da Baia da
Babitonga e com nanoparticulas de Oxido de Cobre.

o Desenvolver software para gerenciamento e tabulacdo dos
dados do teste de toxicidade cronica.



2 REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo é feita uma breve revisdo da literatura enfocando
0s processos de poluicdo das regides costeiras e de estuarios, bem como
a sua problematica na Baia da Babitonga, a Ultima grande formacdo de
manguezal do hemisfério sul do planeta, e 0 mais importante estuario do
estado (CREMER et al., 2006). Também sdo abordados temas
relacionados a toxicologia ambiental e ecotoxicologia, ao organismo
teste Mysidopsis juniae, ferramentas de engenharia para o0
desenvolvimento de produtos e processos. Pela importancia do tema
para a ciéncia e as implicagbes ambientais, também é apresentado neste
capitulo a problematica das nanotecnologias € uma sucinta revisao sobre
nanoparticulas de 6xido de cobre.

2.1 APROBLEMATICA DA POLUICAO MARINHA

O boom industrial do século XX trouxe contribuicdes de grande
monta para a sociedade, porém em muitos casos, proporcionou o
aumento acelerado da poluicdo em nivel local, regional e global, sendo
gue a maior parte das substdncias quimicas alcanca direta ou
indiretamente 0s oceanos, responsaveis por cobrir mais de 70% do globo
terrestre (SOUSA, 2002).

Dessa forma, as atividades humanas tém causado nas UGltimas
décadas impactos significativos ao ambiente marinho, provocando
alteragdes nos ecossistemas e na saude dos oceanos (MOURA et al.,
2011; SOUSA, 2002). As regides costeiras sdo impactadas mais
intensamente pelas atividades antropogénicas do continente que as areas
de mar aberto, j& que os maiores centros urbanos do planeta estdo
situados no litoral (SOUSA, 2002). Esse impacto tem relagdo com o
aporte de fontes difusas de compostos organicos, inorganicos e
nutrientes, bem como mudancas no habitat, acidificagdo, aumento da
temperatura do oceano e outras fontes, causados pela atividade humana
e pelas mudancas climaticas globais (HALPERN et al., 2008).

Pode-se dizer que a salde, o bem-estar e, em alguns casos, a
prépria sobrevivéncia das pessoas depende das condi¢Ges dos sistemas
marinhos, incluindo também as areas Umidas e regibes estuarinas, bem
como as bacias de recep¢do e drenagem e as aguas interiores proximas a
costa. Essas condigdes incluem as alteracfes causadas pelas mudancas
climéticas, floracdes de algas toxicas, poluicdo quimica e microbiana
(MOURA et al., 2011).



32

Essa afirmacdo reforca a necessidade da manutencdo de
ambientes saudaveis nas zonas costeiras, mas a realidade até o momento
difere desse desejo. Exemplos das pressfes antropicas nas areas
costeiras sdo relatados por diversos autores.

Pode-se descrever como exemplo, a contaminagao por compostos
organicos e metais em estuarios na Ucrania onde foram encontradas
elevadas quantidades de mercdrio em sedimentos (0,13 a 5,4 ppm) que
seriam suficientes para causar efeitos toxicoldgicos adversos a
organismos benténicos (BURGESS et al., 2009). Em amostras de
sedimento da baia da Babitonga também foram encontradas quantidades
de mercurio de 0,28 ppm préximo ao porto de Sdo Francisco do Sul e
0,21 ppm na lagoa do Saguacu, proximo a regido industrial em Joinville
(OLIVEIRA et al., 2006).

No Canal de S&o Sebastido, em S&o Paulo, no inicio da década de
90 foram realizados ensaios de toxicidade crénica de curta duragdo com
M. juniae, nos quais, as amostras ambientais apresentaram pouco efeito
toxico, sendo que quando estes ocorreram, foram mais frequentes sobre
o crescimento do que para a sobrevivéncia (BADARO-PEDROSO,
1993).

Em pesquisas desenvolvidas para avaliar a qualidade dos
sedimentos no estudrio de Santos e de S8o Vicente usando teste de
toxicidade com Tiburonella viscana, foram observados contaminacfes
mais elevadas na porcdo interna do estuario onde estdo localizados o
Porto e a Zona Industrial de Santos e uma forte relagdo entre os efeitos
toxicos observados e os niveis de contaminacdo de cobre, zinco,
chumbo, PHA e PCB (CESAR et al., 2006), sendo que estudos
anteriores j& havia demonstrado que essa regido oferece efeitos toxicos a
esse organismo teste (ABESSA et al., 1998). Relatos de contaminagdes
em areas costeiras estdo amplamente divulgados em trabalhos cientificos
em todo o globo terrestre.

O estuario de Sagua em Cuba é outro exemplo de ambiente
impactado pela atividade industrial, pois foi evidenciado o acimulo
crescente de merclrio nas Ultimas décadas por meio de analises
isotopicas, decorrente de residuos industriais tratados parcialmente,
além do acimulo de chumbo também crescente nos ultimos 25 anos
(DIAZ-ASENCIO et al., 2009). Em um estudo na baia de Liaodong na
China foram encontradas concentragdes relativamente moderadas de
HPA (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) na agua e sedimentos
guando comparado com outros ambientes estuarinos ao redor do mundo
(MEN et al., 2009). A drenagem de minas também é relatada como uma
fonte de poluicdo agressiva a esse tipo de ecossistema, como é citado
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por (NIETO et al., 2007) que identificaram severas contaminacGes de
metais e metaldides no estuario de Huelva, na Espanha.

Do mesmo modo, a presenca dos metais Zn, Cu, Ni, Pb, Cre V
tem causado riscos ecotoxicolégicos aos organismos que habitam o
estuario de Qua Iboe na Nigéria, ja que as concentracdes desses metais
encontradas nos sedimentos do mangue excedem a concentracdo de
efeito ndo observavel (ESSIEN et al., 2009). A seguranca dos corpos
hidricos usados para atividades de recreagdo normalmente sdo
monitorados apenas pela analise microbiol6gica da agua, utilizando
como premissa a grande quantidade de esgotos sanitarios despejados, o
gue é insuficiente para detectar a sanidade desses ambientes (ORTEGA
et al., 2009).

Estas observacGes apresentam algumas das fontes de
contaminagdo dos estudrios, como a descarga de esgoto sanitério,
atividade industrial e mineracdo. Em um estudo para identificar a
variacdo na comunidade bentbnica antes, durante e ap6s a construcéo do
porto 2000, uma extensdo do porto de Le Havre na Franga, foi
demonstrado que ocorreram mudancas moderadas nas populacdes de
misidaceos, evidenciando um acréscimo de espécies na parte norte
superior do canal, mas um decréscimo na densidade da espécie
dominante através do tempo, porém ndo sendo conclusivo se a
construgcdo do porto foi a Unica causa das mudancas observadas
(DAUVIN et al., 2010).

Os impactos causados pelas atividades humanas tém originado o
desenvolvimento de doencas em organismos marinhos, como por
exemplo a lobomicose ou lacaziose e também disturbio nodular de pele
em golfinhos que vivem no estuario de Paranagud, no Brasil. Foi
detectado que esses mamiferos que vivem no porto de Paranagud, estdo
expostos a baixas concentracdes de organoclorados (VAN BRESSEM et
al., 2009).

Todavia, sdo encontrados exemplos da busca pelo
desenvolvimento sustentavel que demonstram que é possivel responder
com melhorias significativas na qualidade ambiental dos ecossistemas
marinhos.

O estuério de Bilbao, no norte da Espanha, teve nos ultimos 20
anos um abatimento na descarga de esgoto bruto com a implantacdo de
sistemas de coleta e tratamento, resultando numa minimizacéo
significante da carga poluidora no estuario, com reducéo de 51,8% na
DBO, 70,9% do nitrogénio amoniacal e 81,9% de coliformes fecais
entre os anos de 1993 e 2003. Séo atribuidas as melhorias diretamente as
medidas de controle e acompanhamento da redugdo da poluigédo
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executadas pelas autoridades locais (GARCIA-BARCINA et al., 2006),
demonstrando assim que acfes envolvendo politicas publicas de
prevencdo da poluicdo sdo eficazes quando efetivamente executadas.
Essas condigbes observadas demonstram a necessidade do correto
gerenciamento das atividades antropogénicas relacionadas aos
ambientes costeiros.

No Brasil, o Plano Nacional de Gerenciamento Costeiro (PNGC)
foi instituido pela primeira vez pela lei 7.661 de 16/05/88, cujos
detalhamentos e operacionalizagdo foram objeto da Resolu¢do no 01/90
da Comissdo Interministerial para os Recursos do Mar (CIRM), de
21/11/90.

O PNGC (BRASIL, 1997), uma inciativa do governo Brasileiro
para uso parcimonioso desse ambiente, afirma que o atendimento as
novas demandas requer um redirecionamento de atividades, visto que a
Zona Costeira nacional abriga uma variedade de ecossistemas com
grande relevancia ambiental, na qual a diversidade ocorre pela transicao
de ambientes terrestres e marinhos, com interacGes que atribuem um
carater de fragilidade e que necessitam, por isso, de redobrada atencdo
do poder publico, conforme demonstra sua existéncia na Constituicdo
brasileira como area incluida no patriménio nacional. Sabe-se também
gue a maior parte da populagdo mundial vive em Zonas Costeiras, e que
h& uma tendéncia natural e permanente ao aumento da concentracdo
demogréfica nessas regifes (BRASIL, 1998), sendo a baia da Babitonga
um exemplar dessa situacao.

2.1.1 A Baia da Babitonga

Um estuério é uma regido de massa de agua costeira semifechada
com uma ligacdo livre ao mar e que é influenciada diretamente pela acéo
das marés, sendo que as aguas doces provenientes de rios, drenagens
terrestres e surgentes submersas sdo misturadas com a agua salgada
advinda dos oceanos (ODUM, 2001; TOWNSEND et al., 2006). Esse
fato faz com que a 4gua dos estudrios tenha caracteristicas
fundamentalmente variaveis durante o dia, més e ano, principalmente no
gradiente de salinidade (a principal caracteristica de um estuério),
fazendo com que 0s organismos que o utilizam como habitat tenham que
suportar essas variagbes. Apesar de possuir caracteristicas fisicas
extremas as condicdes alimentares sdo favoraveis, tornando esse um
local repleto de seres vivos. As comunidades desses ambientes sdo
normalmente compostas por espécies endémicas, espécies vindas do mar
e outras com capacidade osmorreguladora que permite que entrem e
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saiam do meio de agua doce (ODUM, 2001). Esses ambientes sdo
depositarios de quantidades elevadas de poluentes em todo o mundo,
sendo que planos de gerenciamento foram desenvolvidos para tentar
minimizar os impactos causados a esses locais de relevante importancia
as atividades humanas e também considerados bercarios de varias
espécies animais.

A baia da Babitonga esta situada no litoral norte de Santa
Catarina e € uma das principais formac@es estuarinas do sul do Brasil,
com uma lamina d’4gua com extensdo de 154 km® J& o complexo
hidrico da bafa da Babitonga que possui 1400 km? é composto por parte
dos municipios de Joinville, S8o Francisco do Sul, Garuva, Araquari,
Itapoa e Barra do Sul. A maior cidade de seu entorno ¢ Joinville, com
mais de meio milhdo de habitantes (IBGE, 2010). A baia também esta
situada proximo & Serra do Mar, recebendo contribuicGes de diversos
rios como o Cubatdo, Palmital, Parati e Cachoeira, este tltimo que drena
grande parcela da cidade de Joinville e apresenta graves problemas de
poluicdo (KNIE, 2002), principalmente relacionados aos despejos de
esgoto doméstico ndo tratado e de efluentes de industrias do ramo
metalomecanico.

Pode-se afirmar que esse complexo estuarino vem sofrendo
pressbes desde a década de 30, conforme citado por (STIMAMIGLIO,
2002) p. 19:

A baia da Babitonga liga-se ao Oceano Atlantico
através de uma barra principal ao norte, com
abertura de 1850 metros, entre a praia da Figueira
do Pontal (Itapod) e a praia de Capri (Séo
Francisco do Sul). A baia possuia uma segunda
ligagdo com o oceano, através do Canal do
Linguado e da Barra do Sul, ligacdo esta que foi
interrompida com o aterro do canal, em 1935, para
facilitar a ligacdo viaria entre a llha de S&o
Francisco e o continente.

Esse fechamento transformou a llha de S&o Francisco numa
peninsula, interrompendo de forma permanente a circulacdo de agua
nessa area, 0 que desencadeou profundas alteracfes ambientais ao
complexo hidrico, influenciando diretamente a sua biota (CREMER et
al., 2006). QOutras pressdes impostas ao local sdo causadoras de diversas
formas de poluicdo e conseqlientes impactos 0S organismos que
dependem desse ambiente para a subsisténcia, como é o caso dos
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despejos de industrias, esgoto doméstico nédo tratado, atividade agricola,
portudria entre outras.

Comprovagdes dessa poluigdo sdo demonstradas por (OLIVEIRA
et al., 2006) que apresentam um estudo de parametros fisico-quimicos,
microbioldgicos e de ecotoxicidade que evidencia a presenca de varios
compostos toxicos em amostras de agua e sedimentos, tais como
Arsénio (até 10,69 mg.kg™ em sedimento), Chumbo (até 13,62 mg.kg™
em sedimento e variag&o de 0,001 a 0,120 mg.L™* em agua), Cadmio (até
5,02 mg.kg™® em sedimento e variacdo de 0,000 a 0,062 mg.L" em
4gua), Cromo (até 27,53 mg.kg™ em sedimento e variacéo de 0,00 a 0,22
mg.L™ em &gua), Cobre (até 16,48 mg.kg™ em sedimento e variando de
0,00 a 0,87 mg.L™* em &gua), Mercdrio (até 0,28 mg.kg™ em sedimento),
Niquel (até 10,43 mg.kg™ em sedimento e variacdo de 0,00 a 0,27 mg.L’
' em 4gua) e Zinco (até 233,00 mg.kg™ e variacéo de 0,00 a 0,07 mg.L™
em agua).

Também andlises de amostras de organismos marinhos
apresentaram concentracfes desses compostos com Arsénio (até 2,21
mg.kg™ em figado de Tainhota), Chumbo (até 7,17 mg.kg™ em rins de
Golfinho), Cadmio (até 0,72 mg.kg" em musculo e visceras de
gastropode), Cobre (até 241,71 mg.kg™" em figado de Parati-grosso),
Mercdrio (até 0,59 mg.kg™ em figado de Golfinho), Zinco (até 1008
mg.kg™ em musculo e visceras de Ostra) (OLIVEIRA et al., 2006),
demonstrando que esses compostos vem se biomagnificando na cadeia
trofica, podendo gerar efeitos toxicos cronicos, causando desequilibrio
no ecossistema em fungdo da diminuicdo das espécies e até mesmo
serem causadores de doencas em seres humanos pelo consumo desses
organismos. Testes realizados com o organismo Mysidopsis juniae néo
apresentaram toxicidade aguda para o elutriato de sedimentos da baia da
Babitonga (OLIVEIRA et al., 2006).

Apesar da existéncia desses compostos na agua, sedimento e
organismos, 0s testes de toxicidade aguda ndo apresentaram
sensibilidade suficiente para identificar efeitos adversos aos organismos
Vivos e consequentemente ao ecossistema estudado. A partir da andlise
dessa situagdo € possivel afirmar que, como esse € um ecossistema sobre
pressdo antrdpica, necessita de monitoramento constante dos poluentes e
da toxicidade, para possibilitar acdes que visem a minimizacdo dos
impactos causados de forma a contribuir para o desenvolvimento
sustentavel da regido.

Além dos poluentes ja mencionados, um novo risco de
contaminagdo surgiu na Ultima década: os produtos e subprodutos da
nanotecnologia. Estes sdo de particular relevancia para os ecossistemas
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marinhos, visto que sdo utilizados com biocidas em tintas anti-
incrustantes, como é o caso das nanoparticulas de éxido de cobre
(NPCuO).

2.1.2 Nanoparticulas de Oxido de Cobre

Pode-se dizer que a nanociéncia é uma das areas emergentes da
ciéncia, que visa estudar materiais que estdo em escala manométrica, ou
seja, um bilionésimo de metro. Dessa forma, a nanotecnologia, é area
tecnoldgica que se preocupa com 0s processos de preparo e uso desses
nanomateriais. A dimensdo é expressa pelo prefixo nano, oriundo do
grego "ando", com abreviagdo “nm”. Para se ter uma nocdo dessa escala,
1 nm equivale ao comprimento de dez &tomos enfileirados,
aproximadamente. Os nanotubos de carbono tem didmetro na faixa de
10 nm e a molécula de DNA em torno de 100 nm, pouco menor que um
virus. No sangue, um de seus componentes, as hemacias, tem dimensoes
da ordem de 10 microns ou 10.000 nm (TOMA, 2004). De forma
ilustrativa, a Figura 1 representa alguns exemplos dessas escalas.

fio de cabelo
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de carbono
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Figura 1: Dimensfes representativas de algumas espécies tipicas, em

suas varias escalas.

Fonte: TOMA (2004)

A nanotecnologia, essa forma de manipulacdo de materiais em
escala atdmica tem potencial para trazer grandes beneficios para a
sociedade contemporanea. Todavia, as propriedades que possibilitam a
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criagdo de novos materiais, inovagdes em energia, manufatura e
tratamentos médicos, também podem colocar em risco trabalhadores,
consumidores, a populagdo em geral e 0 meio ambiente (WALSH et al.,
2008). Os avangos na nanociéncia e na nanotecnologia, além de
trazerem consigo beneficios para uma ampla gama de industrias, estdo
atraindo rapidamente investimentos dos governos e de empresas
multinacionais (SAYES et al., 2004).

Contudo, esses avangos também provém uma nova classe de
contaminantes ndo biodegradaveis. O risco ambiental das
nanoparticulas, quando presentes no meio aquatico, é originado
principalmente pelo seu diminuto tamanho, que facilita a entrada desse
poluente na cadeia trofica, inicialmente propiciando danos aos
produtores e consumidores primarios e em Ultima instancia, causando
riscos aos seres humanos (ZARBIN, 2007). Dessa forma, a avaliagdo
dos riscos associados as nanoparticulas sdo de grande importancia,
visando elucidar as incertezas dos possiveis impactos causados por esses
novos poluentes na salde humana e no meio ambiente (SAYES et al.,
2004).

O crescente uso de nanomateriais nas mais diversas aplicagdes
como em cerdmicas, catalisadores, filmes, nanoeletrénicos,
biotecnologia e tintas anti-incrustantes, tem causado uma
disponibilidade ambiental aumentada desses poluentes, intensificando
assim os riscos de contaminacdo provenientes desse tipo de toxicante
(PASCHOALINO et al., 2010).

As nanoparticulas de 6xido de cobre (NPCuQ) sdo parte da
formulacdo de polimeros e plasticos, bem como bioativos em tintas para
impedir crescimento de organismos. Sua agdo tem relagdo direta com a
composi¢do quimica do material superficial, a concentragdo de cobre
dissolvido no corpo dos organismos e a bioatividade da camada
nanoestruturada (CIOFFI et al., 2005). Dessa forma, nanoparticulas de
Oxido de cobre sdo comumente utilizadas para a composicao de tintas
anti-incrustantes para a pintura de cascos de barcos e navios
(PERREAULT et al., 2012), o que auxilia na reducdo do risco de
crescimento e colonizagdo de organismos marinhos nas embarcacdes,
gue sdo responsaveis pelo decréscimo da velocidade de navegagdo e
consequente aumento do consumo de combustivel (ALMEIDA et al.,
2007). Todavia, as nanoparticulas podem ser fontes de contaminagédo
dos ecossistemas aquaticos pelo desgaste das tintas anti-incrustantes que
tem a capacidade de liberar tanto o cobre na sua forma i6nica solGvel
como na forma de nanoparticulas no meio ambiente circunvizinho
(PERREAULT et al., 2010).
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Como esses contaminantes podem atingir os sistemas marinhos e
estuarinos, e como no Brasil a navegacdo e extracdo de petroleo esta
sendo ampliada a cada ano em decorréncia do crescimento econdémico
do pais e da descoberta de petrdleo na camada do Pré-Sal, é importante
avaliar o potencial impacto da presenca dessas nanoparticulas a biota,
mesmo em baixas concentragBes, ja& que na maioria dos casos esses
poluentes se encontrardo altamente diluidos e no ambiente aquatico.
Ainda sdo relativamente escassos 0s estudos feitos a respeito dos
impactos dessas nanoparticulas (KARLSSON et al., 2009), reforcando
assim a necessidade de entender o risco associado ao seu uso. Nesse
contexto, ensaios de toxicidade cronica sdo metodologias aplicaveis para
a avaliagdo desse tipo de impacto, considerando periodos de exposi¢do
prolongados.

2.2 TOXICOLOGIA AMBIENTAL E ECOTOXICOLOGIA

A toxicologia possui uma histéria paralela a da civilizacéo, pois
o0s seres humanos sempre tiveram conhecimento sobre os efeitos toxicos
causados por venenos de animais e plantas, bem como de alguns
minerais. Um dos documentos que comprovam essa afirmacdo data de
1500 a.C., o Papiro de Ebers, que apresenta uma listagem de 800
ingredientes ativos, dentre os quais o chumbo, cobre, venenos de
animais e vegetais toxicos (OGA, 2003).

De forma literal, o termo toxicologia refere-se ao estudo dos
venenos. A palavra toxico é proveniente da palavra toxicus do latim, que
significa veneno, derivada da palavra toxikén do Grego antigo que se
referia a flechas envenenadas que eram utilizadas em combate. A
histéria da toxicologia sempre foi focada no entendimento e usos de
diferentes venenos. O senso comum aponta como veneno algo que apés
a sua ingestdo pode causar a morte de um individuo instantaneamente,
mas a toxicologia vem expandindo sua &rea de atuagdo como uma
ciéncia moderna que visa elucidar os efeitos de substancias na salde de
individuos e populacfes, ndo necessariamente causando letalidade
(JAMES et al., 2000).

Assim sendo, sdo importantes 0s conhecimentos de algumas
definicBes basicas sobre os termos toxico, toxicidade e toxicologia. Um
toxico possui a capacidade de produzir um efeito adverso ou indesejavel
a saude, enquanto que a toxicidade é o efeito adverso em si, causado
pelo toxico. J& a toxicologia é a ciéncia que estuda a toxicidade causada
a partir da exposicdo de organismos vivos, 6rgdos, culturas celulares e
outros a determinados toxicos, fazendo avaliagbes qualitativas e
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quantitativas para identificacdo dos riscos associados (JAMES et al.,
2000).

Pelas suas caracteristicas multiplas, a toxicologia é uma ciéncia
necessariamente construida a partir de outros conhecimentos. Sendo
assim, (KLAASSEN e WATKINS, 2001), p. 11, definem a toxicologia
como “...0 estudo dos efeitos adversos dos quimicos nos organismos
Vivos”, e quando tratam a toxicologia ambiental, assim como (OGA,
2003), afirmam que o objetivo desta Ultima é estudar o impacto de
substancias quimicas existentes no meio ambiente sobre os organismos
vivos, enquanto que a ecotoxicologia € uma especialidade da toxicologia
ambiental que concentra-se no estudo dos impactos de toxicantes na
dindmica de populagdes integradas em determinado ecossistema,
geralmente excluindo os seres humanos (KLAASSEN e WATKINS,
2001).

A primeira definicdo de ecotoxicologia que foi cunhada por René
Truhaut é “the branch of Toxicology concerned with the study of toxic
effects, caused by natural or synthetic pollutants, to the constituents of
ecosystems, animal (including human), vegetable and microbial, in an
integral context” (TRUHAUT, 1977) o que ¢é reafirmado por
(HOFFMANN et al., 2003) que descrevem a ecotoxicologia como sendo
a ciéncia dos contaminantes presentes na biosfera que afetam todos os
seres presentes nela.

Outra definicdo que confirma as anteriores é que a toxicologia
ambiental é aquela que trata dos efeitos dos contaminantes ambientais
na salde e no meio ambiente. Esses contaminantes podem afetar de
forma adversa a salde dos organismos vivos, incluindo humanos,
animais e plantas. O estudo da toxicologia ambiental é oportuno por
reconhecer que a sobrevivéncia da espécie humana depende da
qualidade e disponibilidade de ar e agua limpos bem como de alimentos.
Também € importante ressaltar que os compostos quimicos de origem
natural e antropogénica, causam deterioracdo dos ecossistemas e dos
processos ecoldgicos, sendo que a toxicologia ambiental deve
concentrar esforcos no entendimento das interacGes entre humanos,
animais e plantas e a influéncia na salde e bem estar desses organismos
(YU, 2005).

As pesquisas ecotoxicoldgicas foram rapidamente desenvolvidas
por causa da poluicdo induzida pelo avango industrial em todo o mundo,
sendo que a velocidade desses estudos aumentou ainda mais quando
alguns sérios acidentes industriais ocorreram, como por exemplo Seveso
(1976), Minamata (1956) e Exxon Valdez (1989), tendo sido
desenvolvidas vérias politicas que tornaram a ecotoxicologia importante
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parte da avaliagdo de risco ambiental e ecoldégico (KAHRU e
DUBOURGUIER, 2010).

As atividades humanas ligadas ao comércio, agricultura e
inddstria afetam o meio ambiente e tornam cada vez mais necessario o
entendimento, prevencdo e combate aos efeitos causados pelas
mudancgas climaticas e compostos quimicos aos ecossistemas. A
ecotoxicologia tem mantido um esforgo crescente para entender nédo
apenas os efeitos de compostos quimicos isolados, mas também o
resultado das interacBes de misturas e de outros fatores que co-existem
nos ecossistemas e que podem afetar a biodisponibilidade de tdxicos
(FILSER, 2008).

A toxicologia ambiental tem como finalidade verificar as
condicbes de risco para propor medidas preventivas, como o0
monitoramento ambiental e bioldgico e o controle das fontes emissoras
de poluicdo. Para que isso ocorra é necessario conhecer as fontes de
poluicdo, interacdes entre os poluentes, 0s mecanismos naturais de
remocdo dos mesmos, bem como fatores climatol6gicos e geograficos
que poderiam aumentar ou diminuir os riscos (PASSARELLI, 2003).

Dessa maneira, 0 estudo de substincias toxicas em
compartimentos ambientais € um dos principais alvos da toxicologia
ambiental para elucidar os efeitos destes sobre 0s organismos e ao
mesmo tempo subsidiar a tomada de decisdes quanto as agdes a serem
desencadeadas nas areas pesquisadas.

Entre mil e duas mil e duas mil novas substancias quimicas sdo
disponibilizadas ao mercado a cada ano (FREITAS et al., 2002) e a
toxicidade destas na maioria dos casos é completamente desconhecida.
Muitas vezes esses compostos sdo testados para o seu uso, mas quando
em contato com o meio ambiente sdo absorvidos pelo solo, matéria
organica, agua e ar e interagem com 0s organismos vivos e acumulando-
se na cadeia trofica. Esses acimulos de tdxicos podem causar alteracdes
nos seres vivos em todos os niveis da cadeia, resultando em debilidades
no metabolismo e consequente desencadeamento de doencas, ja que essa
exposicdo a multiplos xenobdticos podem causar efeitos sinérgicos,
aditivos ou antagdnicos (VERSLYCKE et al., 2003). Um exemplo de
compostos que possuem esse tipo de comportamento sdo 0S
organoclorados, utilizados como pesticidas e que sdo substancias
recalcitrantes, ou seja, persistentes no meio ambiente, encontradas
comumente em seres humanos pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados (LEIDY, 2004). Muitos desses efeitos sdo detectados
apenas apods longos periodos de exposicdo, caracterizando assim 0s
chamados efeitos cronicos.
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2.2.1 Estudos de Toxicidade Cronica

Os estudos de toxicidade crbnica em ambientes aquaticos sdo
uma tendéncia da ecotoxicologia, jA que em muitos casos 0s
contaminantes desse compartimento encontram-se altamente diluidos e
ndo oferecem doses suficientes para o aparecimento de efeitos agudos.
Para que esses estudos sejam desenvolvidos, alguns fatores sdo de
fundamental importancia, como por exemplo, o tipo de organismo mais
adequado (KWOK et al., 2008), o tempo em que o estudo serad
realizado, as caracteristicas que serdo acompanhadas e o0s efeitos
observados sob essas caracteristicas. Como o0s invertebrados
representam 95% de todas as espécies animais conhecidas
(VERSLYCKE et al., 2007) eles sdo elementos criticos para a estrutura
e o funcionamento dos ecossistemas. Nesse grupo de animais estdo
contidos os crustaceos, organismos que tem seus processos fisioldgicos
como o crescimento e reproducdo regulados por hormdnios
(VERSLYCKE et al., 2007).

Os misidaceos tem sido notoriamente utilizados como
organismos teste padronizados para avaliagdo da toxicidade de
ambientes marinhos e estuarinos por causa da sua relevancia ecolégica,
ampla distribuicdo geogréfica, facilidade de transporte, cultura em
laboratério e sensibilidade a contaminantes (GHEKIERE et al., 2006a),
tornando-os assim adequados para 0 reconhecimento de condicGes
toxicas em ambientes aquaticos. Como séo encontrados desde 80° N até
80° S e ocorrem na maioria dos ambientes aquaticos, sdo importantes
fontes de alimento em areas de agua doce, estuarinas € marinhas
(OECD, 2006), sendo assim importantes membros da cadeia tréfica.

A partir do reconhecimento da espécie a ser utilizada, deve-se
definir o tempo que o estudo sera realizado, sendo que normalmente
para a realizacdo de estudos de toxicidade cronica se faz necessaria a
aplicacdo dos mesmos em um periodo que corresponda
preferencialmente a todo o ciclo de vida do organismo utilizado. No
caso de testes de ecotoxicidade cronica, esse periodo pode ser
correspondente a +1/10 do ciclo de vida do organismo alvo. Esses
estudos também sdo chamados de testes de longa duracdo e tem como
objetivo observar os efeitos subletais e fisioldgicos, incluindo as taxas
de crescimento e reproducdo, visto que a toxicidade cronica é
decorréncia de dois mecanismos distintos, sendo o primeiro pela
acumulacdo do xenobidtico no organismo e o segundo pela adigdo dos
efeitos causados por repetidas exposicGes sem a ocorréncia de acumulo
(CHASIN e AZEVEDO, 2003).
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As caracteristicas a acompanhar durante e ao final dos testes
cronicos estdo normalmente ligadas ao comportamento dos organismos
ou a determinadas caracteristicas fisicas, fisiol6gicas, histologicas e
bioguimicas, conforme Quadro 1.

Quadro 1: Caracteristicas fisicas, fisioldgicas, histoldgicas e
bioguimicas citadas por autores para identificacdo de efeitos crénicos
em testes de toxicidade para organismos aquaticos e terrestres.

Caracteristica Autores

Mortalidade/ Sobrevivéncia | (RAUSINA et al., 2002); (LEDUC et al.,
2008); (BILLOIR et al., 2007); (LOPES
et al., 2005); (ROMBKE e MOSER,
2002); (CHEVRE et al., 2005);
(ROMBKE e MOSER, 2002);
(MCKENNEY JR e CELESTIAL, 1996)

Reproducéo (RAUSINA et al., 2002); (GHEKIERE
et al., 2004); (CHEVRE et al., 2005);
(FOCKEDEY et al., 2005); (LEDUC et
al., 2008); (BILLOIR et al.,, 2007);
(LOPES et al., 2005); (THORPE et al.,
2007); (MCKENNEY, 2005);
(ROMBKE e MOSER, 2002);
(VERSLYCKE et al,  2007);
(MCKENNEY JR e CELESTIAL,
1996); (HELLING et al., 2000)

Comprimento (RAUSINA et al., 2002); (LESUTIENE
et al., 2008); (LOWE e BUTT, 2007);
(VERSLYCKE et al,  2004b);
(FOCKEDEY et al., 2005); (LEDUC et
al., 2008); (BILLOIR et al., 2007);
(LOPES et al., 2005); (VERSLYCKE et
al, 2007); (MCKENNEY JR e
CELESTIAL, 1996); (GAMA et al.,
2006); (GOROKHOVA,
1998);(HELLING et al., 2000)

Peso seco (RAUSINA et al., 2002); (LESUTIENE
et al, 2008); (MCKENNEY JR e
CELESTIAL, 1996)
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Continuagdo -

Quadro 1:

Caracteristicas  fisicas, fisioldgicas,

histolégicas e bioquimicas citadas por autores para identificacdo de
efeitos cronicos em testes de toxicidade para organismos aquaticos e

terrestres.

Comportamento

(ROAST et al., 1998); (ROAST et al., 2000b);
(ROAST et al., 2000a); (ROAST et al., 2002);
(FOCKEDEY et al., 2005)

Tamanho do Télson

(GHEKIERE et al., 2006a)

Tamanho do Ex6podo

(GHEKIERE et al., 2006a)

Tamanho do End6podo

(GHEKIERE et al., 2006a)

Taxa de mudas

(GHEKIERE et al., 2006a); (FOCKEDEY et
al, 2005); (NOPPE et al, 2007);
(VERSLYCKE et al., 2007); (GOROKHOVA,
2002); (GAMA et al., 2006)

Abundancia populacional

(LESUTIENE et al., 2008); (VERSLYCKE et
al., 2007)

Metabolismo de energia
e esteroides

(GHEKIERE et al., 2004); (FOCKEDEY et
al., 2005); (SUBRAMONIAM, 2000);
(VERSLYCKE et al., 2007)

Maturacdo sexual

(GHEKIERE et al., 2004); (LOWE e BUTT,
2007); (MCKENNEY JR e CELESTIAL,
1996)

Fecundidade na 12

(OLIVEIRA-FILHO et al., 2009); (LOWE e

geracdo BUTT, 2007); (GHEKIERE et al., 2005)
Fecundidade na 22 (OLIVEIRA-FILHO et al., 2009)
geracdo

Alocacdo de Energia
celular

(VERSLYCKE et al., 2004a); (VERSLYCKE
et al., 2004b); (ERK et al., 2008)

Reservas energéticas

(VERSLYCKE et al., 2004a)

Consumo de energia

(VERSLYCKE et al., 2004a)

Consumo de oxigénio

(VERSLYCKE et al., 2004b)

Idade para a maturacao
sexual

(FOCKEDEY et al., 2005)

Tamanho para a
maturagdo sexual

(FOCKEDEY et al., 2005)

Tempo para a 18
reproducdo

(FOCKEDEY et al.,, 2005); (GHEKIERE et
al., 2005)

Tamanho dos neonatos

(FOCKEDEY et al., 2005)

Morfologia

(FOCKEDEY et al., 2005); (VERSLYCKE et
al., 2007)
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Continuagdo - Quadro 1: Caracteristicas fisicas, fisioldgicas,
histolégicas e bioquimicas citadas por autores para identificacdo de
efeitos cronicos em testes de toxicidade para organismos aquaticos e

terrestres.

Ndmero de ovos

(LEDUC et al., 2008)

Composicéo (FOCKEDEY et al., 2005)

bioquimica

Desenvolvimento (FOCKEDEY et al., 2006); (WORTHAM-
marsupial e NEAL e PRICE, 2002); (VERSLYCKE et al.,
intramarsupial 2007)

Tempo de (GHEKIERE et al., 2005)

desenvolvimento dos
ovos

Desova

(THORPE et al., 2007)

Citocromo P450

(VERSLYCKE et al., 2007)

Vitelogénese

(VERSLYCKE et al., 2007); (GHEKIERE et
al., 2006b)

Histologia

(VERSLYCKE et al., 2007)

Embriogénese

(GHEKIERE et al., 2007)

Consumo de Alimento

(GOROKHOVA, 1998)

Como os crustaceos tém seus processos bioldgicos regulados por
um complexo sistema endocrino (VERSLYCKE et al., 2007), as
caracteristicas citadas anteriormente sdo afetadas por compostos que
possam interagir com esse sistema. Os misidaceos em especial, tém sido
usados por mais de trés décadas em testes de ecotoxicidade, ja que estdo
entre as espécies mais sensiveis da comunidade marinha (OECD, 2006).
As espécies citadas pela OECD como utilizadas normalmente para esses
tipos de testes sdo Americamysis bahia (MOLENOCK, 1969),
Holmesimysis  costata (HOLMES, 1900), Mysidopsis intii
(HOLMQUIST, 1957), Neomysis integer (LEACH, 1914),
Americamysis almyra (BOWMAN, 1964), Americamysis bigelowi (W.
TATTERSALL, 1926), Neomysis mercedis (HOLMES, 1897),
Neomysis americana (S.I. SMITH, 1874), Praunus flexuosus
(MULLER, 1776) e Tenagomysis novaezealandiae (THOMSON, 1900).

Nos Estados Unidos, a EPA (Environmental Protection
Agency), desenvolveu uma metodologia para teste de toxicidade crénica
de ciclo de vida, adequado para misidaceos das espécies Mysidopsis
bahia, Homelsimysis costata, Mysidopsis intii e Neomysis integer
(USEPA, 2002a), considerados apropriados para o clima norte
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americano. A mesma agéncia também define um método para testes de
toxicidade cronica de curta duracdo (7 dias), para 0 misidaceo da espécie
Mysidopsis bahia (USEPA, 2002b). J4 a ASTM (American Society for
Testing and Materials), sugere o uso das espécies Mysidopsis bahia e
Mysidopsis bigelowi (ASTM, 2008).

A espécie Mysidopsis juniae ndo foi citada em nenhum dos
documentos padronizados pela EPA e pela ASTM, demonstrando a
necessidade de desenvolvimento de estudos para a verificagdo da
viabilidade de padronizagdo desse organismo para testes de toxicidade
cronicos, ja que essa € uma das espécies nativas de misidaceos do
Brasil, encontrada no canal de S3o Sebastido em S&o Paulo (BADARO-
PEDROSO et al., 2002) e padronizada para ensaios de toxicidade aguda
pela Associagdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT (ABNT, 2011).

Vérios estudos para verificacdo da toxicidade aguda ja foram
realizados no Brasil com esse organismo, como por exemplo, os efeitos
do benzeno na capacidade de nado (MARTINEZ et al., 1992), a andlise
de efluentes industriais lancados em é&reas estuarinas (PROSPERI,
1992), a avaliacdo da toxicidade de tintas anti-incrustantes (CASTRO et
al., 2011), o monitoramento do Canal de Sdo Sebastido em Sdo Paulo
(LOPES et al., 1997), andlise de risco dos residuos do herbicida
quinclorac em éreas de rizicultura irrigada (RESGALLA JR. et al.,
2007). Em Santa Catarina, um estudo a partir de uma revisdo da
literatura, demonstrou que os misidaceos estdo entre os mais sensiveis
organismos para as substancias de referéncia Cobre, Cromo, Zinco e
Dodecil Sulfato de Sodio (RESGALLA JR. e LAITANO, 2002). Esses e
outros estudos subsidiam a possibilidade do uso de M. juniae como uma
espécie adequada para testes de toxicidade crénica.

Na década de 90, um estudo de toxicidade crbnica de curta
duracdo foi realizado no canal de Sdo Sebastido em Sdo Paulo com M.
juniae, porém o estudo que colecionou amostras durante 18 meses nédo
apresentou diferencas significativas nas varidveis relacionadas ao
tamanho e a sobrevivéncia dos organismos. No quesito fecundidade, os
valores do controle ndo se encaixaram dentro do minimo aceitavel e
apenas 0 peso seco apresentou variacdo em algumas das amostras
coletadas. Foram também observadas anormalidades morfoldgicas no
desenvolvimento do urépodo e do télson (BADARO-PEDROSO e
NIPPER, 1993).

Ja no ano de 2010, uma adaptacdo do padrdo de curta duracdo
sugerido pela EPA, foi utilizada para avaliar a toxicidade de amostras de
efluentes langados no complexo estuarino do Jundiai/Potengi em Natal
no Rio Grande do Norte. Apesar dos efeitos sobre a sobrevivéncia e a
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fecundidade terem se mostrado eficientes para a analise de efluentes,
uma amostra onde a concentracdo de xenobidticos normalmente esta
mais elevada que em uma amostra ambiental, o estudo concluiu que a
mensuracgdo do peso seco, sugerida pela norma € invidvel (NICODEMO,
2010).

Estes estudos preliminares feitos com a espécie, utilizando os
padrdes de curta duracdo sugeridos pela Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos, reforcam a necessidade de definicdo de um padréo
para teste de toxicidade crbnica de longa duracdo, com misidaceos
encontrados no Brasil, ja que os estudos realizados com o padrdo
americano apresentaram nos dois casos citados determinada ineficiéncia,
seja pela dificuldade de mensuragdo de alguma caracteristica, como por
exemplo o peso seco (NICODEMO, 2010), como pela ndo verificacdo
de efeitos adversos na presenca de poluentes ou ndo aceitabilidade dos
resultados (BADARO-PEDROSO e NIPPER, 1993).

2.3 0 ORGANISMO MARINHO Mysidopsis juniae

Os misidaceos (Crustacea: Mysidae) sdo pequenos crustaceos
semelhantes a camardes, e possuem como caracteristica especifica a
presenga de uma pequena bolsa para armazenar e carregar seus filhotes,
conhecida como marsupio (BADARO-PEDROSO et al., 2002;
MAUCHLINE, 1982).

Os misidaceos pertencem a superordem Pericarida com
aproximadamente 1188 espécies (MESS, 2012) ja descritas,
representando a maior parte da dieta de determinados peixes. A
classificacdo do organismo Mysidopsis juniae é a seguinte (MESS,
2012):

Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Subfilo: Crustacea
Classe: Malacostraca
Subclasse: Eumalacostraca
Superordem: Pericarida
Ordem: Mysida
Familia: Mysidae
Género: Mysidopsis
Espécie: Mysidopsis juniae
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Esses organismos possuem caracteristicas para o uso em testes de
toxicidade pelo seu ciclo de vida curto (aproximadamente 60 dias),
sensibilidade a uma ampla variedade toxicos, facilidade de manuseio e
cultivo em laboratério (NIMMO e HAMAKER, 1982; NIPPER et al.,
1993).

A Figura 2 apresenta exemplares de Mysidopsis juniae
(SILVA,1979) (CRUSTACEA: MYSIDACEA), com destaque para o
marsupio da fémea.

3 Supm

(b)

Figura 2: Exemplares de Mysidopsis juniae. (a) Fémea com destaque
para o marsupio (b) macho.

No Brasil, alguns estudos e normas técnicas definem os padrfes
para o cultivo de M. juniae em laboratério. Essas condicdes gerais de
cultivo recomendadas (ABNT, 2011; BADARO-PEDROSO et al.,
2002; CETESB, 1992) sdo resumidas no Quadro 2.

Os misidéaceos sdo omnivoros (ORTEGA-SALAS et al., 2008) e
podem se alimentar de pequenas particulas aderidas a superficie do
corpo bem como capturar organismos planctdnicos. A distribui¢do
geogréfica das espécies de misidaceos ndo é totalmente conhecida, mas
sabe-se que eles sdo encontrados nos trés maiores oceanos e em todas
latitudes, cobrindo diferentes condi¢Ges de temperatura (MAUCHLINE,
1982).

A reproducéo é sexuada e 0s estagios reprodutivos compreendem
a oviposicao e fertilizacdo, seguida pelo desenvolvimento marsupial e
pos-marsupial. Nos estagios de oviposicdo e fertilizacdo 0s ovos séo
transportados através do oviduto para o marsupio, apés a fertilizacéo.
No desenvolvimento marsupial, 0s juvenis passam por trés estagios
principais: embridnico, larval e pdés-larval. Apds o desenvolvimento
marsupial, 0s organismos chegam ao estagio de juvenis, quando eles sdo
liberados do marstpio (WITTMANN, 1981).
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Quadro 2: Resumo das condicbes de cultivo e manutencdo de
Mysidopsis juniae em laboratorio.

Item (BADARO- (CETESB, (ABNT,
PEDROSO et al., | 1992) 2011)
2002)
Agua de Agua do mar Agua marinha | Agua do mar
diluicdo filtrada natural (limpa e | natural ou
sequencialmente filtrada), ou reconstituida,
através de reconstituida pHde7,8a
membrana de com pH entre 8,3
celulose de25e3 | 7,8e8,3
pm e carvao
ativado
Volume de 50 mL/individuo 1 misidaceo/ 1 adulto
agua de jovem até atingira | 100 mL para reprodutor/
diluicdo maturidade sexual | adultose 1 100 mL ou
e depois 100 misidaceo para | 50 mL para
mL/individuo 50 mL para cada jovem
adulto juvenis
Troca de 4gua | Duas vezes por Uma troca total | Renovagéo

semana, sendo a
primeira total e a

e outra para
separacao dos

total semanal

segunda 1/3 do filhotes e
volume retirada de
sujeira
Recipiente de | Cubas de Material inerte, | Recipiente de
cultivo polietileno ou de transparente e vidro ou
vidro, com com tampa outro
capacidade de 10 material
litros inerte
Numero de 200 jovens e apds | 80 a 100 (de Depende do
organismo / a separagdo de acordo com o0 volume do
recipiente machos e fémeas, | tamanho do recipiente. A
manter 3 fémeas: 1 | recipiente — 8 proporcao é
macho (em geral oul0L) de 1 macho
60 fémeas: 20 para 4
machos) fémeas.
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Continuagdo — Quadro 2: Resumo das condi¢bes de cultivo e
manutencdo de Mysidopsis juniae em laboratorio.

Item (BADARO- (CETESB, (ABNT, 2011)
PEDROSO et al., | 1992)

2002)

Alimentacdo | Diariamente sdo Diaria com Nauplios de
fornecidos néuplios de Artemia sp. com
néuplios de Artemia com 72 h de idade,
Artemia sp. 24 horas ou enriquecidos
enriquecidos com | com 72 horas com 6leo de
oOleo de figado de | enriquecida peixe e 6leo de
bacalhau e 6leo com 6leo de figado de
de peixe, na figado de bacalhau na
proporcéo de 0,1 | bacalhau e 6leo | proporcédo de 0,1
mL de cada 6leo | de peixe. A mL de cada um
para 100 mL de guantidade de | dos Gleos para
agua do mar. A nauplios 100 mL de agua
Alimentacdo é fornecida varia | de cultivo. A
diferenciada de de acordo com | quantidade de
acordo com a aidade e nauplios
idade dos ndmero de fornecida
organismos misidaceos. diariamente por

organismo varia
conforme a
idade.

Salinidade 33,5£1,5%0 32 a 36%o 32 a 36%o

Luz Usual em 120 a 300 lux Luminosidade
laboratério difusa

Fotoperiodo | 16 hluz8h 12 a 16 horas 12 a 16 horas de
escuro de luz luz

Aeracdo Suave OD acimade 4 | Constante e

mg.L™* suave

Temperatura | 25+2°C 25+2°C 23a?27°C

Controles Temperatura da Aeragdo e -

diarios agua, ambiente temperatura
(méxima e méaxima e
minima), aeragdo | minima da
e quantidade de cultura

alimento
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Continuagdo — Quadro 2: Resumo das condi¢bes de cultivo e
manutencdo de Mysidopsis juniae em laboratorio.

Item (BADARO- (CETESB, (ABNT, 2011)
PEDROSO etal., | 1992)
2002)
Controle de Teste mensal com | Mensal com Mensal. Deve-
sensibilidade a substancia de sulfato de se manter carta
das culturas referéncia sulfato | zinco ou controle
de zinco dodecil sulfato | montada a
(ZnS04.7H,0) de sédio partir de testes
com
substancia
referéncia
sulfato de
zinco ou
dodecil sulfato
de sadio.
Controles O numero de Salinidade, -
semanais adultos é pH, OD,
registrado a cada | amonia, nitrito.
troca total de
agua, niveis de
amonia e nitrito,
OD, pHe
salinidade.

Para o desenvolvimento de uma metodologia utilizando

misidaceos como organismo teste, podem ser utilizadas ferramentas de
engenharia para auxiliar nas decisdes e tomadas de acdo, buscando
garantir um método adequado para atender as necessidades relacionadas
a avaliacdo toxicoldgica.

2.4 FERRAMENTAS PARA O DESENVOLVIMENTO DE
PRODUTQOS E PROCESSOS

Para o desenvolvimento de um produto ou processo, algumas
ferramentas de engenharia podem auxiliar na concepgdo inicial,
definicdo de padrdes e a¢des preventivas, visando conceber um produto
e processo adequado as necessidades especificas a que se propde com
robustez para garantia dos resultados esperados.
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Neste capitulo serdo tratadas trés ferramentas utilizadas para o
desenvolvimento do método de toxicidade crénica, a saber, o
Desdobramento da Funcdo Qualidade, a Analise de Modos e Efeitos de
Falhas e a metodologia Six Sigma.

2.4.1 Desdobramento da Funcdo Qualidade

O desdobramento da funcdo qualidade tem como finalidade
principal assegurar que o projeto final de um produto ou servigo atenda
as necessidades para as quais foi proposto (MARTINS e LAUGENI,
2006; SLACK et al., 2009), sendo uma ferramenta auxiliar no projeto e
desenvolvimento de produtos e processos (ROZENFELD et al., 2006).
Um modelo da matriz é apresentado no Apéndice Al.

Essa ferramenta tenciona identificar as relagfes entre os objetivos
e as caracteristicas técnicas para esse atendimento, bem como as
interacdes entre esses fatores. O Desdobramento da Fungéo Qualidade -
QFD (Quality Function Deployment), conhecida também como casa da
gualidade, é uma ferramenta que foi desenvolvida no Japdo no final da
década de 70 no estaleiro da Mitsubishi (SLACK et al., 2009), que teve
a finalidade de integrar necessidades definidas por clientes ao
desenvolvimento de produtos e processos. Essa ferramenta foi uma
resposta a0 movimento do controle da qualidade total (TQC)
(FERNANDES e REBELATO, 2006).

Cada ciclo do QFD relaciona as necessidades (“objetivos™) com
0s requisitos ("como se deseja fazer"), buscando identificar na matriz de
relacionamento a intensidade dessa relagdo entre eles por meio do uso
de simbolos (FERNANDES e REBELATO, 2006).

Na matriz estdo contidas as se¢fes “qués” (requisitos), “comos”
(forma de atendimento do requisito), avaliacdo competitiva (comparagédo
com outros produtos ou processos ja existentes), relacionamento de
“qués” versus “comos”, avaliacdo técnica e a relacdo de “comos” versus
“comos”. Embora detalhes do QFD possam variar, o principio comum é
a busca pela identificacdo dos requisitos para um produto ou servico e
relacionéa-los com caracteristicas que traduzam esses objetivos na préatica
(MARTINS e LAUGENI, 2006; SLACK et al., 2009). A Figura 3
explicita de forma esquematica uma matriz QFD.

Para o preenchimento da matriz, devem ser em primeira instancia
avaliados os requisitos (“qués”). Estes serdo os norteadores para o
desenvolvimento do produto ou processo. Para cada um dos “qués” (1)
deverdo ser avaliadas formas de atendimento, representadas pelos
“comos” (2). Esse item devera ser uma especificacdo técnica capaz de
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satisfazer o maximo dos requisitos especificados. Apds o preenchimento
dos primeiros dois itens, é iniciado o processo de classificacdo.
Primeiramente é elaborada uma escala de importancia (3) para o
requisito e preenchida no campo, sendo 0 mais relevante com nota dez e
0s menos relevantes com notas inferiores, buscando estabelecer uma
ordem de prioridade (SLACK et al., 2009).

/ N
7 \

/,,/ \\
od i
~~ Comos x Comos (5) .
o :
= .
= 2
8 =
2 ©
o o g—
o
g £EQ 8
2 8~ o
£ S
g S
E E:
Ques (1) & | Relagho Qués x Comos (4) | &
Importancia
Absoluta (6) Pontuagéo total (7)
Importancia o
relativa (8) Classificagao geral (9)
Dificuldade . o
técnica (10) Valor da dificuldade técnica (11)

Figura 3: Diagrama esquematico de uma matriz QFD explicitando os
campos a serem preenchidos para o processo de andlise de
caracteristicas versus métodos.

Fonte: Adaptado de (SLACK et al., 2009)

Efetuada essa pontuacéo, procede-se com a avaliacdo dos “qués X
comos”. Essa relacdo é feita por meio de simbolos que possuem um
valor intrinseco. Essa simbologia é apresentada no Quadro 3. Quanto
mais forte a relacdo, maior o valor que deve ser atribuido.
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Quadro 3: Simbologia a ser utilizada para a avaliacao das relacdes "qués
X comos" na matriz QFD.

Simbolo Significado Valor associado
® Relacdes fortes 9
O Relacbes médias 3
A Relagdes fracas 1

Fonte: (SLACK et al., 2009)

Terminado o preenchimento das relagbes “qués x comos”, é
iniciado o processo para avaliar os “comos X comos”. Para essa
avaliacdo também é utilizada uma simbologia, porém apenas de forma
gualitativa, ndo havendo um valor numérico associado ao simbolo. Essa
atividade tem como objetivo identificar se algum dos “comos”
selecionado para atender aos “qués”, pode sofrer ou causar interferéncia
em outro “como” (SLACK et al., 2009). A simbologia para classifica¢do
desse quesito é apresentada no Quadro 4.

Quadro 4: Simbologia para relacionamento de “comos x comos” na
matriz QFD.

Simbolo Significado
i Fortemente positivo
©) Positivo
* Negativo
0 Fortemente negativo

Fonte: (SLACK et al., 2009)

Vencida a etapa de classificacdo e relacionamento, é calculada a
importancia absoluta de cada um dos “comos”, por meio da
multiplicagdo dos valores atribuidos na importancia dos requisitos (3)
com o valor intrinseco de cada um dos simbolos do relacionamento
“qués x comos”. O somatdrio dessa multiplicacdo resulta na pontuacéo
total (7) da importancia absoluta (6) (MARTINS e LAUGENI, 2006;
SLACK et al., 2009).

A classificacdo geral (9) é uma ordenacdo decrescente dos
valores da pontuacgdo total, representando assim a importancia relativa

(8).

No campo de dificuldade técnica é estabelecida uma escala de 1 a
5, sendo 5 para “comos” com grande dificuldade de execugédo e 1 para
baixissima dificuldade de execucdo. Valores intermediarios sdo
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permitidos. Esta etapa tem como objetivo informar os “comos” com
menor dificuldade técnica para sua consecu¢do (SLACK et al., 2009).

A Ultima etapa trata da comparagdo dos “qués” do produto ou
processo entre o desenvolvimento proposto e outros ja ofertados. Nesta
fase, verifica-se se a proposta esta oferecendo um produto, processo ou
servico melhorado em relagéo ao que ja esta disponivel (SLACK et al.,
2009).

De posse de todas essas informacdes, é possivel estabelecer a
melhor relagdo de como atender determinados requisitos, buscando
garantir um produto, processo ou servico de alta qualidade.

Apesar do uso da Matriz QFD orientar a forma para o
atendimento a requisitos de um produto, processo ou servico, é essencial
gue durante o processo de desenvolvimento sejam avaliadas as possiveis
falhas de cada um dos “comos”, tendo como intengdo, desenvolver
medidas mitigadoras, de forma a garantir a robustez do produto,
processo ou servico desenvolvido. Para tal, a analise dos modos e efeitos
de falhas é uma ferramenta que pode ser de grande valia.

2.4.2 Anélise dos modos e efeitos de falhas

Sempre que um processo é executado, existe a possibilidade da
ocorréncia de falhas. Atuar apenas na corre¢do de falhas causa impacto
direto no tempo de execucdo e custos de um processo, além de
possibilitar a baixa confiabilidade nos resultados obtidos. As falhas
podem ocorrer por fatores humanos, materiais ou procedimentais
(SLACK et al., 2009).

A Anélise dos Modos e Efeitos de Falhas - FMEA (Failure
Modes and Effect Analysis) tem por objetivo a identificacdo das falhas
potenciais em produtos e processos e direcionar para medidas de
prevencdo dessas falhas antes que elas ocorram (MCDERMOTT et al.,
2009; SLACK et al., 2009). Essa ferramenta foca na prevengdo de
defeitos, melhoria da seguranca e satisfagdo de clientes e
preferencialmente deve ser aplicada durante a fase de desenvolvimento
de produtos e processos em todos os seus estdgios (MCDERMOTT et
al., 2009; ROZENFELD et al., 2006).

A FMEA ¢é uma ferramenta que foi desenvolvida na década de
60, durante a missdo Apollo, pela agéncia norte-americana NASA
(National Aeronautics and Space Administration). Essa metodologia
orienta a identificacdo de forma sistematica das potenciais falhas em
sistemas, processos ou servicos. ldentifica efeitos, causas e, a partir
disso, proporciona condic¢des para a definicdo de acOes que vislumbram
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minimizar ou eliminar os riscos associados a essas falhas. Apesar dessa
ferramenta ter sido desenvolvida na década de 60, apenas no final da
década de 70 ela passou a ser utilizada pela Ford Motors Company para
a fabricacdo de automoveis, tornando-a amplamente conhecida para o
desenvolvimento de produtos e processos (FERNANDES e
REBELATO, 2006; MCDERMOTT et al., 2009).

A FMEA de processos pode ser aplicada em um a ampla
variedade de situagBes relacionadas a produtos e servicos, ndo apenas
por organizacfes de manufatura como também para servicos, empresas
com ou sem fins lucrativos, publicas, privadas, ou outras organizacfes
governamentais e ndo governamentais. Essa ferramenta pode dar suporte
a qualquer tipo de processo ou de projeto (MCDERMOTT et al., 2009).

A FMEA consiste em avaliar todas as possibilidades de falhas em
produtos e processos (MARTINS e LAUGENI, 2006). Uma falha pode
ser um mau funcionamento ou a perda completa da funco. Para avaliar
a potencialidade de uma falha ocorrer, a FMEA considera a severidade
de cada falha, ou seja, as consequéncias decorrentes da existéncia da
falha, a probabilidade ou frequéncia da falha ocorrer e por ultimo a
deteccdo da falha, que trata da probabilidade de detectar a falha caso ela
ocorra (MCDERMOTT et al., 2009). A partir das trés componentes,
severidade, ocorréncia e detec¢do, 0 método promove a priorizagdo dos
modos de falha que acarretam o0s maiores riscos e que merecem atengdo
(FERNANDES e REBELATO, 2006).

A aplicacdo da ferramenta para o desenvolvimento de processos
acontece por meio de uma sucessdao de etapas, sendo iniciada pela
definicdo de um lider para a FMEA e a formacdo de uma equipe que
possua conhecimento sobre o processo ou produto a ser avaliado. As
etapas subsequentes consistem na identificacdo de todas as fases do
processo, listagem das formas pelas quais estes processos poderiam
falhar, identificacdo dos efeitos dessas falhas, identificacdo das causas
potenciais, avaliacdo da severidade, ocorréncia e deteccdo da falha,
calculo do nimero de priorizacdo de risco (NPR), planejamento de
acOes para minimizacdo das falhas, execucdo das acles para
minimizac&o do risco de falha e recdlculo do NPR (MCDERMOTT et
al.,, 2009; SLACK et al., 2009). Para a organizacdo de todas essas
informacbes a FMEA utiliza uma folha de trabalho (worksheet)
(Apéndice A2). A anélise qualitativa é convertida em numérica com 0s
itens severidade, ocorréncia e deteccdo pontuados em escala de 1 a 10.

O Quadro 5 sugere a escala de pontuacdo a ser aplicada para a
Severidade, o Quadro 6 para a Ocorréncia e 0 Quadro 7 para a Deteccao.
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Quadro 5: Escala da pontuagdo para classificagdo da severidade

Severidade | Descricdo

1 Severidade pequena
2a3 Severidade baixa

4a6 Severidade moderada
7a8 Alta severidade

9 Severidade muito alta
10 Severidade catastréfica

Fonte: (SLACK et al., 2009)

Quadro 6: Escala de pontuacdo para a classificacdo da ocorréncia

Ocorréncia | Descricdo

1 Probabilidade remota de ocorréncia
2a3 Baixa probabilidade de ocorréncia
4a6 Probabilidade moderada de ocorréncia
7a8 Alta probabilidade de ocorréncia
9al0 Probabilidade muito alta de ocorréncia

Fonte: (SLACK et al., 2009)

Quadro 7: escala de pontuacdo para a classificacdo da deteccdo

Deteccdo | Descricdo

1 Probabilidade remota que o defeito passe despercebido
2a3 Baixa probabilidade que o defeito passe despercebido
4a6 Probabilidade moderada que o defeito passe despercebido
7a8 Probabilidade alta que o defeito passe despercebido
9al0 Probabilidade muito alta que o defeito passe despercebido

Fonte: (SLACK et al., 2009)

A partir da pontuacdo definida para cada uma das falhas
analisadas na FMEA é possivel o calculo do nimero de priorizagdo de
risco (NPR), por meio da multiplicacdo da severidade pela ocorréncia e
pela detec¢do. Quanto maior o valor do NPR, maior o risco de
determinada falha. Dessa maneira, devem ser priorizadas para acgdes as
falhas que possuem os maiores valores de NPR, sendo que estas devem
possuir agdes que visem a minimizacgdo desse risco.
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Outras ferramentas podem auxiliar na andlise para a concep¢do
do novo produto ou processo, como por exemplo as empregadas pela
metodologia 6 Sigma (Six Sigma)

2.4.3 Ferramentas da Metodologia Six Sigma

O Six Sigma (6c) € composto por um conjunto de ferramentas
para analise e solucdo de problemas. Essa metodologia teve origem na
Motorola em meados da década de 80 para melhorar a satisfacdo dos
clientes por meio da melhoria da qualidade e reducdo de custos
(LARSON, 2003). Muitas companhias como a General Electric, Allied
Signal, Raytheon e Delphi Automotive tem implementado o 6c e
transformado seus processos produtivos, por meio da melhoria da
performance operacional (CHAKRAVORTY, 2009).

A metodologia 6c tem como principio a melhoria continua de
produtos, processos e servicos, sendo que muitas das ferramentas
incorporadas a ela buscam por meio da andlise estatistica direcionar a
tomada de decisdo (JACOBS e CHASE, 2009). Neste trabalho serdo
utilizadas as ferramentas de mapa de raciocinio (mind map),
planejamento de experimentos - DOE (Design of Experiments) e andlise
de sistema de medigdo (ASM).

Os mapas de raciocinio, ou mapas mentais séo elaborados com o
intuito de organizar o raciocinio critico e reter informacdes acerca de um
problema que estd sendo estudado, facilitando a compreensdo de
informacBes essenciais (NOONAN, 2012), evitando idas e vindas
repetidas do pesquisador a um mesmo tema.

Os mapas de raciocinio possuem forma livre, geracdo ilimitada de
informacGes, ideias e ligagbes, que auxiliam na promogdo da
criatividade e no raciocinio critico por meio do dominio do
conhecimento. Estes mapas incitam a solucdo de problemas,
organizando o pensamento de forma ndo linear e estabelecendo relac6es
(NOONAN, 2012).

Para a construcdo de um mapa de raciocinio é necessario o
desenho na érea central de uma folha de papel, com o topico principal a
ser estudado. A este tdpico séo ligadas linhas curvas com os subitens
que buscam elucidar o tdpico principal. Cada um dos subitens deve
receber uma nomenclatura ou uma imagem para identifica-lo. Cada
subitem deve estar ligado ao topico principal ou a outro subitem por
meio de uma linha curva, que é usada para fazer o relacionamento entre
os itens (NOONAN, 2012). A partir das hipoteses tragadas no mapa de
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raciocinio é possivel planejar experimentos para a aceitacdo ou rejeicdo
das hipdteses. Esses experimentos sdo elaborados por meio da
ferramenta DOE — Design of Experiments.

O DOE é uma ferramenta que propicia o desenvolvimento de
estudos utilizando maultiplas variaveis ao mesmo tempo (JACOBS e
CHASE, 2009), minimizando a quantidade de experimentos necessarios,
além de favorecer o entendimento das interagdes entre as variaveis
analisadas. Conceitualmente, ele € um planejamento fatorial, no qual se
estabelecem os fatores e os niveis de avaliacdo. Os DOE séo técnicas
eficientes de experimentacdo que identificam as variaveis chave para um
processo (Xs) e seus valores ideais para obtencdo de resultados (Y's)
com minimas variagdes. Ele também fornece informages acerca do que
é critico e ndo critico ao processo por meio de modelos de regressdo ndo
linear multivariada (TAGHIZADEGAN, 2006).

O DOE ¢ avaliado estatisticamente pela analise de variancias
(ANOVA). A rigor, devem ser estabelecidas em um plano de
amostragem as condicBes nas quais determinadas variaveis devem ser
testadas. A tabulacdo dos resultados indicard quais das variaveis
influenciam de forma mais relevante as respostas medidas (BAAS,
2007). Porém, para que seja possivel a correta analise das variacdes que
um processo sofre em decorréncia de mudancas nos niveis de variaveis,
torna-se necessario avaliar se o sistema de medicdo é adequado para
esse fim.

Dessa maneira, outra ferramenta de grande valia é a analise de
sistemas de medicdo (ASM), que tem por objetivo avaliar se um sistema
de medicdo é confiavel (TAGHIZADEGAN, 2006) e se as variacdes
causadas por ele ndo interferem nos resultados do que estd sendo
medido, j4 que um sistema que Ié medidas incorretamente,
necessariamente leva a conclus@es erréneas (BAAS, 2007).

Espera-se que um sistema de medicdo consiga apresentar
precisdo, ou seja, se uma mesma peca € medida repetidas vezes pelo
mesmo instrumento, o valor encontrado em cada medida deveria ser
precisamente igual. Quando se fala em precisdo, basicamente o que se
busca é repetibilidade de reprodutibilidade. Para avaliar esses dois
fatores existem varios métodos estatisticos, incluindo ANOVA, cartas
de controle XR, Gage R&R e Gage cartas de controle (BAAS, 2007). A
repetibilidade é a busca por medidas iguais, usando 0 mesmo
instrumento, sendo feitas leituras pela mesma pessoa. A
reprodutibilidade est4 ligada a obtencdo da mesma medida, variando a
pessoa que realiza a leitura.
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O estudo “Gage R&R crossed” é conduzido para descrever o
desempenho do sistema de medicdo por meio da interpretacdo das
variagdes no processo de medigdo, por meio de analise grafica e de
resultados estatisticos. Neste sistema é possivel quantificar o percentual
de participagdo na variacdo total das medidas de cada um dos
componentes do sistema, neste caso, repetibilidade, reprodutibilidade,
operadores e diferencas entre as pecas medidas. Almeja-se que o sistema
possua a maior participacdo nas variacdes causadas pelas diferencas
entre as pegas, 0 que reforgaria a discriminacao do sistema, que pode ser
descrita como a capacidade de visualizar a diferenca entre cada uma das
pecas avaliadas. As contribuicdes de repetibilidade, reprodutibilidade e
de operador devem ficar abaixo de 10% para garantir um sistema
confiavel (BAAS, 2007).



3 METODOLOGIA
3.1 CULTIVO DE Mysidopsis juniae

Para o desenvolvimento do estudo proposto, foram utilizados
organismos da espécie Mysidopsis juniae provenientes do cultivo do
Labtox, uma empresa instalada junto a fundacdo BioRio na cidade do
Rio de Janeiro (RJ), sendo que tanto o cultivo quanto os testes de
toxicidade ocorreram no laboratério de Toxicologia Ambiental da
Universidade da Regido de Joinville — UNIVILLE, em S&o Francisco do
Sul, que opera em parceria com o Laboratorio de Toxicologia Ambiental
— LABTOX/ENS/UFSC.

O inicio do cultivo, sua manutencdo e a verificacdo da
sensibilidade dos organismos foi realizado de acordo com as
recomendacfes das normas L5.251:1992 da Cetesb (CETESB, 1992),
15308:2011 da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT,
2011) bem como as recomendacdes de (BADARO-PEDROSO et al.,
2002).

De forma geral, as normas e demais referéncias da literatura
oferecem direcionamentos para o cultivo, porém todos os parametros a
serem controlados sdo apresentados dentro de uma faixa de variacéo,
sendo entdo necessario o estudo das condigdes 6timas de cultivo visando
a maximizacdo da reproducdo e minimizacdo da mortalidade, além da
manutencao da sensibilidade dos organismos.

Para esse estudo, a primeira etapa consistiu na analise das
condicdes fisicas para manutencdo de minimas variacGes nos parametros
indicados como relevantes para o cultivo dos organismos. Assim, foi
montado um mapa de raciocinio (Figura 4) para identificar quais seriam
0s pardmetros que poderiam sofrer variacdo durante o cultivo,
decorrente das condi¢des do laboratério. Esse mapa direcionou o DOE
para identificacdo das condigGes fisicas mais indicadas para minimizar
essas variagoes.

A partir do mapa de raciocinio, foi elaborado um planejamento de
experimento (DOE), considerando as varidveis nos baldes preenchidos
em cinza, na Figura 4. O experimento foi executado durante 7 dias
consecutivos e o0s dados coletados apds decorrido esse tempo. Foram
montados experimentos com duas réplicas para cada tipo de frasco. O
plano de amostragem para o DOE é apresentado no Quadro 8.
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Figura 4: Mapa de raciocinio para identificacdo das condicdes fisicas
para o cultivo de Mysidopsis juniae.



63

Quadro 8: Parametros a avaliar conforme indicacdes do mapa de
raciocinio, bem como os niveis de variagdo considerados para cada um
dos fatores, visando a execucdo do planejamento fatorial.

Recipiente Aeracdo Tampa
Frasco de vidro 2 Com Com
litros

Frasco de vidro 2 Com Sem
litros

Frasco de vidro 2 Sem Com
litros

Frasco de vidro 2 Sem Sem
litros

Erlenmeyer 1 litro Com Com
Erlenmeyer 1 litro Com Sem
Erlenmeyer 1 litro Sem Com
Erlenmeyer 1 litro Sem Sem
Copo plastico 500 Com Com
mL

Copo plastico 500 Com Sem
mL

Copo plastico 500 Sem Com
mL

Copo plastico 500 Sem Sem
mL

Para que fosse possivel simular uma tampa nos erlenmeyers foi
utilizado filme de PVVC (mesmo filme utilizado para embalar alimentos)
como elemento para vedar o gargalo. No copo plastico e no frasco de 2
litros foram utilizadas tampas plasticas especificas dos mesmos, sendo
gue todos os experimentos foram mantidos nessas condigdes por sete
dias consecutivos.

A andlise dos dados foi feita pelo médulo DOE (Design of
Experiments) do software estatistico Minitab 16, da Minitab Inc. Para a
avaliacdo dos resultados, foram utilizados os gréaficos dos efeitos
principais (main effects plot) e das intera¢des (interactions plot).

Apos a escolha das condicbes fisicas para a condugéo do cultivo e
de testes de toxicidade que minimizaria variacbes nos parametros
controlados no cultivo, principalmente relacionado a salinidade e
direcionadas pelo mapa de raciocinio, foi elaborado um estudo para
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analise da melhor condicdo de salinidade e temperatura (condicGes
ideais de cultivo).

A temperatura é uma caracteristica fisica das aguas considerada
um dos fatores mais importantes nos fendmenos bioldgicos existentes no
cultivo. Todas as atividades fisioldgicas dos organismos (respiracéo,
digestdo, excrecdo, alimentacdo, movimentos) estdo intimamente ligadas
a temperatura da agua. Quanto mais alta a temperatura, maior a
atividade dos organismos e consequentemente, maior consumo de
oxigénio (QUAYLE et al., 1989).

O simples aumento ou queda da temperatura a limites fora da
faixa toleravel pelas respectivas espécies podem levar, sem influéncia de
um agente toxico, a morte dos organismos (KNIE e LOPES, 2004).

O fator salinidade é importante para o desenvolvimento das
espécies cultivadas, pois cada uma possui uma faixa ideal em que se
desenvolve melhor. Valores diferentes da faixa ideal levam ao
crescimento lento e quando extremos podem levar a mortalidade
(FOCKEDREY et al., 2006; FOCKEDEY et al., 2005).

Para esse estudo, foi elaborado um DOE, considerando como
resposta a sobrevivéncia dos organismos, em diferentes condi¢cdes de
salinidade e temperatura. Os fatores e niveis avaliados no DOE séo
apresentados no Quadro 9 e baseados em dados presentes na literatura.
O teste teve duracdo de 60 dias e os organismos foram expostos em
triplicata para cada uma das condi¢6es definidas no DOE do Quadro 9.

Quadro 9: Fatores e niveis avaliados no DOE para descoberta das
condicdes ideais de salinidade e temperatura para o cultivo de
Mysidopsis juniae.

Salinidade (%o) Temperatura (°C)
28 17
28 25
28 28
32 17
32 25
32 28
35 17
35 25
35 28

Além dos fatores que exigiram estudos, outras condicdes foram
escolhidas de acordo com o recomendado pelas normas e literatura
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pesquisada (ABNT, 2011; BADARO-PEDROSO et al., 2002; CETESB,
1992), sendo elas o fotoperiodo de 12/12h (claro/escuro), alimentacdo
diaria com nauplios de Artemia sp. com 48 h de vida e enriquecidos com
6leo de peixe e 6leo de figado de bacalhau, aeracdo branda e constante,
com limpeza semanal total dos aquéarios. A agua utilizada para o cultivo
foi reconstituida a partir de agua deionizada com adicdo de sal marinho
da marca Red Sea Salt. A quantidade de organismos foi limitada a no
maximo 1 adulto para 50 mL de agua.

3.2 ANALISE DA SENSIBILIDADE DOS ORGANISMOS
CULTIVADOS

O controle de sensibilidade da cultura foi realizado com o uso da
substancia referéncia Dodecil Sulfato de Sédio (DSS) e a carta controle
foi elaborada no software Minitab 16, a partir dos valores de CLsgggn)
calculados pelo método dos Probitos, no mesmo software. Quando os
dados ndo apresentavam normalidade para 0 uso do método dos
Probitos, o teste de sensibilidade era repetido.

Para esse teste de sensibilidade sdo expostos 10 organismos em
triplicada (30 no total) para cada concentracdo de DSS, sendo elas: 0
(controle); 2 mg.L™; 4 mg.L™; 8 mg.L™"; 12 mg.L™" e 16 mg.L™. Os
organismos sobreviventes foram quantificados apés 96 horas de
exposicdo. O teste possui validade quando a mortalidade no controle ndo
excede 10% do total de organismos expostos nessa condicdo. Para
iniciar um teste de toxicidade é essencial a verificacdo da sensibilidade
dos organismos, buscando garantir a confiabilidade dos resultados.

3.3 ESTUDO DAS VARIAVEIS PARA A DEFINICAO DO METODO
PARA O TESTE DE TOXICIDADE CRONICA

Com o objetivo de desenvolver o teste de toxicidade cronica, foi
necessario o estudo de varidveis que apresentassem algumas
caracteristicas para oferecer respostas relevantes ao final do ensaio. Este
estudo foi realizado com a aplicagdo da matriz QFD. O modelo da
matriz em branco, elaborada em uma planilha eletrénica do Excel® &
apresentado no Apéndice Al.

Nesta matriz sdo descritos 0s requisitos necessarios para atender a
uma determinada necessidade (“qués™) e estes sdo relacionados com a
forma pela qual serdo atendidos (“comos”).

Para a elaboragdo da matriz, foram primeiramente definidos os
objetivos (“qués™) do teste que seria proposto a partir de premissas
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técnicas e de ordem operacional, além da classificacdo da importancia
de cada um dos itens para a concepg¢do do método. Concluida esta etapa,
procedeu-se com o preenchimento dos “Comos” da matriz, a partir da
listagem de varidveis medidas por autores (FOCKEDEY et al., 2006;
GHEKIERE et al., 2007; MCKENNEY JR e CELESTIAL, 1996;
VERSLYCKE et al., 2007) pesquisados para identificacdo da toxicidade
crbnica em organismos Vivos.

Terminadas as duas primeiras etapas, foi feito o relacionamento
entre 0s “qués” e “comos” para promover um entendimento da
importancia absoluta e relativa de cada “como” para o atendimento aos
objetivos do teste (“qués”). O calculo para essa quantificacdo é feito
pelo somatorio da multiplicacdo do valor atribuido para cada “como”
versus “qué”. A equacdo para esse calculo é expressa na eq.1:

IA(x) = ¥7_, Y%, Como; X Qué; (eq. 1)

Também foi avaliada a relacdo de “Comos” versus “Comos” para
caracterizar as relagBes entre cada uma das varidveis propostas. Esse
relacionamento auxilia na identificacdo de varidveis que sdo muito
semelhantes e possuem relagdo positiva entre si, e varidveis que séo
antagobnicas, oferecendo uma relacdo negativa, proporcionando um
direcionamento na tomada de decisdo para a escolha dos “Comos” mais
adequados.

A outra etapa foi a avaliacdo da dificuldade técnica para a
execucgdo de determinado “como”, principalmente no que diz respeito a
disponibilidade de equipamentos, qualificagio da mé&o-de-obra e
metodologia para execucdo da variavel.

A Ultima etapa foi a comparacéo entre 0 método proposto e dois
métodos validados existentes para ensaio com misidéaceos utilizados no
hemisfério norte, para condicbes de clima diferenciados do Brasil
(ASTM, 2008; USEPA, 2002b). Essa avaliacdo teve por objetivo
identificar se 0 método desenvolvido é tdo eficiente e da respostas de
mesmo nivel ou melhoradas em relagdo ao que esta disponivel para
paises de clima temperado.

3.3.1 Previséo de falhas na aplicacdo da metodologia e medidas de
prevencao

Apos a definicdo das variaveis a serem medidas no teste de
toxicidade cronica, foi necessario efetuar um estudo para prever as
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falhas na aplicacdo da metodologia e sugerir 0os controles ou ac¢Ges de
prevencdo, neste caso, foi utilizada como ferramenta a FMEA. Essa
ferramenta prevé o uso de uma equipe de trabalho para seu
preenchimento, sendo assim, a equipe foi montada com um estudante de
iniciacdo cientifica e trés estudantes de mestrado que trabalham no
laboratério de Toxicologia Ambiental na Univille, além do coordenador
dos trabalhos. Essa equipe teve como tarefa, avaliar para cada um dos
processos a serem executados durante o ensaio de toxicidade cronica,
guais os modos de falha, os efeitos se essa falha acontecesse, a causa
potencial da falha, bem como pontuar a severidade (S), ocorréncia (O) e
detecgdo (D), conforme escala sugerida por (SLACK et al., 2009) e
listar todas essas informacBes na planilha FMEA. Também foram
definidos os meios de controle ou sugestfes de agdes para minimizacéo
do risco de cada falha. Um modelo vazio da planilha elaborada em
Microsoft Excel® pode ser visualizada no Apéndice A2.

3.3.2 Analise do sistema de medigéo

O processo de medicdo é uma das tarefas criticas do método, ja
gue podem ocorrer variagfes causadas pelo proprio sistema de medicdo
utilizado em decorréncia da troca de técnicos que efetuam a atividade ou
até mesmo por dificuldade do técnico manter um padrao adequado, além
da capacidade do equipamento utilizado oferecer resolucéo adequada.

Dessa maneira, optou-se por definir um padrdo de medicdo e
avaliar se o sistema utilizado possuia reprodutibilidade, repetitividade e
discriminacdo para medir os organismos. A analise do sistema de
medicdo foi realizada por meio de um estudo Gage R&R, com o
objetivo de avaliar se o sistema de medi¢do estava adequado. O plano de
amostragem definido para a avaliacdo do sistema de medicdo é
apresentado na Figura 5.
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Figura 5: Plano de amostragem para o desenvolvimento da analise do
sistema de medicdo com lupa e escala milimétrica acoplada a lente
ocular.

3.4 APLICACAO DO METODO DESENVOLVIDO EM ESTUDOS
DE CASO

Nesta etapa, foram feitas aplicacdes da metodologia desenvolvida
em dois diferentes estudos de caso. O primeiro deles com amostras
ambientais da Baia da Babitonga (BB), com o intuito de verificar quais
os locais da BB que poderiam oferecer toxicidade crbnica aos
organismos teste e o segundo deles, com nanoparticulas de 6xido de
cobre, um material muito utilizado em tintas anti-incrustantes para
cascos de navios. Neste segundo experimento, buscou-se detectar a
concentracdo de nanoparticulas em suspensdo na agua salgada, que ndo
oferece efeitos cronicos ao organismo teste.

3.4.1 Estudo de caso da Baia da Babitonga

Foram selecionados 3 pontos diferentes dentro da baia da
Babitonga e um ponto préximo ao Arquipélago das Gragas, uma regido
exterior a baia (Figura 6), para a identificagdo dos efeitos que as
amostras de adgua podem causar aos organismos-teste, comparados a
controles preparados com a agua que o cultivo do laboratério. A area
selecionada esta contida no complexo estuarino da baia de Babitonga,
situada ao norte do litoral catarinense, entre as coordenadas geograficas
de -26° 00’ (extremo norte) -26° 26’ (extremo sul) e 48°29° (extremo
leste) 49°12° (extremo oeste) (KNIE, 2002). No entorno da baia estéo
situados os municipios de Sdo Francisco do Sul, Araquari, Barra do Sul,
Itapod, Garuva e Joinville.
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Figura 6: Locais de amostragem selecionados na foz do Rio Cachoeira
(P1), proximo ao Porto de Sdo Francisco do Sul (P2), préximo a Praia
do Capri (P3) e proximo ao Arquipélago das Gracas (P4).
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A oeste, a Baia da Babitonga limita-se pela unidade
geomorfoldgica da serra do mar (ROSA, 2002) e, a leste, a Ilha de Séo
Francisco subdivide o complexo em dois setores: a baia da Babitonga e
o canal do Linguado. A baia da Babitonga é composta por trés bacias
hidrograficas perfazendo uma area total de 160 km2 Dados de
batimetria mostram uma profundidade média de 6 m com oscilacéo de
maré de 1,30 m em periodos de 6 horas aproximadamente. O volume de
4gua é de 7,8 x 10° m* com renovacéo diaria de 20% (IBAMA, 1998).

O primeiro ponto de amostragem est4 localizado na foz do rio
Cachoeira (P1) na area mais interior do estuario, onde as variacdes de
marés causam gradientes de salinidade da ordem de 17 a 22%o
(OLIVEIRA et al., 2006). Este local recebe aproximadamente 90% de
todo esgoto da cidade de Joinville que possui um sistema de coleta e
tratamento em cerca de 16% do seu territdrio, além da descarga de
efluentes de mdltiplas industrias (OLIVEIRA et al., 2006),
principalmente do ramo metalomecanico. Neste local ha uma marina
(area 88.540 m?) que executa manutencdo de barcos e possui uma doca
de abastecimento. Dessa forma, o local selecionado pode ser
considerado um lugar de alta possibilidade de descargas de poluentes.

O Segundo ponto selecionado para estudo esta localizado nas
proximidades do Porto de Sdo Francisco do Sul (P2). Neste local, varias
fontes de poluicdo como a dragagem de sedimentos, navegagdo,
descarga de agua de lastro de navios, derramamentos de 6leo e contato
com tintas anti-incrustantes, bem como descarga de esgoto doméstico
nao tratado estdo presentes.

O ponto de amostragem P3 esta localizado na praia do Capri,
préximo a uma éarea de cultivo de moluscos. Assim como no ponto P1,
h& uma marina na regido, porém de menor porte (area de 3.000 m?),
além do despejo de esgoto doméstico ndo tratado. Neste local ndo ha
atividade industrial e a vegetacdo é ainda amplamente preservada. O
gradiente de salinidade na regido é pequeno (30 a 32%.), sofrendo uma
pequena influéncia das marés, principalmente pela proximidade com o
oceano (BOHM, 2010).

O quarto e ultimo ponto selecionado (P4) foi proximo a ilha das
Gragas, regido de mar aberto, nas proximidades da Baia da Babitonga.
Esse ponto foi selecionado para efeitos de comparacdo com as areas
mais interiores & Baia.

As amostras de &gua para a realizagdo dos ensaios foram
coletadas nos 4 pontos selecionados da baia de Babitonga, sendo todos
georreferenciados com GPS da marca Garmin. O estudo de caso
limitou-se a inferir sobre as amostras testadas, ndo tecendo conclusoes a
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respeito de fatores climaticos, meteoroldgicos e variacdes temporais ou
sazonais, porém todas as coletas foram realizadas na auséncia de
precipitagdo. As coletas foram feitas em galdes de polietileno
higienizados, com capacidade para 5 litros cada, deixando-se um
pequeno volume vazio nos mesmos para a expansao da dgua quando
congelada. As coletas foram realizadas em profundidades que variaram
de 0,5 a 1,0 metro de profundidade e congeladas no méaximo 2 horas
apos o envase, visando a manutencdo das caracteristicas iniciais da
amostra seguindo as recomendacdes de (GREENBERG et al., 1998).
Parametros fisico-quimicos foram medidos in situ com o auxilio de uma
sonda multiparamétrica da marca Hanna com o objetivo de quantificar
pH, solidos dissolvidos totais, temperatura, oxigénio dissolvido e
salinidade. Também foram analisados esses parametros no inicio e fim
de cada teste.

Foram feitas coletas em 19 galBes de 5 litros por dia, durante 5
dias consecutivos em cada um dos pontos dentro da Baia da Babitonga,
no mesmo horario, para que fosse possivel obter uma amostra composta
de 4gua em diferentes condi¢des de maré. Para cada ponto foram
coletados 475 litros de agua para preparacdo de uma amostra composta
para entender a condicdo média do ambiente estudado.

No ponto de coleta em mar aberto, as amostras foram coletadas
em uma Unica campanha, em funcdo das variagdes da qualidade da agua
em mar aberto serem minimizadas em relacdo ao interior da baia pela
elevada circulacdo de &gua (OLIVEIRA et al.,, 2006), que recebe
continuamente despejos das cidades circunvizinhas, além da dificuldade
técnica de deslocamento até o ponto de coleta e dos riscos associados as
questdes climaticas.

Apb6s o periodo final de coleta as amostras de &gua foram
descongeladas e misturadas em um tanque previamente higienizado,
para obtencdo de uma amostra composta homogénea daquele ponto, na
semana especifica de coleta. Foram medidos os pardmetros fisico-
guimicos dessa amostra composta com o auxilio da sonda
multiparamétrica da marca Hanna com o objetivo de calcular as
necessidades de correcdo de salinidade. A agua do tanque teve a
salinidade corrigida para 32%., Vvisto que os misidaceos sdo cultivados
de acordo com as recomendacdes das normas L5.251 (CETESB, 1992),
NBR 15308 (ABNT, 2011) e também de (BADARO-PEDROSO et al.,
2002). A correcdo de salinidade teve como objetivo minimizar
interferéncias na observacdo de efeitos toxicos cronicos causadas por
stress dos organismos pela mudanca de ambiente. N&do foram feitos
outros tratamentos para a agua, como por exemplo filtrag&o.
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A quantidade inicial de 180 misidaceos (90 para o controle e 90
para a amostra) foi exposta as duas condi¢cbes em triplicata (30
misidaceos por réplica), durante 60 dias de teste, 0 que compreende
cerca de 2/3 do seu ciclo de vida. As condi¢bes de teste seguiram o
método desenvolvido neste estudo. Como esses organismos S$do
cultivados em laboratério ndo foi necessario periodo de adaptacao para o
inicio dos testes cronicos. Os organismos foram submetidos a duas
condicdes diferentes, sendo a primeira o controle negativo, contendo a
mesma agua usada para o cultivo e a segunda com a amostra de agua da
baia da Babitonga a ser testada. A agua foi renovada semanalmente,
durante todo o periodo de exposicao.

Em todos os casos supracitados foram utilizados aquéarios
higienizados e codificados de acordo com as caracteristicas do
experimento, seguindo as recomendacbes do comité de ética em
pesquisa da Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC. Um
exemplo de etiqueta que foi utilizada para a identificacdo dos aquarios é
apresentada no Apéndice A3. A etiqueta é fixada com uma linha de
nylon no gargalo do recipiente de teste.

Também foram monitoradas diariamente as temperaturas
ambiente do laboratério da dgua do teste, sendo anotados na planilha do
Apéndice A4 os valores maximos e minimos de cada uma dessas
temperaturas no momento da chegada ao laboratério, para observar o
comportamento da temperatura durante o periodo noturno e na saida do
expediente, para observar o comportamento da temperatura ao longo do
dia a partir da leitura dessa informacdo em um termdémetro digital
(Apéndice A5).

Os ensaios de toxicidade crbnica foram realizados na estrutura
fisica do Laboratério de Toxicologia Ambiental da Universidade da
Regido de Joinville (Univille), em cooperacdo do o Laboratério de
Toxicologia Ambiental (LABTOX) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Os resultados desse estudo de caso geraram
informacGes para um artigo cientifico que foi aceito para publicacdo no
periodico FRESENIUS ENVIRONMENTAL BULLETIN, conforme
aceite e artigo apresentado no ANEXO I.

3.4.2 Teste de toxicidade cronica com nanoparticulas de 6xido de
cobre

A metodologia utilizada para a preparacdo e caracterizacdo da
suspensdo foi baseada em na literatura e realizada com algumas
adaptagdes do modelo sugerido (BLINOVA et al., 2010; HEINLAAN et
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al., 2011). A solugdo utilizada neste trabalho foi preparada usando a
nanoparticulas de 6xido de cobre adquiridas pela MTI Corporation
(Richmond, CA, USA). A suspenséo foi preparada a uma concentragdo
de 2g.L™, pesando 2 g e diluindo em 20 mL de 4gua ultra pura (c = 18,1
MQ cm). A solucdo foi colocada em erlenmeyer de 50 mL em banho de
gelo e colocada sobre um agitador magnético e sonicada por 30 minutos
em um Disruptor de Células Ultra Sénico. Apds este processo, o0 volume
da suspenséo final foi aferido até completar 1 litro com agua ultra pura.

A caracterizagdo das suspensOes foi realizada a partir de uma
solucdo de 2g.L*. A forma e a distribuicio do tamanho das
nanoparticulas de 6xido de cobre apds o processo de ultra som foram
avaliados por Microscopia de Transmissao Eletronica - TEM — 100 KV
do Laboratdrio Central de Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC.
Para a leitura no TEM, depositou-se uma gota da amostra sobre o grid
de 300 mesh. Deixou-se secar por 24 horas antes da leitura no
microscopio. Nao foi usado contraste.

Antes de proceder o teste de toxicidade cronica foi realizado um
teste agudo (ABNT, 2011). Essa etapa teve como finalidade, subsidiar
as concentragdes que seriam utilizadas para o teste crénico.

Para o teste agudo foram utilizadas soluc@es de nanoparticulas de
Oxido de cobre (NPs de CuO) com concentragdes de 2, 4, 8, 16 e 32
mg.L™ em agua deionizada reconstituida com sal marinho da marca Red
Sea, juntamente com um controle (dgua idéntica ao do cultivo). Foram
expostos 10 organismos com idade entre 3 e 5 dias em cada uma das
diluigdes e no controle, em triplicata, durante 96 horas. Os organismos
foram alimentados com nauplios de Artemia sp. Ap6s o periodo de teste
foi quantificado o nimero de mortos.

Para o teste cronico, como se tratou de um ensaio semi-estatico, a
renovacdo total da agua foi executada semanalmente nos aquarios do
controle e da amostra, mantendo as mesmas concentrac@es iniciais de
nanoparticulas. Diferentemente das amostras ambientais da BB, este
teste com as nanoparticulas foi iniciado com organismos que ja
possuiam dimorfismo sexual, com idade entre 21 e 23 dias de vida. A
guantidade inicial de organismos para o teste cronico foi de 160
misidaceos, sendo 80 para o controle e 80 cada diferente concentracéo
de NPs de CuO.

O teste cronico com as NPs teve duracéo total de 31 dias, visando
promover um estudo inicial para verificagdo da possibilidade de redugéo
do tempo total do teste de toxicidade cronica proposto.

Os nascimentos e mortalidade foram acompanhados nos dias 0, 5,
7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28 e 31. O periodo para a primeira reproducdo
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da segunda geracdo também foi acompanhado nos dias supracitados. As
medidas do tamanho total dos organismos foram feitas nos dias 7, 16, 25
e 31.

Tanto para o teste agudo quanto para o teste cronico, as condigdes
fisicas, fisico-quimicas e de alimentacdo foram analogas as do cultivo.

A andlise de dados fisico-quimicos foi feita através da média e
desvio-padrao, aplicacdo da Andlise de Variancia, teste Qui-Quadrado e
geracgdo de graficos, com o uso do software MASCOTE, desenvolvido
em VBA (Visual Basic for Applications) no Excel® 2010, para a
concentragdo de 75 ug.L™. As concentracdes de 50 e 100 ug.L™ foram
analisadas com o software Minitab 16.

3.5 DESENVOLVIMENTO DE PROGRAMA DE COMPUTADOR
PARA GESTAO E TABULACAO DO TESTE DE TOXICIDADE
CRONICA

Apo6s o desenvolvimento do método para teste de toxicidade
crbnica, foi desenvolvido um software baseado na linguagem Visual
Basic for Applications — VBA, presente no software Excel 2010 ®.

Foram consideradas para o software as caracteristicas fisico-
guimicas e bioldgicas a serem acompanhadas, a periodicidade de coleta
das informacdes e uma forma de tabulacdo padronizada, utilizando
tabelas, graficos e estatistica inferencial baseada na analise de variancias
(ANOVA) e teste Qui-Quadrado ().

A linguagem de programacdo foi escolhida em funcdo da
facilidade de uso, orientada a objeto e de que grande parte dos
computadores utilizados no mundo possuem o aplicativo Excel®, nédo
obrigando o usuario a fazer uma instalacdo, e sim apenas a abertura de
um arquivo que contém as rotinas pré-definidas.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CULTIVO DE Mysidopsis juniae

Para o estabelecimento do cultivo de Mysidopsis juniae, foram
adquiridos organismos na fundacdo BioRio no Rio de Janeiro
(laboratdrio Labtox). Este laboratério presta servigos de ensaios de
toxicidade agudos com misidaceos para as mais diversas finalidades.

A partir do lote inicial de organismos, buscou-se cultivar os
misidaceos conforme normas e recomendacdes da literatura (ABNT,
2011; BADARO-PEDROSO et al., 2002; CETESB, 1992). Percebeu-se,
no entanto, que como as indicagdes desses documentos preveem faixas
nas quais os organismos podem ser cultivados, seria necessario entender
quais as condicBes Otimas para esse cultivo. Os primeiros fatores dos
quais se buscou conhecimento foram as condic¢Bes fisicas, buscando
minimizar as variacdes de salinidade e de volume de agua nos
recipientes, com o uso de um sistema semi-estatico. A avaliacdo foi
realizada por meio da execu¢do de um DOE em que foram combinadas
as diferentes condi¢Oes. A leitura das informagdes relativas a salinidade
e volume final foi feita apdés uma semana de funcionamento do
experimento.

Apos a execucdo do experimento planejado, todos os fatores
avaliados mostraram-se como relevantes, pois dependendo das
condices escolhidas, sdo minimizadas ou maximizadas as variagdes no
volume e na salinidade da agua. Os dados obtidos com esse estudo sdo
apresentados em forma de Quadro no Apéndice A6. Os graficos dos
efeitos principais e das interacGes sdo apresentados nas Figuras 7 e 8
para a variagdo na salinidade e nas Figuras 9 e 10 para as variagdes no
volume em relacdo ao volume inicial.

A interpretacdo do Gréafico da Figura 7 é realizada a partir da
comparagdo da linha tragada no valor médio (linha que recorta o grafico
horizontalmente) com a linha gerada pela tabulacdo dos dados para cada
uma das condicOes avaliadas. Quando a linha apresentada esta paralela a
média, como é o caso da ligagdo entre o frasco 1 (Recipiente de vidro) e
2 (Erlenmeyer de 1 litro), secdo (a) do gréfico, a interpretacdo é de que
os dois métodos possuem comportamentos muito semelhantes, nédo
diferindo significativamente entre si. Pode-se notar que a variagdo de
salinidade tanto para o uso do frasco 1 quanto do 2, varia
aproximadamente 2%.. Quando avalia-se o frasco 3 (Copo plastico de
500 mL) a linha que representa a ligagdo dele com o frasco 2 possui uma
forte inclinagdo, atravessando a linha do valor médio, demonstrando que
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ha diferencas relevantes entre eles. A variacdo média do processo
utilizando o frasco 3 foi de 10 g.L™ e quando este é comparado com os
frascos 1 e 2, demonstra-se menos eficaz para a manutencdo de baixa
variacdo na salinidade.
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Figura 7: Gréfico dos efeitos principais para a variagdo no pardmetro
salinidade em %.. Frasco: 1 = Recipiente de vidro de 2 L; 2 =
Erlenmeyer de 1 L; 3 = Copo plastico de 500 mL. Aeragdo: 1 = com; 2 =
sem. Tampa: 1 = com; 2 = sem. A inclinagdo das linhas demonstra
variacdo entre as condi¢Ges analisadas. Quanto maior a inclinacéo,
maiores as varia¢fes entre uma condicdo e outra.

Quando é analisada a condicéo de presenca e auséncia de aeracao,
nota-se pela inclinacdo da linha que liga 0 método 1 (com aeracdo) com
0 método 2 (sem aeracdo) que ha diferencas representativas entre as
condi¢des avaliadas. A manutencdo do processo sem aeracdo seria a
condicdo mais adequada, com variac&o préxima a 2 g.L™, considerando
a analise da se¢do (b) do gréfico da Figura 7.

Para o fator tampa, demonstrado pela secdo (c) do grafico da
Figura 7, observou-se uma forte influéncia da presenca de tampa (1)
para a manutencao de variagdes minimas na salinidade quando este dado
é comparado com a auséncia de tampa (2). A variagdo com a presenca
de tampa ficou proximo a 3%. e na auséncia de tampa em torno de 7%eo.
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Considerando apenas a andlise dos graficos da Figura 7, seria
possivel concluir que a melhor condicdo para garantir variacdes
minimas na salinidade seria utilizar o Frasco 1 ou 2, na presenca de
tampa e sem aeragéo

Porém, como serdo efetuadas apenas trocas de dgua uma vez por
semana no cultivo e nos testes de toxicidade, a aeracdo torna-se
condicdo técnica necessaria. Para fazer um refinamento das informagdes
apresentadas pelo grafico dos efeitos principais da Figura 7, foi
elaborado o gréfico das interacGes (Figura 8).
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Figura 8: Grafico das interacbes para a variacdo no parametro
salinidade. Frasco: 1 = Recipiente de vidro de 2 L; 2 = Erlenmeyer de 1
L; 3 = Copo pléstico de 500 mL. Aeracdo: 1 = com; 2 = sem. Tampa: 1
= com; 2 = sem. A inclinacdo das linhas demonstra variacdo entre as
condicdes analisadas. Quanto maior a inclinacdo, maiores as variagdes
entre uma condicéo e outra.

No grafico das interacdes fica facilitada a interpretacdo de como
cada um dos fatores avaliados interage com o0s outros. Fazendo uma
andlise da secdo (a) do grafico da Figura 8, nota-se que a presenca da
aeracdo € mais influente na variacdo da salinidade quando o frasco 3 é
utilizado (linha tracejada em verde), causando alteragdes da ordem de
20%o, quando essa combinagdo é feita. Para os frascos 1 e 2 (linhas
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tracejadas em vermelho e preto) a aeracdo exerce pouca influéncia,
sendo que a presenca de tampa minimiza ainda mais essas variacoes,
ficando muito proxima a zero (se¢do (b) do gréafico). Dessa forma pode-
se concluir que o uso dos frascos 1 ou 2 com a presenca de tampa, pode
possuir aeracdo € mesmo assim manter com variagdo minima a
salinidade do meio, sendo possivel aplicar essa combinagdo para o
cultivo ou testes de toxicidade semi-estaticos, com periodos de troca de
uma semana.

Com relacéo ao volume de &gua final nos frascos as conclusdes
sdo0 muito semelhantes as da salinidade, ja que os frascos 1 e 2
apresentaram os melhores valores médios de manutenc¢do do volume de
dgua. A auséncia de aeracdo e a presenca de tampa também foram
fatores que promoveram essa menor variagdo na salinidade. A secdo (a)
do gréfico apresentado na Figura 9 apresenta a variagdo no volume em
relagdo aos frascos utilizados.
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Figura 9: Grafico dos efeitos principais no parametro de variacdo no
volume da agua ap6s uma semana de teste. Frasco: 1 = Recipiente de
vidro de 2 L; 2 = Erlenmeyer de 1 L; 3 = Copo pléstico de 500 mL.
Aeracgdo: 1 = com; 2 = sem. Tampa: 1 = com; 2 = sem. A inclinacdo das
linhas demonstra variacdo entre as condi¢des analisadas. Quanto maior a
inclinacéo, maiores as varia¢Oes entre uma condicéo e outra.
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O Recipiente de vidro e o Erlenmeyer mantiveram mais que 90%
do volume inicial de &gua, enquanto que o frasco 3 (copo plastico)
mantém menos que 75% do volume inicial.

A presenca de aeragdo (1), secdo (b) do grafico da Figura 9,
promove uma maior evaporacdo da agua, como seria esperado, em
relagdo a auséncia de aeracdo, que mantém mais de 95% do volume
inicial. Assim como para a salinidade, a presenca de tampa é benéfica,
como € demonstrado pela secédo (c) do gréafico da Figura 9.

O refinamento das informagBes de variagdo no volume inicial de
agua, também foi realizado a partir do grafico das interacdes (Figura
10).
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Figura 10: Grafico das interagcBes no parametro de variagcdo no volume
da dgua apds uma semana de teste. Frasco: 1 = Recipiente de vidro de 2
L; 2 = Erlenmeyer de 1 L; 3 = Copo pléastico de 500 mL. Aeragdo: 1 =
com; 2 = sem. Tampa: 1 = com; 2 = sem. A inclinagdo das linhas
demonstra variacdo entre as condi¢des analisadas. Quanto maior a
inclinacdo, maiores as variagdes entre uma condigdo e outra.

Percebe-se que o volume de &gua € influenciado mais fortemente
apos os 7 dias de teste quando do uso do frasco 3 (copo plastico),
apresentado pela linha tracejada verde, na se¢do (a) do gréfico da Figura
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10, e que a presenca de tampa também auxilia na minimizacdo da
variacdo do volume de agua (secdo (b) do gréfico).

Assim, conclui-se que 0 uso do Frasco de vidro de 2 litros assim
como o Erlenmeyer de 1 litro, utilizando-se tampa e aeracdo, sao
condigdes apropriadas para a minimizagdo da variacdo no volume de
agua.

Portanto, as condi¢des que se mostraram mais adequadas para o
cultivo semi-estatico de misidaceos seriam utilizando Recipientes de
vidro de 2 litros ou Erlenmeyers de 1 litro, ambos com tampa e com
aeracdo. Para o cultivo, visando concentrar maior quantidade de
organismos em um mesmo frasco, sugere-se 0 uso dos Recipientes de
vidro de 2 litros com tampa, na presencga de aeracdo branda, j& para a
realizacdo dos testes de toxicidade cronica semi-estaticos, como a
guantidade de organismos é reduzida em relagdo ao cultivo, sugere-se a
substituicdo do Recipiente de vidro de 2 litros por Erlenmeyers de 1
litro, poupando assim espaco no laboratdrio.

Além da definicdo do tipo de recipiente e condi¢Bes de aeracao,
os fatores abioticos salinidade e temperatura foram avaliados para
definir as condicGes de teste. Partindo-se da analise das Figuras 11 e 12,
é possivel perceber que a condi¢do que garante a maior percentual de
sobrevivéncia ao final de 60 dias de experimentacdo € a de salinidade
32%o0 e temperatura de 25 °C. Os dados referentes a esse ensaio Sao
apresentados na forma de Quadro no Apéndice A7.

Como a inclinagdo da linha na secéo (a) do gréfico da Figura 11 é
grande entre a salinidade 32%o. € as salinidades 28 e 35%o, afirma-se que
ha diferencas entre essa salinidade e as outras para a sobrevivéncia dos
organismos, sobretudo porque a linha atravessa a média do grafico.
Quando sdo comparadas as salinidades 28 e 35%o, a sobrevivéncia é
muito semelhante, da ordem de 5 a 10% apo6s 60 dias de teste.

Além da salinidade, o fator temperatura foi avaliado. Pela
interpretacdo da se¢do (b) do gréfico da Figura 11, a maior
sobrevivéncia é obtida na temperatura de 25 °C, na faixa de 25%,
enquanto que as temperaturas de 17 e 28 °C tiveram sobrevivéncia
préxima a 10%.
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Figura 11: Gréfico dos efeitos principais para identificagdo da média da
mortalidade em diferentes condi¢des de temperatura e salinidade.

No grafico da Figura 12 (interacdes) observa-se que a
combinagdo de temperatura 25 °C e salinidade 32%. (ponto central da
linha tracejada em vermelho) maximiza a sobrevivéncia dos organismos
substancialmente quando comparada com as outras condigdes (cerca de
45%) apds 60 dias de teste.

Dessa maneira, sugere-se que o teste de toxicidade seja mantido
com temperatura controlada na faixa de 25 °C, de acordo com as
recomendacfes de (ABNT, 2011) e com salinidade de 33+1%o, j4 que
salinidades muito maiores ou menores que essa, apresentaram condigdes
desfavoraveis para a sobrevivéncia do organismo teste. O
monitoramento da salinidade é efetuado com o auxilio de um
refratdbmetro (Apéndice A8) e o monitoramento da temperatura é
realizado com o auxilio de um termémetro digital que registra as
temperaturas maxima e minima do ambiente do laboratdrio e da agua. O
fotoperiodo recomendado € de 12/12h (luz/escuro), e a alimentagdo é
feita com nauplios de Artemia sp., enriquecidos com 6leo de peixe e
Oleo de figado de bacalhau, conforme estabelecido na norma brasileira
para ensaios de toxicidade aguda. O processo de eclosdo de Artemias é
realizado diariamente, sendo montados dois diferentes frascos: o
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primeiro para eclosdo dos cistos e 0 segundo para enriquecimento dos
nauplios.
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Figura 12: Grafico de interagdes entre a temperatura, salinidade e o
percentual de sobrevivéncia nas condicOes testadas, ap6s 60 dias de
teste.

4.2 SENSIBILIDADE DOS ORGANISMOS CULTIVADOS

Apoés definidas as condi¢bes Gtimas de cultivo, iniciou-se o
processo de acompanhamento da sensibilidade dos organismos. Essa
atividade foi realizada por meio de ensaios de toxicidade aguda com o
uso da substancia referéncia Dodecil Sulfato de Sddio. Os organismos
foram expostos durante 96 horas a concentragdes que variam de 0
(controle) a 16 mg.L™. O calculo da CLso(esn) foi realizado com o auxilio
do software estatistico Minitab 16 da Minitab Inc. Os dados da CLsoggn)
sdo acompanhados ao longo do tempo por meio de uma carta controle
dos valores individuais (I) e da amplitude moével (AM). Os misidaceos
devem manter-se com sensibilidade de até 2 desvios padrdo em relacdo
a média, sendo ndo recomendavel mais que 7 pontos do mesmo lado da
linha da média, o que indicaria uma alteracdo no nivel da sensibilidade
(ABNT, 2011). Os dados utilizados para a elaboracéo da carta-controle
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estdo presentes no Apéndice A9. A carta-controle utilizada no
laboratério é apresentada na Figura 13.

A andlise da carta controle pode ser realizada de forma simples.
Espera-se que nenhum dos valores da CLsggen) extrapole os limites de
controle (linhas em vermelho). Nesta condicdo, significa que ndo ha
pontos com variacdo superior a 2c (2 desvios-padrdo). Outro requisito, €
gue ndo haja tendéncia na carta controle, que pode ser detectado pela
existéncia de 7 pontos consecutivos de um mesmo lado da linha média
na carta dos valores individuais (ABNT, 2011). O valor da média de
sensibilidade com os pontos obtidos ficou em 4,838 mg.L ™, e o desvio-
padrdo em 1,4988 mg.L™.
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Figura 13: Carta controle da sensibilidade dos misidaceos cultivados no
laboratorio. Os dados sdo dos valores individuais da CLsgggn).

Além da interpretagdo da carta controle, elaborou-se um teste de
normalidade de Anderson-Dartling dos dados de CLsgsny, apresentado
na Figura 14.

Como o valor obtido de “p” (legenda do grafico apresentado na
Figura 14) para o teste de normalidade de Anderson-Darling foi de
0,423 (superior a 0,05), para um intervalo de confianca de 95%, pode-se
dizer que os dados seguem uma distribuicdo normal, comprovando
novamente que os valores de CLsygsn Obtidos durante os testes de
sensibilidade ndo estdo variando de forma abrupta ao longo do tempo. O
acompanhamento deve continuar sendo feito de forma mensal (ABNT,
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2011) para garantia do uso de proles em teste de toxicidade que
possuam sensibilidade dentro da faixa conhecida pelo laboratério.

T Normalidade: Anderson-Darling
Valor de p 0,423
™\ Média 4,8377
\\ Desvio-Padrdo  1,4988
— \\ Variancia 2,2463
n 20
2 3 4 5 6 7
—{ 7T}
95% Confidence Intervals
Mean 4 b -
Median ; .
40 45 5,0 5,5 6,0

Figura 14: Teste de normalidade de Anderson-Darling da CL50(gsn
calculada nos testes de sensibilidade com Dodecil Sulfato de Sédio. O
valor de p > 0,05 representa que ndo ha diferencas significativas nas
populagdes testadas, para um intervalo de confianca de 95%.

Finalizada a etapa de cultivo e analise de sensibilidade dos
organismos teste, iniciou-se o processo de estudo das variaveis para a
definicdo da metodologia para o teste de toxicidade cronica.

4.3 ESTUDO DAS VARIAVEIS PARA DEFINICAO DO METODO
PARA O TESTE DE TOXICIDADE CRONICA

Esta etapa foi desenvolvida com o auxilio da matriz QFD (Figura
15), sendo possivel a partir do preenchimento da ferramenta, estabelecer
a classificacdo das varidveis a serem sugeridas para a elaboracdo do
teste de toxicidade cronica, bem como comparé-las com os métodos
existentes em outros paises para outras espécies de misidaceos.

O primeiro e mais importante fator € que uma caracteristica
medida deve apresentar relevancia ecoldgica, j& que os estudos de
toxicologia ambiental intentam prever os efeitos sobre grupos de
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individuos ou comunidades, especialmente quando séo realizados
estudos de cunho ecotoxicolégico (PERIN, 2005). Dessa maneira, a
relevancia ecoldgica recebeu como nota para o nivel de importancia o
valor 10. O segundo fator mais importante é a relevancia
toxicoldgica/ecotoxicologica da caracteristica, visando obter uma
indicagcdo quantitativa dos efeitos da exposicdo a xenobidticos. Esse
“qué” recebeu nota 9. Os demais “qués” da matriz QFD, receberam
pontuacdes inferiores, conforme pode ser visualizado na Figura 15.

Como as analises multicriteriais sdo apenas orientativas (GOMES
e DUARTE JR, 1992), ap6s a analise dos resultados da ferramenta, as
caracteristicas que ficaram entre as 4 mais pontuadas, como pode ser
observado pelos valores apresentados nas linha da Importancia Absoluta
e da Importancia Relativa (totalizando 9 caracteristicas chave), foram
novamente julgadas para aplicacdo. Esta segunda analise foi apenas
gualitativa, sendo escolhidas aquelas que foram consideradas mais
simples de serem medidas ou que possuissem um potencial minimizado
de interferéncias na leitura.

No Quadro 10 é apresentado um resumo das caracteristicas que
obtiveram as maiores pontuacdes, bem como é feita uma mencao as
inter-relacdes das caracteristicas citadas. A reproducdo é a Unica
caracteristica que ndo possui uma relagdo direta com as outras listadas.

Considerando o Quadro 10, a primeira caracteristica selecionada
foi a reproducdo, sendo apenas uma contagem simples dos neonatos.
Para esse item foi decidido avaliar a reproducdo da 12 e 22 geragdo, com
0 objetivo de visualizar efeitos geracionais e transgeracionais.
Considerando o0s aspectos ecolégicos, pode-se afirmar que essa
caracteristica esta ligada diretamente & manutencdo da espécie nos
ecossistemas. Além desse fator, como a reproducdo sofre influéncia
direta quando ocorrem variagfes no sistema enddcrino dos misidaceos
(RODRIGUEZ et al., 2007), pode-se sugerir a presenca de compostos
que interferem nesse sistema, causando variagcfes hormonais nos
misidaceos e, portanto na quantidade de neonatos. Dessa maneira, essa
caracteristica possui tanto relevancia ecoldgica como ecotoxicolégica.
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Quadro 10: Caracteristicas chave classificadas com as maiores
pontuacdes.

Nimero da | Caracteristica Relagdo com
caracteristica

1 Reproducdo -

2 Mortalidade 3

3 Populacéo total 2

4 Tamanho total 5 6e7
5 Tamanho do télson 4,6e7
6 Tamanho do end6podo 4,5e7
7 Tamanho do exdpodo 4,5e6
8 Idade para a maturagdo sexual 9

9 Tempo para a 12 reproducdo 8

A segunda caracteristica selecionada foi a mortalidade, sendo
essa uma caracteristica que possui interacdes com a populacdo total.
Essa varidvel traz um indicativo mais direto sobre os efeitos letais em
relacdo a populagdo total, pois ndo sdo considerados como mortalidade
0s organismos retirados para efetuar medicdes. Novamente, essa
caracteristica tem relacdo direta com a manutencdo da espécie nos
ecossistemas.

A terceira caracteristica selecionada foi o tempo para a primeira
reproducdo, que possui relagdo direta com a idade para a maturagédo
sexual. Essa caracteristica foi escolhida em detrimento & outra por
minimizar a manipulagéo dos organismos, o que poderia causar estresse,
além da perda de organismos viaveis para a reproducdo em decorréncia
da analise em microscépio para verificacdo da maturacdo sexual, por
meio do dimorfismo sexual e aparecimento de ovos nos ovidutos. Para
essa caracteristica foram definidas leituras para a 1% e 22 geracdo, de
modo a quantificar efeitos geracionais e transgeracionais. O tempo para
a primeira prole tem relevancia ecotoxicoldgica porque os misidaceos
possuem um complexo sistema endécrino que regula todas as fases do
seu ciclo de vida (WITTMANN, 1981). Variaces nos tempos para
aparecimento das proles podem indicar a presenca de compostos que
promovem alteragdes hormonais nos misidaceos.

A quarta caracteristica elencada foi o tamanho total dos
organismos. Essa caracteristica deve ser avaliada primordialmente na 12
geragdo, mas pode ser avaliada também na 22 geracdo, desde que haja
numero suficiente de organismos para efetuar as medicBes, pois no
processo de medicdo ocorre a letalidade do organismo. Ha interacdes
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entre essa caracteristica e o tamanho do télson, tamanho do end6podo e
tamanho do ex6podo. A mensuracdo do tamanho total do organismo é
facilitada em relagdo as partes do corpo, que podem sofrer danos por
canibalismo. Sugere-se medir os misidaceos do inicio dos olhos até o
ltimo segmento abdominal antes do télson. Essa caracteristica também
pode indicar alteragBes no sistema enddcrino dos misidaceos, ja que seu
crescimento estd diretamente ligado com as mudas, que ocorrem em
fungdo do seu desenvolvimento hormonal (GHEKIERE et al., 2007).

Dessa forma, as varidveis a serem consideradas para a elaboracéo
do método de toxicidade crbnica geracional e transgeracional;
reproducdo, mortalidade, tempo decorrido para a 12 reproducdo na 1% e
na 22 geragdo e tamanho total dos organismos estudados, por possuirem
semelhangas com as demais caracteristicas com pontuagdo equivalente
na matriz QFD. Para que fosse possivel mensurar essas variaveis, foi
definido que o teste de toxicidade crénica terd duracdo de 60 dias
(compativel com todo o ciclo de vida dos misidaceos).

Um resumo das variaveis selecionadas e das analises que poderao
ser observadas a partir desse modelo é apresentado no Quadro 11:

Quadro 11: Variaveis selecionados com o tipo de efeito avaliado e 0
tempo de resposta para mensuracao do efeito.

Variavel Tipo de efeito Tempo de
resposta
Reproducéo da 12 geragéo Geracional Longo
Reproducéo da 22 geragdo Transgeracional Longo
Mortalidade da 1% geracdo Geracional Curto
Tempo para a 12 reproducdo na | Geracional Longo
12 geracdo
Tempo para a 12 reproducdo na | Transgeracional Longo
2% geracéo
Tamanho total dos organismos | Geracional Médio
da 12 geracdo

4.3.1 Frequéncia e metodologia de quantificacéo

Apds a sugestdo das varidveis a mensurar durante o teste de
toxicidade crbnica, torna-se necessario definir a frequéncia e
metodologia de quantificagdo para cada uma delas, objetivando
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mensurar adequadamente os efeitos observados, porém buscando
garantir o minimo de estresse aos organismos em funcdo da
manipulacéo.

Considerando as informacdes listadas no Quadro 11, o Quadro 12
apresenta uma organizacdo para a execucdo do teste de toxicidade,
informando o tipo de avaliacdo, o periodo em que deve ser realizada, as
unidades de medida a utilizar e os instrumentos necessarios para a
guantificacdo do fator analisado.

Quadro 12: Frequéncia e metodologia de quantificacdo das variaveis

definidas para o teste de toxicidade crénica com Mysidopsis juniae.

Variavel Tipo de Periodo Unidade de Instrumentos
avaliagdo medida utilizados
Reproducéo Nao letal Semanal Quantidade de | Contador
da 12 geragdo neonatos mecénico
manual
Reproducéo Néo letal Semanal Quantidade de | Contador
da 22 geragdo neonatos mecanico
manual
Mortalidade Néao letal Primeira Quantidade de | Contador
da 12 geragdo medicdo apds | organismos mecanico
96 horas de mortos manual
teste e apOs
Semanal
Tempo paraa | Ndo letal Diario Numero de Calendério de
12 reproducéo dias para teste
na 12 geracéo ocorréncia da
primeira prole
Tempo paraa | Ndo letal Diério NUmero de Calendério de
12 reproducdo dias para teste
na 22 geracdo ocorréncia da
primeira prole
Tamanho total | Letal Semanal Milimetros Microscopio
dos Optico com
organismos da escala
12 geragéo milimétrica
adaptada a
lente ocular

A frequéncia de medicdo foi definida em funcdo do tipo de
avaliacdo necessaria. Para a mortalidade, sugere-se a primeira medicdo
apo6s 96 horas de teste, com o objetivo de identificar se a amostra esta
oferecendo efeitos agudos aos organismos. Caso ocorra mortalidade
superior a 10% da populacdo neste periodo, o teste deve ser encerrado,
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pois a amostra apresenta efeito agudo sobre os organismos. Caso essa
variagdo ndo ocorra, as contagens subsequentes serdo realizadas sempre
no dia da limpeza dos aquérios (a cada 7 dias). As medidas de
reproducdo, mortalidade e tamanho foram definidas semanais para
coincidir com o dia da troca de agua dos aquarios, momento em que
ocorre a manipulacéo dos organismos, minimizando assim interferéncias
gue poderiam causar estresse. Quanto a natalidade da primeira prole na
primeira e segunda geracdo, o acompanhamento é feito diariamente e
sdo anotados os dias em que ocorreram as primeiras proles no controle e
na amostra.

Apesar da metodologia a ser empregada ter sido definida, podem
ocorrer falhas durante a execucdo do teste. Para visualizar essas
potenciais falhas e prevenir a sua ocorréncia, foi utilizada a ferramenta
FMEA.

4.3.2 Estudo das potenciais falhas no processo do teste de toxicidade
cronica

Para prevenir a ocorréncia de interferéncias nos resultados do
teste de toxicidade, foi elaborado uma anélise dos modos e efeitos das
falhas (FMEA) para cada um dos processos de avaliacdo das
caracteristicas selecionadas para o método desenvolvido. A primeira
FMEA ¢ relativa ao controle do ambiente onde os testes serdo
realizados. Essa FMEA ¢ apresentada no Quadro 13:

Avaliando a FMEA do Quadro 13, nota-se a importancia de
sistemas de seguranca secundarios para a garantia das condicdes de
temperatura, luminosidade e aeracdo do ambiente, além da necessidade
de monitoramento da salinidade para evitar variagdes nesse parametro.
Foram instalados no laboratdrio um condicionador de ar adicional ao
existente (Apéndice A10), com ciclo quente e frio e também um sistema
de aeracdo secundario (Apéndice All), no caso de falhas do sistema
principal, alimentado por um soprador centrifugo. O sistema de aeracédo
e iluminacdo instalado nas estantes do laboratério é apresentado no
Apéndice Al12. Ainda é necesséria a instalagdo de um gerador de energia
elétrica para resolver os problemas de falta de energia elétrica, porém
esse item ainda esta pendente e listado como um investimento
necessario para o laboratorio.



Quadro 13: FMEA do controle do ambiente

realizacdo dos testes de toxicidade cronica.
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Continuagdo — Quadro 13: FMEA do controle do ambiente do
laboratério para realizacdo dos testes de toxicidade crénica.
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No Quadro 14 é apresentada a FMEA para a identificacdo da
primeira prole na primeira e na segunda geracdo. Neste processo uma
das principais falhas que podem ocorrer sdo que o técnico pode
confundir a presenca do alimento, Artemia sp., com 0s neonatos de
misidaceo, ja que o tamanho dos nauplios servidos de alimento é muito
semelhante aos juvenis recém liberados do marsipio. Para essa situacao,
recomenda-se a avaliacdo da natalidade antes de efetuar-se 0 processo
de alimentacdo dos misidaceos, minimizando assim a existéncia de
nauplios de Artemia dentro dos aquérios.

A outras duas falhas com elevado NPR foram a dificuldade de
observacdo dos neonatos em funcdo de seu tamanho reduzido e o
canibalismo de filhotes. Para a primeira falha, recomenda-se efetuar a
leitura em uma superficie de fundo branco com iluminagdo direta na
parte superior do aquario. Quanto ao canibalismo, sugere-se alimentar
0S organismos sempre no mesmo hordrio, em quantidade compativel
com a idade.

No Quadro 15 sdo apresentadas as falhas com maior potencial de
ocorréncia para o processo de quantificacdo da mortalidade dos
misidaceos.
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Quadro 14: FMEA do processo de identificagdo da primeira prole na
primeira e segunda geracdo do teste de toxicidade cronica.
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Nesta avaliagdo, a contagem incorreta, mortalidade de adultos

causada por interferéncias de manipulacdo e a confusdo de sexo dos
organismos se apresentaram mais relevantes. Para a mitigacdo dessas
falhas, os controles definidos foram a utilizagdo de um contador manual
analdgico, analise semanal de caracteristicas que exigem manipulacdo
para diminuir o estresse aos organismos causados por essa atividade e,
capacitacdo dos técnicos por meio de fotos ampliadas em microscdpio
dos misidaceos.
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Quadro 15: FMEA do processo de quantificacdo
misidaceos durante o teste de toxicidade cronica.
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Continuagdo — Quadro 15: FMEA do processo de quantificacdo da

mortalidade dos misidaceos durante o teste de toxicidade cronica.
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No Quadro 16 é apresentada a FMEA do processo de contagem
de neonatos, necessaria para a variavel reproducdo. Essa quantificacdo
deve ser feita na primeira e segunda prole.

Como o processo de quantificacdo de neonatos é muito
semelhante & quantificacdo da mortalidade, os modos de falha potenciais
que variam sdo a ndo observacdo da presenca dos juvenis pelo seu
reduzido tamanho e a confusdo deles com o alimento que é fornecido
(n&uplios de Artemia sp.). Para esses dois modos de falha, os controles
definidos sdo utilizar uma rede para peneirar 0s neonatos e conté-los
num volume menor de agua e alimentar os misidaceos apenas apds 0
processo de contagem e separacdo dos filhotes. Com essas acOes,
espera-se manter sob controle os modos de falha citados.
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Quadro 16: FMEA do processo de quantificacdo de neonatos durante o
teste de toxicidade crénica.
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Continuagdo — Quadro 16: FMEA do processo de quantificacdo de
neonatos durante o teste de toxicidade cronica.
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A FMEA apresentada no Quadro 17 é relativa ao processo de
medigdo dos misidaceos.

Quadro 17: FMEA do processo de medicdo dos misidaceos durante o
teste de toxicidade cronica.
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Continuagdo — Quadro 17: FMEA do processo

misidaceos durante o teste de toxicidade cronica.
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Avaliando-se a FMEA do processo de medi¢do, os itens que

apresentaram maior probabilidade de ocorréncia sdo relativos a
interferéncias na medicdo proveniente do canibalismo e também das
caracteristicas inerentes ao processo de medigdo, como a discriminacao,
repetibilidade e reprodutibilidade. Sendo assim, procedeu-se com a
analise do sistema de medi¢do proposto, utilizando o método Gage
R&R.




99

4.3.3 Analise do sistema de medicao de misidaceos

A definicdo do processo de medicdo partiu inicialmente da
definicdlo do método a ser aplicado. Assim sendo, 0 processo de
medicdo considera trés fatores primordiais, o primeiro o equipamento a
ser utilizado, o segundo a forma de medig&o e o terceiro, o fator humano
envolvido para a execugdo da medicao.

O equipamento selecionado para efetuar as medi¢Bes foi uma
lupa com escala milimétrica (microscopio estereoscdpico) instalada na
lente ocular. Esse equipamento pode ser visualizado na Figura 16.

Figura 16: Lupa selecionada para o desenvolvimento do método para
avaliacéo do sistema de medicéo de misidaceos.
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Esta lupa possui escala milimétrica acoplada na lente ocular,
dessa forma, o proximo item a ser definido, foi a localizacdo da medicédo
no corpo do misidaceo. Definiu-se como padréo executar a medigao dos
olhos até o Ultimo segmento abdominal, minimizando assim possiveis
interferéncias causadas por canibalismo. A localizacdo dos pontos de
medicg&o pode ser observada na Figura 17.

Figura 17: Misidaceo da espécie Mysidopsis juniae, observado na lupa
com escala milimétrica de medicdo. A visualizacdo esta com ampliacdo
do tamanho do organismo de 2x (duas vezes). As setas em vermelho
indicam os pontos de medicao.

Para a verificagdo da repetibilidade, reprodutibilidade e
discriminagdo, foram efetuadas medicGes de 20 misidaceos, por duas
técnicas com trés repetigdes. O resultado da tabulagcdo dos dados é
apresentado na Figura 18, por meio do resumo do estudo Gage R&R
ANOVA para o tamanho dos misidaceos. Os dados obtidos durante o
processo de analise sdo apresentados no Apéndice A13.

Um bom sistema de medicdo é aquele que apresenta
reprodutibilidade e repetibilidade, ou seja, pessoas diferentes fazendo o
processo de medigdo apresentam valores muito semelhantes e também a
mesma pessoa, fazendo a medida do mesmo organismo vérias vezes
obtém valores semelhantes. Ndo obstante, 0 sistema de medicdo deve
ser capaz de identificar as diferencas de tamanho entre cada um dos
individuos medidos (possuir discriminacéo).

Todas essas caracteristicas podem ser avaliadas por meio da
andlise dos gréficos da Figura 18. No gréafico de amplitudes por técnico
(b), é possivel observar que a mesma pessoa, medindo vérias vezes 0
mesmo organismo, consegue obter valores semelhantes, pois ndo ha
causas especiais no grafico (pontos fora dos limites de controle superior
e inferior). No gréafico das médias por técnico (c) , é possivel observar
que o sistema possui discriminacdo, ja que a maioria dos pontos
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apresenta-se fora dos limites de controle superior e inferior,
demonstrando assim que o sistema consegue capturar as diferencas de
tamanho entre os individuos. Nos graficos do tamanho por técnicos e
interacdes = misidaceo x técnico (f), é possivel observar que diferentes
operadores, obtém medidas semelhantes para 0 mesmo organismo na
maioria dos casos.

Componentes de variagao Tamanho dos organismos
_ 100 9
© '
2 6
g 50
7] 3
& 0
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Figura 18: Analise do sistema de medicdo utilizando a técnica Gage
R&R. Neste estudo foram avaliados 20 misidaceos por dois técnicos em
uma mesma lupa, com medicGes realizadas em triplicata.

Assim, pode-se afirmar que o sistema de medicdo definido para
quantificar o tamanho dos misidaceos é confidvel, oferecendo todas as
caracteristicas necessdrias para garantir a medigdo correta dos
organismos.

4.3.4 Montagem do teste

Sugere-se que sejam utilizados para o inicio do teste apenas
organismos que apresentem sensibilidade adequada, por meio de
monitoramento realizado com Dodecil Sulfato de Sodio, ou outra
substancia de referéncia, conforme recomendacfes da ABNT
15308:2011 (ABNT, 2011) que padroniza ensaios de toxicidade aguda.
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Também sugere-se iniciar o teste de toxicidade com 90
organismos juvenis com 5 a 7 dias de vida para o controle e 90 para a
amostra, considerando que, ap6s o dimorfismo sexual, possam ser
criadas familias na proporcdo de 1 macho para 4 fémeas. Deve-se
montar um ndmero igual de familias para o controle a para a amostra, a
partir dos 90 juvenis iniciais, em triplicata. Os organismos excedentes
apo6s o dimorfismo sexual devem ser descartados. Um esquema desse
sistema a ser elaborado é demonstrado na Figura 19.

Amostra Amostra
Controle (cada diluigao) Controle (cada diluigao)
e Mo A
Aquario 2 L Aquério 2 L
30_jl£l(3nis BOJLﬂgnis

o SO R
e <~ Dimorfismo sexual
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G —
R O
Aquario 2 L Aquario 2 L
SOqueﬁls 30 juvenis
e L O @ »
Parametros:
Natalidade
Tempo para a primeira prole
Mortalidade

Tamanho dos organismos
Figura 19: Diagrama esquematico para a montagem de um teste de
toxicidade crdnica com M. juniae.

No caso do teste de toxicidade, o uso de Erlenmeyer de 1 litro é
mais adequado, j& a quantidade de organismos necessaria para um teste
€ menor que a de cultivo e que este tipo de recipiente ocupa menor
espaco em relacdo aos frascos de 2 litros. Este tipo de frasco também
apresenta robustez para minimizar as variagcdes no volume de 4gua e na
salinidade entre os periodos de troca de agua do teste. Em cada um dos
recipientes devem estar contidos uma quantidade de 16 fémeas para 4
machos, garantindo assim uma densidade maxima de 20 organismos por
litro de amostra (1 misidaceo/50 mL).
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A alimentacdo dos misidaceos deve ser realizada diariamente de
acordo com a idade dos organismos, conforme recomendado pela
ABNT 15308:2011, utilizando Artemia sp. eclodidas com 48 horas de
vida e enriquecidas com éleo de peixe e 6leo de figado de bacalhau.

4.3.5 Condigdes abidticas para o teste

As condicOes para o a execugdo dos testes de toxicidade cronica
devem ser semelhantes ao cultivo, buscando dessa forma minimizar
variacbes nos resultados causadas por variages em parametros
abidticos.

Essa manutencdo das condi¢Ges andlogas ao cultivo tornam
desnecessarios periodos de adaptacdo dos organismos teste. Caso sejam
necessarias analises com amostras ambientais que possuem
caracteristicas diferentes das listadas no Quadro 18, devera se tomar o
cuidado para ndo causar variagGes abruptas nas condi¢cBes em que 0s
misidaceos estdo adaptados.

O Quadro 18 apresenta as condicionantes para 0 teste de
toxicidade crbnica. De maneira geral, busca-se com o estabelecimento
desse padrdo causar 0 minimo de interferéncias durante a avaliacdo da
toxicidade crbnica e dessa maneira, garantir a confiabilidade nos
resultados observados durante o teste de toxicidade, além de tornar
possivel a reproducdo dessa metodologia em outros laboratdrios de
toxicologia ambiental e ecotoxicologia.

Quadro 18: Condicoes definidas para o teste de toxicidade cronica.

Descricéo Recomendado
Sistema Semi-estatico
Temperatura 25+1°C
Fotoperiodo 12 horas luz; 12 horas escuro
Capacidade do Erlenmeyers de 1 litro
Recipiente

Densidade populacional

50 mL/individuo

Aeracéo

Constante e branda

Agua marinha

Reconstituida a partir de agua deionizada com
sal marinho

Troca de agua

1 vez por semana — total

Relacdo macho:fémea

Proporcédo de 4 fémeas para cada macho




104

Continuagdo — Quadro 18: Condicdes definidas para o teste de
toxicidade cronica.

Descricdo Recomendado
Idade dos organismos 3 a5 dias de vida
Tipo de Alimento Nauplio de Artemia sp. com 48 h de vida,

enriquecida com 6leo de figado de bacalhau
e Gleo de peixe (na propor¢do de 0,1 mL de
cada 6leo para 100 mL de agua marinha)

Controles diarios Temperatura maxima e minima da agua e
méaxima, salinidade e aeracgao

Controles semanais N° de adultos e de filhotes, medicéo do
tamanho por amostragem simples, salinidade
da 4gua
Controle da Sensibilidade Teste com a substéncia de referéncia
das culturas Dodecil Sulfato de Sodio. A CLsqsn) Obtida

deve estar em um intervalo de + 2 desvios-
padrdo em relacdo aos valores médios
anteriormente obtidos para uso da prole para
inicio do teste cronico.

4.4 ESTUDO DE CASO UTILIZANDO O METODO
DESENVOLVIDO PARA AVALIACAO DA TOXICIDADE
CRONICA EM AMOSTRAS DE AGUA DA BAIA DA BABITONGA

Apos a definicdo da metodologia para avaliagdo da toxicidade
cronica, buscou-se a aplicacdo desse método primeiramente em
amostras ambientais, ja que nessas amostras, normalmente os poluentes
encontram-se muito diluidos e ndo oferecem efeitos agudos ao
organismo teste.

A baia da Babitonga (BB) é um ambiente que possui essa
caracteristica. Apesar da intensa antropizacdo, como o0 volume de &gua
da BB ¢ elevado e o tempo de residéncia de 99% da &gua da BB é de
237 dias (AMORIM et al., 2006), € propiciada a dispersdo dos poluentes
ao longo do tempo e também sua diluicdo no interior do estuario.
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Os experimentos foram conduzidos ao longo de 60 dias,
conforme definido no método, com a agua coletada nos pontos
selecionados. Foram realizadas trocas de dgua semanais dos aquarios
controle e dos aquarios com a amostra, bem como 0 acompanhamento
de parametros fisico-quimicos de forma a garantir acuracidade no teste.
Os dados obtidos nos testes de toxicidade cronica sdo apresentados nos
Apéndices Al4 a Al7.

Os parametros oxigénio dissolvido, temperatura, salinidade, pH
da agua nos controles e amostras estudadas ficaram na faixa de 4,3-6,3
mg-L* (> 60% de saturagdo), 23-26 °C, 32-35%., 8,1-8,3
respectivamente. A sobrevivéncia de 96 horas na primeira geracdo foi >
95% nos controles e nas amostras em todos 0s casos testados.

O teste executado apresentou-se adequado para a identificacdo de
alteragdes nas caracteristicas definidas para avaliagdo. Foi possivel
identificar diferencas estatisticas significativas nas caracteristicas
crescimento, reprodugdo, tempo para primeira prole e mortalidade,
quando comparados 0s grupos controle com as amostras nos pontos
interiores & BB. No ponto P4, localizado em uma regido de mar aberto,
ndo houve diferenca estatistica significativa em nenhuma das variaveis
avaliadas. Esse comportamento dos resultados confirma a hip6tese de
que a BB é um local em que a presenca de poluentes pode causar
interferéncias na salde dos ecossistemas. Os resultados das
caracteristicas avaliadas sdo apresentados de forma resumida no Quadro
19. A codificagdo APn significa “Amostra do Ponto n” e CPn “Controle
do Ponto n”, sendo n o nimero do ponto. Foram usados métodos
estatisticos inferenciais para identificar se ocorreram diferencas
significativas entre os controles e as amostras e também para verificar se
ocorreram diferencas significativas entre os controles dos pontos P1 a
P4, visando verificar a estabilidade dos testes executados. Cada um dos
testes foi realizado em periodos diferentes, por esse motivo, cada um
deles possui um controle associado.

As regides preenchidas em cinza no Quadro 19 denotam as
caracteristicas que apresentaram diferencas significativas com base no
método estatistico utilizado.
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Quadro 19: Comparacdo entre as amostras e os controles considerando as variaveis estudadas nos ensaios de
toxicidade cronica, reproducao, tamanho e mortalidade.

Variavel AP1 CP1 AP2 CP2 AP3 CP3 AP4 CP4
Primeira prole na 017 D34 18 27 23 28 16 16
primeira geracéo

(dias)

Primeira prole na W57 D36 16 23 24 21 13 16
segunda geracdo

(dias)

Média e desvio- 3,802 3,89 * 3,180 *3,513 *3,422 *3,731 4,243 4,083
padrdo do +0,8764 +0,6176 +0,7423 +1,193 +0,8977 +0,8140 +0,3765 +0,2350
tamanho dos

organismos (mm)
na 1% geragdo

Nascidos na *142,35% *100% 24,71% 100% 19,51% 100% 16% menor 100%
primeira geracdo maior que o menor que o menor que o que o

controle controle controle controle
Nascidos na 21,43% 100% *45,24% *100% 100% igual 100% 18% maior 100%
segunda geragéo maior que o menor que o ao controle que o

controle controle controle
Mortalidade total *70% * 65.6% * 88,7% * 60% **79,2% **72,1% 52,8% 48,3%

apdés 50 dias de
teste na 1°
geracdo

" variaveis que apresentaram diferencas significativas entre a amostra e o controle para um intervalo de confianca
de 95% utilizado o teste estatistico Qui-quadrado com um intervalo de confianca de 95%.

* varidveis que apresentaram diferencas significativas entre a amostra e o controle utilizando o teste t de Student,
para um intervalo de confianca de 95%.

** variaveis que apresentaram diferencas significativas entre a amostra e o controle apenas ap6s 40 dias de teste,
utilizando o teste t de Student com intervalo de confianca de 95%.
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4.4.1 Tempo para a primeira prole

Os pontos P2 e P3 e P4 ndo apresentaram diferencas
significativas para essa caracteristica quando comparados com 0s
controles, utilizando o teste Qui-Quadrado com intervalo de confianga
de 95% (p>0,05).

Para a amostra do ponto P1, o tempo para a primeira prole tanto
na primeira como na segunda geracdo foram significativamente
diferentes que o controle. Na primeira geragdo, a primeira prole da
amostra do ponto Pl sofreu uma inducdo, sendo que 0s primeiros
neonatos foram observados em 17 dias de teste. Na segunda geracgéo a
primeira prole da amostra ocorreu apenas apds 57 dias apds o
nascimento da segunda geracdo (3,35 vezes maior que a primeira
geragdo), com um retardo substancial no tempo para surgimento dos
primeiros neonatos. Utilizando o teste Qui-quadrado com o=0,05, essa
variavel resultou num valor de p<0,05 comparando o controle com a
amostra, apresentando assim diferenca estatistica significativa.

Para avaliar se ocorreram diferencas significativas entre o0s
controles, foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Friedman. Para um
intervalo de confianca de 95%, detectou-se que ndo ha diferencas
significativas entre os controles dos pontos P1, P2, P3 e P4 no quesito
tempo para primeira prole na primeira e segunda geragéo (p>0,05).

4.4.2 Comprimento total dos organismos

Para as amostras do ponto P1 e P4, o comprimento total dos
organismos foi similar ao encontrado no controle. Utilizando o teste t de
Student para o=0,05, foi possivel observar que ndo ha diferenca
estatistica significativa entre a amostra e o controle (p>0,05).

Ja nas amostras P2 e P3, o comprimento total nos controles foram
10,5% e 9,03% maiores que nas amostras, respectivamente. O teste t de
Student mostrou que ha diferencas significativas entre os controles e as
amostras (p<0,05). Efetuando o teste t de Student para comparar 0s
controles dos testes entre si, observou-se que ndo h& diferencas
significativas entre os controles para um intervalo de confianca de 95%,
com valor de p>0,05.

4.4.3 Natalidade

Para a avaliacdo desta caracteristica, foram convertidos os valores
do nimero total de nascidos em percentual, considerando que o valor
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obtido nos controles representam 100% e calculando os valores relativos
as amostras (maiores ou menores que o controle). A analise estatistica
inferencial foi realizada por meio do teste t de Student com a=0,05.

Os neonatos da 1* geracdo ndo apresentaram diferencas
significativas entre o controle e a amostra para os pontos P2, P3 e P4,
Porém a amostra do ponto P1 apresentou uma quantidade de neonatos
muito superior ao do controle (142,35% maior). Neste caso, ocorreram
diferencas significativas entre o controle e a amostra.

Os neonatos da segunda geracdo ndo apresentaram diferengas
significativas entre o controle e a amostra para 0s pontos P1, P3 e P4.
Para 0 ponto P2 essa diferenga foi significativa, com nascimentos
45,24% menores que no controle.

Um dos dados que chama a atencdo neste fator é que na primeira
geracdo ocorreu uma reproducdo acentuada no ponto P1, a qual deveria
gerar uma quantidade de neonatos muito elevada em relagdo ao controle
na segunda geracdo em funcdo dos potenciais reprodutores. Porém a
guantidade de neonatos na segunda geracdo desse ponto foi muito
semelhante ao controle.

Na comparacdo entre os controles dos testes efetuados, utilizado
um intervalo de confianca de 95% (p>0,05), ndo foram observadas
diferencas significativas.

4.4.4 Mortalidade

A mortalidade foi um dos dados medidos que apresentou
diferencas significativas entre os controles e as amostras para 0s pontos
P1, P2 e P3 (teste t de Student, p<0,05), com a ressalva de que no ponto
P3 essa diferenca s6 se mostrou significativa apds 40 dias de teste. No
ponto P4, essa diferenca ndo foi significativa. A comparacdo entre 0s
controles dos pontos P1 a P4 também ndo apresentou diferencas
significativas entre eles, com p>0,05.

4.4.5 Discussao

Este estudo, enquanto descrevendo os efeitos das amostras de
dgua da BB e de um ponto de mar aberto em misidaceos expostos
durante um estudo transgeracional em laboratério, prové informacdes
sobre os impactos relativos a carga poluidora descarregada na BB aos
organismos teste. A exposi¢do de Mysidopsis juniae ap6s o dimorfismo
sexual as amostras de agua, ocasionou efeitos adversos no tempo
decorrido para a primeira prole, mortalidade, quantidade de neonatos e
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tamanho dos organismos, sendo que os resultados das amostras
diferiram significativamente do controle nos pontos do interior da baia.

Estes efeitos adversos podem estar relacionados a presenca de
misturas dos metais Cd, Pb, Cu, Cr, Ni e Zn nas amostras de agua.,
sendo que a presenca desses metais na BB ja foi relatada nesta regido
em amostras de Agua, sedimentos e bioacumulada em organismos
marinhos. Os metais que mais se acumularam em organismos
semelhantes aos misidaceos sdo em primeiro lugar 0 Zn e em segundo
lugar o Cu (OLIVEIRA et al., 2006).

Em virtude do alto poder de complexacdo dos ions de cloro
presentes na agua salgada, supfe-se que os metais Cadmio e Chumbo
sejam aqueles que tenham menor influéncia na toxicidade, ja que os dois
sdo fortemente influenciados pelos ions cloreto (VERSLYCKE et al.,
2003), além do Cd provavelmente competir com o Zn pelos sitios ativos
para a sintese da metalotioneina, gerando um efeito antagbnico entre
esses dois metais (FRIAS-ESPERICUETA et al., 2009), visto que 0 Zn
tem prioridade na sintese da metalotioneina. O metal Cromo também
exerce pouca influéncia sobre a toxicidade por estar provavelmente
presente na forma de Cr Ill, sua forma menos téxica, decorrente do
potencial redox e do pH do meio marinho.

Ja os metais Cobre, Niquel e Zinco podem ter contribuido de
forma substancial para a toxicidade. O Cu é relatado como um metal de
alta toxicidade, com CLsgen para misidaceos da ordem de 68 ppm
(VERSLYCKE et al., 2003). Na concentracdo de 0,2 mg.L™ foram
observadas alteragBes significativas em misidaceos ap6s 96 horas de
exposicdo e mortalidade em concentracdes acima de 5 pg.L™ apés 10
dias de exposicdo (GARNACHO et al., 2001). O Zinco possui
toxicidade de aproximadamente 17 vezes maior que o Cobre em
salinidade 35%o (FRIAS-ESPERICUETA et al., 2009), podendo ser
considerado a varidvel predominante para a toxicidade encontrada.
Além da elevada toxicidade como metais isolados, o Cobre e Zinco sdo
relatados como compostos que apresentam interacdo sinérgica entre si,
intensificando sobremaneira os efeitos toxicos a Vibrio fischeri quando
existentes presentes de forma conjunta no meio aquético (UTGIKAR et
al., 2004).

O Niqguel também deve ter contribuido para a toxicidade, porém
este composto possui um potencial toxico menor que Cu e Zn
(LUSSIER et al., 1985, MCLUSKY e HAGERMAN, 1987;
VERSLYCKE et al., 2003). Em um estudo para avaliar as interac6es de
misturas de Ni e Zn, foi observado que a toxicidade se da
principalmente pelo aumento da concentracdo de Zn (HERKOVITS et
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al., 2000), sugerindo assim que Cu e Zn podem ser o0s principais
causadores da toxicidade observada. Cu (HANDY, 2003;
KHANGAROT e DAS, 2010; MEDESANI et al., 2004; OLIVEIRA et
al., 2008; RHEE et al., 2009; RODRIGUEZ et al., 2007) e Zn (RHEE et
al., 2009) sdo relatados como potenciais desreguladores enddcrinos,
sendo essa uma possivel explicacdo para os efeitos observados no
crescimento, tempo para primeira prole e mortalidade dos organismos
nas amostras de agua no interior da baia.

Dessa maneira, conclui-se que os efeitos tdxicos observados
sobre a mortalidade, natalidade e tamanho dos organismos, podem estar
relacionados ao sinergismo entre cobre e zinco, porém sem descartar as
contribuicBes dos outros metais e compostos organicos presentes na
agua, que podem ter influenciado nos resultados, mas de forma menos
relevante, ja que Pb (HIRSCH et al., 2010), Cd (KETATA et al., 2007,
MEDESANI et al., 2004; RHEE et al., 2009; RODRIGUEZ et al.,
2007) e Cr (BANU et al., 2008; KUMAR et al., 2008) também séo
relatados como desreguladores endocrinos.

A partir da comparacdo dos resultados com o estudo de
(OLIVEIRA et al., 2006), sugere-se gue os metais Zn e Cu Sdo 0S
principais causadores da toxicidade nos misidaceos, visto que além de
possuirem um poder de bioacumulacdo maior que os outros metais, eles
atuam sinergicamente para aumentar sua toxicidade na mistura. O Zn
merece especial atencdo, em funcdo do seu poder de bioacumulagédo
diferenciado de todos os outros metais estudados para amostras com
salinidade de 33%o., associado a sua elevada toxicidade.

Como o0s misidaceos estdo entre 0s organismos mais sensiveis
(NIMMO e HAMAKER, 1982) a uma ampla gama de contaminantes
(VERSLYCKE et al., 2007; VERSLYCKE et al., 2004c), a aplicacdo de
testes de toxicidade cronica transgeracionais com Mysidopsis juniae,
uma espécie endémica do Brasil, pode ser (Gtil para a identificacdo de
poluentes nos ambientes aquéticos de regibes tropicais.

Como o0s misidaceos sdo importantes membros da cadeia
alimentar, servindo de alimento para varias espécies de peixes, pode-se
assumir que um decréscimo na populacdo desse microcrustaceo pode
causar um desequilibrio no ecossistema da BB pela diminuicéo da oferta
de alimento.

Os testes de toxicidade crénica com Mysidopsis juniae podem ser
Gteis para estudos similares, pela facilidade de execucdo, sensibilidade e
possibilidade de uso em aguas tropicais, bem como para estudos com
substancias puras.
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4.5 ESTUDO DE CASO PARA IDENTIFICACAO DA TOXICIDADE
CRONICA DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE COBRE

Em uma segunda etapa de aplicagcdo do método, buscou-se avaliar
os efeitos cronicos de nanoparticulas de dxido de cobre, um material que
esta sendo estudado pela equipe do LABTOX da UFSC em decorréncia
de sua ampla variedade de aplicagdes, incluindo, mas ndo se limitando
ao uso em tintas anti-incrustantes para cascos de navios. Os dados
obtidos durante o teste com 100 pg.L™ de NPCuO estio listados no
Apéndice A18 a A2l1. Como primeira etapa, foi efetuada uma
caracterizacdo desse material, para garantir que 0 mesmo em solucdo
aquosa estaria em dimensdes nanométricas.

4.5.1 Caracterizacédo das nanoparticulas de éxido de cobre por
microscopia eletrénica de transmissao

A imagem da microscopia eletrdnica de transmissdo mostra a
nanoparticula de 6xido de cobre utilizada no experimento em nanoescala
(Figura 20). A média do diametro dos aglomerados foi de 200 nm,
demonstrando assim que o material permanece na forma de
nanoparticula, mesmo em solucdo aquosa, porém com elevado nivel de
aglomeracao.

8

Figura 20: Imagem de microscopia eletronica de transmisséo (TEM)
com dimensdo da nanoparticula de éxido de cobre.
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4.5.2 Toxicidade aguda

Para a definicdo da faixa de concentracdo que seria utilizada no
teste de toxicidade cronica, foi realizado como primeiro experimento a
avaliacdo da toxicidade aguda das amostras de nanoparticulas de 6xido
de cobre. A concentracdo que ndo apresentou efeitos adversos aos
misidaceos foi de 0,2 mg.L ™! (200 pg.L ™). A CLsoen calculada a partir
de um segundo teste foi de 9,24 mg.L™?, usando o método dos probitos
para esta estimativa. A Figura 21 apresenta o grafico gerado pelo
software Minitab para o calculo da concentracdo mediana. Uma escala
de toxicidade para compostos quimicos, classifica como: extremamente
téxico (<0,1 mg-L™Y), muito téxico (0,1 a 1 mg-L™), téxico (1 a 10
mg-L™), nocivo (10 a 100 mg-L™) e néo téxico (>100 mg-L™) (BLAISE
et al., 2006). De acordo com a Clsgsn (9,24 mg-L'l) obtida neste
estudo, pode-se afirmar que as NPCuO sdo classificadas como um
material téxico, nas condicdes estudadas.
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Figura 21: Representacéo da CLsgeny Utilizando o software Minitab 16.
O valor da concentraco é expresso pela mediana (9,24 mg.L™).

4.5.3 Teste de toxicidade crbénica

Para determinar a toxicidade cronica, foram estabelecidas trés
diferentes concentracdes, sendo elas 100 pg-L™?, 75 pg-L™ e 50 pg-L™
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de NPCuO. Esses valores foram definidos a partir da concentracdo que
ndo gerou efeito durante o teste de toxicidade aguda (200 upg-L™).
Foram observados efeitos adversos nas caracteristicas natalidade e
mortalidade dos organismos apenas na concentracdo de 100 pg-L*,
podendo ser considerada 75 pg-L™* a concentracdo de efeito néo
observado (CENO).

Para a concentracdo de 100 pg-L™, os efeitos das NPCuO na
mortalidade apareceram apds 7 dias de exposicdo. Os efeitos da
exposicdo na natalidade foram observados a partir dos 39 dias de vida
dos misidaceos. O teste Qui-quadrado com intervalo de confianca de
95% foi utilizado para identificar diferencas na natalidade causadas pela
exposi¢do as nanoparticulas. A natalidade dos misidaceos expostos a
concentracdo de 100 pg-L™ pode ser observada na Figura 22. Foram
detectadas diferencas significativas (p<0,05) entre a amostra e 0
controle apenas na segunda metade do periodo de exposicdo. Na
primeira metade do periodo de exposicdo, o nimero de juvenis foi muito
similar entre o controle e a amostra, porém apés 39 dias 0 nimero de
juvenis no controle foi 6 vezes maior que na amostra. Sugere-se que em
concentracBes reduzidas de NPCuO, apenas exposi¢des de longa
duracdo podem causar alteracBes na natalidade dos misidaceos.
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Figura 22: Natalidade dos misidaceos expostos ao controle e a amostra
com concentracdo de 100 pg.L™ de nanoparticulas de 6xido de cobre.
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A mortalidade dos misidaceos foi mais intensa nas fémeas que
nos machos, quando expostos as NPCuO (Figura 23), apresentando
diferencas significativas quando utilizado o teste Qui-quadrado com
intervalo de confianga de 95%. Ja a mortalidade dos machos foi muito
semelhante na amostra e no controle, sugerindo assim que as fémeas sdo
mais sensiveis as nanoparticulas que os machos. Ndo foram observadas
diferencas significativas para o tamanho dos organismos.

A segunda geracdo dos misidaceos tambeém foi avaliada. Para as
concentracdes de 50 e 75 pg.L™ nédo ocorreram diferencas significativas
entre o controle e a amostra, porém para a concentracio de 100 pg.L™, a
segunda geracdo ndo conseguiu reproduzir até o final do teste, em que
0s progenitores ja estavam com 26 dias de vida. Os organismos do
controle iniciaram a reproducéo da 2° geracdo com 18 dias de vida.
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Figura 23: Mortalidade de misidaceos por sexo no controle e na
amostra, durante os 31 dias de duracéo do teste de toxicidade crbnica. A
amostra contém 100 pg.L™ de concentragdo de NPCuO em égua
reconstituida.

4.5.4 Discussao
Os efeitos toxicos agudos das nanoparticulas de 6xido de cobre

foram observados apenas em concentracdes acima de 200 pg-L™, em
ensaios com 96 h de duragdo. A CLsogsn), Calculada pelo método dos
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probitos foi de 9,24 mg-L™, sendo que foram encontrados valores de
CLs, da ordem de 0,06 mg-L™ para Daphnia pulex e 0,94 mg-L™ para
adultos de Danio rerio expostos a NPCuO (GRIFFITT et al., 2008).
Valores de CLsq para Ceriodaphnia dubia ficaram entre 0,00214 a 0,048
mg.L?, e sugere-se que altas concentracdes de carbono organico
dissolvido resultam em menor toxicidade, causado pela complexacéo do
metal cobre com o carbono organico dissolvido (GAO et al., 2009).
Ainda ndo estdo disponiveis outros estudos com misidaceos para
comparar 0s resultados obtidos neste ensaio. O mecanismo de
complexacdo pode explicar a menor toxicidade encontrada para 0s
misidaceos, ja que a &gua em que 0s testes foram executados possui alta
concentracdo de ions cloreto, um potente agente complexante, podendo
ocasionar a formacdo de complexos de tetraclorocuprato (CuCl,®),
resultando em toxicidade reduzida (BERG et al., 1979), porém mais
estudos para identificar esse tipo de comportamento devem ser
realizados.

Outra explicacdo para a menor toxicidade da NPCuO ao
organismo M. juniae, quando comparados com o0s estudos com outros
organismos, pode ser a agregacdo das NPCuO causada pela presenca de
agua salgada, resultando em particulas de maior didmetro. Essa
agregacao pode ocorrer ap0s 2 dias (BUFFET et al., 2011), tornando as
NPCuO indisponiveis, sendo que quando elas se agregam, 0O
comportamento do bloco pode ser distinto das NP ndo agregadas
(PERALTA-VIDEA et al., 2011). Apesar dessa condi¢do poder existir,
as trocas de agua semanais, expdem os misidaceos a amostras em que a
agregacdo ainda ndo ocorreu, ja que as mesmas S0 preparadas apenas
algumas horas antes da troca de agua.

Os mecanismos precisos da toxicidade de NP ainda séo
desconhecidos (GRIFFITT et al., 2008), porém estudos indicam que as
NPCuO sédo altamente reativas e toxicas. Os efeitos das NP podem
resultar da sua reatividade intracelular e excessiva acumulagdo no
interior das células, causando sobrecarga das concentracdes
intracelulares de ion cobre (MENG et al., 2007). Este efeito das NP nas
células ¢ conhecido como mecanismo de “cavalo de Trdia”. As
membranas celulares possuem barreiras para evitar a absorcdo da
maioria dos ions, todavia, as NP podem eficientemente passar pela
membrana celular. Apds atravessar essa barreira, as nanoparticulas
podem ser dissolvidas dentro das células, presumidamente pelos
lisossomos, resultando em danos causados pelo metal na sua forma de
fon livre. A forma livre deste metal traco pode afetar as células pela
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mudanca da pressdo osmética, associada com a dissolucdo do 6xido
gerando radicais livres no interior das células (STUDER et al., 2010).

Ja a exposicdo de longa duracdo, causa efeitos nos misidaceos a
partir da concentracdo de 100 pg-L™ de NPCuO, que pode ser causada
pela bioacumulacdo e/ou ionizacdo intracelular das nanoparticulas nos
organismos.

O uso intensivo de NP e nanomateriais tem resultado em
numerosos avancos tecnoldgicos, sejam em novos produtos ou
processos, porém, uma nova classe de poluentes surge com esses
avancos. Este estudo apresenta uma avaliacdo dos efeitos agudos e
crénicos de NPCuO, demonstrando que esse material merece atencao
em seu uso, disposicao e relacionado a acidentes ambientais. O estudo
também demonstra que o uso de M. juniae é adequado para identificar
os efeitos tdxicos dessas NP em ambientes aquaticos marinhos.

Considerando o uso de NPCuO para a composicao de tintas anti-
incrustantes para navios e plataformas de extracdo de petréleo offshore,
este estudo sugere cuidado no uso dessas nanoparticulas.

4.6 SOFTWARE PARA ACOMPANHAMENTO E TABULAGCAO DO
TESTE DE TOXICIDADE

Apos a identificacdo de que o processo de organizagdo das
informacfes e posterior tabulagdo dos resultados dos testes de
toxicidade demandava cuidados e trabalho intenso, decidiu-se elaborar
um software que propiciasse auxilio tanto na gestdo do teste de
toxicidade quanto na tabulacdo final dos dados. O cddigo fonte do
software desenvolvido é apresentado no Apéndice A22.

Para 0 acompanhamento e a tabulacéo do teste de toxicidade, foi
criado um software baseado em linguagem VBA (Visual Basic for
Applications) do Microsoft Excel® 2010, que auxilia na informacédo de
quais parametros devem ser acompanhados diariamente, bem como na
organizacdo das informacgdes. Apos a coleta de dados, o pesquisador tem
a possibilidade de verificar dia-a-dia 0s resultados do teste de
toxicidade, podendo avaliar se ha tendéncias na amostra ou até mesmo
no controle, ndo necessitando aguardar o fim do teste para tomada de
acOes, como por exemplo, reiniciar o teste ap6s a deteccdo de
mortalidade acima do esperado no controle. O software foi nominado
MASCOTE — Metodologia para analise simplificada e coordenada da
toxicidade estudada.

Para o correto funcionamento do sistema, o usuério deve habilitar
0 uso de macros no Excel. A tela apresentada na Figura 24 mostra a lista
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de op¢des para o usudrio, sendo elas a configuragdo do inicio do teste, o
lancamento de dados de 12 ou de 22 geracéo e a analise de resultados.

B3] 03 mascote alfs - NCuD TSmicrogrames - Microsoft Excel = @ o
BB ioocvion e imosdedigns  Fomus  Dsdor  Rede  bibio  Desenvohesor c@o@n
Al - & -

I O—
LHA A OPCAO DESEJA /r_“\__\_‘

CONFIGURARINICIO DO TESTE =
— 7

LANGAR DADOS DA 2* GERAGEO

ANALISAR RESULTADOS.

I

oo | 7] EOQ e o &

Figura 24: Tela de opcdes do MASCOTE para interface com o usuario.
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[Nascidos controle 1a geragao [ 463]  [Nascidos controle 2o geragdo | aag]
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[Tamanho médio no centrole 1a geraggo [ 7 | AmOSsTRA TESTADA
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Figura 25: Tela para configuragdo do inicio do teste e apresentacdo do
resumo do teste de toxicidade cronica.
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Na tela de Configuracéo do Inicio do Teste (Figura 25), 0 usuério
devera informar a data do inicio do teste e 0 nome e concentra¢do da
amostra a ser testada (campos em amarelo). Essa mesma tela apresenta
um resumo dos dados ja lancados pelo usuario, caso ja tenha sido
preenchido algum dado nas telas de Lancamento de Dados da 12
Geracdo ou Langamento de Dados da 22 Geracdo. O botdo vermelho no
canto direito superior, quando clicado, leva ao menu inicial.

A tela de lancamento de dados (Figura 26) contém os campos
para lancamento de informagdes fisico-quimicas e bidticas do teste. O
usuario deve preencher apenas 0s espacos em branco, nos dias em que
forem solicitados, indicado pelo campo da data em amarelo. Os espagos
com hachuras em cinza ndo estdo habilitados para edi¢cdo. Cada um dos
campos possui uma caixa de informages, visando ajudar o usuério a
identificar qual a informacdo que deverd ser digitada naquele campo.
Alguns dos campos possuem uma lista suspensa para selecdo do valor.
Sempre que 0 campo é preenchido, a cor da célula muda de branca para
azul.

Na tela de andlise dos resultados (Figura 27), sdo apresentados
graficos de salinidade da primeira e segunda geracdo, no controle e na
amostra, bem como um grafico da temperatura maxima e minima ao
longo do periodo do teste.

A partir dos dados de tamanho, natalidade e primeira prole,
apresentados em tabelas, sdo calculadas as variancias desses dados a
partir de uma analise de ANOVA além da avalia¢cdo do tempo para a
primeira prole com o0 método Qui-Quadrado. Os resultados dessa anélise
aparecem em tabelas logo abaixo dos valores do tamanho e natalidade.
A mortalidade e os dias para a primeira prole na primeira e segunda
geracdo sdo apresentados em gréaficos de colunas. A mortalidade é
separada em machos e fémeas e a analise estatistica inferencial com
ANOVA e Qui-Quadrado ¢ apresentada também em tabelas.

Apo6s o langamento de todos os dados de 1% e 2% geragdo, O
usuario deve acionar o botdo calcular. Esse procedimento efetua todos
os calculos estatisticos e a geracdo dos graficos. As tabelas com o
resultado da ANOVA e Qui-Quadrado ja possuem uma funcionalidade
gue indica se as diferencas entre o controle a amostra foram
significativas ou ndo, para um 0=0,05. Com esse resumo, ¢ possivel
inferir se a amostra testada apresentou efeito crénico aos misidaceos ou
se esse efeito ndo teve significancia estatistica.
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Figura 26: Tela para lancamento de dados do teste de toxicidade cronica. Os campos em azul representam

informac0es ja preenchidas. A linha com destaque em amarelo representa o dia que esta em avaliac¢do, indicando
assim a linha que deve ser preenchida na tabela de dados.
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Contole Amesirs ANOVA DO TAMANHO NA 1a GERACAD 12 Geragio 23 Geragio
> - W Amostra W Controle -
= 4
Salinidade 2a Geragdo VALOR DE P 0,00 DIFERENCAS SIGNIFICATIVAS )
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% CONTROLE AMOSTRA CONTROLE AMCSTRA CONTROLE AMOSTRA
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Figura 27: Tela de analise dos resultados em um exemplo. Os dados séo tabulados apds o usudrio acionar o botao

“Calcular” no canto direito superior da tela.
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Toda essa automatizacdo visa eliminar a necessidade de escolha
de métodos estatisticos para a analise dos dados de toxicidade cronica,
além de padronizar o uso para diferentes laboratérios. De maneira geral,
0s técnicos que executam o teste cronico poderdo acompanhar ao longo
do experimento o resultado das reacdes observadas em cada uma das
caracteristicas que sdo acompanhadas. Essa metodologia ajuda a
identificar variacGes e definir exatamente em qual momento a toxicidade
comecou a apresentar diferencas significativas entre o controle e a
amostra estudada.

O software foi utilizado de forma piloto para a avaliacdo dos
efeitos de NPCuO nas concentracdes de 75 e 100 pg.L™. O uso da
metodologia proposta atendeu as necessidades de gerenciamento do
teste, organizacdo e tabulacdo dos dados, além do indicativo dos efeitos
observados, demonstrando a efetividade do modelo sugerido. As Figuras
28 a 30 apresentam os resultados do teste de toxicidade crbnica com
concentrago de 75 pg.L™ de nanoparticulas de 6xido de cobre.

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Salinidade 1a Geragdo

14 7101316192225283134374043464952555861

=== Salinidade Controle == = Salinidade Amostra

Salinidade 2a Geragdo

Salinidade

1 4 7 101316192225283134374043 464852555861

= == Salinidade Controle === Salinidade Amostra

Temperatura da Agua

14 7101316192225283134374043464852 555861

=== T 3gua maxima === T 3gua minima

e N

INFORMAGOES GERAIS NPCuO_75 microg/L

A vy

Figura 28: Tabulacdo gréafica dos parametros abi6ticos acompanhados ao
longo do teste de toxicidade cronica, realizada pelo software
MASCOoTE.
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Na Figura 28, os dados de temperatura e salinidade
acompanhados durante o teste de toxicidade sdo apresentados por meio
de graficos. Esses graficos servem para observar de maneira rapida de
ocorreram variag@es acima ou abaixo das especifica¢fes para o teste de
toxicidade cronica.

Dias para a 1a Prole

1aGeracgo 2aGeraco

WAmostra HControle

Mortalidade na 1a Geragdo

s

Quantidade
"
5]
)

TOTAL TOTAL FEMEAS FEMEAS MACHOS MACHOS
CONTROLE AMOSTRA CONTROLE AMOSTRA CONTROLE AMOSTRA

Meortalidade na 2a Geragio

TOTAL TOTAL FEMEAS MACHOS FEMEAS MACHOS
MORTOS MORTOS MORTAS MORTOS MORTAS MORTOS
CONTROLE AMOSTRA CONTROLE CONTROLE AMOSTRA AMOSTRA

Figura 29: Tabulacdo grafica dos dados relativos ao tempo para primeira
prole, mortalidade na primeira e segunda geragdo, com distin¢éo entre
machos e fémeas. Os gréaficos sdo elaborados automaticamente pelo
software MASCOTE.

Na Figura 29 estdo os gréficos gerados pelo MASCOTE para
interpretacdo dos dados relativos aos fatores dias para a primeira prole e
mortalidade. Essa andlise grafica auxilia o pesquisador a visualizar de
maneira facilitada os efeitos sobre essas caracteristicas. Ja na Figura 30,
sdo demonstrados os valores de médias, desvios-padrdo e a andlise
inferencial com ANOVA e teste Qui-Quadrado. Além dos valores
tabulados, 0 MASCOTE faz mencdo em cada uma das anélise
inferenciais se ocorreram diferencas significativas entre a amostra e 0
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controle (sempre considerando um intervalo de confianca de 95%;
a=0,05)

ANALISE DOS RESULTADOS

TAMANHO NA 1a GERACAO (DADOS EM mm)

MEDIA DESVIO-PADRAO
AMOSTRA 8,03 0,31
CONTROLE 7,91 0,27

ANOVA DO TAMANHO NA 1a GERACAO

VALORDEP 0,34 DIFERENCAS NAO SIGNIFICATIVAS
NATALIDADE
1a GERAGAD 2a GERACAO
AMOSTRA 469 449
CONTROLE 484 637
ANOVA DA NATALIDADE
VALOR DEP (1G) 0,91 DIFERENCAS NAO SIGNIFICATIVAS
VALOR DEP (2G) 0,52 DIFERENCAS NAO SIGNIFICATIVAS
ANOVA MORTALIDADE
VALOR DEP (1G) 1,00 DIFERENCAS NAO SIGNIFICATIVAS
VALOR DE P (2G) 0,70 DIFERENCAS NAO SIGNIFICATIVAS
VALOR DEP 1,00 DIFERENCAS NAO SIGNIFICATIVAS

Figura 30: Tabulagdo dos dados relativos ao teste de toxicidade cronica,
utilizando média, desvio-padrdo e andlise inferencial ANOVA e Qui-
Quadrado para interpretacdo dos resultados do ensaio. Essa tabulagéo é
realizada automaticamente pelo software MASCOTE.

Espera-se que com esse agrupamento de funcdes do software,
0s pesquisadores que desejarem efetuar um teste de toxicidade crénica
necessitem dispor de menos tempo para o planejamento, organizacao e
tabulacdo dos dados, possibilitando assim maior disponibilidade de
tempo para a observacao e acompanhamento do teste propriamente dito,
além de minimizar a dificuldade com ferramentas estatisticas.






5 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Este estudo apresentou como principal objetivo o

desenvolvimento de uma metodologia para testes de toxicidade crénica
com o organismo marinho Mysidopsis juniae. Diante dos resultados
apresentados foi possivel concluir que:

O cultivo de Mysidopsis juniae em laboratério é viavel a partir de
adaptacdes das informacdes contidas em normas técnicas e na
literatura. Dentre as condic¢@es de cultivos avaliadas neste estudo a
partir do DOE, os valores de salinidade 33+1%o. e temperatura da
dgua de 25+1 °C sdo os mais adequados para maximizacdo da
sobrevivéncia dos organismos.

Os recipientes mais adequados para o cultivo e para 0s testes de
toxicidade, considerando variacbes no volume de A&gua e
interferéncias na salinidade, avaliados por meio de DOE, sdo
erlenmeyer de 1 litro e recipiente de vidro de 2 litros, na presenca
de tampa e de aeracdo. O uso de frascos de 2 litros se adaptou
melhor para o cultivo e o erlenmeyer foi 0 mais indicado para 0s
testes de toxicidade crénica.

A sensibilidade do cultivo desenvolvido ficou com média de 4,84
mg.L" e desvio-padrio de 1,50 mg.L™, para a substancia de
referéncia dodecil sulfato de sédio (DSS).

As varidveis relacionadas a natalidade, mortalidade e crescimento
mostraram-se adequadas para a avaliagdo da toxicidade cronica de
longa duracdo com Mysidopsis juniae, sendo que o uso da matriz
QFD foi de fundamental importancia para a selecdo dessas
caracteristicas.

O uso da FMEA possibilitou identificar as potenciais falhas para o
uso do método proposto e auxiliou na definicio de meios de
controle para mitigar essas falhas.

O método de medicdo dos organismos utilizando lupa com escala
milimétrica na lente ocular apresentou alta reprodutibilidade e
repetitividade, tornando-se adequado para mensurar 0 comprimento
total dos misidaceos, apds analise com o0 método Gage R&R.

O estudo de caso para avaliar a toxicidade crénica com amostras de
agua da baia da Babitonga, demonstrou que todos os pontos no
interior da baia oferecem toxicidade cronica quando comparados
com o controle. O ponto de coleta exterior & baia, assemelha-se ao
controle.
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e As nanoparticulas de éxido de cobre, testadas no segundo estudo
de caso, oferecem toxicidade aguda na concentracéo de 9,24 mg.L™
e toxicidade cronica em concentracdes acima de 0,1 mg.L™, para os
misidaceos. As fémeas sofreram efeitos mais intensos na
mortalidade que os machos.

e O software desenvolvido em linguagem Visual Basic for
Applications, intitulado MASCoTE, auxilia na gestéo e tabulagdo
dos dados de ensaios de toxicidade crénica com M. juniae,
proporcionando maior agilidade e seguranca na tabulagdo dos
resultados.

Além disso, o método desenvolvido podera contribuir para:

e Avaliar a toxicidade cronica de outras substancias puras de
interesse comercial, para verificar seu possivel impacto no meio
marinho.

e Investigar a toxicidade cronica préximo as areas de exploracdo,
processamento e transporte de petroleo, visando oferecer um
monitoramento mais refinado das condi¢bes ambientais. Estes
estudos sdo de grande relevancia, j& que estd ocorrendo um
aumento das atividades da industria de petréleo causado pelo
descobrimento da camada do pré-sal, sendo possivelmente de
grande interesse da Petrobras.

e Estabelecer avaliagbes dos efeitos de nanoparticulas na cadeia
tréfica, considerando seu potencial de bioacumulacdo e
biotransformacdo. Assim, a rede NANOTOX, que é uma rede que
atua em estudos toxicoldgicos de nanomateriais, financiada pelo
CNPg e coordenada pelo ENS/UFSC, podera utilizar essa
metodologia para seus estudos.

e Estudar a toxicidade cronica de misturas de compostos em
condi¢des controladas, para identificar os efeitos sinérgicos,
aditivos e /ou antagbnicos, com o intuito de prever os riscos da
presenca delas no ambiente marinho, como por exemplo, a
presenca de nanoparticulas de 6xido de cobre (presente nas tintas
anti-incrustantes das plataformas petroliferas, com compostos de
petroleo como HPA (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) e
BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno), oriundos do
processamento do petréleo.

Algumas recomendacdes para pesquisas futuras baseadas neste
estudo séo:

e Investigar a possibilidade de realizacdo do teste em periodos de
tempo menores, mantendo a proposta de ensaio de longa duracéo,
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porém verificando a reducdo do tempo adotado neste trabalho (2/3
do ciclo de vida do organismo), de forma a acelerar a obtencéo de
resultados para o monitoramento de ambientes marinhos.

Avaliar a possibilidade de redugdo do nimero de organismos
iniciais para o teste de toxicidade, com objetivo de reducdo dos
custos com materiais € minimizagdo da necessidade de méo-de-
obra para acompanhamento do teste.

Desenvolver aquéarios com capacidade de 1 litro, encamisados,
possibilitando circular fluido térmico em seu interior, e dessa
maneira garantir a temperatura da &gua dos testes com variacdes
menores que 0,5 °C, independente da temperatura ambiente.
Estudar a viabilidade de reciclo da agua de cultivo, a partir da
filtracdo em carvao ativado.

Desenvolver um software para o teste de toxicidade cronica que
possa ser hospedado em nuvem, visando criar um banco de dados
com todos os usuérios que utilizarem a tecnologia desenvolvida.
Esse banco de dados podera subsidiar a criacdo de uma base de
informacgdes consolidada para consulta em qualquer lugar do
mundo, relativa a testes de toxicidade crénica com M. juniae.
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A4 PLANILHA PARA ACOMPANHAMENTO DA TEMPERATURA

AMBIENTE E DA AGUA
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A5 TERMOMETRO DIGITAL UTILIZADO PARA O
MONITORAMENTO DA TEMPERATURA AMBIENTE E DA
AGUA DO CULTIVO E TESTES
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A6 DADOS OBTIDOS NO TESTE PARA AVALIAR VARIACOES
NA SALINIDADE E VOLUME DE AGUA

Variagdoda | Variagédo

Salinidade do
StdOrder RunOrder | PtType | Blocks Frasco | Aeragdo Tampa (%o) Volume
6 1 1 1 2 1 2 4 0,885
5 2 1 1 2 1 1 4 0,905
4 3 1 1 1 2 2 2 0,953
9 4 1 1 3 1 1 10 0,743
10 5 1 1 3 1 2 26 0,394
7 6 1 1 2 2 1 0 0,998
12 7 1 1 3 2 2 5 0,886
11 8 1 1 3 2 1 2 0,943
8 9 1 1 2 2 2 1 0,990
1 10 1 1 1 1 1 2 0,915
3 11 1 1 1 2 1 1 0,995
2 12 1 1 1 1 2 4 0,735

A variacéo do volume esté relacionada ao volume inicial adicionado no
frasco.

Por exemplo: caso o valor seja 0,885, significa que foi mantido 88,5%
do volume original, ap6s 7 dias de teste.

A variacédo da salinidade esta relacionado a quanto a salinidade variou
em relagdo a salinidade inicial, em valor absoluto %o (partes por mil).
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A7 DADOS OBTIDOS NO TESTE PARA AVALIAR AS
CONDICOES DE SALINIDADE E TEMPERATURA PARA
CULTIVO E ENSAIOS DE TOXICIDADE CRONICA

Salinidade Temperatura

StdOrder RunOrder | PtType Blocks (%o) (°C) Sobrevivéncia
1 1 1 1 28 17 9
3 2 1 1 28 28 4
7 3 1 1 35 17 0
5 4 1 1 32 25 43
4 5 1 1 32 17 23
8 6 1 1 35 25 26
9 7 1 1 35 28 0
2 8 1 1 28 25 5
6 9 1 1 32 28 23
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A8 REFRATOMETRO PARA O ACOMPANHAMENTO DA
SALINIDADE DO CULTIVO E DOS TESTES DE TOXICIDADE
CRONICA.
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A9 DADOS PARA A ELABORACAO DA CARTA-CONTROLE DA
SENSIBILIDADE DOS MISIDACEQS

4,48
5,36
4,23
5,51
4,75
6,94
4,16
6,02
3,346
2,205
6,908
6,131
6,496
5,705
6,45
2,91
2,69
2,53
4,6
5,334
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Al10 CONDICIONADORES DE AR INSTALADOS NO
LABORATORIO DE TOXICOLOGIA AMBIENTAL DA UNIVILLE
—PRINCIPAL E RESERVA

Condicionador de ar principal.

Condicionador de ar secundario.



159

All SISTEMA DE AERACAO SECUNDARIO, COM
COMPRESSORES DE DIAFRAGMA

Sistema secundario de compressores de ar. O sistema principal é
abastecido por um soprador centrifugo.
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A12 SISTEMA DE AERAGCAO E ILUMINAGAO DOS AQUARIOS
INSTALADO NAS ESTANTES DO LABORATORIO DE
TOXICOLOGIA AMBIENTAL DA UNIVILLE
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A13 DADOS OBTIDOS DURANTE A ANALISE DO SISTEMA DE

MEDICAO

Misidaceo | Operador | Medida Tamanho (mm) [l Misidaceo

| Operador

Medida

Tamanho (mm) |

1 1 1 3 1 2 1 25
1 1 2 26 1 2 2 2,6
1 1 3 26 1 2 3 3
2 1 1 23 2 2 1 21
2 1 2 2,1 2 2 2 2,1
2 1 3 2 2 2 3 2.2
3 1 1 2,1 3 2 1 24
3 1 2 25 3 2 2 25
3 1 3 24 3 2 3 25
7 1 1 25 1 2 1 3
7 1 2 24 1 2 2 25
4 1 3 25 4 2 3 25
5 1 1 25 5 2 1 3,1
5 1 2 3 5 2 2 2,9
5 1 3 2.9 5 2 3 26
6 1 1 8 6 2 1 77
6 1 2 7.6 6 2 2 7.9
6 1 3 7,9 6 2 3 84
7 1 1 7,1 7 2 1 71
7 1 2 73 7 2 2 7.2
7 1 3 7 7 2 3 74
B 1 1 9 8 2 1 3
8 1 2 8,9 8 2 2 93
8 1 3 93 8 2 3 9.2
9 1 1 8,3 9 2 1 7.2
9 1 2 73 9 2 2 78
9 1 3 7.8 9 2 3 83
10 1 1 6.8 10 2 1 74
10 1 2 7 10 2 2 72
10 1 3 7.2 10 2 3 78
11 1 1 8 11 2 1 8
11 1 2 7.8 11 2 2 8
11 1 3 79 11 2 3 7.9
12 1 1 7.8 12 2 1 71
12 1 2 7.9 12 2 2 7
12 1 3 7 12 2 3 8
13 1 1 7,7 13 2 1 71
13 1 2 7.1 13 2 2 73
13 1 3 73 13 2 3 7.8
14 1 1 8,3 14 2 1 74
14 1 2 74 14 2 2 73
14 1 3 73 14 2 3 8.2
15 1 1 9 15 2 1 8,6
15 1 2 8,6 15 2 2 8,6
15 1 3 8,9 15 2 3 9
16 1 1 6.2 16 2 1 58
16 1 2 58 16 2 2 57
16 1 3 55 16 2 3 6
17 1 1 83 17 2 1 75
17 1 2 7,7 17 2 2 8
17 1 3 8 17 2 3 8
18 1 1 4 18 2 1 4,2
18 1 2 4 18 2 2 4,1
18 1 3 1 18 2 3 4
19 1 1 52 19 2 1 5
19 1 2 5 19 2 2 49
19 1 3 48 19 2 3 53
20 1 1 6 20 2 1 59
20 1 2 6 20 2 2 6
20 1 3 6 20 2 3 6
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Al4 TAMANHO DOS ORGANISMOS MEDIDOS*

Amostra | Controle Amostra | Controle | Amostra | Controle Amostra Controle
Cachoeira | Cachoeira | Porto Porto Capri Capri Gragas Gragas
1,6 2,5 2,55 2,35 24 3,9 38 38
3,35 3,3 2,4 2 2,85 3,75 39 3,65
4 3,9 2,2 2,55 24 2,94 38 4
4,31 3,92 2,35 2,65 3,07 2,91 4,5 4,35
4,53 4,47 2,5 24 2,4 2,85 4,8 4,65
4,33 4,4 2,55 2,55 2,58 2,4 4,5 4,25
33 3,81 2,45 2,25 3,5 3 4,35 4,15
4,25 3,93 2,65 2,8 24 3,25 4,55 4
4,28 4,06 3 3 3,45 4 4,85 42
4,07 4,61 2,4 3 3,5 3,6 4,05 4
2,6 3,2 3,2 3,4 4 3,95
31 23 2,85 3,15 3,6 4,2
3 34 4 5 4,2 4,05
33 37 4,5 5 4,3 4
35 31 5 5 4,45 4
3,9 4,5 4 4
4,1 4,1 5 4,5
4 4,7 4,5 4,5
4,2 4,75
4,4 5
4,2 55
3,8 6,25
4 4,75

* Todos os dados sdo apresentados em mm (milimetros)
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Al5 NATALIDADE DOS ORGANISMOS NA PRIMEIRA

GERACAO

Amostra
Capri

Amostra = Controle
Gragas Capri

Controle
Gracas

©
S
ko)
ge
c o
<a

Amostra Controle
Cachoeira | Porto

Controle
Cachoeira

Dias ‘
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A16 NATALIDADE NA SEGUNDA GERAGAO

Amostra | Controle Amostra | Controle | Amostra | Controle Amostra Controle
Cachoeira | Cachoeira | Porto Porto Capri Capri Gragas Gragas
8 2 16 10 26 25 48 49

9 12 1 20 0 1 215 2

30 130 169 9

47 114 313 195

22 31 235 286

51 95 329

277 150

88




A17 SOBREVIVENCIA DOS ORGANISMOS

Vivos Vivos Vivos
Controle Amostra Controle Amostra Controle Amostra | Controle Amostra
| Dias | Capri Cachoeira | Cachoeira Porto Gragcas Gragas

1 1 1 1 0,956 1 1 1,000 1,000

10 0,817 0,875 0,667 0,811 1 0,913 0,911 0,872

20 0,758 0,729 0,433 0,511 1 0,85 0,683 0,556

30 0,413 0,413 0,344 0,411 0,913 0,708 0,683 0,528

40 0,358 0,254 0,144 0,356 0,421 0,167 0,656 0,472

50 0,279 0,208 0,067 0,333 04 0,113 0,517 0,472

60 0,217 0,083 0,067 0,3 0,375 0,008 0,461 0,389

165
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A18 DADOS DE MORTALIDADE NO ENSAIO DE TOXICIDADE
AGUDA

Concentracdo  Vivos  Mortos

2 20 2
20 3

8 20 9
16 20 15
32 20 20
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Al19 NATALIDADE DOS ORGANISMOS EXPOSTOS AO

CONTROLE E A AMOSTRA COM 100
NANOPARTICULAS DE OXIDO DE COBRE
Idade CouA | Nascidos

28 | Amostra 32
30 | Amostra 9
33 | Amostra 4
36 | Amostra 7
39 | Amostra 13
42 | Amostra 4
45 | Amostra 0
48 | Amostra 0
28 | Controle 27
30 | Controle 0
33 | Controle 37
36 | Controle 0
39 | Controle 20
42 | Controle 0
45 | Controle 8
48 | Controle 16

pg.L™

de
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A20 MORTALIDADE DOS ORGANISMOS DURANTE O TESTE
DE TOXICIDADE CRONICA COM NANOPARTICULAS DE
OXIDO DE COBRE

Idade Tipo Sexo Mortes \
23 Controle Fémea 0
28 Controle Fémea 0
30 Controle Fémea 1
33 Controle Fémea 0
36 Controle Fémea 0
39 Controle Fémea 5
42 Controle Fémea 0
45 Controle Fémea 0
48 Controle Fémea 0
51 Controle Fémea 0
54 Controle Fémea 13
23 NP-CuO Fémea 0
28 NP-CuO Fémea 0
30 NP-CuO Fémea 33
33 NP-CuO Fémea 0
36 NP-CuO Fémea 14
39 NP-CuO Fémea 0
42 NP-CuO Fémea 0
45 NP-CuO Fémea 0
48 NP-CuO Fémea 0
51 NP-CuO Fémea 0
54 NP-CuO Fémea 10
23 Controle Macho 0
28 Controle Macho 0
30 Controle Macho 0
33 Controle Macho 0
36 Controle Macho 0
39 Controle Macho 9
42 Controle Macho 0
45 Controle Macho 0
48 Controle Macho 1
51 Controle Macho 0
54 Controle Macho 1
23 NP-CuO Macho 0
28 NP-CuO Macho 0
30 NP-CuO Macho 2
33 NP-CuO Macho 0
36 NP-CuO Macho 4
39 NP-CuO Macho 0
42 NP-CuO Macho 0
45 NP-CuO Macho 0
48 NP-CuO Macho 1
51 NP-CuO Macho 0
54 NP-CuO Macho 2
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A21 TAMANHO DOS MISIDACEOS MEDIDOS NO TESTE DE
TOXICIDADE CRONICA COM NANOPARTICULAS DE OXIDO

DE COBRE

Idade ‘Tipos ‘Medida (mm)
30 | Controle 3,9
30| Controle 4,2
30 | Controle 3,9
39 | Controle 3,7
39 | Controle 4
39 | Controle 4,35
48 | Controle 4
48 | Controle 3,9
48 | Controle 4,05
54 | Controle 4,2
54 | Controle 4,15
54 | Controle 4,25
54 | Controle 4,05
54 | Controle 4,3
54 | Controle 4,2
30 | Amostra 3,9
30 | Amostra 3,95
30 | Amostra 3,6
39 | Amostra 3,75
39 | Amostra 3,95
39 | Amostra 3,85
48 | Amostra 4,2
48 | Amostra 3,9
48 | Amostra 42
54 | Amostra 4,25
54 | Amostra 4
54 | Amostra 3,95
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A22 CODIGO FONTE DO SOFTWARE MASCoTE

Sub FILTRA_MEDIDAS_1G()
'FILTRA_MEDIDAS_1G Macro
" Filtro avancado para as medidas dos organismos no controle e na
amostra da 1a geracao.
" Limpa o conteldo das células onde o filtro avancado apresentara os
resultados.
Range("E8:J395").Select
Selection.Delete Shift:=xIUp
Range("E8").Select
" Aplica o filtro avangado em cada uma das colunas de medidas (Medida
1, 2 e 3) no controle e na amostra.
Sheets(""Cronograma la Geragdo").Range("V1:V62").AdvancedFilter
Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("E5:E6"),
CopyToRange:=Range _
("E8"), Unique:=False
Range("F8").Select
Sheets("Cronograma la
Geragdo").Range("W1:W62").AdvancedFilter Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("'F5:F6"),
CopyToRange:=Range("F8"), _
Unique:=False
Range("G8").Select
Sheets("Cronograma la Geracdo").Range("X1:X62").AdvancedFilter
Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("G5:G6"),
CopyToRange:=Range("G8"), _
Unique:=False
Range("H8").Select
Sheets("Cronograma 1la Geracdo").Range("Y1:Y62").AdvancedFilter
Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range(""H5:H6"),
CopyToRange:=Range("H8"), _
Unique:=False
Range("18").Select
Sheets("Cronograma la Gerac¢do").Range("Z1:262").AdvancedFilter
Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("15:16"),
CopyToRange:=Range("18"), _
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Unique:=False
Range("J8").Select
Sheets("Cronograma la
Geracdo").Range("AAL:AA62").AdvancedFilter Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("J5:J6"),
CopyToRange:=Range("J8"), _
Unique:=False
End Sub
Sub MEDIDA_COLUNA_1G()
'MEDIDA_COLUNA_1G Macro
' Coloca as medidas do controle e amostra em colunas Unicas e distintas
para a realizacdo da ANOVA.
Range("L5:M500").Select
Selection.ClearContents
If Range("E9").Text <> vbNullString Then
If Range("E10").Text <> vbNullString Then
Range("E9").Select
Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy
Range("L5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
Else
Range("E9").Select
Selection.Copy
Range("L5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
End If
End If
'Range("E9").Select
'Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
'Selection.Copy
'Range("L5").Select
‘Selection.Insert Shift:=xIDown
If Range("F9").Text <> vbNullString Then
If Range(""F10").Text <> vbNullString Then
Range("F9").Select
Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy
Range("L5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
Else
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Range("F9").Select
Selection.Copy
Range("L5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
End If
End If
'Range("F9").Select
'Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
'‘Application.CutCopyMode = False
‘Selection.Copy
'Range("L5").Select
'Selection. Insert Shift:=xIDown
If Range("G9").Text <> vbNullString Then
If Range("G10").Text <> vbNullString Then
Range("G9").Select
Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy
Range("L5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
Else
Range("G9").Select
Selection.Copy
Range("L5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
End If
End If
'Range(""G9").Select
'Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
‘Application.CutCopyMode = False
‘Selection.Copy
'Range("L5").Select
‘Selection.Insert Shift:=xIDown
If Range(""H9").Text <> vbNullString Then
If Range(""H10").Text <> vbNullString Then
Range("H9").Select
Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy
Range("M5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
Else
Range("H9").Select
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Selection.Copy

Range("M5").Select

Selection.Insert Shift:=xIDown

End If

End If

'Range("H9™).Select

'Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
'‘Application.CutCopyMode = False
'Selection.Copy

'Range(*M5").Select

'Selection. Insert Shift:=xIDown

If Range("'19").Text <> vbNullString Then
If Range("'110").Text <> vbNullString Then
Range("19").Select

Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy

Range("M5").Select

Selection.Insert Shift:=xIDown

Else

Range("19").Select

Selection.Copy

Range("M5").Select

Selection.Insert Shift:=xIDown

End If

End If

'‘Range("19").Select

'Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
‘Application.CutCopyMode = False
‘Selection.Copy

'Range("M5").Select

'Selection. Insert Shift:=xIDown

If Range("'J9").Text <> vbNullString Then
If Range(""J10").Text <> vbNullString Then
Range("J9").Select

Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy

Range("M5").Select

Selection.Insert Shift:=xIDown

Else

Range("J9").Select

Selection.Copy
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Range("M5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
End If
End If
'Range("J9").Select
'Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
‘Application.CutCopyMode = False
‘Selection.Copy
'Range("M5").Select
‘Selection. Insert Shift:=xIDown
Application.CutCopyMode = False
Range("L4").Select
End Sub
Sub ANOVA_TAMANHO_1G()
"ANOVA_TAMANHO_1G Macro
" Calcula a analise de variancias para o tamanho.
"intervalo_entrada,intervalo_saida,agrupado,rétulos,alfa (assim se
preenche os argumentos para ANOVA)
" Application.DisplayAlerts = False (essa instrugcdo faz com que o
ANOVA ndo dé mensagens durante a execucao)
Columns("O:U").Select
Selection.ClearContents
Range("08").Select
Application.Run "ATPVBAEN.XLAM!Anoval",
ActiveSheet.Range("$L$5:3M$1000™), ActiveSheet.Range("$0$5"),
"C", False, _
0.05
" Application.DisplayAlerts = True (reativa os alertas)
End Sub
Sub FILTRA_NASCIDOS_1G()
"FILTRA_NASCIDOS_1G Macro
" Filtra os nascidos no controle e na amostra na primeira geragao.
Range("W6:X395").Select
Selection.ClearContents
Range("W6").Select
Sheets("Cronograma la
Geracdo").Range("AN1:AN62").AdvancedFilter Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("W3:W4"),
CopyToRange:=Range("W6"), _
Unique:=False
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Sheets("Cronograma la
Geracdo").Range("AO01:A062").AdvancedFilter Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range(""X3:X4"),
CopyToRange:=Range("X6"), _
Unique:=False
End Sub
Sub ANOVA_NASCIDOS_1G()
" ANOVA_NASCIDOS_1G Macro
' Calcula a analise de variancias para comparar os nascidos no controle e
na amostra na primeira geragao.
"intervalo_entrada,intervalo_saida,agrupado,rdtulos,alfa (argumentos da
rotina anova)
Columns("Z:AF").Select
Selection.ClearContents
Range("Z5").Select
Application.Run "ATPVBAEN.XLAM!Anoval”,
ActiveSheet.Range("$W$7:$X$1000"), ActiveSheet.Range("$Z$5"),
"C", False, _
0.05
End Sub
Sub FILTRA_MORTALIDADE_1G()
"FILTRA_MORTALIDADE_1G Macro
" Macro para efetuar o filtro da mortalidade dos organismos na amostra e
controle na primeira geracéo.
Range("Al6:AN168").Select
Selection.ClearContents
Range("Al6").Select
Sheets(""Cronograma la Geragdo").Range("P1:P62").AdvancedFilter
Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("Al3:Al4"),
CopyToRange:=Range("Al6"), _
Unique:=False
Sheets("Cronograma 1la Geracdo").Range("Q1:Q62").AdvancedFilter
Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("AJ3:AJ4"),
CopyToRange:=Range("AJ6"), _
Unique:=False
Sheets("Cronograma la Gerac¢do").Range("R1:R62").AdvancedFilter
Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("AK3:AK4"),
CopyToRange:=Range("AK6"), _
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Unique:=False
Sheets("Cronograma 1a Geracdo").Range('S1:562").AdvancedFilter
Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("AL3:AL4"),
CopyToRange:=Range("AL6"), _
Unique:=False
Sheets("Cronograma la Gerac¢do").Range("T1:T62").AdvancedFilter
Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("AM3:AM4"),
CopyToRange:=Range("AM6"), _
Unique:=False
Sheets(""Cronograma la Geragdo").Range("U1:U62").AdvancedFilter
Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("AN3:AN4"),
CopyToRange:=Range("AN6"), _
Unique:=False
End Sub
Sub COPIAR_MORTALIDADE_1G()
' COPIAR_MORTALIDADE_1G Macro
" Esta macro tem a funcéo de copiar os dados relativos a mortalidade na
la geragdo para uma tabela Unica.
" Essa informagc@o é necesséria para o calculo da Analise de variancias
(ANOVA)
' Apaga o contetido das células em uma area na planilha onde seréo
atualizados os dados de mortalidade
Range("AQ6:AR1044™").Select
Selection.ClearContents
Range("AQ6").Select
' Checa inicialmente se os dados filtrados estdo com valores ou apenas
vazios
' Se existirem valores, 0s mesmos serdo inseridos na tabela para a
ANOVA
' Se estiverem zerados, ndo efetua nenhuma tarefa
' Mortalidade sem maturacdo sexual no controle 1g
If Range("Al7").Text <> vbNullString Then
If Range("Al8").Text <> vbNullString Then
Range("Al7").Select
Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy
Range("AQ6").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
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Else
Range("Al7").Select
Selection.Copy
Range("AQ6").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
End If
End If
" Mortalidade sem maturacdo na amostra 1g
If Range("AJ7").Text <> vbNullString Then
If Range("AJ8").Text <> vbNullString Then
Range("AJ7").Select
Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy
Range("AR6").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
Else
Range("AJ7").Select
Selection.Copy
Range("AR6").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
End If
End If
" Mortalidade de fémeas no controle 1g
If Range(""ak7").Text <> vbNullString Then
If Range("AK8").Text <> vbNullString Then
Range("AK7").Select
Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy
Range("AQ6").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
Else
Range("AK7").Select
Selection.Copy
Range("AQ6").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
End If
End If
" Mortalidade de machos no controle 1g
If Range("AL7").Text <> vbNullString Then
If Range("AL8").Text <> vbNullString Then
Range("AL7").Select



178

Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy
Range("AQ6").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
Else
Range("AL7").Select
Selection.Copy
Range("AQ6").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
End If
End If
" Mortalidade de fémeas na amostra 19
If Range("AMT7").Text <> vbNullString Then
If Range("AM8").Text <> vbNullString Then
Range("AM7").Select
Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy
Range("AR6").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
Else
Range("AM7").Select
Selection.Copy
Range("AR6").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
End If
End If
" Mortalidade de machos na amostra 1g
If Range("AN7").Text <> vbNullString Then
If Range("AN8").Text <> vbNullString Then
Range("AN7").Select
Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy
Range("AR6").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
Else
Range("AN7").Select
Selection.Copy
Range("AR6").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
End If
End If
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' Desliga 0 modo copiar e colar e seleciona a célula AQ6
Application.CutCopyMode = False
Range("AQ6").Select
End Sub
Sub ANOVA_MORTALIDADE_1G()
' ANOVA_MORTALIDADE_1G Macro
' Calcula a anélise de variancias para 0s organismos mortos.
" Limpa as colunas onde os dados serdo calculados pela rotina ANOVA
Columns("AT:AZ").Select
Selection.ClearContents
Range("AQ6").Select
"Roda a rotina anova
Application.Run "ATPVBAEN.XLAM!Anoval”,
ActiveSheet.Range("$AQ$6:$AR$1000"),
ActiveSheet.Range("$AT$6"), "C", False, _
0.05
End Sub
Sub FILTRA_NASCIDOS_2G()
"FILTRA_NASCIDOS_2G Macro
" Filtra os organismos nascidos na 2a geracdo, ha amostra e no controle.
Range("BD6:BE395").Select
Selection.ClearContents
Range("BD6").Select
Sheets(""Cronograma 2a
Geragdo").Range("AF1:AG62").AdvancedFilter Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("'BD3:BE4"),
CopyToRange:=Range("BD6"), _
Unique:=False
End Sub
Sub ANOVA_NASCIDOS_2G()
" ANOVA_NASCIDOS_2G Macro
' Calcula a analise de variancias para 0s organismos nascidos na 2a
geracao.
Columns("BG:BM").Select
Selection.ClearContents
Range("BG5").Select
Application.Run "ATPVBAEN.XLAM!Anoval”,
ActiveSheet.Range("$BD$7:$BE$1000"),
ActiveSheet.Range("$BG$5"), "C", False, _
0.05
End Sub
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Sub FILTRA_MORTALIDADE_2G()
"FILTRA_MORTALIDADE_2G Macro
" filtra os dados de mortalidade na 2a geracao.
Range("BP6:BU1247").Select
Selection.ClearContents
Range("BP6").Select
Sheets("Cronograma 2a Geracdo").Range("N1:N62").AdvancedFilter
Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("BP3:BP4"),
CopyToRange:=Range("BP6")
Unique:=False
Range("BP6").Select
Sheets("Cronograma 2a
Geragdo").Range("01:062").AdvancedFilter Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("BQ3:BQ4"),
CopyToRange:=Range("'BQ6"), _
Unique:=False
Sheets("Cronograma 2a
Geracdo").Range("P1:P62").AdvancedFilter Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("BR3:BR4"),
CopyToRange:=Range("BR6"), _
Unique:=False
Sheets("Cronograma 2a
Geragdo").Range("Q1:Q62").AdvancedFilter Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("BS3:BS4"),
CopyToRange:=Range("BS6")
Unique:=False
Sheets("Cronograma 2a
Geracdo").Range("R1:R62").AdvancedFilter Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("BT3:BT4"),
CopyToRange:=Range("BT6"), _
Unique:=False
Sheets("Cronograma 2a
Geragdo").Range("S1:562").AdvancedFilter Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("BU3:BU4"),
CopyToRange:=Range("'BU6"), _
Unique:=False
End Sub
Sub COPIAR_MORTALIDADE_2G()
' COPIAR_MORTALIDADE_2G Macro
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' Copia a quantidade de mortos para uma tabela Unica separando
controle de amostra, com vistas ao calculo ANOVA.
Range("BW5:BX922").Select
Selection.ClearContents
Range("BW5").Select
If Range("BP7").Text <> vbNullString Then
If Range("BP8").Text <> vbNullString Then
Range("BP7").Select
Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy
Range("BX5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
Else
Range("BP7").Select
Selection.Copy
Range("BX5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
End If
End If
If Range("BQ7").Text <> vbNullString Then
If Range("BQ8").Text <> vbNullString Then
Range("BQ7").Select
Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy
Range("BWS5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
Else
Range("BQ7").Select
Selection.Copy
Range("BWS5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
End If
End If
If Range("BR7").Text <> vbNullString Then
If Range("BR8").Text <> vbNullString Then
Range("BR7").Select
Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy
Range("BX5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
Else
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Range("BR7").Select
Selection.Copy
Range("BX5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
End If
End If
If Range("BS7").Text <> vbNullString Then
If Range("BS8").Text <> vbNullString Then
Range("BS7").Select
Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy
Range("BX5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
Else
Range("BS7").Select
Selection.Copy
Range("BX5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
End If
End If
If Range("BT7").Text <> vbNullString Then
If Range("BT8").Text <> vbNullString Then
Range("BT7").Select
Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy
Range("BWS5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
Else
Range("BT7").Select
Selection.Copy
Range("BW5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
End If
End If
If Range("BU7").Text <> vbNullString Then
If Range("BU8").Text <> vbNullString Then
Range("BU7").Select
Range(Selection, Selection.End(xIDown)).Select
Selection.Copy
Range("BWS5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
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Else
Range("BU7").Select
Selection.Copy
Range("BWS5").Select
Selection.Insert Shift:=xIDown
End If
End If
Application.CutCopyMode = False
Range("BWS5").Select
End Sub
Sub ANOVA_MORTOS_2G()
"ANOVA_MORTOS_2G Macro
' Calcula a analise de variancias para a mortalidade na 2a Geracao.
' Limpa as colunas onde serdo feitos os calculos da ANOVA
Columns("BZ:CG").Select
Selection.ClearContents
Range("BZ6").Select
"Roda a rotina ANOVA
Application.Run "ATPVBAEN.XLAM!Anoval”,
ActiveSheet.Range("$BW$5:$BX$1000"),
ActiveSheet.Range("$BZ$6"), "C", False, _
0.05
End Sub
Sub FILTRA_POPULACAO TOTAL 2G()
'FILTRA_POPULACAO_TOTAL_2G Macro
" Filtro para a populacéo total na 2a Geragé&o.
" Limpa a regiéo onde o filtro trara os resultados
Range("CI7:CJ249").Select
Selection.ClearContents
Range("CI7").Select
" Aplicagdo do filtro avangado para os dados de populagdo na 2a geracao
Sheets("Cronograma 2a
Geracdo").Range("AD1:AE62").AdvancedFilter Action:= _
xIFilterCopy, CriteriaRange:=Range("'C14:CJ5"),
CopyToRange:=Range("CI7"), _
Unique:=False
" Esta rotina seleciona o Gltimo dado de populacdo total na segunda
geracéo.
' Essa rotina é necessaria porque a populacdo da 2a geragdo aumenta ao
longo do tempo, j& que a primeira geragdo ndo deixa de reproduzir.
Range("CI7").Select
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Selection.End(xIDown).Select
Selection.Copy
Range("CL8").Select
ActiveSheet.Paste
Range("CJ7").Select
Selection.End(xIDown).Select
Application.CutCopyMode = False
Selection.Copy
Range("CM8").Select
ActiveSheet.Paste
Application.CutCopyMode = False
End Sub
Sub Roda_macros()
"Roda_macros Macro
"RODA TODAS AS MACROS
" Application.Run "'Software teste cronico2_para
alterar xIsm''"FILTRA_MEDIDAS _1G"
" ActiveWindow.LargeScroll ToRight:=1
"esconde as telas durante a execucao das macros
Application.ScreenUpdating = False
" Desbloqueio das planilhas para calculos
Sheets("Menu").Select
ActiveSheet.Unprotect Password:="0i"
Sheets("Resultados").Select
ActiveSheet.Unprotect Password:="0i"
Sheets(""Calculos™).Select
ActiveSheet.Unprotect Password:="0i"
Sheets("CAPA").Select
ActiveSheet.Unprotect Password:="0i"
Sheets("Cronograma la Geracao").Select
ActiveSheet.Unprotect Password:="0i"
Sheets("Cronograma 2a Geracao").Select
ActiveSheet.Unprotect Password:="0i"
Sheets("Listas").Select
ActiveSheet.Unprotect Password:="0i"
Sheets("Célculos™).Select
Call FILTRA_MEDIDAS_1G
Sheets("Resultados™).Select
Range("R10").Select
Application.ScreenUpdating = True
ActiveCell.Value = "CALCULANDO: 5%"
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Application.ScreenUpdating = False
Sheets(""Célculos™).Select

Call MEDIDA_COLUNA_1G
Sheets("Resultados™).Select
Range("R10").Select
Application.ScreenUpdating = True
ActiveCell.Value = "CALCULANDO: 10%"
Application.ScreenUpdating = False
Sheets("Calculos™).Select

Call ANOVA_TAMANHO_1G
Sheets("Resultados™).Select
Range("R10").Select
Application.ScreenUpdating = True
ActiveCell.Value = "CALCULANDO: 15%"
Application.ScreenUpdating = False
Sheets("Calculos").Select

Call FILTRA_NASCIDOS_1G
Sheets("Resultados").Select
Range("R10").Select
Application.ScreenUpdating = True
ActiveCell.Value = "CALCULANDO: 20%"
Application.ScreenUpdating = False
Sheets(""Calculos™).Select

Call ANOVA_NASCIDOS_1G
Sheets("Resultados™).Select
Range("R10").Select
Application.ScreenUpdating = True
ActiveCell.Value = "CALCULANDO: 30%"
Application.ScreenUpdating = False
Sheets(""Calculos™).Select

Call FILTRA_MORTALIDADE_1G
Sheets("Resultados™).Select
Range("R10").Select
Application.ScreenUpdating = True
ActiveCell.Value = "CALCULANDO: 40%"
Application.ScreenUpdating = False
Sheets(""Célculos™).Select

Call COPIAR_MORTALIDADE_1G
Sheets("Resultados™).Select
Range("R10").Select
Application.ScreenUpdating = True
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ActiveCell.Value = "CALCULANDO: 50%"
Application.ScreenUpdating = False
Sheets(""Célculos™).Select

Call ANOVA_MORTALIDADE_1G
Sheets("Resultados™).Select
Range("R10").Select
Application.ScreenUpdating = True
ActiveCell.Value = "CALCULANDO: 60%"
Application.ScreenUpdating = False
Sheets("Calculos").Select

Call FILTRA_NASCIDOS_2G
Sheets("Resultados").Select
Range("R10").Select
Application.ScreenUpdating = True
ActiveCell.Value = "CALCULANDO: 65%"
Application.ScreenUpdating = False
Sheets("Calculos").Select

Call ANOVA _NASCIDOS 2G
Sheets("Resultados™).Select
Range("R10").Select
Application.ScreenUpdating = True
ActiveCell.Value = "CALCULANDO: 70%"
Application.ScreenUpdating = False
Sheets("Calculos™).Select

Call FILTRA_MORTALIDADE_2G
Sheets("Resultados™).Select
Range("R10").Select
Application.ScreenUpdating = True
ActiveCell.Value = "CALCULANDO: 75%"
Application.ScreenUpdating = False
Sheets(""Célculos™).Select

Call COPIAR_MORTALIDADE_2G
Sheets("Resultados™).Select
Range("R10").Select
Application.ScreenUpdating = True
ActiveCell.Value = "CALCULANDO: 80%"
Application.ScreenUpdating = False
Sheets(""Célculos™).Select

Call ANOVA_MORTOS_2G
Sheets("Resultados™).Select
Range("R10").Select
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Application.ScreenUpdating = True

ActiveCell.Value = "CALCULANDO: 90%"
Application.ScreenUpdating = False
Sheets(""Céalculos™).Select

Call FILTRA_POPULACAO TOTAL 2G
Sheets("Resultados™).Select

Range("R10").Select

Application.ScreenUpdating = True

ActiveCell.Value = "FIM: 100%"
Application.ScreenUpdating = False

' Blogueia novamente as planilhas

Sheets("Menu").Select

ActiveSheet.Protect DrawingObjects:=True, Contents:=True,
Scenarios:=True, Password:="0i"
Sheets("Resultados").Select

ActiveSheet.Protect DrawingObjects:=True, Contents:=True,
Scenarios:=True, Password:="0i"

Sheets("Calculos™).Select

ActiveSheet.Protect DrawingObjects:=True, Contents:=True,
Scenarios:=True, Password:="0i"

Sheets("CAPA™).Select

ActiveSheet.Protect DrawingObjects:=True, Contents:=True,
Scenarios:=True, Password:="0i"

Sheets(""Cronograma la Geragdo").Select
ActiveSheet.Protect DrawingObjects:=True, Contents:=True,
Scenarios:=True, Password:="0i"

Sheets(""Cronograma 2a Geragao").Select
ActiveSheet.Protect DrawingObjects:=True, Contents:=True,
Scenarios:=True, Password:="0i"

Sheets("Listas").Select

ActiveSheet.Protect DrawingObjects:=True, Contents:=True,
Scenarios:=True, Password:="0i"

' Seleciona a planilha resultados

Sheets(""Resultados").Select

Application.ScreenUpdating = True

End Sub

Sub auto_open()

"auto_open Macro

" Abre formulario automaticamente.

menu_inicial.Show

End Sub
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Abstract

The toxicity resulting from diffuse sources of pollution was assessed
using a chronic toxicity test based on the reproduction, body size and
survival of Mysidopsis juniae in Babitonga Bay, an estuarine complex
that hosts one of the largest areas of mangroves in the southern
hemisphere and that receives effluent from six adjacent municipalities,
altering the chemical composition of water and interfering with the
balance of the ecosystem. Water samples were collected at three points
in the Bay: P1: Foz do Rio Cachoeira, an interior point; P2: Port of Séo
Francisco do Sul, in the central Bay and P3: Capri Beach, near the Bay’s
connection with the Atlantic Ocean. These samples were used for
toxicity testing and compared to the metals Cd, Pb, Cu, Cr, Ni and Zn
mean concentrations. The results indicated that the water samples
caused chronic effects in Mysidopsis juniae when compared to control
water. Statistical analysis revealed significant differences in the size of
organisms, number of neonates, total population and time to first brood
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release. The birth rate can be considered the main factor analyzed
because it is directly related to the reproduction of the species.
Moreover, the study shows that the metals Cd, Pb, Cr and Zn are
strongly correlated with birth rate, suggesting they are primarily
responsible for chronic toxicity. However, it is necessary to consider the
possibility of additive, synergistic and / or antagonistic effects between
various metals or other substances that were not analyzed but were
present in the samples.

Keywords: chronic toxicity, trace metals, transgenerational effects,
Mysidopsis juniae, Babitonga Bay

1. INTRODUCTION

Joinville is located in northeastern Santa Catarina State (the state
with the seventh largest GDP, comprising 3.9% of the national total for
Brazil) in southern Brazil and includes 515,000 inhabitants and is the
largest GDP in the state, contributing to 10.7% of the state total (IBGE,
2010). In the region of Joinville, the metallurgic and metal mechanical
industries are the most important economic activities, comprising
approximately 500 companies - 22% of the companies in this sector in
Brazil (PEREIRA et al., 2007). Associated with this economic growth,
there is an increased degradation of coastal ecosystems in the region.
The study area includes the Babitonga Bay (BB), an estuarine complex
which contains one of the largest mangroves in the southern hemisphere.

Mangroves are sparsely distributed around the world (HALPERN et
al., 2008) and are directly affected by fishing, climate changes and
pollution. By definition, they are ecotone areas between the terrestrial
and coastal ecosystems found between latitudes 32° N and 38° S and
play important roles for both systems (WEILHOEFER, 2011). In
addition to mangroves, estuaries are recognized as providing numerous
ecosystem services, including biomass production, the improvement of
water quality, erosion control, sediment retention, flood control,
recreation and habitat for fish, shellfish, birds and other wildlife
(NATIONAL WETLAND VALUES ASSESSMENT, 1984;
WOODWARD e WUI, 2001).

The estuarine complex of Babitonga Bay is located in northeastern
Santa Catarina State, 9.69% of which is serviced by a sewage disposal
system(SNIS, 2007). Around the Bay, the cities of Joinville, Garuva,
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S8o Francisco do Sul, Itapoa, Balneario Barra do Sul e Araquari
together represent more than 600,000 inhabitants (IBGE, 2010).

Within the large drainage basin of the BB, areas of agriculture,
mariculture, industries, ports and marinas coexist as a unique natural
area of Atlantic forest. Inputs into the Bay from all of these land uses
can influence the equilibrium of the aquatic ecosystem of the BB, as the
interactions between the various compounds present in water present
toxicological risks to living organisms.

Therefore, analyzing the chronic toxic effects of different
compounds present in the environment is important for evaluating the
environmental health of the ecosystem. Chronic toxicity studies can be
used to assess deleterious effects on living organisms to identify the
impacts of contaminants (ADAMS e ROWLAND, 2002). For the
development of these studies, mysid species are commonly used as
standards for the evaluation of the toxicity of marine and estuarine
environments (GHEKIERE et al., 2006a; NIMMO e HAMAKER,
1982). In this context, the marine organism Mysidopsis juniae, a species
adapted to tropical waters, is considered an alternative model for
analyzing toxicity in coastal and oceanic regions of Brazil (BADARO-
PEDROSO et al., 2002), as most of the other commonly used organisms
are only suitable for testing of temperate waters.

This study aimed to assess the general chronic toxicity of different
locations within the estuarine complex of Babitonga Bay (BB) and to try
to identify a correlation between toxicity and trace metals contained in
the samples.

2. BIOLOGY, DISTRIBUTION AND REPRODUCTIVE CYCLE
OF MYSIDS

Mysids (Crustacea: Mysidacea) are small shrimp-like crustaceans
characterized by the presence of a specific marsupium in which they
store and carry young embryos (BADARO-PEDROSO et al., 2002;
MAUCHLINE, 1982).

Mysids have suitable characteristics for use in toxicity testing, such
as a short life cycle, sensitivity to a wide variety of toxicants, and ease
of handling and cultivation in the laboratory (NIMMO e HAMAKER,
1982). Mysids belong to the superorder Pericarida, and approximately
1188 Mysidacea species (MESS, 2012) have been described. These
organisms represent most of the diet of certain fishes. They are
omnivores (ORTEGA-SALAS et al., 2008) and mostly consume small
particles that adhere to their body surfaces, although they can also
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capture planktonic organisms. The geographical distribution of mysid
species is not well known, but it is known that mysids are found in the
three major oceans and at all latitudes, covering a wide range of
temperature conditions (MAUCHLINE, 1982).

Reproduction is sexual and the reproductive stages are egg-laying
and fertilization followed by marsupial and post-marsupial
development. Eggs are transported through the oviduct to the
marsupium after fertilization. During marsupial development, there are
three primary stages: embryonic, larval, and post-larval. After marsupial
development, the organisms reach the juvenile stage, when they are
released from the marsupium(WITTMANN, 1981).

3. MATERIALS AND METHODS
3.1 Study area

The estuarine complex of BB covers an area of 1,400 km?, including
the southern hemisphere’s last remaining large mangrove ecosystem.
BB is connected to the Atlantic Ocean via an 1,850 m opening and
exhibits a salt-wedge circulation system. A significant tidal oscillation
drives water renewal in this ecosystem, with a residence time to
replacement of 99% of the water of approximately 237 days (AMORIM
et al., 2006). The region is characterized by a humid subtropical climate
with an average rainfall of 2,000 mm.year’. It exhibits two
differentiated seasons: summer (from November to April) and winter
(from May to October). During summer, weather is characterized by
high temperature and humidity with intense precipitation. During
winter, the influence of polar air masses leads to declines in temperature
and precipitation in the region (BARROS GRACE et al., 2008). To
assess the impacts of human activities in the estuarine complex, three
sampling points (Figure 1) were selected to develop the study and to
identify the chronic toxicity of and presence of trace metals in water
samples from different areas of BB.

3.2 Sampling sites

The first sampling point is located at the mouth of the Cachoeira
River (P1) in an area within the estuary where the tidal influence causes
variations in salinity (17-22 ppt) (OLIVEIRA et al., 2006). This site
receives approximately 90% of the untreated domestic sewage of the
city of Joinville, which has a 16.5% rate of collection and treatment of
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sewage, as well as effluents from multiple industries (OLIVEIRA et al.,
2006), primarily from the metal mechanical industries. In this location,
there is also a marina (area 88,540 m?) containing a maintenance area
and a fuel dock. Thus, P1 can be considered to have a high potential
pollution load.

The second point selected for the study is located near the port of
S&o Francisco do Sul (P2). At this site, various sources of pollution,
such as the dredging of sediments, navigation, ballast water from ships,
oil spills and contact with antifouling paints as well as untreated
domestic sewage are present.

Sampling point P3 is located on Capri Beach, an area of bivalve
culture. As at P1, there is a marina in the region (area 3000 m?) and
untreated domestic sewage is released in the area. The site has no
significant industrial activity and the vegetation has been preserved. The
gradient of salinity at this point is weak (30-32 ppt), undergoing little
tidal influence due to the proximity to the ocean (BOHM, 2010).
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Figure 1: Water sampling sites in BB. P1 = mouth of the Cachoeira
River. P2 = region of the port of Sdo Francisco do Sul. P3 = Capri, near
the boundary of BB and the Atlantic Ocean.

3.3 Water sampling

Water samples were collected at depths ranging from 0.5to 1 m in
clean 5 L polyethylene bottles. The samples were immediately frozen to
maintain the initial characteristics of the sampled water. All samples
were collected for 5 consecutive days at P1, P2 and P3 according to
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fixed schedules (P1: 08:00; P2: 14:00 and P3: 14:00) to obtain water at
different tidal conditions with different contributions of fresh water from
the drainage basin. Subsequently, a composite sample was prepared for
each point for use in the chronic toxicity tests.

3.4 Preparation of water samples for toxicity tests

After sampling, all of the water samples from each point were
defrosted and combined to obtain one homogeneous composite sample
for that particular point. The total amount sampled from each point was
mixed in a clean reservoir with a total capacity of 1,000 L. After this
procedure, the salinity was measured and adjusted based on the
contribution of fresh water. To adjust the salinity, commercial Red Sea
Salt (the same salt used for the reconstitution of the cultivation water)
was added until the salinity reached 33 + 1 ppt in accordance with the
culture standard for mysids in the laboratory (OLIVEIRA et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2011). The adjustment of salinity must be performed
when samples are above or below the expected seawater value
(BADARO-PEDROSO et al., 2002).

3.5 Cultivation of test organisms

The organisms used for the toxicity test were cultured in the
Environmental Toxicology Laboratory at the University of Joinville
Region - Univille in cooperation with the LABTOX—Laboratory of
Environmental Toxicology at the Federal University of Santa
Catarina—UFSC in accordance with the recommendations of the NBR
15308 (ABNT, 2011) standard.

The cultivation conditions were 331 ppt salinity, water temperature
24+1 °C and a photoperiod of 12/12 h (dark/light) with gentle and
constant aeration. The mysids were fed with Artemia sp. The Artemia
were hatched over 24 hours and thereafter enriched with codfish liver oil
and fish oil (omega 3) for 24 hours before being supplied to the mysids.

To prepare water for mysid cultivation, deionized water was used,
reconstituted with Red Sea Salt. The water of the culture was fully
replaced once per week. This reconstituted water was used to hatch the
Artemia and also to raise the control mysids for the test.
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3.6 Chronic toxicity tests

A total of 180 mysids between 1 and 8 days old were used for each
chronic toxicity test. Of these organisms, 90 were used as a control and
90 were used to evaluate the exposure to the composite water samples
according to the schematic in Figure 2. The water tanks were completely
renewed each week for both the control (reconstituted water) and the
sample.

When the organisms were old enough to exhibit sexual dimorphism,
a population having a 1:4 ratio of males to females was established in
each study aquarium.

The parameters measured in each chronic toxicity study were the
survival of the first generation, growth and reproduction. For
reproduction, the number of neonates was quantified and the days to the
first brood release in the first and second generations was established.
The testing was halted after the 50th day, a test period that accounts for
more than two thirds of the life cycle of this organism.
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Time to first brood release
Survival
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Figure 2: Schematic diagram of the chronic toxicity test, considering the
initial test conditions and the populations established following the
development of sexual dimorphism.
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Total daily births and deaths were monitored, and the date of the
birth of first release was also recorded in each treatment. Every ten days,
the total population was counted. Two individuals were randomly
chosen from each of the tanks to obtain measurements of body length in
a stereoscopic microscope with a micrometer scale adapted to the ocular
lens.

To ensure the sensitivity of the test organisms, sensitivity assays
were performed weekly with the reference substance sodium dodecyl
sulfate and a control chart was maintained to monitor the sensitivity of
the organisms. To begin testing, the juveniles were required to have
levels of sensitivity according to the recommendations of the technical
standard NBR 15308 (ABNT, 2011).

3.7 Physico-chemical and chemical analysis of water samples

Analyses of dissolved oxygen, temperature, salinity, pH and Eh
(redox potential) were performed following the recommendations of the
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(GREENBERG et al., 1998). The mean value of metals concentrations
were used from Babitonga Bay Environmental Diagnostics (OLIVEIRA
et al., 2006) and the analyses were performed in the laboratory of Water,
Wastewater and Atomic Absorption Spectrometry (CEPPA), Federal
University of Parand (UFPR), and performed as presented in the Official
Methods of Analysis of AOAC International (2000). In each sample, 5
mL of nitric acid was added to 100 mL of water. Then, a reading was
performed in a Varian Atomic Absorption Spectrometer, model
SpectrAA 100-200. For analysis, 100 mL of the sample was measured
and 0.5 mL of nitric acid and 5 mL of 1:1 hydrochloric acid were added.
The remaining solution was evaporated to approximately 15 mL. Next,
15 mL of deionized water was added and the solution was adjusted to a
pH of 4 to 5 with 5 N sodium hydroxide or 1:1 hydrochloric acid. The
solution was then placed in a 100 mL volumetric flask and deionized
water was added to reach 100 mL. For the analysis of lead,
diphenylthiocarbazone reagent (dithizone) was used, whereas for
cadmium, dithizone was added. The pH was adjusted KCN was used as
a masking agent. For the analysis of nickel, dimethylglyoxime reagent
was used to cover sodium diethyldithiocarbamate. To analyze
chromium, 1,5-diphenylcarbazide was used; a specific Hach kit was
used to analyze zinc.

3.8 Data analysis
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The chronic toxicity results were examined to identify differences
between the exposed and control groups and to compare the intensity of
the effect with respect to the quantified amounts of trace metals in the
water samples. For this analysis, calculation of correlations, graphs of
interactions, parametric Student's t tests and non-parametric chi-squared
tests were used. Differences were considered significant at o<0.05.

4, RESULTS
4.1 Physico-chemical analysis

The dissolved oxygen, temperature, salinity, pH and Eh (redox
potential) of the water in the control and treatment samples of the mysid
study ranged from 4.3-6.3 mg.L™ (>60% of saturation), 23-26 °C, 32—
35 ppt, 8.1-8.3 and 0.2-0.4 V, respectively.

4.2 Metals analysis

The mean value of trace metals were collected from the Babitonga
Bay Environmental Diagnostic (OLIVEIRA et al., 2006). The samples
were analysed by atomic absorption. The results are presented in Table
2.

Table 2: Results of the analysis of metal concentrations in the water
samples collected at studied sites, in pug.L™.

Sampling Cd Pb Cu Cr Ni Zn

site olh (ol™ (ugl™) (ugl™) (uol?) (ugl?
P1 16.5 322.0 1325 325 60.0 25

P2 3.0 63.0 80.0 17.5 67.5 20.0
P3 1.0 99.0 185.0 22.5 30.0 12.5

Results obtained from Babitonga Bay Environmental Diagnostic
(OLIVEIRA et al., 2006)

Considering the pH of samples of between 8.1 and 8.3 and the redox
potential of between 0.2 and 0.4 V and using the Eh x pH diagrams
(BROOKINS, 1988; TAKENO, 2005) to verify the metal speciation, it
can be established that the measured elements were primarily present in
the water in the forms of Cd®*, Pb?*, Cu*, Cr**, Ni** and Zn*".
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4.3 Parameters of the chronic toxicity test

The survival rate at 96 hours in the first generation was > 95% in
both the control and exposed mysids. Statistically significant differences
were observed in growth parameters, reproduction, the time to first
brood release and survival when comparing the exposed and control
group samples. The results for these parameters are shown in Table 3.

Table 3: Comparison between exposed and control samples, considering
the studied variables in chronic toxicity tests: reproduction, size and
survival.

Characteristic Sample P1 Control P1 ~ Sample P2 Control Sample P3  Control
P2 P3
First brood @17 D34 18 27 23 28

release in first
generation (days)

First brood ®57 36 16 23 24 21
release in second
generation (days)

Body size (mean)  3.802 3.89 *3.180 *3.513 *3.422 *3.731
and standard  +0.8764 +0.6176 +0.7423 +1.193 +0.8977 +
deviation (mm) 0.8140
Births in first  *142.35% *100% 24.71% 100% 19.51% 100%
generation higher than lower than lower than
(juveniles) control control control

Births in second  21.43% 100% *45.24% *100% 100% 100%
generation higher than lower than (equal to
(juveniles) control control control)

Total population  *30% *34.4% *11.3% *40% **20.8% el
(survival) after 50 27.9%

days of testing

W characteristics that showed significant differences between sample
and control at a 95% confidence interval using a chi-squared test.

* characteristics that showed significant differences between sample and
control at a 95% confidence interval using Student’s t test.

** characteristics that showed a significant difference between sample
and control only after 40 days of testing.

4.4 Time to first brood release

Points P2 and P3 exhibited no significant differences for this
parameter when compared with controls using the chi-squared test with
a confidence interval of 95% (p> 0.05).

For the sample from point P1, the time to the first brood release for
both the first and second generations was significantly different from the
control. In the first generation of the P1 sample population, the first
brood release was early, 17 days after the beginning of the test. In the
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second generation, the first brood release occurred 57 days after the
birth of the second generation (a 3.35-fold difference), with a substantial
delay in time to the first brood. Using the chi-squared test, P1 showed
significant differences between the exposed and control samples
(p<0.05).

4.5 Body size

In the P1 exposed group, the total length of mysids was similar to
that found in the control group (Table 3). Statistical analysis using the
Student t-test showed no significant differences between the control and
sample (p> 0.05).

In the exposed groups for samples P2 and P3, the total length was
lower than the corresponding values for the control (control
measurements were 10.5% and 9.3% higher than samples, respectively).
The Student t-test showed that the sizes of the mysids in the exposed
group and in the control group differed significantly (p <0.05).

4.6 Births

For evaluation of this characteristic, we converted the number of
births to a percentage, considering the number of births in the control
group to be 100% and calculating the relative value of the sample group
(higher or lower than the control). The inferential statistical analysis was
performed using the Student t-test.

The number of juveniles in the first generation showed no significant
differences between control and exposed mysids for points P2 and P3.
However, the exposed group for sample point P1 showed a much higher
number of neonates than in the control (142.35% increase). In this case,
there was a significant difference between the control and sample
groups.

The second generation of juveniles showed no significant differences
between the control and exposed groups for points P1 or P3. For point
P2, the difference was significant, with the number of births 45.24%
lower than in the control.

One notable aspect of this parameter is that in the first generation,
the number of juveniles was much higher in the exposed than the control
group, which would therefore be expected to exert a pronounced effect
on the second generation by supplying an increased number of potential
parents. However, the number of births in the second generation was
very similar in the exposed sample and the control.
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4.7 Survival

Survival exhibited significant differences between the control and
exposed groups for all sampling points (Student t-test, p<0.05), with the
exception that at point P3, the difference was significant only after 40
days of testing.

4.8 Relationships between trace metal concentrations and the toxicity
parameters

To evaluate the relationship between the concentrations of the metals
found in the water samples used to test toxicity, and the observed
toxicity, correlation coefficients were calculated between the toxicity
parameters and the metal concentrations. The values of these correlation
coefficients are presented in Table 4.

Table 4: Values of the calculated correlation coefficients between the
concentrations of metals and the evaluated parameters of survival,
births, body size and days to first brood release.

Metal Survival Births Size 1st Brood 1st Brood
release in 1st release in
Generation 2nd
Generation
Cd 0.795 0.982 0.870 -0.716 0.954
Pb 0.919 0.998 0.964 -0.524 0.998
Cu 0.508 0.069 0.386 0.778 0.184
Cr3 0.980 0.965 0.998 -0.339 0.989
Ni -0.198 0.261 -0.063 -0.941 0.148
Zn -0.996 -0.932 -0.999 0.236 -0.967

As indicated in Table 4, there are strong correlations between the
evaluated parameters and the concentrations of some metals, but most of
the relationships are inverse, suggesting that it is not possible to make
inferences about the effects of individual metals, raising the possibility
of additive, synergistic and / or antagonistic effects of the combination
of the various metals present in the sample.

5. DISCUSSION

This study evaluated the chronic effects of water samples from BB
on mysids based on a transgenerational study in the laboratory and
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provides information about the environmental risk due the pollution load
in BB. The exposure of juvenile Mysidopsis juniae to samples of BB
water caused adverse effects on the time to the first brood release,
survival, number of births and size of organisms, and the results of the
exposed groups differed significantly from those of control groups.

These adverse effects may be related to the presence of mixtures of
the metals Cd, Pb, Cu, Cr, Ni and Zn in water samples.

Because of the high power of complexation of the chloride ions
present in seawater, it is assumed that cadmium and lead have less of an
influence on toxicity because the free metal ion, the most bioavailable
form, is less abundant at high salinities and favors the formation of
chlorine complexes (VERSLYCKE et al., 2003). Additionally, Cd most
likely competes with Zn for binding sites for methallothionein synthesis,
generating an antagonistic effect between these two metals (FRIAS-
ESPERICUETA et al., 2009). Chromium also has little influence on
toxicity because it is present as Cr**, a less toxic form, due to the redox
potential and pH of the medium in which the test was run.

Copper, Nickel and Zinc may have contributed substantially to the
toxicity of the water samples. Cu is reported to be a metal of high
toxicity, with an LD50 (96 h) for mysids (Neomysis integer) of 68 ppm
(VERSLYCKE et al., 2003). Zinc toxicity is approximately 17 times
greater than that of copper at a salinity of 35 ppt (FRIAS-
ESPERICUETA et al., 2009) and may be considered the master variable
for toxicity in this study. Zn concentrations on the order of 499 ug.L™
cause acute effects in mysids (Mysidopsis bahia) (LUSSIER et al.,
1985). In addition to being highly toxic as individual metals, copper and
zinc compounds are reported to exhibit synergistic interactions, greatly
increasing their toxic effects when present together in an aquatic
environment (UTGIKAR et al., 2004). One of the effects of the presence
of Cu and Zn is hyperglycemia (LORENZON et al., 2000), and changes
in glucose levels may indicate disruptions in hormonal activity related to
molting, vitellogenesis and reproduction (MONTAGNE et al., 2010;
VERSLYCKE et al.,, 2004c) in crustaceans. To assess whether the
above statements are confirmed in our study, we plotted survival, the
size of organisms and the number of births against the concentrations of
Zn and Cu, as shown in Figure 3.
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Figure 3: Graphs of the main effects of the metal concentrations present
in the tested water samples on (a) survival, (b) body size and (c) births.
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As shown in the graphs of Figure 3, our study appears to confirm the
synergistic effects of Cu and Zn observed by (VERSLYCKE et al.,
2003). Points P2 and P3, by having higher concentrations of both
compounds, exhibited the strongest effects on the three parameters
presented in the graphs. Because point P1 has a high concentration of
Cu but a much lower concentration of Zn, the possibility of synergy was
much lower than for the other two points.

Nickel most likely also contributed to toxicity, but according to
several authors (LUSSIER et al., 1985; MCLUSKY e HAGERMAN,
1987; VERSLYCKE et al., 2003), this compound has a lower toxic
potential than Cu and Zn. In a study to assess the interaction between
mixtures of Ni and Zn, the observed toxicity was related primarily to the
concentration of Zn (HERKOVITS et al., 2000), thus confirming the
theory that copper and zinc are the primary causes of the observed
toxicity. Cu (HANDY, 2003; KHANGAROT e DAS, 2010;
MEDESANI et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2008; RHEE et al., 2009;
RODRIGUEZ et al., 2007) and Zn (RHEE et al., 2009) are reported to
be endocrine disruptors, which is one possible explanation for the effect
on the time to reproduction in the first and second generations for P1 as
well as the number of births in all of the exposed groups. Thus, we
suggest that the observed toxic effects on the survival, birth rate and
body size of the mysids is primarily due to the synergism between
copper and zinc, but without discarding the contributions of other metals
present in the water, which may have influenced the results but at a
lower intensity, as Pb (HIRSCH et al., 2010), Cd (KETATA et al.,
2007; MEDESANI et al., 2004; RHEE et al., 2009; RODRIGUEZ et al.,
2007) and Cr (BANU et al., 2008; KUMAR et al., 2008) are also
reported endocrine disruptors.

The presence of these metals in BB (OLIVEIRA et al., 2006),
identified trace amounts of metals in the region in water samples, in
sediments and bioaccumulated in marine organisms; measurements
included Pb (up to 13.62 mg.kg™ in sediment, up to 0.120 mg.L™ in
water and less than 0.1 mg.kg™ in the muscle of shrimp); Cd (up to 5.02
mg.kg™ in sediments, up to 0.062 mg.L™ in water and less than 0.05
mg.kg™ in the muscle of shrimp); Cr (up to 27.53 mg.kg™ in sediment,
up to 0.22 mg.L™ in water and less than 0.1 mg.kg™ in the muscle of
shrimp); Cu (up to 16.48 mg.kg™ in sediments, up to 0.87 mg.L™ in
water and up to 6.02 mg.kg™ in the muscle of shrimp); Ni (up to 10.43
mg.kg™ in sediments, up to 0.27 mg.L™ in water and less than 0.40
mg.kg™ in the muscle of shrimp) and Zn (up to 233.00 mg.kg™ in
sediments, up to 0.07 mg.L™ in water and up to 15.07 mg.kg™ in the
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muscle of shrimp), confirming that the metals that accumulate most
strongly in organisms similar to mysids are, first, Zn and, second, Cu.

From the comparison of our results with the study of (OLIVEIRA et
al., 2006), we suggest that the metals Zn and Cu are the primary cause
of toxicity in mysids. In addition to having a larger potential than the
other metals for bioaccumulation, they act synergistically when
combined to increase toxicity and affect the endocrine system of
crustaceans. Zn requires special attention based on its potential for
bioaccumulation, distinguished from all other metals studied for samples
with a salinity of 33+1 ppt.

Because mysids are generally more sensitive to a wide range of
contaminants than other species (NIMMO e HAMAKER, 1982)
(VERSLYCKE et al.,, 2007; VERSLYCKE et al., 2004c), the
application of chronic toxicity tests with Mysidopsis juniae, a endemic
specimen from Brazil, is very useful for detecting pollutants in tropical
aquatic environments.

CONCLUSION

The transgenerational chronic toxicity test based on the variables of
survival, number of births and body size of mysids indicated that the
waters of different sampling points within BB may cause adverse effects
on these variables. The presence of metals in the water samples may be
the primary cause of the observed effects because among the measured
metals, Cu and Zn are known to act synergistically, and the effects
quantified for other metals such as Ni should further contribute to these
effects. Pb and Cd most likely contributed little to toxicity because they
are less toxic in environments with a high presence of chloride ions due
to the ease of complexation from these metals with the ligand. Cd can
also be antagonized by the presence of Zn as a function of competition
in the synthesis of methallotionein, thereby minimizing toxicity. Under
the studied conditions, due to the redox potential and pH of the samples,
Cr is primarily in the trivalent form, the less toxic form of this metal,
and therefore was likely to have little influence on the overall toxicity
results.

The results of this study indicate that the region is undergoing
changes resulting from the anthropogenic activities taking place in the
six municipalities adjacent to BB. We suggest that the observed effects
may be related to the metals found in the water samples, primarily
because some of those metals are reported endocrine disruptors.
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Because mysids are important members of the food chain and are
consumed by several species of small fish, it may be assumed that a
decline of the microcrustacean population may cause a decrease in food
availability and an imbalance in the BB ecosystem.

Chronic toxicity tests with Mysidopsis juniae are a suitable method
for similar studies, chronic toxicity tests being easily performed and
showing sensitivity and reproducibility for toxicological studies in
tropical waters.
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