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RESUMO

Imaturos de Chironomidae sédo considerados bioindicadores de qualidade de
sedimentos em ecossistemas aquaticos. A utilizacdo de biomarcadores
histopatolégicos para compreender os efeitos de xenobidticos nestes organismos
pode nos fornecer indicios da qualidade ambiental, porém ndo existem descri¢cdes
histoldgicas recentes do grupo, o que enfatiza também a necessidade de estudos
histologicos. O objetivo do trabalho foi descrever a histologia da larva de
Chironomus sancticaroli e avaliar alteragbes na estrutura histolégica e no
desenvolvimento causadas pela exposicdo ao hidrocarboneto fenantreno. Os
organismos utilizados foram provenientes de colénia matriz do Laboratério de
Entomologia Médica e Veterinaria da Universidade Federal do Parana mantida em
sala de criagcdo com controle de temperatura (25°C *2), fotoperiodo (12h claro:12h
escuro) e umidade (80%). Para o padrao histolégico foram utilizadas 30 larvas da
colénia que foram fixadas em solucdo Dubosq para insetos a 56°C, seguido de
processamento histolégico de rotina com emblocagem em parafina, obtendo-se
cortes que foram corados com Hematoxilina-Eosina. A sensibilidade dos
organismos da coldnia foi avaliada através de testes de sensibilidade ao KCl e o
sedimento utilizado nos bioensaios passou por analises quimicas e mineralégicas.
Foram realizados bioensaios de toxicidade aguda com fenantreno utilizando 10
larvas de 3° instar final/4° instar inicial nas quatro réplicas de cada concentracéo,
com duragdo de 96h em camaras tipo BOD, com as concentracgdes letais (CLs)
calibradas anteriormente CENO (concentracdo de efeito ndo observado) de (0,12
mg/L), CL, (0,6 mg/L), CL1o (0,78 mg/L), CL3 (1,01 mg/L) e CLso (1,2 mg/L). Os
bioensaios de toxicidade crbénica foram conduzidos com as concentracées CENO,
CL, e CLyo iniciando com 20 larvas de 1° instar por réplica sendo quatro por
concentracdo alimentadas com racdo Tetramin®, sob aeracdo constante, com
duracdo de oito dias, periodo em que as larvas do controle atingiram o 4°instar
final, com renovacdo da agua e contaminante a cada 48 horas, utilizando areia
como sedimento em ambos ensaios. Nas larvas sobreviventes foram realizadas
analises histologicas, segundo protocolo descrito anteriormente, utilizando 10
exemplares por concentracdo, e nos bioensaios de toxicidade crbnica o
desenvolvimento larval foi avaliado medindo o tamanho do corpo e da antena da
larva. Foi descrito a histologia dos principais sistemas: digestorio e glandulas
anexas, excretor, circulatério, nervoso e tegumentar. Nos bioensaios de toxicidade
aguda foram observadas altera¢des teciduais nas concentracbes CL2, CL10, CL30
e CL50 e nos bioensaios de toxicidade crénica ocorreram alteracdes em todas as
concentragdes. As principais modificacdes observadas ocorreram em células da
regido Il do intestino médio e células de Cuénot como a diminuicdo da borda em
escova e rompimento da regido apical das células; nos tubulos de Malpighi foi
possivel observar diminuicdo da borda em escova e nos trofocitos do corpo
gorduroso observaram-se alteracfes nucleares, as alteracbes mostraram-se dose-
dependentes. Foram também observados efeitos na exposi¢cao crdénica no tamanho
do corpo e da antena, demonstrando que ocorreram alteracbes no
desenvolvimento larval. O hidrocarboneto fenantreno causou alteragdes teciduais
mesmo em baixas concentracdes em C. sancticaroli em exposicdo aguda e
cronica. Estas modificagcoes provavelmente alteram a fisiologia do organismo que a
longo prazo podem refletir na dindmica populacional da espécie.

Palavras-chaves: Biomarcadores histologicos; desenvolvimento larval; fenantreno.



ABSTRACT

Immatures of family Chironomidae are considered bioindicators of sediment quality
in aquatic ecosystems. Using histological biomarkers to understand the effects of
xenobiotics in these organisms can provide some evidence of environmental
quality, but there are no recent histological descriptions of the group, which also
emphasizes the need for histological studies. The objective of this study was to
describe the histology of the larva of Chironomus sancticaroli and evaluate changes
in histological structure and development caused by exposure to hydrocarbon
phenanthrene. The organisms used were from the colony in “Laboratério de
Entomologia Médica e Veterinaria” kept in room setting with controlled temperature
(25 ° C £ 2), photoperiod (12 h light: 12h dark) and humidity (80%). For the
histological pattern was used 30 larvae colony that were fixed in Dubosq for insects
at 56 ° C, followed by routine histologic processing with paraffin inclusion, obtaining
sections that were stained with hematoxylin-eosin. The colony was assessed by
testing sensitivity to KCI and the sediment used in bioassays underwent chemical
and mineralogical analysis. Bioassays were performed for acute toxicity with
phenanthrene using 10 larvae 3% instar end / 4™ instar initial per replica (four
replicates per concentration), lasting 96 hours in BOD chambers with lethal
concentrations (LCs) calibrated previously: NOEC - not observed effect
concentration (0.12 mg / L), LC, (0.6mg / L), LC1 (0.78 mg /L), LC30 (1.01 mg / L)
and LCsp (1.2 mg / L ). The bioassays of chronic toxicity were conducted with
concentrations NOEC, LC, and LCy, starting with 20 larvae 1% instar by replica (four
replicates per concentration) fed diet TetraMin ®, under constant aeration, for eight
days, during which time larvae control reached the end of 4" instar, with water
renewal and contaminant every 48 hours, using sand as sediment in both trials. In
surviving larvae were performed histological, according to the protocol described
above, using 10 copies per concentration, and chronic toxicity bioassays larval
development was evaluated by measuring the body size and the antenna of the
larva. It described the histology of the major systems: digestive and accessory
glands, excretory, circulatory, nervous and integumentary. In acute toxicity
bioassays were observed tissue changes in the concentrations CL2, CL10, CL30
and CL50 and on chronic toxicity bioassays were no changes at all concentrations.
The main changes were observed in the region Il cells of the midgut cells and
Cuénot as decreased brush border and disruption of the apical region of the cell;
Malpighian tubules was observed decrease in brush border and in the fat body
trophocytes observed nuclear alterations, changes proved dose-dependent. We
also observed the effects of chronic exposure and body size of the antenna,
showing that alterations in larval development. The hydrocarbon phenanthrene
tissue changes caused even at low concentrations C. sancticaroli in acute and
chronic exposure. These changes likely alter the physiology of the body which may
reflect the long-term population dynamics of the species.

Key-words: Histological biomarkers, larval development, phenanthrene.
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periesofageano (seta). e: corte longitudinal do esb6fago
evidenciando o epitélio de revestimento (seta) f: corte transversal
no eséfago com as cristas longitudinais formadas pelo epitélio
(seta) e a camada muscular longitudinal. g: corte transversal no
es6fago na regido do cérebro demonstrando o complexo circulo-
esofageano. cm: camada muscular; dv: diverticulo; es: es6fago;
gsb: ganglio subesofageano; gsp: glanglio supra-esofageano
(cérebro) e tr: traquéia. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. Barra

de €SCala: 20 M. couuueiii i e e e aaaan

Regido da valvula estomodeal da larva de Chironomus
sancticaroli. a: localizagdo do sistema digestorio na larva. b: em
destaque, no circulo, regido tratada nas micrografias. c: corte
transversal da regido dos cecos da larva, observar as células de
Cuénot (seta), células dos cecos (cabeca de seta) e esbfago. d:
em detalhe células de Cuénot. e: em detalhe células dos cecos
gastricos. f: corte longitudinal da regido dos cecos evidenciando
a valvula estomodeal. g: corte longitudinal da valvula estomodeal
demonstrando a regido produtora da matriz peritréfica (seta). be:
bordo em escova; cc: células de Cuénot; ce: células dos cecos;
es: esbfago; gs: glandula salivar; ie: invaginagédo esbéfago e mu:
musculo. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20
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Regido | do intestino médio da larva de Chironomus sancticaroli.
a: localizacdo do sistema digestorio na larva. b: em destaque, no
circulo, regido tratada nas micrografias. c: corte transversal da
regido | do intestino médio. d: corte longitudinal da regido | do
intestino médio. e-f: célula formadora do epitélio da regido | do
intestino médio, demonstrando o bordo em escova (seta) e a
eosinofilia apical e basal da célula (cabeca de seta). al: alimento;
ce: cecos; ep: epitélio; lu: lamen do intestino. Coloracéao:

Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 pm. .........cccvvvvvvevviviennnnen.

Regido Il do intestino médio da larva de Chironomus sancticaroli.
a: localizacdo do sistema digestorio na larva. b: em destaque, no
circulo, regido tratada nas micrografias. c-e: corte transversal da
regido Il do intestino médio, sendo possivel observar o bordo em
escova (seta) e a matriz peritrofica (cabecga de seta). est: estrias
aparentes formadas por invaginacbes da membrana nao
coradas e mc: camada muscular circular. Coloragéo:

Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 pm. .........cccvvvvvveviiieennnnnn.

Regido Ill do intestino médio da larva de Chironomus
sancticaroli. a: localizacdo do sistema digestorio na larva. b: em
destaque, no circulo, regido tratada nas micrografias. c-f: corte
transversal da regido Il do intestino médio, sendo possivel
observar o bordo em escova (seta), células em processo de
secrecdo (cabeca de seta) e células regenerativas. al: alimento;
cr: células regenerativas; est: estrias aparentes formadas por
invaginacbes da membrana ndo coradas. Coloracéo:
Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20
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Figura 17: Regidao valvular do intestino posterior da larva de Chironomus
sancticaroli. a: localizacdo do sistema digestorio na larva. b: em
destaque, no circulo, regido tratada nas micrografias. c,e: corte
transversal do epitélio de transicdo entre intestino médio e
posterior. d,f: corte longitudinal da regido de transicdo entre
intestino médio e posterior, demonstrando a valvula proctodeal
(seta). al: alimento; ep: epitélio; epv: epitélio valvula; mlp: tabulos
de Malpighi e mp: matriz peritréfica. Coloracdo: Hematoxilina-
Eosina. Barra de escala: 20 M. ........uiiiiiieeeiiiiiiies e 41

Figura 18: Regido do ileo no intestino posterior da larva de Chironomus
sancticaroli. a: localizagdo do sistema digestorio na larva. b: em
destaque, no circulo, regido tratada nas micrografias. c-d: cortes
transversais do ileo evidenciando a densa camada muscular e
as vilosidades formadas pelo epitélio (seta). cm: camada
muscular; mlp: tabulos de Malpighi e mu: musculo. Coloracgéao:
Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 pm. .........ccovvvvveviiiiiiiineennnn. 42

Figura 19: Regido do colén e reto no intestino posterior da larva de
Chironomus sancticaroli. a: localizacdo do sistema digestorio na
larva. b: em destaque, no circulo, regido tratada nas
micrografias. c-d: corte transversal do epitélio do colén e reto
demonstrando a eosinofilia basal da célula (seta). e: corte
longitudinal do reto evidenciando o conteudo basofilo (cabeca de
seta). co: coracdo. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. Barra de
ESCAIAT 20 UM L. 43

Figura 20: Glandula salivar da larva de Chironomus sancticaroli. a:
localizagdo da glandula salivar na larva. b: esquema detalhado
da glandula salivar. c,e: corte tangencial da glandula salivar
evidenciando partes do lumen contendo a secrecdo (seta) e as
células, destacando o nucleo com cromossomos politénicos
(cabeca de seta). d: corte longitudinal do ducto da glandula
salivar, observar a presenca de conteudo no lumen (*). eso:
es6fago. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20
U0 PP 44

Figura 21: Tubulos de Malpighi da larva de Chironomus sancticaroli. a:
localizagdo dos tubulos na larva b: esquema demonstrando a
disposicdo e local de inser¢cdo dos tubulos nos sistema
digestorio (setas). c: corte transversal dos tubulos com o [imen e
0 bordo em escova (seta). d: corte longitudinal evidenciando o
local de inser¢cdo de um tubulo no sistema digestorio. e-f: corte
longitudinal de um tdbulo com o bordo em escova (seta) e a
projecdo da porcdo citoplasmatica contendo o nucleo para o
[imen (cabegca de seta). im: intestino médio; ip: intestino
posterior; lu: limen do tabulo e ri: regido de insercéo. Coloragéo:
Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 pm. ......ccooooveiiiiiiiiiiiiinneeeenn, 45

Figura 22: Sistema nervoso da larva de Chironomus sancticaroli. a:
localizagdo do sistema nervoso na larva. b: esquema da
anatomia dos principais componentes do sistema nervoso. c:
corte longitudinal do cérebro demonstrando a regido cortical e
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neuropila d: corte longitudinal de um ganglio da corda nervosa e
um feixe conectivo formado por axénios. e: corte longitudinal
evidenciando o cérebro (cabeca de seta) e os ganglios toracicos
e o primeiro abdominal da cadeia nervosa ventral (seta). f: corte
transversal do cérebro. g: corte longitudinal da regido cefalica da
larva com destaque no ganglio frontal (circulo), anterior ao
cérebro. cc: camada cortical; cn: conectivo; eso: esdfago; g:
ganglio; gs: glandula salivar; In: lamela neural; ne: neurdpila; pe:
perineuro e tb: trofoblasto. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina.
Barra de escala: 20 M. ....oooiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 46

Figura 23: Representacdo esquematica do complexo retrocerebral da larva
de Chironomus sancticaroli, demonstrando as principais
OIANAUIBS. ... 47

Figura 24: Glandulas do complexo retrocerebral da larva de Chironomus
sancticaroli. a: localizacdo do complexo retrocerebral na larva. b:
em destaque, no circulo, regides tratadas nas micrografias. c-d:
corte longitudinal da corpora allata demonstrando o epitélio
glandular. e-f: corte longitudinal da glandula protoracica. ao:
aorta; ca: corpora allata; eso: es6fago; gp: glandula protoracica e
tr: traquéia. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20
U0 48

Figura 25: Glandulas do complexo retrocerebral da larva de Chironomus
sancticaroli. a: localizacdo do complexo retrocerebral na larva. b:
em destaque, no circulo, regides tratadas nas micrografias. c:
corte longitudinal da regido do complexo demonstrando a
glandula poscerebral anterior e o pequeno grupo de células que
compdem a corpora cardiaca. d: detalhe da glandula poscerebral
anterior, notar granulacées no seu citoplasma (cabeca de seta)
e: detalhe do pequeno grupo de células que compdem a corpora
cardiaca (setas). cco: corpora cardiaca; ce: cérebro; di: discos
imaginais; eso: esbfago; ga: glandula poscerebral anterior e tr:
traquéia. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20
3 ST 49

Figura 26: Corpo gorduroso da larva de Chironomus sancticaroli. a:
localizagdo do corpo gorduroso na larva. b: esquema da
disposicdo desse 6rgdo na larva. c-d: corte longitudinal do corpo
gorduroso demonstrando o corpo gorduroso parietal e visceral.
e: em detalhe os trofdcitos do corpo gorduroso visceral, células
gue estdo em maior quantidade neste tecido, notar o citoplasma
perinuclear (cabeca de seta) e os vacuolos preenchendo o
citoplasma da célula (setas) .cgp: corpo gorduroso parietal; cgv:
corpo gorduroso visceral; cml: camada muscular longitudinal; ct:
cuticula e dg: tubo digestorio. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina.
Barra de escala: 20 M. ....eiiiiiieee e 50

Figura 27: Corpo gorduroso da larva de Chironomus sancticaroli. a:
localizagdo do corpo gorduroso na larva. b: esquema dos
enocitos no corpo gorduroso c,e: endcito isolado do tipo que
apresenta vacuolos em seu citoplasma (setas). d,f: endcitos
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mais comuns ha larva que se apresentam em grupo, notar o
citoplasma perinuclear (cabeca de seta). g: endcitos pequenos
gue se encontram em grandes grupos. ct. cuticula e tr:
trofécitos. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20

Figura 28: Sistema circulatério da larva de Chironomus sancticaroli. a:

Figura 29:

Figura 30:

Figura 31:

Figura 32:

localizacdo do sistema circulatério na larva, demonstrando
coracdo e aorta. b: em destaque, regido tratada nas
micrografias. c: corte longitudinal do coracdo, observar a regiao
dos 6stios (setas). d: corte longitudinal da regido da parede do
vaso dorsal com a célula formadora do vaso (cabeca de seta). e:
corte longitudinal da aorta evidenciando as valvulas (*). f: células
pericardicas associadas a parede da aorta. ao: aorta; he:
hemolinfa; lu: limen da aorta e re: reto. Coloragao:

Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 pm. ..........cccoevvvvvvieneeeennn.

Tegumento da larva de Chironomus sancticaroli. a: localizacédo
do sistema tegumentar na larva. b: esquema demonstrando
diferentes graus de esclerotizacdo do tegumento. c: corte
longitudinal do tegumento da capsula cefalica, evidenciando o
epitélio e a grande quantidade de exocuticula. d: corte
longitudinal do tegumento do corpo da larva, verificar a maior
quantidade de endocuticula. ed: endocuticula, ep: epiderme e
ex: exocuticula. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. Barra de

ESCAIAT 20 UM L.

Regido dos cecos gastricos da larva de Chironomus sancticaroli.
a: localizacdo do sistema digestorio na larva. b: em destaque, no
circulo, regido tratada nas micrografias. c: regido dos cecos
gastricos em larvas do controle, demonstrando a existéncia de
grande quantidade de células em cada ceco. d: regido dos cecos
gastricos em larvas expostas a CL50 de fenantreno por 96h
evidenciando a regressao dos cecos (setas). ce: cecos gastricos;
es: esbfago e ve: valvula estomodeal. Coloragédo: Hematoxilina-

Eosina. Barra de escala: 20 M. .....ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee

Regido da valvula estomodeal da larva de Chironomus
sancticaroli. a: localizacdo do sistema digestorio na larva. b: em
destaque, no circulo, regido tratada nas micrografias. c: células
de Cuénot em larvas do controle, demonstrando o bordo em
escova formado pelas microvilosidades em condi¢do normal. d:
células de Cuénot em larvas expostas a CL50 de fenantreno por
96h evidenciando danos na regido apical da célula, como o
rompimento do bordo em escova (setas). Coloracéo:

Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 pm. .........cccoevvvvviiiinieeenn.

Regido | do intestino médio da larva de Chironomus sancticaroli.
a: localizacdo do sistema digestorio na larva. b: em destaque, no
circulo, regido tratada nas micrografias. c: regido | do intestino
médio em larvas do controle, demonstrando a espessura do
[imen do intestino. d: regido | do intestino médio em larvas
expostas a CL50 de fenantreno por 96h evidenciando o

92

...53

Y

...58
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estreitamento do limen do intestino. ce: cecos gastricos; lu:
[imen do intestino e ve: valvula estomodeal. Coloracao:
Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 pm. ......ccccceevvvvvvviiiiiieeeenn, 59

Figura 33: Regido lll do intestino médio da larva Chironomus sancticaroli. a:
localizacdo do sistema digestério na larva. b: em destaque, no
circulo, regido tratada nas micrografias. c-d: regido Il do
intestino médio em larvas do controle, demonstrando o bordo em
escova formado pelas microvilosidades em condigéo normal. e-f:
regido Il do intestino médio em larvas expostas a CL50 de
fenantreno por 96h evidenciando danos na regido apical da
célula, como o rompimento do bordo em escova (setas). al:
alimento e be: bordo em escova. Coloragdo: Hematoxilina-
Eosina. Barra de escala: 20 M. .......ouiiiiiieeiiiiiiiee e 60

Figura 34: Tubulos de Malpighi da larva de Chironomus sancticaroli. a:
localizacédo do tabulos de Malpighi na larva. b: em destaque, no
circulo, regido tratada nas micrografias. c: tubulos de Malpighi
em larvas do controle, demonstrando o bordo em escova
formado pelas microvilosidades em condi¢cdo normal. d: tubulos
de Malpighi em larvas expostas a CL50 de fenantreno por 96h
evidenciando danos na regido apical da célula, diminuicdo do
bordo em escova (seta). Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. Barra
de €SCala: 20 PUM. ...uiiiiiiiiii e 61

Figura 35: Corpo gorduroso visceral da larva de Chironomus sancticaroli. a:
disposicao do corpo gorduroso visceral na larva. b: trofécitos do
corpo gorduroso visceral de larvas do controle, evidenciando o
nacleo celular (cabeca de seta). c-d: trofécitos do corpo
gorduroso visceral de larvas expostas a CL50 de fenantreno por
96h, demonstrando as alteracdes celulares (setas). e: trofocitos
do corpo gorduroso visceral de larvas expostas a CL10 de
fenantreno por 8 dias, observar a coalescéncia vacuolar (setas).
Coloragéao: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 pm. .................. 62

Figura 36: Glandula salivar da larva de Chironomus sancticaroli. a:
localizagdo da glandula salivar na larva. b: esquema da
morfologia da glandula. c: corte longitudinal da glandula em
larvas do controle, evidenciando o citoplasma homogéneo. d:
corte longitudinal da glandula em uma larva exposta a CL50 de
fenantreno por 96h, demonstrando a vacuoliza¢cao do citoplasma
(setas). ci: citoplasma homogéneo; nu: nudcleo celular e se:
secrecdo. Coloracédo: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20
U 0 63

Figura 37: Boxplots das concentracdes de fenantreno pelo tamanho do
corpo, demonstrando as medidas de tendéncia central e
disperséo, letras diferentes indicam diferencas significativas com
p<0.001 (ANOVA-um fator seguido de teste de Tukey a
(01015 (=T 0] 1) 1SR 65


Dissertação%20final.doc#_Toc347143163
Dissertação%20final.doc#_Toc347143163
Dissertação%20final.doc#_Toc347143163
Dissertação%20final.doc#_Toc347143164
Dissertação%20final.doc#_Toc347143164
Dissertação%20final.doc#_Toc347143164
Dissertação%20final.doc#_Toc347143164
Dissertação%20final.doc#_Toc347143164
Dissertação%20final.doc#_Toc347143164
Dissertação%20final.doc#_Toc347143164
Dissertação%20final.doc#_Toc347143164
Dissertação%20final.doc#_Toc347143164
Dissertação%20final.doc#_Toc347143164
Dissertação%20final.doc#_Toc347143165
Dissertação%20final.doc#_Toc347143165
Dissertação%20final.doc#_Toc347143165
Dissertação%20final.doc#_Toc347143165
Dissertação%20final.doc#_Toc347143165
Dissertação%20final.doc#_Toc347143165
Dissertação%20final.doc#_Toc347143165
Dissertação%20final.doc#_Toc347143165
Dissertação%20final.doc#_Toc347143165
Dissertação%20final.doc#_Toc347143166
Dissertação%20final.doc#_Toc347143166
Dissertação%20final.doc#_Toc347143166
Dissertação%20final.doc#_Toc347143166
Dissertação%20final.doc#_Toc347143166
Dissertação%20final.doc#_Toc347143166
Dissertação%20final.doc#_Toc347143166
Dissertação%20final.doc#_Toc347143166
Dissertação%20final.doc#_Toc347143166
Dissertação%20final.doc#_Toc347143167
Dissertação%20final.doc#_Toc347143167
Dissertação%20final.doc#_Toc347143167
Dissertação%20final.doc#_Toc347143167
Dissertação%20final.doc#_Toc347143167
Dissertação%20final.doc#_Toc347143167
Dissertação%20final.doc#_Toc347143167
Dissertação%20final.doc#_Toc347143167
Dissertação%20final.doc#_Toc347143167
Dissertação%20final.doc#_Toc347143168
Dissertação%20final.doc#_Toc347143168
Dissertação%20final.doc#_Toc347143168
Dissertação%20final.doc#_Toc347143168
Dissertação%20final.doc#_Toc347143168

Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

Tabela 5:

Tabela 6:

Tabela 7:

Tabela 8:

Tabela 9:

LISTA DE TABELAS

Medidas de tendéncia central e dispersdo do tamanho da antena
em cada instar de Chironomus sancticaroli segundo Richardi et
AL, (2002). e 21

Valores da Concentracéo Letal (CL50 — 96h, g.L-1) do Cloreto
de Potassio (KCI) e dos intervalos de confianca (IC — 95%) de
cada teste de sensibilidade com Chironomus sancticarali. .................. 22

Andlise granulométrica do sedimento utilizado no cultivo e
bioensaios de Chironomus sancticaroli. ............c.ccccoevvvviiiiiiiiiie e, 23

Composicdo quimica do sedimento utilizado no cultivo e
bioensaios com Chironomus sancticaroli.............cccccevvvviviiiiiiiieceeeeeenn, 23

Alteracdes histologicas observadas em larvas de Chironomus
sancticaroli expostas ao hidrocarboneto fenantreno por 96h nos
bioensaios de toxicidade aguda nas concentragdes CENO, CL2,
CL10, CL30 E CL50. ... e 55

Alteracdes histologicas observadas em larvas de Chironomus
sancticaroli expostas ao hidrocarboneto fenantreno por 8 dias
nos bioensaios de toxicidade crénica nas concentracfes CENO,
@ 2 O 1 0 T 56

Medidas de tendéncia central e dispersdo do corpo da larva de
Chironomus sancticaroli expostas ao hidrocarboneto fenantreno

[OT0T S T L= USSR 64
NUmero de larvas observadas em cada instar e sua
porcentagem nas trés concentracdes de fenantreno e controle........... 65

Medidas absolutas do corpo e antenas de larvas de Chironomus
sancticaroli expostas ao hidrocarboneto ..............ccccevvvvvviiiiiieeeeeen, 66


Dissertação%20final.doc#_Toc347143658
Dissertação%20final.doc#_Toc347143658
Dissertação%20final.doc#_Toc347143659
Dissertação%20final.doc#_Toc347143659

SUMARIO

L2051 0 0.\ T 1
2. OBJIETIVO GERAL ...t e e e e e e e e e aeees 3
2.1 ODbjetivOS ESPECITICOS .....uuiieiiiiieeii it 3
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 4
0t I ot 0] (o) (oo [0 | = WP 4
3.2 Macroinvertebrados DENLONICOS ..........uuviiiiieeiiiiiiiieie e 4
3.2.1 Familia ChironOmMIdae............eeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 5
3.2.1.1 Espécie Chironomus sancticaroli Strixino & Strixino, 1981.................. 5

3.3 Hidrocarbonetos policiclicos aromatiCos .............vueiiiiieiiiiiiiice e, 7
3.3 L FENANIIENO ...ttt 8

3.4 Respostas bioldgicas relacionadas a contaminagcdo ambiental ....................... 9
3.4.1 Biomarcadores hiStOlOQICOS .......ccoeiiiiiiiiiiiiiiiie e 10
3.4.2 Endpoint crescimento larval..............ooooviiiiiiii i 11

3.5 Chironomidae e a eCOtoXICOIOQIA .......uuiiieeeeiiiiiiiiice e 11
4, MATERIAL E METODOS ......coviieieeeeeee ettt 13
4.1 Analise quimica e mineraldgica do sedimento da criacdo e bioensaios......... 13
4.1, 1 GranUIOMETIIA ... .uuuuuieiiiiiiiiiiiiiiiibb e 13
4.1.2 ANAIISE QUIMICAL.....cieeeeiiieeece et 13
4.1.3 ANAlise MINEralOgiCa...........uuuiiiiiiiiiiiiecce e 14

4.2 ManutenGao da COIONIA .........ceeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee et 14
4.3 Material biologico para estudo do padréo histol0giCo .............ceevvvvviiiiieenennnne. 15
4.4 Analise morfoldgica por microScopia OPLICA .........ccevvvveerviiiiieeeeeeeeeeeiiie e 16
4.5 Teste de sensibilidade 80 KCl...........cooiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 17
4.6 Bioensaios de tOXICIAAAE ..........coevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 18

4.6.1 Bioensaios de toxicidade aguda .............ceevveeeeiiiieiiiiiie e 18



4.6.2 Bioensaios de toXiCidade CrONICA ... ...uuve e 20

4.6.2.1 Endpoint crescimento larval.............ccoo 21

O. RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e e e e nna s 21
5.1 Teste de sensibilidade ... 21
5.2 ANAlise d0 SEAIMENTO ........uuiiiiiiiieiiiiiii e e e 22
5.3 DESCIGAO NISIOIOQICA .....uvvvveeeeiiee e ettt e e e 24
5.3.1 Sistema DIigeSIONO.......ccovveiiiiiiie e 24
5.3.1.1 Estomodeu 0ou inteStin0 anterior .............uveriereeeeiiiiiieee e 25
5.3.1.2 Meséntero ou intestino MEdI0...........oocuviiiiiiiieee e 25
5.3.1.3 Proctodeu ou iNteStINO POSTEIION ........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieaees 26
5.3.2 GlANAUIA SALIVAT ......coeeiiiiiiiieei e 27
5.3.3 SIStEME@ EXCIELON . ....ccii ittt 27
5.3.3.1 TUbulos de Malpighi............uuiiiiiiieiiieeee e 27
5.3.3.2 CElulas PeriCArdiCAS ........ccuuureiieieee e 28
RS ST 153 (=1 g F= W AN (=T Y0 ] RN 28
5.3.4.1 CEIEDIO. ..o 28
5.3.4.2 Cadeia Nervosa VENLIal............ccoiieiiiiiiiiiiiieeeee e 29
5.3.5 Sistema enddcrino ou complexo retrocerebral...............eeeviiiiiiiiiiiiiiiiinnns 29
5.3.5.1 Corpora allata..........coeeeiiiiiiiiiiiie e 29
SRR €1- 190 (] F- 13 o] fo] (0] £=Tod[oF= 3N 29
5.3.5.3 Glandulas pdscerebrais anteriores .........cccoeeeeevveeeiiiiiiiiiee e 30
SRS @0 ] g oo r= Wor= (o |- Tor= NN 30
SRS N @o] g o T ls o] o 18] {0 1] o I 30
5.3.6.1 TrOfOCIIOS ... .t 30
5.3.6.2 ENOCITOS ...ttt e e e e e 31
5.3.7 SiStema CIrCUIAtONIO. ... 31

5.3.7. 1 COTAGEAOD ...ttt 31



SN AV - Yo | £ r- WU 32

5.3.8 TEQUMENTO ...ttt et e e e e eaa s 32
5.3.8.1 Capsula CefaliCa .........coovumriiiiiiie e 32
5.3.8.2 COIPO ...t 33

5.4 EXPOSIGAO0 80 fENANIIENO ....cooeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 54

5.4.1 Bioensaios de toxiCidade aguda ...............uuueuumriumrmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineieeiaees 54

5.4.2 Bioensaios de toxiCidade CrONICA............uuvrriiieeiriiiiiiiieiee e 55
o N R o 11 o] [T [ - PP 55
5.4.2.2 CresCimento [arval...............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii 64

B. DISCUSSAD .....uiiiiiiiiiieieeee ettt sttt s et es s e e s s e e e 67
7. CONSIDERACOES FINAIS ....coeiveiieceeeeeeeee ettt 80

REFERENCIAS ... ettt e et e, 81



1. INTRODUCAO

As substancias toxicas ocorrem naturalmente no ambiente e sua distribuicdo
deveria ser constante devido principalmente aos processos biologicos naturais, que
causam tanto a degradacdo quanto a sua sintese (Wood, 1974). Porém, o
crescente aumento da industrializacdo e urbanizagdo acarreta na liberacdo de
efluentes e residuos téxicos que consequentemente geram desequilibrios dessas
guantidades no ambiente levando a poluicdo que atinge principalmente os solos e
os corpos d’agua por lixiviagao, lavagem da vegetacao e escoamento superficial de
aguas pluviais (Sanseverino & Nessimian, 2008).

Entre a grande quantidade de substancias liberadas nos ecossistemas
aguaticos, estdo o0s hidrocarbonetos policiclicos aromaticos que foram
considerados pela United States Environmental Protection Agency - USEPA (2008)
como poluentes prioritarios devido a sua toxicidade, persisténcia e predominancia
no meio ambiente.

No ambiente aquatico o sedimento atua como local de armazenamento e
consequentemente liberacdo de substancias organicas e inorganicas, como as
misturas de metais encontradas em concentracbes muito baixas (traco) e
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos introduzidos por processos geoquimicos
naturais ou por atividade antropogénica (Pery et al., 2008).

Devido a este cenario, é necessario o controle e o monitoramento da
qualidade dos corpos hidricos e seus compartimentos, bem como, avaliar os efeitos
causados pelas substancias, que foram detectadas por técnicas analiticas, na biota
presente nesses ecossistemas (Cairns & Pratt, 1993). Para ampliar a eficiéncia
dos sistemas de deteccdo de impactos ambientais é fundamental a integracédo de
resultados analiticos com caracteristicas bioldgicas dos ecossistemas (Rosenberg
& Resh, 1993, Buss et al., 2003).

No sedimento ocorrem imaturos de Chironomidae, insetos considerados os
mais abundantes e com maior distribuicdo nos corpos hidricos (Trivinho-Strixino,
2011). Suas larvas possuem hemoglobina em sua hemolinfa, o que confere
tolerancia a baixas concentracfes de oxigénio na agua (Trivinho-Strixino, 2011)
além de parecer atuar no metabolismo de xenobiodticos (Weber & Vinogradov,
2001; Ha & Choi, 2008), tornando possivel a estes insetos se manterem por maior
tempo em ambientes degradados apresentando efeitos crbnicos que podem ser



avaliados através de biomarcadores de contaminagdo ambiental. Em consequéncia
destas caracteristicas, estes organismos sao considerados biondicadores de
qualidade de sedimentos.

Os biomarcadores e endpoints sao respostas que 0S organismos
apresentam frente a uma condi¢édo adversa desde o nivel molecular até o nivel do
individuo (Amorim, 2003). Para Chironomidae existem diversos estudos aplicando
biomarcadores moleculares e bioquimicos (Callagham et. al, 2000; Callagham et.
al, 2002; Crane et. al, 2002; Lee et. al, 2006, Printes et al, 2007) e a nivel de
individuo (Péry et. al, 2003; Lee & Choi, 2007 e Azevedo-Pereira, 2010), porém
existe uma lacuna no conhecimento na aplicacdo de biomarcadores celulares e
teciduais nesse grupo. Em estudos ecotoxicologicos indica-se que na utilizacdo de
biomarcadores de baixo nivel de organizacdo biologica sejam aplicados também
endpoints de niveis organizacionais mais altos, para que seja realizada uma
associacao se aquele alteracdo no biomarcador, a longo prazo, ira refletir em efeito
no organismo, possuindo relevancia ecoloégica.

A ferramenta histologia pode elucidar efeitos em células e tecidos, além de
auxiliar na compreensdo da fisiologia de 6rgdos e sistemas. Esta técnica é
amplamente utilizada para peixes na ecotoxicologia aquatica (Bernet et al, 1999),
sendo uma ferramenta sensivel para a deteccdo de efeitos sutis de poluentes,
elucidacdo dos 6rgaos-alvo e possiveis mecanismos téxicos. Além da lacuna
existente na utilizacdo dessa ferramenta nestes insetos, tornam-se necessarios
também mais estudos sobre a histologia de Chironomidae.

Como nédo existem descricbes recentes da histologia do grupo e
principalmente das espécies utilizadas em testes de toxicidade, a descricdo dos
possiveis 0Orgdos e células alvo torna-se relevante. Além disso, apdés a
preocupacao da USEPA - United States Environmental Protection Agency (1994)
em verificar a qualidade dos sedimentos, utilizando estes organismos em testes de
toxicidade, torna-se importante resgatar a histologia de Chironomidae como um

possivel biomarcador de contaminacdo ambiental.



2. OBJETIVO GERAL

Descrever a histologia da larva de Chironomus sancticaroli e avaliar
alteracdes na estrutura histologica e no desenvolvimento causadas pela exposi¢ao

aguda e crbnica ao hidrocarboneto fenantreno

2.1 Objetivos especificos

e Realizar um estudo morfofuncional de possiveis 6rgaos alvo de alteracdes

em larvas de Chironomus sancticaroli;

e Avaliar os efeitos histopatoldégicos em larvas expostas ao hidrocarboneto

fenantreno, em bioensaios de toxicidade aguda e crénica;

e Verificar os efeitos no desenvolvimento do estagio larval devido a exposicéo

cronica ao fenantreno.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ecotoxicologia

A ecotoxicologia é a caracterizacdo, entendimento e progndstico dos efeitos
deletérios de produtos quimicos ou misturas de substancias de origem
antropogénica nos seres vivos. Assim, esta ciéncia estuda os efeitos toxicos de
substancias quimicas e efluentes industriais em uma populacdo, na comunidade e
também no ecossistema, bem como as medidas necessarias para prever, conter ou
tratar os danos causados (Guaratini et al., 2008). Suas aplica¢des potencialmente
mais interessantes ocorrem na deteccdo de impactos em que 0S organismos
sofreram, demonstrando a histéria daquele ambiente. Esta ciéncia integra os
conceitos da Ecologia, em relacdo a diversidade e representatividade dos
organismos e seu papel ecolégico nos ecossistemas, e da Toxicologia, avaliando
os efeitos adversos dos poluentes sobre as comunidades biologicas (Zagatto,
2008).

3.2 Macroinvertebrados bentbnicos

Os macroinvertebrados bentbnicos sdo organismos que habitam a regido
bentdnica dos ecossistemas aquaticos, em pelo menos uma fase do seu ciclo de
vida, sendo em sua maioria insetos (Rosenberg & Resh, 1993).

Os organismos que compdem 0s zoobentos estdo em contato direto com o
sedimento, utilizando-o para protecdo e no forrageamento. A distribuicdo e a
composicdo da taxocenose desses organismos sao influenciadas por fatores
bidticos e abidticos, tais como: vento, a concentragdo de oxigénio; a disponibilidade
e a qualidade do alimento, o tipo do substrato, a temperatura do meio, além de
adaptacdes fisiologicas das espécies para diferentes condicdes ambientais e a

competicao intra e inter especifica (Esteves, 1988).



3.2.1 Familia Chironomidae

Dentre os insetos aquaticos que compfem a fauna béntica, estdo os
organismos da familia Chironomidae que séo considerados cosmopolitas (Saether
& Ekrem, 2003), sendo suas formas imaturas as mais abundantes nos
ecossistemas aquéticos. Desempenham importante papel na ciclagem de
nutrientes e na estruturacdo da cadeia trofica, sendo utilizados como item alimentar
por diversos grupos de predadores aquaticos (Trivinho-Strixino, 2011). A fase
adulta tem vida curta, desempenhando o papel de dispersdo e reproducédo da
espécie (Frouz, 1997).

S&o encontrados em uma grande faixa de habitats, onde estdo sujeitos a
diferentes condi¢cdes ambientais. As larvas de Chironomidae possuem grande
potencial de adaptacdo aos diferentes ambientes, por isso algumas espécies
podem ser encontradas em locais considerados indspitos para a maioria dos
insetos, como em geleiras polares, nascentes termais, lagos profundos, corpos de
agua temporarios, aguas salobras e marinhas (Jonusaite et al., 2011). O género
Chironomus é considerado um invasor especializado, devido a sua grande
plasticidade fisioldgica (McLachlan, 2012), possibilitando a utilizacdo de uma ampla
variedade de ambientes em aguas interiores.

O oxigénio é o fator que mais influencia a distribuicdo e o desenvolvimento
das larvas de Chironomidae (Vallenduuk & Pillot, 2007) e a subfamilia
Chironominae é qualitativamente e quantitativamente dominante em locais com
baixa concentracdo de oxigénio, em consequéncia da presenca de hemoglobina
na hemolinfa (Pillot, 2009). Assim, devido a sua relevancia ecologica no fluxo
energético e plasticidade fisiolégica, estes organismos sao considerados

bioindicadores de qualidade de sedimentos limnicos.

3.2.1.1 Espécie Chironomus sancticaroli Strixino & Strixino, 1981

Chironomus sancticaroli, foi descrita por Strixino & Strixino em 1981, a partir
de exemplares encontrados na cidade de Sao Carlos, estado de Sao Paulo, tendo
registros para espécie somente para o Brasil. Sdo insetos holometabolos, portanto,

apresentam ciclo de vida completo: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1), sendo que



as trés primeiras fases do ciclo de vida sdo aquéticas e os adultos sdo terrestres
(Strixino & Strixino, 1981). Os adultos nao se alimentam e possuem tempo de vida
efémero de aproximadamente quatro dias, portanto, esta fase do ciclo de vida é
direcionada a reproducéo e dispersao (Strixino & Strixino, 1981).

Possuem de dezesseis a dezoito geracdes por ano (Strixino & Trivinho-
Strixino, 1985), esta amplitude ocorre devido a variacdo de temperatura, pois
diferencas de 5° C fazem o tempo do ciclo de vida dobrar, portanto, no periodo do
ano com condicfes térmicas favoraveis, ocorrem picos de emergéncia bastante
proximos entre si, ocasionando curtas explosdes populacionais (Trivinho-Strixino &
Strixino,1982).

Chironomus sancticaroli considerada por muito tempo sinonimia de
Chironomus xanthus (Trivinho-Strixino, 2011b), € de facil cultivo em laboratério
(Fonseca & Rocha, 2004) sendo utilizada em ensaios ecotoxicoldgicos para
avaliacdo da qualidade ambiental (Fonseca, 1997; Dornfeld, 2002; Bramorski,
2004; Silva, 2005; Dornfeld, 2006; Costa, 2007; Barbosa, 2008; Pusceddu, 2009;
Sales, 2009; Bonani, 2010 e Viveiros, 2012).

AMBIENTE
TERRESTRE

Massa ovigera

SEDIMENTO AGUA

4 instares larvais

Figura 1: Ciclo de vida de Chironomus sancticaroli



3.3 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo considerados
poluentes prioritarios por diversos 6rgaos ambientais, sendo precursores de acdes
mutagénicas e tumorais em sistemas biologicos (WHO, 1983).

HPAs sdo compostos aromaticos, ou seja, que possuem dois ou mais anéis
benzénicos em sua constituicdo, formados exclusivamente por atomos de carbono
e hidrogénio, organizados sob forma linear, angular ou agrupada (Netto et al.,
2000). Sao formados pela combustdo incompleta da matéria organica, que é
influenciada principalmente por condicdes de temperatura e pressdo que irdo
interferir no perfil constituinte destes compostos (Page et al., 1999).

Os incéndios florestais e a queima de combustiveis fésseis sédo as principais
fontes emissoras de HPAs no meio ambiente, porém a industria metallrgica,
exaustdo de incineradores de rejeito e residuos soélidos industriais sdo as fontes
que liberam maior quantidade, além da liberacdo em acidentes ambientais desses
produtos em corpos hidricos. Assim todas essas atividades contribuem
consideravelmente para o aumento das concentracfes de HPAs no meio ambiente
(Meire et al., 2007).

Existem dezesseis hidrocarbonetos policiclicos considerados importantes no
monitoramento ambiental (USEPA, 1983). Esses poluentes sdo transportados no
meio ambiente, principalmente, por via atmosférica associado ao material
particulado fino, o que permite uma ampla distribuicAo desses compostos no
ambiente. Na sequéncia podem ser depositados sob a forma seca (vapor ou
particulada) ou umida (precipitacdo sob a forma dissolvida ou particulada) sobre
sistemas aquaticos e terrestres (Garban et al., 2002; Rose & Rippey 2002).

A adsorcdo desses compostos entre agua e ar, entre dgua e sedimento e
entre agua e a biota sdo caracteristicas importantes na distribuicdo de HPAs no
ambiente. Como apresentam alto coeficiente de particdo entre solventes organicos
e agua, torna-se possivel prever possiveis taxas de acumulagdo em
compartimentos como sedimentos e solos (ricos em matéria organica adsorvida),
assim como na bioacumulacdo em sistemas bioldgicos (Neff 1984; Meire et al.,
2007).

Os principais processos que contribuem para a degradacdo dos HPAs na

dgua sao a foto oxidagdo, oxidacdo quimica e a biodegradacdo por



microorganismos aquaticos (Neff, 1979). A contribuicdo de cada um desses
processos para a degradacdo dos hidrocarbonetos ira depender da temperatura,
profundidade, o estado de poluicdo, taxa de fluxo e a quantidade de oxigénio
dissolvido na agua (ATSDR, 1995). O processo de biotransformacdo dos HPAs é
crucial na ativacado e formacédo de possiveis agentes carcinogénicos (Hall et al.,
1989).

3.3.1 Fenantreno

Dentre o0s dezesseis hidrocarbonetos considerados importantes no
monitoramento ambiental pela USEPA, estad o fenantreno sendo este polinuclear,
cristalino, e isbmero do antraceno. Pertence a classe dos compostos organicos
semi-volateis, formados por trés anéis benzénicos ligados de forma linear, angular
ou agrupados, contendo apenas carbono e hidrogénio (Verschueren, 2001) (Figura
2).

Figura 2: Estrutura quimica do hidrocarboneto
fenantreno.

E considerado um poluente prioritario devido & sua toxicidade, persisténcia e
predominéncia no meio ambiente (US EPA, 2008). Moody et al. (2001) afirmam que
o fenantreno ndo oferece risco ao homem como os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos de maior peso molecular, porém é altamente toxico a organismos
aguaticos.

Este composto é utilizado industrialmente para a producdo de corantes e

explosivos, também é conhecido como fenantrin, com massa molecular de 178,2 g



e solubilidade em &gua de 1,29 mg/L (Verschueren, 2001). Para &guas
subterraneas, os limites de contaminacédo sao de 0,02 ug/L para referéncia; 2,5
Mg/L para alerta e 5,0 pg/L para intervencdo (CETESB, 2005).

Nos animais, a biotransformacdo deste composto e de outros HPAs é
realizada pelo sistema das monoxigenases. A detoxificacdo é um processo
complexo, que antes da formacdo de compostos ndo-tdéxicos e produtos finais
inofensivos, é realizada por reacfes enzimaticas e nao-enzimaticas, sendo 0s
HPAs convertidos em éxidos de areno, seguida pela formacdo de derivados de
trans-dihidrodidis, fendis e quinonas. Esses produtos intermediarios sao
conhecidos como téxicos e/ou mutagénicos e sao transformados em produtos
menos toxicos por varias reacfes enzimaticas e nao enzimaticas (Canadian

Council of Ministers of the Environment, 1999).

3.4 Respostas bioldgicas relacionadas a contaminacdo ambiental

A simples deteccdo da presenca de substancias quimicas nos ecossistemas
por si s6 ndo indica efeitos prejudiciais. Conexdes devem ser estabelecidas entre
0S niveis externos de exposicdo, niveis internos de contaminacdo dos tecidos e
efeitos adversos prévios (Van der Oost et al., 2003).

Varios sdo os parametros bioldégicos que podem sofrer alteragdo como
consequéncia da interacdo entre 0 agente quimico e o organismo, porém a
determinacdo quantitativa destes parametros usados como indicadores biolégicos
ou biomarcadores sO0 € possivel se existir correlagdo com a intensidade da
exposicao e/ou o efeito bioldgico da substancia. Biomarcadores sdo quaisquer
alteracOes precoces determinadas no organismo que avalie a intensidade da
exposicdo e o risco a saude animal (Amorim, 2003). A sua utilizacdo € baseada na
suposicdo de que baixas concentracbes de substancias toxicas irdo causar
respostas celulares no organismo antes que efeitos prejudiciais sejam observados
nos niveis mais altos de organizacdo biologica (populagBes e ecossistemas)
(Domingues et al., 2010).

Os biomarcadores podem ser classificados em trés tipos (WHO, 1993):
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Biomarcadores de Exposicdo: confirmam e avaliam a exposicéo individual ou
grupo, a uma substancia particular, correlacionando a exposicdo externa e a
quantificacdo da exposicéao interna.

Biomarcadores de Efeito: documentam as alteracdes ou efeitos adversos no
organismo decorrentes da exposi¢do a absorcdo da substancia quimica, exposi¢cao
e efeito, elucida a definicdo da relacdo dose-resposta.

Biomarcadores de Susceptibilidade: permitem elucidar o grau de respostas
da exposicdo provocada nos individuos.

Endpoints sdo mudancas no comportamento, sobrevivéncia, crescimento e
reproducdo dos organismos, ou seja, alteracbes em niveis de organizacao
biolégica superiores (Forbes et al., 2006).

Para organismos aquaticos uma série de biomarcadores e endpoints podem
ser aplicados frente a exposicdo a xenobibticos para a obtencdo de respostas
genéticas, bioquimicas e/ou histolégicas (Beninca et. al, 2012) e niveis superiores
de organizacédo biolégica como comportamento e crescimento (Azevedo-Pereira &
Soares, 2010)

3.4.1 Biomarcadores histoldgicos

A histopatologia é uma ferramenta que pode avaliar os efeitos da exposi¢ao
prévia ou atual a um tipo de estresse no individuo, que representa o nivel
intermediario da organizacao biolégica (Myers & Fournie, 2002).

A vantagem da utilizacdo da histopatologia como biomarcador esta na sua
relacdo com o nivel de organizacdo biolégica, pois as mudancas histologicas
aparecem em médio prazo para estressores subletais e fornece método rapido
para detectar o efeito de contaminantes, especialmente em exposi¢cdo crénica em
varios tecidos e oOrgados. Amplamente utilizada na ecotoxicologia aquatica,
principalmente em peixes (Bernet et al.,, 1999), na avaliacdo de O6rgdos como
branquias, figado, rins e gbnadas. A capacidade qualitativa ou quantitativa de
determinar alteracdes celulares antes da morte do organismo geralmente fornecem
os primeiros indicios de toxicidade e permite possiveis inferéncias sobre os
mecanismos toxicos. Portanto, dados sobre alteracdes celulares e histolégicas

bY

podem ser utilizados como biomarcadores de exposicdo a contaminantes
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ambientais, em estudos de campo e sob condi¢cdes de laboratério (Fent & Meier,
1994).
O crescente numero de estudos utilizando biomarcadores histolégicos esta
relacionado com o fato de eles permitirem avaliar a salude dos peixes mais
realisticamente que biomarcadores bioquimicos e assim, os resultados podem ser
extrapolados em nivel de comunidade e ecossistema (Costa et. al, 2009).

Para os organismos da familia Chironomidae existem apenas dois trabalhos
demonstrando histopatologia no intestino médio de larvas expostas ao acido tanico

e Bacillus thurigiensis var. israelensis (Rey et al., 1998 e Rey et al.,1999).

3.4.2 Endpoint crescimento larval

O efeito no crescimento larval € um endpoint ja utilizado em varios estudos
com larvas de Chironomidae (Nebeker et al., 1984; Ankley et al., 1994 e Azevedo-
Pereira & Soares, 2010). Porém, Sibley et al (1997) questionou se esse parametro
realmente apresentava relevancia ecologica, e verificou uma correlagdo positiva
entre o crescimento, efeitos reprodutivos e estrutura populacional de Chironomidae
a longo prazo. A reducdo do crescimento dessas larvas foi associada com um
declinio proporcional no investimento reprodutivo das fémeas adultas, levando a
uma diminuicdo do numero de larvas que eclodem, reduzindo ao longo de

geracdes, o tamanho das populacoes.

3.5 Chironomidae e a ecotoxicologia

O sedimento foi considerado pela USEPA (2005) um ambiente de trocas e
interacdes de compostos quimicos com a coluna d’agua e a biota residente,
podendo afetar todo o ecossistema. Devido a estas caracteristicas, em 1994, este
orgao lancou um guia de avaliacdo de toxicidade aguda de sedimentos utilizando
organismos marinhos, e de agua doce incluindo Chironomus tentans (Fabricus,
1805) (Diptera: Chironomidae), tendo a preocupacédo com o desenvolvimento de
metodologias padronizadas para organismos associados ao sedimento (Adams &
Rowland, 2003).
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Organismos da familia Chironomidae tém sido utilizados, como
bioindicadores e como organismos-teste em ensaios ecotoxicolégicos com
sedimentos, em varios estudos cientificos, aléem de testes de toxicidade em
organizacdes ambientais (Di Veroli et al., 2012a). A maioria dos trabalhos que
utiliza estes organismos realizam ensaios ecotoxicologicos em laboratério com
substancias isoladas, aplicando biomarcadores bioquimicos e genéticos
(Callagham et al., 2000; Callagham et al., 2002; Crane et al., 2002; Lee et al., 2006,
Printes et al., 2007), ou endpoints como taxa de sobrevivéncia, crescimento,
comportamento e emergéncia de adultos (Péry et al., 2003; Lee & Choi, 2007 e
Azevedo-Pereira, 2010). Enquanto trabalhos de campo se restringem a coletas e
analise de deformidades morfolégicas no mento (estrutura do aparelho bucal das
larvas) (Servia et al., 2004, Di Veroli et al., 2012b e Odume et al.,, 2012) ou
exposicdo em laboratério de organismos de cultivo & amostras de sedimentos
ambientais contaminados, avaliando endpoints como desenvolvimento, mortalidade
e deformidades morfolégicas (Di Veroli et al., 2012a).

Para a espécie C. sancticaroli, utilizando biomarcadores existem apenas
dois trabalhos (Printes et. al, 2007 e Printes et. al, 2011) que avaliaram a atividade
das enzimas AChE (Acetilcolinesterase) e GST (Glutationa S-transferase) em
exposicao a substancias isoladas e amostras ambientais de um riacho. Diante
deste cenério, existe a necessidade de estudos histopatoldégicos que possam
elucidar érgaos alvo utilizando imaturos de Chironomidae.

Uma revisdo bibliografica realizada por Krull & Barros (2012) sobre a
ecotoxicologia no Brasil demonstrou que 29,2% e 22,1% dos estudos sao
realizados com peixes e claddceros, respectivamente, sendo 0s insetos, grupo
mais diverso entre os animais, ndo citado no trabalho pela escassez de estudos no
pais. Além disso, 83,4% sdao realizados avaliando a toxicidade da dgua enquanto
6,9 % utilizam organismos relacionados ao sedimento. Os biomarcadores
histologicos séo utilizados em 6% dos estudos, demonstrando a importancia de
pesquisas utilizando esse parametro. E em 21% dos casos, a escolha do
organismo modelo leva em consideracdo se a espécie € nativa e em Ultima
instancia, com 3%, a abundancia ou representatividade do organismo no meio
ambiente.

Dentro deste contexto, colocamos a necessidade de dar maior importancia a

organismos que habitam sedimento e também a Chironomidae, pois seus
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representantes mostram-se com grande relevancia e abundancia no meio ambiente

além de tornar possivel a utilizacdo de biomarcadores histolégicos no grupo.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Analise quimica e mineralégica do sedimento da criagcdo e bioensaios

O sedimento, utilizado na criacdo e nos bioensaios, foi analisado no
Laboratorio de Analises de Minerais e Rochas (LAMIR/UFPR) quanto a

inexisténcias de compostos téxicos que pudessem causar toxicidades as larvas.

4.1.1 Granulometria

Para determinar a granulometria da amostra de sedimento foi realizado um
peneiramento a umido, utilizando um conjunto de sete peneiras Bertel® que foram
pesadas secas individualmente (com malhas de 2,36; 1,18; 0,35; 0,18; 0,09; 0,06;
0,04 mm). Posteriormente 200 g da amostra de sedimento foram submetidos ao
conjunto empilhado de peneiras, organizadas em ordem decrescente de malha,
sendo adicionado ao material um jato de agua, com o propdésito de facilitar a
passagem das particulas de sedimento através da malha de peneiramento.

Em seguida o conjunto de peneiras permaneceu ha estufa por 24 horas e 0
material retido em cada peneira foi pesado, e a diferenca entre o peso inicial e o
peso final foi calculada para verificar a predominancia dos tamanhos de particulas

e a faixa granulométrica.

4.1.2 Andlise quimica

A andlise quimica foi realizada através da Fluorescéncia de Raio X (FRX). A
amostra de sedimento foi aleatorizada e em seguida pulverizada em uma panela de
carbeto de tungsténio. Em seguida, 7 g da amostra juntamente com 1,4 g de cera

organica/aglomerante foram homogeneizados manualmente e prensados por 2
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minutos e 20 segundos em uma prensa (40 toneladas/cm?), para confeccionar uma
pastilha que foi encaminhada ao espectrdmetro que determinou a composicao
quimica do sedimento. O equipamento usado foi o espectrometro de raios X
Phillips PW 2400.

Adicionalmente, 2 g de amostra foram usados para a determinagéo da perda
ao fogo, pois os elementos leves ndo sao detectados no FRX e a perda ao fogo
supre essa falta. Antes da determinacdo da perda ao fogo a amostra em po foi
seca a 100 °C por 8 horas. No experimento de perda ao fogo, a amostra seca foi
pesada com exatiddo (M1 = massa do cadinho mais amostra), dentro de um
cadinho de porcelana (Mc = massa do cadinho vazio) e € aquecida a 1000 °C por
trés horas e, apos resfriado a temperatura ambiente, o cadinho com a amostra
calcinada é pesado (M2 = massa do cadinho mais amostra calcinada). A perda ao
fogo, percentual, é calculada a partir da relagdo 100 x [(M1-M2)/(Mc-M1)]. A

interpretacdo da analise foi realizada no software Super Q.

4.1.3 Analise mineraldgica

A analise mineraldgica foi realizada através de uma Difracdo de Raio X. A
amostra de sedimento pulverizada (em pd) foi colocada em uma placa de difracédo
e prensada manualmente, sendo posteriormente encaminhada ao Difratdmetro de
Raio X, obtendo-se um difratograma pelo programa DataColector (Pananalytical,
Empyrean). Para a interpretacdo do resultado foi utilizado o programa Xpert High

Score (Pananalytical) com o banco de dados PDF2.

4.2 Manutencao da col6nia

Os organismos da espécie Chironomus sancticaroli utilizados foram
provenientes de uma colonia matriz mantida em sala de criacdo do Departamento
de Zoologia da Universidade Federal do Parana (UFPR) desde fevereiro de 2008,
com condi¢gbes controladas de temperatura (25 +2°C), umidade (80 + 10%) e
fotoperiodo (12h claro / 12h escuro). O cultivo € mantido em bandejas e aquarios

com aerac;éo constante.
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A criacdo da espécie foi adaptada de Maier et al. (1990). Os organismos sao
mantidos em cinco aquarios de vidro, com as seguintes dimensdes; um aquario de
60 cm x 40 cm x 35 cm; com capacidade para 85 L (Figura 3a) e quatro aquarios
de 25 cm x 15 cm x 25 cm; com capacidade para 10 L (Figura 3b). Em todos os
aquérios foi utilizado areia como sedimento e agua desclorada sendo no aquério
maior 3 cm de sedimento e 50 litros de agua e nos aquarios menores 1 cm de
sedimento e 7 litros de agua, com aeracdo constante.

Semanalmente foi adicionado racdo DogChow® triturada sendo 10g para o
aquario maior e 2,86 g para os aquarios menores, e mensalmente foi realizada a
troca parcial da agua e a limpeza dos aquarios, em semanas intercaladas para
sempre possuir aquarios com organismos em fase reprodutiva.

Estes aquarios foram cobertos com uma tela de tecido para que ndo ocorra
0 escape dos adultos que emergem, mas permitindo que haja espaco suficiente

para copula e oviposicao.

Figura 3: Aquérios utilizados para a criagdo da espécie Chironomus sancticaroli em sala de
criacdo com condi¢cdes controladas de temperatura (25°C + 2°C), umidade (80 = 10%) e
fotoperiodo (12h claro / 12h escuro). a: aquario 85L e b: aquéario 10L.

4.3 Material biolégico para estudo do padrao histolégico

Massas ovigeras foram retiradas da colonia matriz e individualizadas em
bandejas de plastico (dimensdes: 38 cm x 24 cm x 8 cm ; com capacidade para 7
L) (Figura 4), contendo 0,4g de racdo triturada TetraMin®, 4 litros de agua
desclorada e aeracdo constante, foram utilizadas 30 larvas de lll instar final / IV

instar inicial (7 dias) para descri¢éo histologica do estagio larval.
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Figura 4: Sala de criagdo com imagens das bandejas utilizadas para a separa¢éo das larvas
de Chironomus sancticaroli para estudo do padrao histoldgico e realizagdo dos bioensaios. a:
aspecto geral da disposi¢do das bandejas na sala e b: detalhe da bandeja contendo larvas de
Il instar final / IV instar inicial e aeracdo constante.

4.4 Andlise morfoldgica por microscopia éptica

As larvas foram fixadas integras, ou seja, sem nenhuma incisdo em solucéo
Duboscq para insetos (acido picrico 1g + formaldeido 60ml + acido acético glacial
15ml + 150 ml de &lcool etilico p.a. a 80%), por 4 horas em estufa a 56 °C para
permitir a absor¢do do fixador de acordo com Cirio (2005). Apés a fixacdo as
larvas passaram por trés banhos em alcool 70% de 30 minutos para remocao da
solucéo fixadora, e desidratadas em uma série alcodlica crescente (70% a 100%)
permanecendo 45 minutos em cada concentracdo. Em seguida as larvas foram
diafanizadas em xilol por 10 minutos e entdo transferidas para parafina de
embebicdo (overnight) e incluidas em parafina histoldgica.

Foram obtidas seccdes transversais, longitudinais laterais e dorsoventrais de
7 um de espessura e entdo distendidas em banho maria, colocadas em laminas de
microscopia e sob os cortes foi aplicado albumina de Meyer para colagem na
lamina, e secas a temperatura ambiente. Todos os cortes obtidos de todas as
larvas foram utilizados. Posteriormente as seccdes foram coradas com
Hematoxilina-Eosina (HE). Ap6s a montagem das laminas com Permount® as
seccdes histologicas foram analisadas e documentadas em fotomicroscépio 6ptico.
Adicionalmente foram realizadas dissec¢des de algumas larvas para compreenséo
da morfologia interna, e ilustracdes de o6rgéos e estruturas foram realizadas com a
utilizacdo do programa Adobe lllustrator CS5, e as pranchas e edicbes das
imagens capturadas no fotomicroscopio foram realizadas no Adobe Photoshop
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CS5. A terminologia histolégica utilizada foi a descrita por Junqueira & Carneiro
(2004).

4.5 Teste de sensibilidade ao KCI

Testes de toxicidade com uma substancia referéncia sao aplicados com o
objetivo de obter trés informacdes relevantes: o estado de saude dos organismos
usados nos testes; verificar as condi¢cdes de reprodutibilidade e sensibilidade dos
procedimentos do bioensaio e se a sensibilidade de uma determinada populacéo
em uso no laboratério € comparavel a outras populacdes de outros laboratorios
(USEPA, 2000).

A substancia de referéncia Cloreto de Potassio (KCl) € comumente utilizada
para outras espécies de Chironomidae ja padronizadas como organismo-teste por
orgdos de defesa ambiental, como por exemplo Chironomus tentans (USEPA,
2000).

Foram realizados dezesseis testes de sensibilidade, os quais consistiram em
expor os organismos-teste a diferentes concentracdes da substancia de referéncia
KCI de acordo com o protocolo descrito por Dornfeld (2006). Os testes tiveram
duracdo de 96 horas e os resultados foram analisados utilizando o programa
Trimmed Spearman-Karber, com a finalidade de se obter a CLso para o cloreto de
potassio.

As concentracfes de KCI utilizadas foram 1,5; 2,25; 3,5; 5,0; 7,5 g/L além
de um controle contendo apenas agua. Para a realizacdo desses testes foi utilizado
200 ml da solucdo de KCI, 0,024g de racao TetraMin® apenas no primeiro dia de
ensaio e seis organismos em cada uma das trés réplicas realizadas por

concentracéo, totalizando 108 larvas utilizadas por ensaio (Figura 5).
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Teste de Sensibilidade da populacéo de Chironomus sancticaroli (KCI)
Concentragdes de Cloreto de Potéassio (KCI)
[C] (g/L) Cglgggl'e 15 2,25 3,5 50 7,5
7 . ] e — —— —— e
Réplica 1 6 6 6 6 6 6
e’ S—’ e’ e’ e’ e
7 . —— —— N —| ] ] N —]
Réplica 2 6 6 6 6 6 6
e’ e’ e e’ e’ N el
e . ] e N —] ] ] N
Réplica 3 6 6 6 6 6 6
S —’ e’ e’ e’ e’ e’

Figura 5: Representacdo esquemaética dos testes de sensibilidade com a substancia de
referéncia cloreto de potassio (KCl) em larvas de lll instar final / IV instar inicial para
avaliar a qualidade da populagdo de Chironomus sancticaroli mantida em laboratdrio.
Foram utilizadas cinco concentracBes além do controle com agua, cada tratamento
apresentou trés réplicas, cada uma contendo seis larvas da espécie.

Para o estabelecimento da faixa de sensibilidade foi utilizado o modelo
proposto pela USEPA (2000), o qual consiste na utilizacdo dos valores médios da
CLso obtidos, mais ou menos duas vezes o desvio padrdo. Neste modelo, calcula-
se a média (X), o desvio padrédo (DP) e o coeficiente de variacdo (CV). Com estes
dados estabelece-se o limite superior (X + 2.DP) e o inferior (X — 2.DP). Portanto,
os valores da CLsyp compreendidos dentro desta faixa sao aproveitados, e

consequentemente os que estiverem fora serdo descartados.

4.6 Bioensaios de toxicidade

As larvas utilizadas nos bioensaios foram submetidas ao hidrocarboneto
fenantreno com 97% de pureza da marca Sigma-Aldrich®, frasco de 25 g, REF.
77470, envase: 23207048, lote: 1290376, fabricacdo em 07/08/2007 e vencimento
em 01/02/2016.

4.6.1 Bioensaios de toxicidade aguda

As calibracdes da faixa letal do fenantreno em larvas de C. sancticaroli foram

realizadas por Morais (2011) no Laboratorio de Entomologia Médica e Veterinaria,
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e as concentracoes letais foram estimadas utilizando os dados de mortalidade no
programa Probit Basic, sendo estas as concentracdes que causam mortalidade de
0 a 99% dos organismos-teste. Os bioensaios de toxicidade aguda do presente
trabalho seguiram as mesmas condi¢des estabelecidas por Morais (2011).

Os bioensaios foram realizados em frascos de vidro com capacidade de 300
ml, nos quais foram adicionados 200 ml da solucéo-teste. Foram selecionadas
cinco concentraces do fenantreno: CENO (0,12 mg/L); CL, (0,6 mg/L); CL (0,78
mg/L); CL3o (1,01 mg/L) e CLso (1,2 mg/L) mais o controle contendo apenas alcool
absoluto na solucéo (150ul). A primeira concentragdo escolhida representa o valor
encontrado para a concentracéo de efeito ndo observado (CENO (CLs¢/10)). Foram
realizados dois bioensaios estaticos completos com cada concentracdo contendo
quatros réplicas, os quais continham 24g de areia como sedimento e dez larvas de
C. sancticaroli do Il instar final/lV instar inicial, sendo utilizadas 240 larvas por
ensaio (Figura 6). Estes bioensaios foram acondicionados em camara tipo BOD
programadas com a temperatura de 25°C (x 2°C) e fotoperiodo (12h claro / 12h
escuro), sem aeracgao e alimento. A temperatura e o pH da 4gua foi monitorado no
inicio e no final do teste e a dureza da agua ao final. A duracdo dos testes foi de 96
horas e a leitura foi realizada em bandejas de plastico, nas quais foi colocado o
conteudo de cada frasco para a triagem dos organismos. Foram retiradas
aleatoriamente 10 larvas consideradas vivas de cada concentracdo, totalizando 60

larvas para estudos histopatol6gicos, como descrito no item 4.4,

Bioensaios de Toxicidade Aguda (fenantreno)

Concentragdes fenantreno CENO CL, CLin CLan ClLen
IC] (mal/L) Controle lcool 0.12 0.6 0.78 1.01 1.2
Rénlica 1 ﬁ
Réplica 2
Rénlica 3
Réplica 4

Figura 6: Representacdo esquematica dos bioensaios de toxicidade aguda com o hidrocarboneto
fenantreno em larvas de Ill instar final / IV instar inicial de Chironomus sancticaroli.
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4.6.2 Bioensaios de toxicidade crbnica

Os bioensaios foram realizados em frascos de vidro cobertos com copos
plasticos com capacidade de 300 ml, nos quais foram adicionados 200 ml da
solucéo-teste. Foram selecionadas trés concentracdes do fenantreno: CENO (0,12
mg/L); CL2 (0,6 mg/L); CL10 (0,78 mg/L) mais o controle contendo apenas &lcool
absoluto na solucao (200ul).

Foram realizados dois bioensaios semi-estaticos completos com cada
concentracdo contendo quatros réplicas, os quais continham 24g de areia como
sedimento e vinte larvas de C. sancticaroli do | instar, sendo utilizadas 320 larvas
por ensaio (Figura 7). Estes bioensaios foram acondicionados em camara tipo BOD
programada com a temperatura de 25°C (+ 2°C) e fotoperiodo (12h claro / 12h
escuro) com 4 ml de suspensédo aquosa da racdo TetraMin® (1g/200 ml de agua
destilada), com aeracdo constante, a temperatura e o pH da agua foi monitorado no
inicio e no final do teste e a dureza da agua no final. A duracéo dos testes foi de 8
dias (periodo necessério para as larvas do controle alcancarem o IV instar larval), e
a cada 48 horas foi realizada a troca da agua, pois este seria a meia vida do
fenantreno na agua e adicionada 4 ml de solucédo de racédo; a leitura foi realizada
em bandejas de plastico, nas quais foi colocado o contetdo de cada frasco para a
triagem dos organismos. Foram retiradas aleatoriamente 10 larvas consideradas
vivas de cada concentracéo, totalizando 40 larvas que com estas foram realizados

0s estudos histopatoldgicos, com o descrito no item 4.4.

Bioensaios de Toxicidade Crbnica

Concentragdes fenantreno CENO CL, ClLyo
[C] (ug.L™) Controle 0,12

Réplica 1 ﬁ a

Réplica 2 a ﬁ

Réplica 3 . . . .
Réplica 4 .

Figura 7: Representacao esquematica dos bioensaios de toxicidade crdnica
com o hidrocarboneto fenantreno além d o controle contendo alcool, durante
a fase larval de Chironomus sancticaroli.
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4.6.2.1 Endpoint crescimento larval

Na tentativa de relacionar possiveis varia¢cdes histoldgicas com efeitos de
relevancia ecologica, foram utilizadas 30 larvas vivas de cada concentracdo do
bioensaio de toxicidade crbnica para avaliar os efeitos do fenantreno no
desenvolvimento larval. Foi mensurado o tamanho do corpo da larva, comprimento
do primeiro segmento toracico até o ultimo segmento abdominal, e o tamanho da
antena, segundo Richardi et al. (2012) (Tabela 1). As analises foram executadas
no ambiente R (R Development Core Team 2011). Para avaliar os efeitos das
concentracbes de fenantreno no tamanho do corpo das larvas, foi ajustado um
modelo linear generalizado (GLM) utilizando uma distribuicdo de erro da familia
Gamma. Foi realizada uma ANOVA - one way e os contrastes de Tukey (P < 0,05)
utilizados para as comparagdes a posteriori. Para o GLM foram utilizadas as
bibliotecas MASS (Venables & Ripley 2002) e “effects” (Fox, 2003) e para a andlise

a posteriori foi utilizada a biblioteca multcomp (Hothorn et al., 2008).

Tabela 1. Medidas de tendéncia central e dispersdo do
tamanho da antena em cada instar de Chironomus
sancticaroli segundo Richardi et al. (2012).

instar Minimo Méaximo Meédia Intervalo de confianca

1° 0.037 0.044 0.040 0.0392-0.0408
2° 0.055 0.065 0.060 0.0593-0.0607
3° 0.092 0.112 0.102 0.1009-0.1031
40 0.135 0.220 0.176 0.1739-0.1781

5. RESULTADOS

5.1 Teste de sensibilidade

Os testes 1, 4 e 12 ndo foram considerados, pois a mortalidade no controle
excedeu 20%. A faixa de sensibilidade da espécie para o KCl variou de 3,26 a 5,58
g/L, com coeficiente de variagédo (CV) de 13,06% (Tabela 2, Figura 8).
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5.2 Anélise do sedimento

A andlise granulométrica demonstrou que o sedimento possui particulas que
vao de 0,06 um a 2,36 um, com predominancia de 57% de material retido na
peneira de 1,18 mm (Tabela 3). A andlise quimica indicou predominancia de 81,1%
na amostra de dioxido de silicio (SiO,) e uma quantidade inferior a 10% de outros
compostos (Tabela 4). O sedimento possui composicdo quartzo-feldspatica, com
80% de quartzo e os 20 % restantes de albita e microclinio (tipos de feldspato)
(Figura 9). As andlises realizadas classificaram o sedimento como areia e, ainda
demonstraram a inexisténcia de elementos que sejam toxicos aos organismos e

que pudessem interferir nos resultados.

Tabela 2: Valores da Concentragéo Letal (CLgy — 96h, g.L'l) do Cloreto de Potassio (KCI) e
dos intervalos de confianca (IC — 95%) de cada teste de sensibilidade com Chironomus
sancticaroli.

N° do Teste Data CL50 - 96h IC (95%)

2 13/12/2010 4,03 3,29-4,94

3 20/01/2011 4,47 3,55-5,62

5 25/01/2011 5,54 5,04 - 6,09

6 27/01/2011 4,76 4,15 - 5,45

7 31/01/2011 4,55 3,95-5,24

8 11/07/2011 4,90 4,48 - 5,35

9 12/07/2011 4,85 4,16 - 5,66

10 12/07/2011 4,49 3,98 - 5,07

11 25/07/2011 4,44 3,92 - 5,05

13 03/09/2012 3,64 3,17 -4,19

14 08/10/2012 4,21 3,63-4,89

15 05/11/2012 3,33 2,83 -3,90

16 03/12/2012 4,73 4,15-5,38
Média (X) 4,42
Variancia (S%) 0,33
Desvio Padréo (S) 0,58

Coef. Variagdo em % (CV) 13,06
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Figura 8: ConcentracBes Letais CLsy — 96h (g/L) para cada um dos 13 testes
realizados, bem como o limite superior e inferior da faixa sensibilidade de
Chironomus sancticaroli ao Cloreto de Potassio (KCI).

Tabela 3: Andlise granulométrica do sedimento utilizado no cultivo e
bioensaios de Chironomus sancticaroli.

Mvir,  ABERTURA (mm) MASSEEETIDA o peso
8 2,36 6,16 3,08
14 1,18 114,03 57,02
42 0,355 7515 37,58
80 0,18 3,79 1,89
170 0,09 0.8 0,4
250 0,063 0,07 0,04
325 0,044 0 0
<325 0 0

MASSA FINAL

©) 200

Tabela 4: Composicdo quimica do sedimento utilizado no cultivo e bioensaios
com Chironomus sancticaroli

Composto
Si02 AI203 Na20 K20 Fe203 CaO CO2 MgO
Concentracéo

(%) 81,1 10,4 2,6 2,5 1 1 0,7 0,3
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Figura 9: Difratograma com o0s picos padrdes do quartzo,
microclinio e albita, presentes no sedimento utilizado no
cultivo e bioensaios com Chironomus sancticaroli.

5.3 Descricao histolégica

Avaliando a morfologia interna da larva de C. sancticaroli foi possivel
descrever uma série de 6rgdos e tipos celulares cada qual com sua funcéo

especifica, cuja histologia sera descrita na sequéncia (Figura 10).

5.3.1 Sistema Digestorio

O tubo digestorio das larvas de Chironomus sancticaroli € um conjunto de
orgaos tubulares, que se estende da boca ao anus, sendo claramente possivel
diferenciar trés grandes regifes: estomodeu ou intestino anterior, meséntero ou
intestino médio e proctodeu ou intestino posterior.

O estomodeu e o proctodeu tem origem ectodérmica, por isso é possivel
observar claramente a presenca de uma cuticula quitinosa, enquanto o meséntero
tem origem endodérmica e por iSSO ndo possui cuticula, porém possui uma
membrana ou matriz peritréfica secretada por um tipo especifico de células,

denominadas de células de Cuénot (Figura 11).
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5.3.1.1 Estomodeu ou intestino anterior

O esbfago é a primeira regido do tubo digestorio, sendo um 6rgéo curto, nao
apresentando nenhuma regido diferenciada como papo ou moela. Este 6rgdo se
estende a partir da boca até o metatérax. Na sua porcao inicial € envolto por uma
estrutura muscular denominada de colar periesofageano (Figura 12d). O epitélio de
dificil observacao é constituido por células pavimentosas nao ultrapassando 6 pm
de espessura com citoplasma basofilo, com ndcleo grande (Figura 12e), em corte
transversal é possivel observar cinco dobras longitudinais do epitélio, bem

evidentes (Figura 12f).

5.3.1.2 Meséntero ou intestino médio

O intestino médio € a regido de origem endodérmica do tubo digestorio, por
isso ndo apresenta cuticula, sendo observada nesta regido a presenca da
membrana ou matriz peritréfica, a qual envolve o contetdo alimentar para evitar a
abrasdo do alimento com o epitélio de revestimento. No meséntero é possivel
observar trés regides, formadas por quatro diferentes tipos celulares.

No metatérax encontra-se a valvula estomodeal que limita o final do
estomodeu e o inicio do meséntero. Esta valvula é caracterizada por uma projecéo
do epitélio e da musculatura do eséfago para o interior do meséntero. A véalvula é
formada por trés partes: folhetos do es6fago, células de Cuénot e regido dos cecos
gastricos. Os folhetos do esbdfago sdo constituidos por células cilindricas com
citoplasma acidofilo granuloso e nucleos pequenos e elipticos (Figura 13f).

As células de Cuénot séo as responsaveis pela formacdo da membrana ou
matriz peritrofica, e sua presenca representa o inicio do meséntero. As células de
Cuénot que estdo associadas a projecdo esofégica, encontram-se agrupadas e
exibem um tamanho reduzido em relagcdo as células de Cuénot que ndo se
encontram associadas a referida projecao, que sdo maiores. Estas células grandes
apresentam nucleos esféricos, citoplasma fortemente baséfilo e granuloso e apice
celular, com borda em escova (Figura 13d)

Seguido das células de Cuénot estd a zona dos cecos gastricos, formada
por trés ou quatro coroas de quinze diverticulos, sendo 0s cecos posteriores

nitidamente maiores. Sao formados por células um pouco menores que as células
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de Cuénot, globosas, com citoplasma eosinéfilo granuloso, nucleos redondos
grandes, sendo possivel observar cromatina descondensada. As células dos cecos
apresentam bordo em escova mais extenso que as ceélulas de Cuénot,
representando um quinto do tamanho da célula (Figura 13e).

A regido | do meséntero € formada por células grandes de formato irregular,
cuja regido basal arredondada e convexa se projeta entre as fibras musculares
adjacentes (Figuralde). Em corte transversal o epitélio apresenta um contorno
estrelado, enquanto o limen apresenta formato circular. Na regido apical e basal
do citoplasma da célula é possivel observar uma linha de contorno mais eosinéfila
gue o citoplasma, sendo este granuloso, o bordo em escova néo € extenso (Figura
14e,f).

A regido Il apresenta células cubicas com nucleos grandes e o citoplasma
basofilo, exibindo no pélo basal regides heterogeneamente coradas, na forma de
estriacdes. (Figura 15e). E possivel observar um conspicuo bordo em escova no
polo apical, mais extenso do que os das células da regido | (Figura 15).

A regido Il é formada por células cubicas, um pouco menores que a regido
anterior, com nuacleos esféricos, o citoplasma dessas células tem uma forte
basofilia e possui estriacdes perpendiculares a base da célula, as quais sdo mais
evidentes do que a regido anterior (Figura 16f). Na regido abaixo do nucleo e no
polo apical da célula, o citoplasma é granuloso e o bordo em escova € bem
conspicuo representando um quarto do tamanho das células. Além da presenca de

células regenerativas isolados, localizadas na regido basal do epitélio (Figura 16).

5.3.1.3 Proctodeu ou intestino posterior

A primeira regido do proctodeu ou regido valvular é formada por um epitélio
composto de células cilindricas, com citoplasma baséfilo e nucleos localizados na
regido meédia-basal, contendo um unico nucléolo e granulos de cromatina na
periferia (Figura 17c,e). A valvula é formada por um epitélio de revestimento
contendo células cubicas com citoplasma eosindfilo e nucleos com cromatina
descompactada (Figura 17d,f)

A regidao do ileo € muito semelhante em estrutura ao esodfago, sendo
composto por uma espessa camada muscular circular e um delgado epitélio de

revestimento formado por células de limites imprecisos, com nlcleo grande e
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esférico contendo um Unico nucléolo e apresentando a cromatina disposta em
granulos periféricos. O delgado epitélio de revestimento forma numerosas dobras
longitudinais revestidas por cuticula (Figura 18).

Na porcéo final do tubo digestorio observa-se o colon e o reto, 0os quais
apresentam a mesma morfologia celular, formado por células grandes com regido
basal alongada, contendo ndcleo grande e esférico. O citoplasma € ligeiramente

basdfilo, com a regido basal e apical da célula eosindfilas (Figura 19).

5.3.2 Glandula salivar

As glandulas salivares sao estruturas pares, saculiformes, levemente
curvadas, acompanhando a parede dorsal do corpo, localizadas entre o eso6fago,
no segundo e terceiro segmento toracico da larva. As células epiteliais glandulares
encontram-se dispostas em uma Unica camada, delimitando na porcdo secretora
um grande limen central onde é depositada uma secrecao eosindéfila. As células
glandulares apresentam nucleos grandes contendo cromossomos politénicos, o
citoplasma é homogéneo e fortemente basdfilo (Figura 20c,e). O ducto excretor
abre-se no esb6fago, sendo constituido por um epitélio cubico, com nucleos

esféricos, contendo cromatina condensada, e citoplasma basofilo (Figura 20d).

5.3.3 Sistema Excretor

A excrecdo nas larvas de C. sancticaroli é realizada pelos tubulos de
Malpighi, principal 6rgdo envolvido neste processo, e pelas células pericardicas,

associadas ao vaso dorsal.

5.3.3.1 Tubulos de Malpighi

Os tubulos de Malpighi sdo érgéos tubulares banhados pela hemolinfa e
ficam praticamente livres na cavidade do corpo. A extremidade proximal se abre na
primeira regiao do proctodeu, enquanto a extremidade distal apresenta-se fechada.
S&o observados quatro tubulos de Malpighi nas larvas de C. sancticaroli.
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O epitélio é formado por uma Unica camada de células pavimentosas,
contendo o nucleo grande projetado para a luz. O citoplasma mostra-se eosinofilo e
granuloso e no polo apical da célula observa-se um bordo em escova curto de facil

observacéo. (Figura 21).

5.3.3.2 Células pericardicas

As células pericardicas sdo grandes, multinucleadas, com citoplasma
eosinofilo e vacuolizado, encontradas associadas a parede do vaso dorsal (Figura
28f).

5.3.4 Sistema Nervoso

O sistema nervoso central da larva de C. sancticaroli € composto por um
cérebro, pelo ganglio subesofageano, localizados no primeiro segmento toracico,
uma cadeia nervosa ventral (com ganglios toracicos e abdominais). Além de um

ganglio frontal, anterior ao cérebro e préximo a cavidade bucal.

5.3.4.1 Cérebro

O cérebro, também denominado de ganglio supraesofageano, é um 6érgao
bilobado, localizado acima do esbdfago, sendo organizado em camada cortical e
medular e constituido pelas seguintes estruturas: lamela neural, perineuro,
trofoblastos, camada cortical e neuropila.

A regido cortical é constituida por trés camadas, sendo a mais externa
representada pela lamela neural, que corresponde a uma bainha que reveste o
cérebro. A camada intermediaria é caracterizada pela presenca de células gliais,
sendo subdividida em duas subcamadas, respectivamente, 0 perineuro e 0s
trofoblastos. O perineuro corresponde a uma camada de células gliais, dispostas
de forma epitelidide. A associagdo da lamela neural com o perineuro constitui a
bainha nervosa. Ainda, células gliais frouxamente arranjadas, denominadas de
trofoblastos, nutrem os neurdnios que tem o corpo celular, com cromatina nuclear

condensada e citoplasma perinuclear basofilo, localizados na camada profunda da



29

regido cortical. A regido medular do cérebro € caracterizada pela neuropila, regido

formada pelos axénios dos neurénios (Figura 22c,f).

5.3.4.2 Cadeia nervosa ventral

A cadeia nervosa ventral é constituida por trés ganglios toracicos e oito
abdominais que estdo ligados entre si e ao ganglio subesofageano por conectivos
pares, sendo estes formados pelos axénios dos neurdnios envoltos pela lamela
neural. O primeiro ganglio abdominal encontra-se deslocado e localizado no
metatorax da larva, sendo os toracicos um pouco maiores que os abdominais. A
estrutura celular dos ganglios da cadeia nervosa € semelhante aguela descrita para
0 cérebro, entretanto os corpos celulares no géanglio estdo localizados na face
ventral (Figura 22d-e).

5.3.5 Sistema endécrino ou complexo retrocerebral

O complexo retrocerebral é composto pela corpora allata, corpora cardiaca,
glandula protoracica e outras glandulas neuroenddécrinas presentes em outras

regides do sistema nervoso (Figura 23).

5.3.5.1 Corpora allata

Corpora allata séo estruturas esféricas pareadas, constituidas por epitélio
glandular formado por poucas células, de tamanhos variados, com nucleo central
contendo cromatina agregada e nucléolo evidente e o citoplasma vacuolizado.
Localizam-se proximas a aorta, posteriormente ao cérebro e a glandula salivar
(Figura 24c-d).

5.3.5.2 Glandulas protoracicas

As glandulas protoracicas sao formadas por células ligeiramente piramidais,
com citoplasma basdfilo e nicleos grandes, variando de esféricos a ovalados, com
a cromatina disposta em grumos. Encontram-se dispostas longitudinalmente,

envolvendo as traquéias cefalicas (Figura 24e-f).
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5.3.5.3 Glandulas poOscerebrais anteriores

As glandulas péscerebrais anteriores sao estruturas pares e unicelulares. A
célula de tamanho grande apresenta nucleo intensamente corado, devido a
condensacdo da cromatina, e citoplasma com granulacdes e vacuolos. Localizam-

se intimamente associadas com a parede do esofago (Figura 25c-d).

5.3.5.4 Corpora cardiaca

Corpora cardiaca sao estruturas pareadas, formadas por um conjunto de
pequenas células de formato irregular, com citoplasma vacuolizado e nacleos com
cromatina condensada. Localizam-se proximas as traquéias cefalicas dorsais, entre

as glandulas poscerebrais anteriores e a glandula protoracica (Figura 25c,e).

5.3.6 Corpo gorduroso

O corpo gorduroso é o tecido que preenche as cavidades do corpo do inseto,
podendo ser de dois tipos, de acordo com a sua localizacdo, corpo gorduroso
parietal ou corpo gorduroso visceral.

O corpo gorduroso parietal localiza-se entre a epiderme e os musculos
intersegmentais, enquanto o corpo gorduroso visceral distribui-se entre os 6rgaos
internos da larva.

O corpo gorduroso parietal apresenta dois tipos celulares, os trofocitos e os

enaocitos, enquanto o visceral é constituido somente por trofocitos.

5.3.6.1 Trofécitos

Os trofécitos do corpo gorduroso parietal sdo células pequenas e formam
uma massa continua associada ao tegumento da larva, enquanto as células do
corpo gorduroso visceral sdo maiores e formam massas celulares que preenchem

0s espacos entre 0s 6rgaos.
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Os trofécitos dos corpos gordurosos parietal e visceral apresentam o
citoplasma com aspecto vacuolizado e sem afinidade pelos corantes Hematoxilina
e Eosina, sendo basofilo na regido perinuclear. O nucleo é esférico e pequeno, em
relacdo ao volume citoplasmatico, a cromatina mostra-se bem condensada (Figura
26).

5.3.6.2 Endcitos

Os endcitos sdo células grandes, com aspecto globoso, maiores que 0s
trofocitos, porém, apresentam-se em menor quantidade. O citoplasma é acidofilo e
0 nucleo é central com um nucléolo Unico e a cromatina em grumos. Estas células
podem ocorrer isoladas ou em grupos, constituidos de trés a quatro células, sendo
as células isoladas maiores do que as agrupadas. Em células isoladas foi possivel
observar granulos citoplasmaticos. Os endécitos maiores que se encontram
agrupados possuem um citoplasma perinuclear baséfilo e no ndcleo evidencia um
anico nucléolo e a cromatina distribuida na periferia. Os endcitos localizam-se

dispersos no corpo gorduroso parietal (Figura 27).

5.3.7 Sistema circulatério

O sistema circulatério em Chironomidae € constituido pelo coracgéao,
localizado na regido posterior do corpo, e pela aorta, vaso que sai do coracao e vai

até a cabeca da larva.

5.3.7.1 Coracgéo

O coracdo esta localizado na regidao dorsal, precisamente no oitavo
segmento abdominal. O referido 6rgdo apresenta uma camara revestida por uma
parede muscular contratil, delgada e de dificil observacdo na microscopia de luz.
Na parede muscular abrem-se os 0stios, que permitem a entrada da hemolinfa
(Figura 28c).
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5.3.7.2 Aorta

A aorta esté localizada dorsalmente, acima do tubo digestério. Estende-se
da regido do coracdo a regido da cabeca, com sua extremidade cefalica
semelhante a uma trombeta. Ao longo de sua extensdo foi possivel observar
valvulas que impedem o refluxo da hemolinfa (Figura 28e). As células que formam
a parede da aorta sdo pavimentosas, com pouco citoplasma e nucleo achatado,
contendo cromatina condensada na periferia (Figura 28d). Ainda, associadas com a

aorta, é registrada a presenca de células pericardicas (Figura 28f).

5.3.8 Tegumento

O tegumento é formado por uma epiderme e uma cuticula quitinosa. A
epiderme é formada por uma camada Unica de células cubicas que no corpo da
larva pode apresentar dobras, apresentando citoplasma eosinéfilo e nudcleos
esféricos com cromatina condensada. A cuticula, que reveste a epiderme, é
formada por trés camadas, sendo a epicuticula a mais externa e de dificil
visualizacdo na microscopia de luz, a exocuticula a camada intermediaria e a

endocuticula a mais interna

5.3.8.1 Capsula cefélica

A céapsula cefalica € uma estrutura fortemente esclerotinizada, por isso é
possivel observar uma delgada endocuticula, uma camada mais espessa de
exocuticula e uma epicuticula extremamente fina e de dificil observagéo (Figura
29c).
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5.3.8.2 Corpo

O corpo das larvas é flexivel, por isso ndo é fortemente esclerotinizado,
sendo a cuticula representada por uma quantidade maior de endocuticula, tendo

reducdo nas espessuras das camadas de exocuticula e epicuticula (Figura 29d).
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Figura 10: Representacdo esquematica da morfologia interna da larva de
Chironomus sancticaroli com os principais sistemas e 6rgaos avaliados.
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Figura 11: Representagdo esquematica sistema digestorio da larva de Chironomus sancticaroli

evidenciando as regiGes funcionais.
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Figura 12: Regido do estfago da larva de Chironomus sancticaroli. a: localizagdo do sistema
digestorio na larva. b: em destaque, no circulo, regido tratada nas micrografias. c: corte longitudinal
da regido cefalica da larva, em destaque o es6fago (seta). d: corte longitudinal do esdfago com os
anéis musculares ou colar periesofageano (seta). e: corte longitudinal do es6fago evidenciando o
epitélio de revestimento (seta) f: corte transversal no es6fago com as cristas longitudinais formadas
pelo epitélio (seta) e a camada muscular longitudinal. g: corte transversal no eséfago na regido do
cérebro demonstrando o complexo circulo-esofageano. cm: camada muscular; dv: diverticulo; es:
estfago; gsb: ganglio subesofageano; gsp: glanglio supra-esofageano (cérebro) e tr: traquéia.
Coloracéo: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 um.
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Figura 13: Regido da valvula estomodeal da larva de Chironomus sancticaroli. a: localizagéo
do sistema digestorio na larva. b: em destaque, no circulo, regido tratada nas micrografias. c:
corte transversal da regido dos cecos da larva, observar as células de Cuénot (seta), células
dos cecos (cabeca de seta) e esbfago. d: em detalhe células de Cuénot. e: em detalhe
células dos cecos gastricos. f: corte longitudinal da regido dos cecos evidenciando a valvula
estomodeal. g: corte longitudinal da valvula estomodeal demonstrando a regido produtora da
matriz peritrofica (seta). be: bordo em escova; cc: células de Cuénot; ce: células dos cecos;
es: esbfago; gs: glandula salivar; ie: invaginacdo esdfago e mu: mauasculo. Coloracao:
Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 um.



Figura 14: Regido | do intestino médio da larva de Chironomus sancticaroli. a: localizagao
do sistema digestdrio na larva. b: em destaque, no circulo, regido tratada nas micrografias.
c. corte transversal da regido | do intestino médio. d: corte longitudinal da regido | do
intestino médio. e-f: célula formadora do epitélio da regido | do intestino médio,
demonstrando o bordo em escova (seta) e a eosinofilia apical e basal da célula (cabega de
seta). al: alimento; ce: cecos; ep: epitélio; lu: limen do intestino. Coloracdo: Hematoxilina-
Eosina. Barra de escala: 20 pm.
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Figura 15: Regido Il do intestino médio da larva de Chironomus sancticaroli. a:
localizacdo do sistema digestorio na larva. b: em destaque, no circulo, regido
tratada nas micrografias. c-e: corte transversal da regido Il do intestino médio,
sendo possivel observar o bordo em escova (seta) e a matriz peritréfica (cabeca de
seta). est: estrias aparentes formadas por invaginacdes da membrana nédo coradas
e mc: camada muscular circular. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala:
20 um.
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Figura 16: Regido Il do intestino médio da larva de Chironomus sancticaroli. a: localizacédo do
sistema digestorio na larva. b: em destaque, no circulo, regido tratada nas micrografias. c-f:
corte transversal da regido Il do intestino médio, sendo possivel observar o bordo em escova
(seta), células em processo de secrecdo (cabeca de seta) e células regenerativas. al:
alimento; cr: células regenerativas; est: estrias aparentes formadas por invaginacdes da
membrana néo coradas. Coloracéo: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 pum.
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Figura 17: Regidao valvular do intestino posterior da larva de Chironomus sancticaroli. a:
localizacdo do sistema digestorio na larva. b: em destaque, no circulo, regido tratada nas
micrografias. c,e: corte transversal do epitélio de transicdo entre intestino médio e posterior.
d.f: corte longitudinal da regido de transi¢éo entre intestino médio e posterior, demonstrando a
vélvula proctodeal (seta). al: alimento; ep: epitélio; epv: epitélio valvula; mlp: tdbulos de
Malpighi e mp: matriz peritréfica. Coloracao: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 um.
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Figura 18: Regido do ileo no intestino posterior da larva de
Chironomus sancticaroli. a: localizagdo do sistema digestorio na
larva. b: em destaque, no circulo, regido tratada nas micrografias.
c-d: cortes transversais do ileo evidenciando a densa camada
muscular e as vilosidades formadas pelo epitélio (seta). cm:
camada muscular; mlp: tibulos de Malpighi e mu: musculo.
Coloragéo: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 pm.
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Figura 19: Regido do colon e reto no intestino posterior da larva de Chironomus sancticaroli. a:
localizagdo do sistema digestorio na larva. b: em destaque, no circulo, regido tratada nas
micrografias. c-d: corte transversal do epitélio do colén e reto demonstrando a eosinofilia basal
da célula (seta). e: corte longitudinal do reto evidenciando o contetdo basofilo (cabecga de seta).
co: coracdo. Coloracéo: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 pum.



Figura 20: Glandula salivar da larva de Chironomus sancticaroli. a: localizacdo da
glandula salivar na larva. b: esquema detalhado da glandula salivar. c,e: corte tangencial
da glandula salivar evidenciando partes do limen contendo a secregdo (seta) e as
células, destacando o nucleo com cromossomos politénicos (cabeca de seta). d: corte
longitudinal do ducto da glandula salivar, observar a presenca de conteddo no lGmen (*).
eso: es6fago. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 pm.
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Figura 21: Tubulos de Malpighi da larva de Chironomus sancticaroli. a:
localizacéo dos tubulos na larva b: esquema demonstrando a disposicéo e
local de inser¢cdo dos tubulos nos sistema digestério (setas). c: corte
transversal dos tlbulos com o limen e o bordo em escova (seta). d: corte
longitudinal evidenciando o local de inser¢do de um tdbulo no sistema
digestédrio. e-f: corte longitudinal de um tdbulo com o bordo em escova
(seta) e a projecao da porcao citoplasmatica contendo o nucleo para o
limen (cabeca de seta). im: intestino médio; ip: intestino posterior; lu:
Iimen do tdbulo e ri: regido de insercdo. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina.
Barra de escala: 20 pm.
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Figura 22: Sistema nervoso da larva de Chironomus sancticaroli. a:
localizagdo do sistema nervoso na larva. b: esquema da anatomia dos
principais componentes do sistema nervoso. c: corte longitudinal do cérebro
demonstrando a regido cortical e neurdpila d: corte longitudinal de um
ganglio da corda nervosa e um feixe conectivo formado por axénios. e:
corte longitudinal evidenciando o cérebro (cabeca de seta) e os ganglios
toracicos e o primeiro abdominal da cadeia nervosa ventral (seta). f: corte
transversal do cérebro. g: corte longitudinal da regido cefalica da larva com
destaque no ganglio frontal (circulo), anterior ao cérebro. cc: camada
cortical; cn: conectivo; eso: es6fago; g: ganglio; gs: glandula salivar; In:
lamela neural; ne: neurépila; pe: perineuro e tb: trofoblasto. Coloragéo:
Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 um.
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Figura 23: Representacao esquematica do complexo retrocerebral da larva de Chironomus
sancticaroli, demonstrando as principais glandulas.
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Figura 24: Glandulas do complexo retrocerebral da larva de Chironomus
sancticaroli. a: localizacdo do complexo retrocerebral na larva. b: em destaque,
no circulo, regibes tratadas nas micrografias. c-d: corte longitudinal da corpora
allata demonstrando o epitélio glandular. e-f: corte longitudinal da glandula
protoracica. ao: aorta; ca: corpora allata; eso: eséfago; gp: glandula protoracica e
tr: traquéia. Coloracao: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 um.
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Figura 25: Glandulas do complexo retrocerebral da larva de Chironomus
sancticaroli. a: localizacdo do complexo retrocerebral na larva. b: em
destaque, no circulo, regides tratadas nas micrografias. c: corte longitudinal
da regido do complexo demonstrando a glandula poscerebral anterior e o
pequeno grupo de células que compdem a corpora cardiaca. d: detalhe da
glandula poscerebral anterior, notar granulacdes no seu citoplasma (cabega
de seta) e: detalhe do pequeno grupo de células que comp8em a corpora
cardiaca (setas). cco: corpora cardiaca; ce: cérebro; di; discos imaginais;
eso: esOfago; ga: glandula poscerebral anterior e tr: traquéia. Coloragéao:
Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 um.
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Figura 26: Corpo gorduroso da larva de Chironomus sancticaroli. a:
localiza¢é@o do corpo gorduroso na larva. b: esquema da disposicao desse
orgao na larva. c-d: corte longitudinal do corpo gorduroso demonstrando o
corpo gorduroso parietal e visceral. e: em detalhe os trofécitos do corpo
gorduroso visceral, células que estdo em maior quantidade neste tecido,
notar o citoplasma perinuclear (cabega de seta) e os vacuolos
preenchendo o citoplasma da célula (setas). cgp: corpo gorduroso parietal;
cgv: corpo gorduroso visceral; cml: camada muscular longitudinal; ct:
cuticula e dg: tubo digestorio. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. Barra de
escala: 20 um.
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Figura 27: Corpo gorduroso da larva de Chironomus
sancticaroli. a: localizagdo do corpo gorduroso na larva. b:
esquema dos endcitos no corpo gorduroso c,e: endcito isolado
do tipo que apresenta vacuolos em seu citoplasma (setas). d,f:
endcitos mais comuns na larva que se apresentam em grupo,
notar o citoplasma perinuclear (cabeca de seta). g: endcitos
pequenos que se encontram em grandes grupos. ct: cuticula e
tr: trofdcitos. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala:
20 pm.
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Figura 28: Sistema circulatério da larva de Chironomus sancticaroli. a: localizacdo do sistema
circulatorio na larva, demonstrando coracdo e aorta. b: em destaque, regido tratada nas
micrografias. c: corte longitudinal do coragdo, observar a regido dos Ostios (setas). d: corte
longitudinal da regido da parede do vaso dorsal com a célula formadora do vaso (cabega de
seta). e: corte longitudinal da aorta evidenciando as valvulas (*). f: células pericardicas

associadas a parede da aorta. ao: aorta; he: hemolinfa; lu: limen da aorta e re: reto.
Coloracao: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 pm.



a b corpo

(levemente esclerotizado)

capsula cefalica
(fortemente esclerotizada)

Figura 29: Tegumento da larva de Chironomus sancticaroli. a: localizacdo do
sistema tegumentar na larva. b: esquema demonstrando diferentes graus de
esclerotizacdo do tegumento. c: corte longitudinal do tegumento da céapsula
cefalica, evidenciando o epitélio e a grande quantidade de exocuticula. d: corte
longitudinal do tegumento do corpo da larva, verificar a maior quantidade de
endocuticula. ed: endocuticula, ep: epiderme e ex: exocuticula. Coloragéo:
Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 pm.
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5.4 Exposic¢ao ao fenantreno

5.4.1 Bioensaios de toxicidade aguda

Nos bioensaios de toxicidade aguda as variaveis fisicas e quimicas da agua
monitoradas durante os experimentos mantiveram-se dentro dos padrbes em todas
as réplicas, a temperatura da agua foi de 25°C+2, o pH variou de 5,6 a 6,2 e a
dureza de 30 a 34 mgCaCOs;. A mortalidade nos controles foi menor que 10%
possibilitando a utilizacdo dos testes. Através da analise do material biol6gico foi
possivel observar alteracfes morfolégicas no intestino médio, tibulos de Malpighi,
células do corpo gorduroso visceral e na glandula salivar (Tabela 5).

No sistema digestorio foram observadas alteragcbes apenas no intestino
médio. Foi evidenciada redugcdo dos cecos gastricos nas concentracdes CL30 e
CL50 (Figura 30) e ainda foi detectada na CL50 alteracao na regido apical da célula
de Cuenot, promovendo o rompimento do bordo em escova (Figura 31).

O limen da regido | do intestino médio apresentou-se mais estreito na CL50
(Figura 30), enquanto na regido Il também ocorreu o rompimento do bordo em
escova nas CL30 e CL50 (Figura 33).

Nos tubulos de Malpighi ocorreu a reducdo do bordo em escova,
apresentando-se menos evidentes em todas as concentra¢gdes, exceto nha CENO
(Figura 34).

No corpo gorduroso foram observadas alteragbes nucleares, como
desfragmentacdo da cromatina, em todas as concentragdes, exceto na CENO
(Figura 35).

Em uma unica larva da CL50 foi observada, nas células da glandula salivar,
uma grande quantidade de vacuolos no citoplasma. Nao sendo esta caracteristica
evidenciada nas larvas do controle, o referido registro foi considerado uma possivel

alteracao (Figura 36).
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Tabela 5: Alteracdes histolégicas observadas em larvas de Chironomus sancticaroli expostas ao
hidrocarboneto fenantreno por 96h nos bioensaios de toxicidade aguda nas concentracbes CENO,
CL2, CL10, CL30 E CL50.

Sistemas Alteragfes Bioensaio de Toxicidade Aguda
CENO CL2 CL10 CL30 CL50
Rompimento do bordf) em escova regido lll ) ) ) 6/10  10/10
meséntero

. , . Lumen da regido | do meséntero estreita - - - - 7/10

Digestorio ~ -
Reduc&o dos cecos gastricos - - - - 10/10

Rompimento do bordo em escova das Células de
. - - - - 8/10
Cuénot

Tl;ﬂb;:lp(;;hoile Bordo em escova menos evidentes - 2/10 9/10 8/10 10/10
Corpo Gorduroso Alterag@es nucleares nos trofocitos - 3/10 3/10 3/10 9/10
Glandula Salivar Vacuolizagdo de células da glandula salivar - - - - 1/10

5.4.2 Bioensaios de toxicidade crbénica

As variaveis fisicas e quimicas da agua monitoradas durante o0s
experimentos mantiveram-se dentro dos padrdes em todas as réplicas, a
temperatura da agua foi de 25°C+2, o pH variou de 5,8 a 6,7 e a dureza de 30 a 36
mgCaCOs.

Nos bioensaios de toxicidade cronica a mortalidade nos controles foi menor

gue 10%, possibilitando a utilizacdo dos testes.

5.4.2.1 Histologia

Foram observadas alteracdes histologicas no intestino médio e nas células
do corpo gorduroso visceral (Tabela 6).

No sistema digestorio a Unica alteragdo observada foi 0 estreitamente da
regido | do meséntero em uma Unica larva, das dez utilizadas na CL50 (Figura 32),
enguanto, no corpo gorduroso visceral, em todas as larvas das trés concentracdes
testadas, foram observados coalescéncia vacuolar no citoplasma das células
(Figura 35e).
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Tabela 6: Alteracdes histolégicas observadas em larvas de Chironomus sancticaroli expostas ao
hidrocarboneto fenantreno por 8 dias nos bioensaios de toxicidade crénica nas concentragdes

CENO, CL2 E CL10.

Sistemas

AlteracBes

Bioensaio de Toxicidade

Crbnica
CENO CL2 CL10
Digestorio Lumen da regiéo | do meséntero estreita - - 1/10
Corpo Alteracdes nucleares nos trofécitos - 1/10 -
Gorduroso Coalescéncia vacuolar no trofécito 10/10 10/10 10/10
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Figura 30: Regido dos cecos gastricos da larva de Chironomus sancticaroli. a: localizagdo do
sistema digestorio na larva. b: em destaque, no circulo, regido tratada nas micrografias. c: regido
dos cecos gastricos em larvas do controle, demonstrando a existéncia de grande quantidade de
células em cada ceco. d: regido dos cecos gastricos em larvas expostas a CL50 de fenantreno
por 96h evidenciando a regressdo dos cecos (setas). ce: cecos gastricos; es: esdfago e ve:
valvula estomodeal. Coloracao: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 um.



Figura 31: Regido da valvula estomodeal da larva de Chironomus
sancticaroli. a: localizacdo do sistema digestério na larva. b: em
destaque, no circulo, regido tratada nas micrografias. c: células de
Cuénot em larvas do controle, demonstrando o bordo em escova
formado pelas microvilosidades em condi¢cdo normal. d: células de
Cuénot em larvas expostas a CL50 de fenantreno por 96h
evidenciando danos na regido apical da célula, como o rompimento
do bordo em escova (setas). Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. Barra
de escala: 20 um.
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Figura 32: Regido | do intestino médio da larva de
Chironomus sancticaroli. a: localizagdo do sistema
digestorio na larva. b: em destaque, no circulo, regiao
tratada nas micrografias. c: regido | do intestino médio
em larvas do controle, demonstrando a espessura do
limen do intestino. d: regido | do intestino médio em
larvas expostas a CL50 de fenantreno por 96h
evidenciando o estreitamento do limen do intestino. ce:
cecos gastricos; lu: limen do intestino e ve: valvula
estomodeal. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. Barra de
escala: 20 um.
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Figura 33: Regido Il do intestino médio da larva Chironomus sancticaroli. a: localizagdo do
sistema digestério na larva. b: em destaque, no circulo, regido tratada nas micrografias. c-
d: regido Il do intestino médio em larvas do controle, demonstrando o bordo em escova
formado pelas microvilosidades em condi¢cdo normal. e-f: regido Ill do intestino médio em
larvas expostas a CL50 de fenantreno por 96h evidenciando danos na regido apical da
célula, como o rompimento do bordo em escova (setas). al: alimento e be: bordo em
escova. Coloragéo: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 um.




61

Figura 34: Tubulos de Malpighi da larva de Chironomus sancticaroli. a: localiza¢éo do tibulos
de Malpighi na larva. b: em destaque, no circulo, regido tratada nas micrografias. c: tibulos de
Malpighi em larvas do controle, demonstrando o bordo em escova formado pelas
microvilosidades em condi¢do normal. d: tdbulos de Malpighi em larvas expostas a CL50 de
fenantreno por 96h evidenciando danos na regi@o apical da célula, diminuicdo do bordo em
escova (seta). Coloracédo: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 pum.
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Figura 35: Corpo gorduroso visceral da larva de Chironomus sancticaroli. a: disposicdo do corpo
gorduroso visceral na larva. b: trofocitos do corpo gorduroso visceral de larvas do controle, evidenciando
0 nucleo celular (cabeca de seta). c-d: trofocitos do corpo gorduroso visceral de larvas expostas a CL50
de fenantreno por 96h, demonstrando as alteragfes celulares (setas). e: trofécitos do corpo gorduroso
visceral de larvas expostas a CL10 de fenantreno por 8 dias, observar a coalescéncia vacuolar (setas).
Coloracao: Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 pm.



Figura 36: Glandula salivar da larva de Chironomus sancticaroli. a: localizacdo
da glandula salivar na larva. b: esquema da morfologia da glandula. c: corte
longitudinal da glandula em larvas do controle, evidenciando o citoplasma
homogéneo. d: corte longitudinal da glandula em uma larva exposta a CL50 de
fenantreno por 96h, demonstrando a vacuolizacdo do citoplasma (setas). ci:
citoplasma homogéneo; nu: nlcleo celular e se: secrecdo. Coloracao:
Hematoxilina-Eosina. Barra de escala: 20 um.
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5.4.2.2 Crescimento larval

5.4.2.2.1 Tamanho do corpo

Na avaliacdo do tamanho do corpo das larvas, que reflete principalmente o
estado nutricional do organismo, evidenciou-se que a média do comprimento
diminui com o aumento da concentracdo do hidrocarboneto fenantreno. Ainda, foi
possivel observar reducdo no comprimento minimo e maximo nas duas maiores
concentracOes testadas (Tabela 7). Houve diferenca significativa, demonstrada
pela andlise de variancia (ANOVA, p< 0,001) e o teste a posteriori de Tukey, entre
0s grupos Controle x CENO x CL2 e CL10 (Figura 37).

Tabela 7: Medidas de tendéncia central e dispersdo do corpo da larva de Chironomus
sancticaroli expostas ao hidrocarboneto fenantreno por 8 dias.

Medidas do corpo (mm)

Concentracdo N. . - Desvio Intervalo de
Min. Max. Média ~ .
(mg/L) larvas padrdo confianca
0 (Controle) 30 519 17,1 12,75 3,08 11,60 -13,90
0,12 (CENO) 30 6,43 14,47 10,55 1,78 9,93-11,14
0,6 (CL2) 30 3,27 11,49 7,35 1,95 6,62 - 8,09
0,78 (CL10) 30 287 126 7,19 2,33 6,32 - 8,06

5.4.2.2.2 Tamanho da antena

Na avaliagdo do tamanho da antena, medida utilizada para estimar o instar
da larva, evidenciou-se um atraso no desenvolvimento larval de Chironomus
sancticaroli nas maiores concentragdes de fenantreno (Tabela 8).

Com os resultados obtidos a partir das analises do tamanho do corpo e
tamanho da antes, foi possivel verificar que o hidrocarboneto fenantreno influenciou
no desenvolvimento larval, tanto em relacdo ao tamanho do corpo como no

processo de ecdise (Tabela 9).



Tabela 8: Numero de larvas observadas em cada instar e sua porcentagem nas trés
concentracdes de fenantreno e controle.

Controle CENO CL2 CL10
‘ Valor Valor Valor Valor
Instar absoluto Porcentagem absoluto Porcentagem absoluto Porcentagem absoluto Porcentagem
40 30 100 30 100 18 60 12 40
3° 0 0 0 0 11 36,7 17 56,7
20 0 0 0 0 1 3,3 1 3,3
Exposigéo crdnica - 8 dias
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Figura 37: Boxplots das concentragbes de fenantreno
pelo tamanho do corpo, demonstrando as medidas de
tendéncia central e dispersédo, letras diferentes indicam
diferencas significativas com p<0.001 (ANOVA-um fator
seguido de teste de Tukey a posteriori).
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Tabela 9: Medidas absolutas do corpo e antenas de larvas de Chironomus sancticaroli expostas ao hidrocarboneto

fenantreno por 8 dias.

Morfometria de larvas do bioensaio de toxicidade crénica (mm)

Controle Ceno CL2 CL10
Ne larva | instar Antena Corpo instar Antena Corpo instar Antena Corpo instar Antena Corpo
1 4° 0,16 9,93 4° 0,15 9,84 4° 0,18 6,49 3° 0,08 5,49
2 4° 0,16 10,53 4° 0,20 8,13 3° 0,11 6,48 3° 0,10 5,33
3 4° 0,13 11,93 4° 0,16 10,89 3° 0,09 6,21 3° 0,10 5,55
4 4° 0,15 10,98 4° 0,19 10,94 4° 0,16 6,69 3° 0,10 5,56
5 4° 0,16 5,19 4° 0,13 12,67 3° 0,10 5,56 3° 0,10 6,19
6 4° 0,14 11,37 4° 0,14 11,43 2° 0,06 3,27 4° 0,13 5,95
7 4° 0,16 8,75 4° 0,16 8,69 3° 0,11 5,70 3° 0,09 5,87
8 4° 0,17 6,35 4° 0,14 11,67 3° 0,10 5,60 3° 0,10 4,37
9 40 0,15 6,32 4° 0,15 11,91 3° 0,10 5,41 3° 0,10 6,83
10 40 0,17 10,96 4° 0,18 10,01 3° 0,10 5,90 40 0,18 11,12
11 40 0,16 13,33 4° 0,14 9,87 40 0,18 9,12 40 0,13 10,90
12 40 0,13 14,66 4° 0,17 10,88 40 0,19 10,21 20 0,06 2,87
13 40 0,17 15,10 4° 0,19 12,63 4° 0,14 8,63 3° 0,10 6,36
14 40 0,18 14,57 4° 0,17 6,83 3° 0,09 6,62 3° 0,10 6,53
15 40 0,16 16,39 4° 0,15 10,07 4° 0,15 7,53 3° 0,09 5,81
16 40 0,12 14,06 4° 0,16 12,36 40 0,13 11,49 3° 0,09 6,78
17 40 0,14 13,47 4° 0,16 7,11 40 0,14 8,23 3° 0,10 6,36
18 40 0,17 13,33 4° 0,16 10,89 40 0,13 10,05 40 0,16 6,28
19 40 0,17 12,95 4° 0,14 11,76 40 0,16 6,26 3° 0,09 6,70
20 40 0,14 12,98 4° 0,18 11,47 3° 0,11 3,84 40 0,16 8,14
21 40 0,16 13,48 4° 0,18 10,00 3° 0,09 5,90 4° 0,17 6,60
22 40 0,17 14,12 4° 0,14 10,94 40 0,14 7,77 40 0,18 10,44
23 40 0,19 12,27 4° 0,16 9,87 3° 0,09 6,03 40 0,12 11,37
24 40 0,16 14,13 4° 0,19 12,49 40 0,16 7,48 40 0,20 10,91
25 40 0,14 15,34 4° 0,13 9,05 40 0,19 8,46 40 0,19 12,60
26 40 0,17 16,30 4° 0,17 9,85 40 0,14 9,18 3° 0,10 6,43
27 40 0,18 14,45 40 0,18 6,84 40 0,18 7,97 4° 0,15 8,99
28 40 0,14 16,78 4°0 0,14 11,67 40 0,13 8,84 40 0,17 7,66
29 40 0,16 15,40 4°0 0,15 11,35 40 0,18 10,25 3° 0,10 6,20
30 40 0,18 17,10 40 0,15 14,47 40 0,15 9,35 3° 0,10 5,40
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6. DISCUSSAO

A grande maioria dos trabalhos histolégicos com organismos da familia
Chironomidae foi realizada no final do século XIX e na primeira metade do
século XX. Um dos trabalhos pioneiros foi o0 de Miall & Hammond (1900), que
realizaram uma descricdo da fisiologia e histologia de praticamente todos os
orgaos da larva e do adulto de Chironomus dorsalis Meigen, 1818, onde 0s
autores apresentam ilustracdes e descricbes detalhadas, até do nucleo celular,
mesmo sem gue na época se tivesse conhecimento sobre o DNA. Entretanto,
este foi 0 Unico trabalho que reuniu material completo de uma espécie de
Chironomidae, os outros trabalhos publicados apresentam apenas descri¢cdes
de alguns sistemas isolados.

Os primeiros trabalhos relativos ao aparelho digestério de Chironomidae
remontam aos anos de 1900, com o estudo de Vignon (1901) sobre o epitélio e
o memorando de Miall & Hammond sobre Chironomus dorsalis. Aubertot
(1934), em sua monografia sobre as membranas peritroficas dos insetos,
dedicou um capitulo as larvas de Chironomidae. Possompes (1938) aborda
alguns aspectos do tubo digestivo durante a metamorfose, Gouin (1946) estuda
a morfologia do meséntero e proctodeu nas larvas e Pierson (1956) fez uma
descricdo sobre todo o sistema digestério de Chironomus plumosus Linnaeus,
1758. Em todos os estudos acima referidos foram apresentados apenas
ilustragcbes esquematicas realizadas a nanquim. Utilizando do avanco
tecnoldgico, Seidman et al, (1986) apresentam micrografias do intestino medio
de Chironomus thummi (Kieffer, 1911); Jarial (1995) utilizou a microscopia
eletrdnica na descricdo das papilas anais de Chironomus tentans Fabricius
1805; Jarial & Engstrom (1997) descrevem a regido dos cecos gastricos onde &
produzida a matriz peritréfica em Chironomus tentans e mais recentemente
Nardi et al. (2009) fez uma descricao estrutural e ultraestrutural do canal
alimentar da espécie antartica Belgica antarctica Jacobs, 1900. Assim, ao longo
do tempo, € possivel observar um refinamento e detalhamento nas descri¢cdes

morfofuncionais de células e tecidos que compde distintos érgdos e estruturas.
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A descricdo histolégica do esbéfago permite inferir que, sendo um tubo
muscular, esteja relacionado com o transporte do alimento através de
movimentos peristalticos, entretanto, a auséncia de papo, provavelmente
atribua ao es6fago a funcédo de digestdo mecanica do alimento ingerido pela
larva de Chironomus sancticaroli. Nossos resultados corroboram as
caracteristicas celulares descritas por Miall & Hammond (1900) e Pierson
(1956), para outras espécies de Chironomidae.

O intestino médio € um 6rgao dinamico onde ocorre o transporte de ions,
de nutrientes e de agua para hemolinfa, além da eliminagdo de fezes e
realizacdo de estocagem intraepitelial de substancias de reserva. Na valvula
estomodeal, que impede o refluxo de alimento para o eséfago, encontram-se
as células de Cuénot (Pierson, 1956) ou células da céardia (Jarial & Engstrom,
1997) que sao responsaveis pela producédo da matriz peritréfica. O citoplasma
destas células apresenta basofilia em toda sua extensdo, que provavelmente
estd associada a grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso e
complexo de Golgi e ribossomos livres que foram observados por Jarial &
Engstrom (1997) na ultraestrutura destas células em outra espécie de
Chironomidae, evidenciando sua funcdo secretora. Segundo Wigglesworth
(1972) este tipo de membrana peritréfica produzido por um conjunto especifico
de células € bem comum em Diptera, pois em outros grupos de insetos como
abelhas, ela é secretada pela parede do intestino médio. No presente estudo
foi detectada estriacbes no citoplasma das células de Cuénot, as quais
possivelmente, segundo Jarial & Engstrom (1997), correspondem a
invaginagcdes da membrana basal que, provavelmente, estdo relacionadas no
transporte de substancias da hemolinfa para o epitélio para serem utilizadas na
sintese da matriz peritrofica. As invaginacbes da membrana basal ndo estéo
associadas com a localizacdo de mitocondrias, pois estas, de acordo com
Seidman et al. (1986), encontram-se na regido apical das células.

Os cecos gastricos seriam uma regido de absorcao e processos finais da
digestdo em muitos insetos (Chapman, 2012). A histologia destas estruturas
em C. sancticaroli € semelhante a observada em C. thummi (Seidman et al.,
1986). De acordo com este autor, os cecos gastricos de C. thummi sao

morfologicamente semelhantes as glandulas salivares de Calliphora
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erythrocephala (Meigen, 1826) (Diptera: Calliphoridae), ambos tecidos
possuem grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso e ribossomos
livres. Estes dados sugerem que 0s cecos gastricos em Chironomidae podem
ter funcdo de sintese e secrecdo. Pierson (1956) em seus estudos
histoquimicos afirma que mesmo possuindo bordo em escova, essas células
nao realizam absorcdo devido a auséncia da enzima fosfatase alcalina,
envolvida neste processo.

A divisdo do intestino médio em trés porcdes deu-se em decorréncia dos
tipos celulares e suas respectivas fungbes. Na regido | do intestino médio, a
eosinofilia descrita no citoplasma basal provavelmente esta intimamente
relacionada com profundas invaginacbes da membrana associadas a
mitocondrias e a eosinofilia do citoplasma apical também estd associada a
mitocdndrias encontradas abaixo das microvilosidades (Seidman et al. 1986),
caracteristico de células que estdo envolvidas no transporte ativo de ions e
fluidos. Através de estudos histoquimicos, Pierson (1956) e Seidman et al.
(1986) concluiram que esta regido nao realiza absorcdo de nutrientes, pois o
fluxo nestas células ocorre do citoplasma para o limen do intestino, sugerindo
atividade secretora.

Na regido Il do intestino médio, a area basal do citoplasma corada
heterogeneamente detectada neste estudo, de acordo Seidman et al. (1986),
corresponde a uma grande quantidade de invaginacbes da membrana basal,
porém com menor quantidade de mitocondrias associadas, quando comparada
a regido |. Nestas células foi observado um bordo em escova relativamente
conspicuo, o que corrobora com o observado por Pierson (1956) que afirma
que estas células estejam realizando a funcédo de absorcdo de nutrientes, pois
este autor observou atividade da enzima fosfatase alcalina que esta
relacionada com esta funcdo. Seidman et al. (1986) afirmam ainda que estas
células, teriam funcdo de sintese proteica e reserva de glicogénio.

A regido Il corresponde a principal regido de absorcdo do intestino
meédio, apresenta extensas microvilosidades, o que corrobora com as
caracteristicas desta regido apontada por Pierson (1956), além da alta
atividade fosfatasica nesta regido. No citoplasma basal destas células foi

possivel observar como na regido Il, areas ndo coradas que de acordo com
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Seidman et al. (1986) sdo invaginacdes da membrana, mas ndo com muitas
mitocdndrias associadas como na regido anterior.

A basofilia citoplasmatica observada nas células da regido 1l e Il do
intestino médio esta relacionada de acordo com Seidman et al. (1986) com a
presenca de grande quantidade de organelas envolvidas na sintese proteica
como reticulo endoplasmético rugoso e ribossomos livres.

A valvula proctodeal tem como funcéo impedir o refluxo de conteudo do
intestino posterior para 0 médio, as células que compdem a regido valvular
parecem nao ter nenhuma funcéo especifica, porém segundo Pierson (1956)
esta seria a regido com maior quantidade de glicogénio no sistema digestoério
de larvas de Chironomidae.

O ileo apresenta parede fortemente muscular o que provavelmente
evidencia que esta estrutura desempenha papel mecanico no peristaltismo. O
colén e reto apresentaram a mesma constituicao celular, apresentando células
com citoplasma basdfilo e regido basal da célula eosin6fina. Segundo Pierson
(1956) esta secao do proctodeu teria como funcéo realizar a reabsor¢cdo de
agua.

As glandulas salivares de espécies de Chironomidae serviram como
objeto de varios estudos celulares (Miall & Hammond 1900; Jacob & Sirlin,
1964; Jacob & Jurand, 1965). Segundo Jacob & Jurand (1965), na analise
ultraestrutural das células das glandulas salivares de Smittia parthenogenetica,
foi possivel observar bordo em escova, porém, no presente estudo, assim
como no descrito por Miall & Hammond (1900), as mesmas células, analisadas
em Chironomus sancticaroli, ndo apresentaram esta caracteristica por meio da
analise em microscopia de luz. A diferenca encontrada em relacdo a presenca
ou ndo do bordo em escova pode estar associada a filogenia, uma vez que as
espécies pertencem a subfamilias distintas. O citoplasma da célula apresenta
forte basofilia, provavelmente devido a grande quantidade de organelas
envolvidas no processo de sintese, ja que estas células apresentam alta
transcricdo devido a presenca de cromossomos politénicos. Segundo Miall &
Hammond (1900) e Pierson (1956) a glandula salivar tem como fungéo produzir
os fios de seda utilizados na confecgéo do tubo de protecéo da larva e ndo esta

relacionada com funcdes digestivas, talvez fosse adequado que esta glandula
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receba a denominacdo de glandula de seda, pois as funcdes digestivas séo
realizadas por células do sistema digestorio, talvez 0s cecos gastricos que se
assemelharam as glandulas salivares de moscas.

No presente estudo as analises histolégicas dos tubulos de Malpighi
identificaram um Unico tipo celular, entretanto, o trabalho de ultraestrutura
realizado por Jarial (1988) detectou um segundo tipo celular que aparece em
menor frequéncia sendo denominada de célula estrelada. Pelo fato de Jarial
(1988) ter analisado os tubulos de Malpighi de uma espécie congénere aquela
analisada neste estudo, acredita-se que a ndo deteccdo do outro tipo celular
pode ter ocorrido pela diferenca do poder de resolucéo entre a microscopia de
luz e a eletronica.

As células primarias dos tubulos de Malpighi de C. sancticaroli,
apresentaram eosinofilia basal, de acordo com Jarial (1988) em uma espécie
congénere, nesta regido a membrana plasmética basal forma uma série de
invaginacdes associadas a mitocondrias, indicando sua funcdo no transporte
ativo de ions. No presente estudo foi possivel observar um sutil bordo em
escova e de facil observacdo, porém estes ndo estariam relacionados a
absorcdo ou transporte ativo de substancias, pois Jarial (1988) verificou que
nao existem mitocéndrias nesta regido. Nas células pericardicas foram
observadas granulacdes no citoplasma que provavelmente sdo depdsitos de
algum metabdlito secundéario. De acordo com Miall & Hammond (1900) este
tipo celular elimina carminato de amonia do organismo da larva.

A anatomia do sistema nervoso e o complexo retrocerebral de larvas de
Chironomidae foi descrito primeiramente por Miall & Hammond (1900), porém
estes autores ndo apresentaram a histologia deste sistema. A histologia do
complexo retrocerebral foi descrita e bem discutida por varios autores (Miall &
Hammond, 1900; Holmgren, 1904; Burtt, 1937; Zee & Pai, 1944; Possompes,
1946; Possompes, 1948; Kimmel, 1969; Credland & Phillips, 1974; Credland &
Scales, 1976 e Panov, 1979), porém somente a partir do trabalho de
Possompes (1946) € que as glandulas foram corretamente identificadas com
as nomenclaturas apresentadas no presente estudo.

O cérebro na larva de C. sancticaroli estd localizado no primeiro

segmento toracico e ndo na cabeca como em outras larvas de Diptera, este
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deslocamento esta associado provavelmente a evento evolutivo que permite
maior desenvolvimento dos musculos mandibulares, pois estes preenchem
toda a cabeca da larva. De acordo com Miall & Hammond (1900) as larvas de
primeiro instar recém-eclodidas apresentam o cérebro na cabeca, mas ao
longo da ontogenia este ganglio é deslocado para o torax, e entdo no imago o
cérebro retorna a cabeca, pois nestes o aparelho bucal é rudimentar nao
necessitando de mandibulas fortes devido a auséncia de comportamento
alimentar em ambos sexos.

As células que compdem as glandulas enddcrinas das larvas de C.
sancticaroli possuem nucleo com eucromatina, caracteristico de células
secretoras. Estas estruturas descritas no presente estudo desempenham as
mesmas func¢des que em outros insetos sendo a corpora cardiaca responsavel
pela liberacdo do horménio peptidico protoracicotrépico que estimula a
atividade secretora das glandulas protoracicas, ja a corpora allata é
responsavel pela liberacdo do horménio juvenil (terpendide) regulando a
metamorfose, inibindo caracteres do adulto e as glandulas protoracicas liberam
o ecdisona ou hormdnio da muda (ecdisterdide) que permite o surgimento das
caracteristicas do adulto ou mudanca de estagio (Cruz-Landim, 2009). As
glandulas poéscerebrais anteriores observadas no presente estudo, possuem
estrutura muito semelhante as células pericardicas, o que corrobora com o0s
dados encontrados por Cazal (1948) que afirma que estas glandulas sdo uma
estrutura unica de Chironomidae sendo homologas as células pericardicas
encontradas no complexo retrocerebral de Culicidae, desempenhando papel de
nefrocitos.

Em relacdo ao corpo gorduroso, os endctios foram descritos apenas por
Miall & Hammond (1900) como células associadas a epiderme das larvas, em
relacdo aos trofdcitos, alguns trabalhos relatam seu papel na producdo de
hemoglobina e descrevem sua ultraestrutura (Schin et al, 1977; Vafopoulou-
Mandalos & Laufer, 1984). Nos trofdcitos foi possivel observar a presenca de
citoplasma basofilo perinuclear, que de acordo com Schin et al. (1977) nesta
regido da célula existe uma grande quantidade de reticulo endoplasmatico
rugoso. Os trofécitos do corpo gorduroso visceral atuam no metabolismo

energético das larvas e provavelmente nos processo de desintoxicacdo (Cruz-
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Landim, 2009), em Diptera (Anopheles e Drosophila), os endcitos expressam a
enzima NADH citocromo redutase-P450 (Lycett et al.,2006; Chung et al.,2009),
envolvida no processo de desintoxificacdo. Vafopoulou-Mandalos & Laufer
(1984), afirmam que nos endcitos existe uma grande quantidade de
hemoglobina, porém ndo seriam estas células as produtoras desta globina, e
de acordo com Schin et al. (1977) o principal local de sintese é nos trofocitos
do corpo gorduroso parietal, onde a hemoglobina sintetizada, é transportada
para outras regides da larva.

No citoplasma dos endcitos do tipo isolado foi observada uma grande
quantidade de granulos, que provavelmente sédo hidrocarbonetos da cuticula
(Cruz-Landim, 2009) ou hemoglobina armazenada (Schin et al., 1977), sendo
esta Ultima liberadas na hemolinfa. De acordo com Cruz-Landim (2009) estas
células em abelhas possuem uma grande quantidade de reticulo
endoplasmatico liso no seu citoplasma e sua fungdo estaria relacionada a
sintese de hidrocarbonetos cuticulares ou ecdisterdides. Nos enocitos
agrupados de C. sancticaroli foi observado citoplasma perinuclear evidente
basofilo que provavelmente estd associada a presenca de organelas
envolvidas na sintese proteica, porém a funcéo destas células é incerta.

A morfologia do sistema circulatorio foi descrita apenas por Miall &
Hammond (1900), sendo o cora¢cdo uma camara com parede de contracao
ritmica, dois pares de Ostios laterias por onde a hemolinfa entra para ser
bombeada até a cabeca pela aorta, um par de valvulas adrticas que também
foram constatadas no presente estudo que impedem o refluxo da hemolinfa no
sentido contrario ao da circulagdo, porém estes autores verificaram seis pares
de musculos aliformes, que talvez devido a orientacdo dos cortes, ndo foram
observados no presente estudo.

O tegumento dessas larvas foi estudado por Miall & Hammond (1900)
em sua estrutura simples e a ultraestrutura por Credland (1978). No corpo da
larva de C. sancticaroli a cuticula é delgada e flexivel o que corrobora com o
encontrado por Credland (1978) que afirma que a estrutura do tegumento no
corpo da larva € condizente com os movimentos fortes que esta realiza durante

a natacdo. A cera presente na epicuticula de outros insetos ndo esta presente
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neste organismo, provavelmente por este ser aquatico e ndo ter problemas
com a perda de agua.

Na tentativa de entender e prevenir a poluicdo ambiental € de extrema
importancia detectar os efeitos que diferentes substancias causam nos
organismos aquaticos. O presente estudo fornece a aplicacdo de
biomarcadores histolégicos em um organismo amplamente utilizado na
avaliacdo da toxicidade de sedimentos.

Quando a faixa de sensibilidade ao KCI obtida neste estudo (3,26 a
5,58 g/L) é comparada com a faixa encontrada por Fonseca (1997), para a
mesma espécie e substancia referéncia, pode-se observar uma similaridade
dos dados, ja que o valor médio encontrado pela autora para a CLsg foi de 4,5
g.L? e faixa de sensibilidade de 2,6 a 6,4 g.L (coeficiente de variacdo (CV) =
21%).

De forma geral, um método ecotoxicoldgico é considerado bom quando
a variacdo dos resultados, expressa pelo CV, estdo entre 8% e 40%
(Environment Canada, 1990). No presente trabalho o CV obtido foi de 13,08%,
portanto, este valor indica que a manutencdo da espécie foi realizada em
condi¢cbes uniformes, bem como houve pouca variabilidade nas respostas entre
0S organismos.

A partir destes resultados pode-se dizer que a populagdo de C.
sancticaroli mantida no Laboratério de Entomologia Médica e Veterinaria pode
ser utilizada como organismo teste em bioensaios de toxicidade.

Em relacdo a exposicdo ao fenantreno, o tecido que mais apresentou
possiveis alteracdes foram as células do intestino médio, porém n&do ocorreram
alteracdes no estomodeu e no proctodeu pois segundo Correia et al. (2009)
estas regides possuem uma intima espessa quitinosa que atua como barreira
a entrada de substancias estranhas. As alteracdes observadas foram no
meséntero, principalmente o rompimento do bordo em escova de células de
Cuénot e regido Il do intestino médio. Nasiruddin & Mordue, (1993)
encontraram a mesma alteracdo em células do intestino médio de gafanhotos
expostos a azadirachitina nomeando a alteragdo como degeneracdo apical e
extrusdes citoplasmaticas causadas por mudangcas degenerativas no

citoplasma da célula. Bouchard & Bouchard-Madrelle (2000) também
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observaram degeneragdo e rompimento do bordo em escova no intestino
médio de gafanhotos expostos ao hidrocarboneto benzo(a)pireno. As
alteracdes observadas no apice das células de Cuénot no presente estudo
poderiam ser consideradas efeitos da secrecdo da matriz peritréfica, porém
Jarial & Engstrom (1997) afirmam que estas células se mantém intactas
durante a liberacdo da secrecado, entdo provavelmente o efeito observado foi
causado pelo fenantreno. Scudeler & Santos (2013) afirmam que alteracdes
nas microvilosidades sdo decorrentes das mudancas nos microfilamentos de
actina e que células que passam por estas alteracbes podem apresentar
futuramente necrose se o estimulo nocivo permanecer.

Além disso, foi observado estreitamento do lumen da regido | do
meséntero que pode ter ocorrido por alteracdes na morfologia e musculatura do
tubo digestério como observado em larvas de Lepidoptera por Correia et al.
(2009), alteragdes na musculatura talvez podem pressionar o tubo diminuindo o
didmetro da luz. A regressdo dos cecos gastricos observada foi também
relatada em larvas de mosquito expostas a azadirachitina devido a
degeneracdo das células que compdem os cecos gastricos (Al-Mehmadi & Al-
Khalaf, 2010).

As alteracdes no sistema digestorio s6 foram observadas nas CL30 e
CL50, talvez nas outras concentracbes nao foram observados alteracGes
devido ao curto tempo de exposicao (96 h) e baixa concentragdo, ndo sendo
tempo e dose suficientes para desenvolver alterag6es morfologicas.

Nos tabulos de Malpighi foi observado diminuigdo do bordo em escova, 0
que corrobora com os dados de Ferreira et al., (2013) que observou a mesma
alteracdo em abelhas adultas expostas ao fipronil e acido borico e Bouchard &
Bouchard-Madrelle (2000) em gafanhotos expostos ao hidrocarboneto
benzo(a)pireno. Porém € incerto se este é um efeito direto do xenobidtico ou
um efeito indireto, pois de acordo com Jarial (1988) a morfologia dos tubulos de
Mapighi em Chironomidae € altamente dependente de algumas condicbes
fisiologicas, larvas alimentadas apresentam bordo em escova maior do que
larvas ndo alimentadas onde as microvilosidades parecem diminuir muito. Duas
hipoteses podem ser levantadas, o hidrocarboneto fenantreno alterou a regido

de absorcédo de nutrientes do intestino medio e talvez essas larvas absorveram
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menos nutrientes e por isso a morfologia do tubulo foi alterada ou realmente o
processo de excrecdo dos metabdlitos deste composto danificou o bordoem
escova do tubulo.

O corpo gorduroso de todas as concentracdes exceto a CENO
apresentaram alteragfes nucleares que podem ser indicios de mudanca de
atividade, ou seja, aumento da expressao de genes de desintoxicagdo ou estas
alteracbes sdo indicios de atraso da ativacdo do processo degenerativo
fisiolégico pré-matamorfico relacionado com o aumento do titulo de ecdisona
ao longo do quarto instar. De acordo com Bouchard & Bouchard-Madrelle
(2000) em gafanhotos expostos a hidrocarboneto, o corpo gorduroso
apresentou células com ndcleos picnéticos, células mortas e infiltracdo de
hemacitos, segundos estes autores este seria 0 6rgado de desintoxicacdo nos
insetos, porém nem sempre conseguem eliminar todo 0 composto e por isso
acaba ocorrendo morte de algumas células.

Tanto no corpo gorduroso como nos tubulos de Malpighi estas
alteracdes ocorreram mesmo em baixas concentracdes e em pouco tempo de
exposicdo, talvez seriam 6rgdos mais sensiveis que o tubo digestério para
expressar patologias teciduais. Além disso, as alteracdes se apresentaram
dose-dependentes, ou seja, apareceram mais alteracbes conforme foi
aumentando a concentracdo de fenantreno, como é esperado para um bom
biomarcador (Amorim, 2003), este dado salienta que a histologia pode ser
considerada um biomarcador em estudos de ecotoxicologia aquatica em
Chironomidae.

Diferentemente do controle, em apenas uma larva da CL50 foi
observado vacuolizacdo do citoplasma. Esta estrutura sofre degeneracéo
quando a larva entra no estagio de pupa, talvez houve um adiantamento neste
processo neste organismo, na tentativa de acelerar o ciclo para evitar este
ambiente contaminado.

Nos bioensaios de toxicidade cronica, esperava-se maiores alteracdes
histopatolégicas devido ao tempo de exposicdo, porém este fato néo foi
observado. A Unica alteragdo conspicua foi a coalescéncia de vacuolos no
citoplasma dos trofécitos do corpo gorduroso visceral em todas as

concentracOes, esta alteracdo também foi encontrada por Ferreira (2010) em
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abelhas expostas ao fipronil e acido bdérico. Hakim et al. (2010) afirmam que
durante a metamorfose mesmo estruturas nao esclerotizadas também podem
ser renovadas, como 0 corpo gorduroso e 0 meséntero, por isso provavelmente
a cada muda estes tecidos, juntamente com os tubulos de Malpighi, eram
renovados, sendo talvez um mecanismo de reparo de patologias teciduais
nesses organismos. Talvez se tivessem sido realizadas amostragens ao longo
dos bioensaios de toxicidade crbnica para avaliacdo histologica, alteracfes
teciduais mais severas teriam sido detectadas.

Em relacdo ao desenvolvimento larval, a partir da CENO foi possivel
observar efeitos no tamanho do corpo, porém nesta concentracdo nao houve
efeito no instar da larva e ndo foram observadas alteracBes histoldgicas
visiveis a microscopia Optica no sistema digestorio, porém provavelmente
efeitos ndo detectaveis no bordo em escova da regido Il do intestino médio
devem ocorrer promovendo menor absor¢cdo de nutrientes por esses
organismos. A influéncia no tamanho do corpo foi maior ainda nas CL2 e CL10
e efeitos no instar das larvas foram nitidos, demonstrando que existe uma
influéncia do fenantreno na muda. De acordo com Nasiruddin & Mordue (1993),
efeitos no sistema digestério diminuem a absorcdo de nutrientes o que
consequentemente reflete no estado nutricional da larva, além disso, as larvas
provavelmente investiram muita energia produzindo enzimas na tentativa de
detoxificar seu organismo e este gasto energético também pode ser refletido
como menor tamanho do corpo. Oliveira et al. (2007) afirmam que o
hidrocarboneto fenantreno alterou a funcdo enddcrina em peixes, atuando
como analogo de esteroides, entdo como o ecdisona é formado por esterdéides,
talvez este xenobiotico tenha causado disrrupcdo enddcrina em C. sancticaroli,
influenciando nos processos da muda.

O fenantreno apresenta alta toxicidade a varios organismos aquaticos,
Wu et al. 2007 verificaram histopatologias nas branquias e figado de uma
espécie de peixe expostos por 36 dias nas concentracdes de 0,00005 mg/L e
0,1 mg/L. Essas patologias consistiam em hipertrofia e edema no epitélio de
revestimento branquial e hipertrofia, vacuolizagcdo, necrose e alteragbes
nucleares nos hepatocitos. No presente estudo na concentracdo CENO (0,12

mg/L) nos bioensaios de toxicidade crénica também foram observados
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alteracdes nucleares, talvez alteragdes mais severas ndo ocorreram ou devido
ao processo de reparacéo tecidual citado anteriormente, ou devido a presenca
do sedimento que pode se ligar ao hidrocarboneto, tornando-o menos
biodisponivel.

A diminuic&o do crescimento larval pode ter sido causada ou por menor
absorcdo de nutrientes ou por alteracdo no comportamento alimentar, pois
segundo Lotufo & Fleeger (1996) um oligogueta exposto ao fenantreno ingeriu
menor quantidade de alimento. Além disso, estes autores observaram que este
oligoqueta evita se enterrar em sedimentos contaminados com o fenantreno.
De acordo com CETESB (2011) os sedimentos de rios no estado de Sao Paulo
estdo altamente contaminados com este xenobibtico, se nos ambientes
naturais as larvas de Chironomidae possuirem este mesmo comportamento
frente ao fenantreno, estardo mais susceptiveis a predacdo, o que pode a
longo prazo levar a diminuicao das populagfes destes individuos.

A USEPA em 1993 realizou um estudo sobre a sensibilidade de
organismos aquaticos, como invertebrados, crustaceos, insetos e peixes, ao
fenantreno e verificou que a CL50 variou de 0,1 mg/L a 1,15 mg/L. Neste
estudo Chironomus tentans apresentou CL50 de 0,5 mg/L. A espécie C.
sancticaroli mostrou-se mais tolerante a este xenobiotico (CL50 foi de 1,2 mg/L)
este fato pode ser explicado por diversos fatores isolados ou combinados:
como natureza quimica do produto; hébitos de vida e as caracteristicas do
metabolismo de cada espécie. A toxicidade € considerada espécie-especifica
para cada produto e ela é determinada principalmente pela capacidade de uma
espécie em metabolizar o composto de origem em formas mais ou menos
toxicas, e pela suscetibilidade do sitio alvo ao qual o agente toxico ira agir
(Keizer et al.,1995). Além disso, a diferenca da sensibilidade principalmente
das duas espécies de Chironomidae comparadas pode ser explicada pelos
diferentes métodos utilizados nos bioensaios pois de acordo com Knie & Lopes
(2004) fatores como pH e dureza podem alterar a toxicidade de xenobiéticos.

Halpern et al. (2002) verificaram que larvas da espécie Chironomus
luridus Strenzke, 1959 submetidas a exposicdo ao cobre apresentaram menor
mortalidade quando estavam dentro dos tubos em comparacdo com larvas

expostas as mesmas condicbes, porém sem tubos. Portanto, o habito
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benténico somado a producdo de tubos na espécie C. sancticaroli pode
proporcionar essa diferenca de sensibilidade entre as espécies.

Provavelmente o hidrocarboneto fenantreno entrou no organismo via
oral, Varanasi et al. (1989) afirmam que organismos aquéticos absorvem HPAs
por ingestdo, estes compostos entdo alcangcam o sistema digestério e no
intestino médio onde nédo existe a barreira cuticular atravessam as membranas.
De acordo com Billiard et al. (2002) estes compostos atravessam facilmente as
membranas lipidicas devido a sua lipofilicidade causando talvez danos nessas
células, alcancando entdo a hemocele, podendo ter sua concentracao reduzida
principalmente através da acdo de enzimas produzidas no corpo gorduroso e
excrecao pelo tubulos de Malpighi. Porém patologias podem ocorrer nesses
orgdo devido a alta atividade e altas concentragcbes do xenobidtico.
Consequentemente a estes eventos a homeostase do organismo € perdida e
iISS0 pode ser percebida pelo atraso no desenvolvimento e diminuicdo do
tamanho do corpo da larva. De acordo com Sibley et. al. (1997) efeitos no
crescimento possuem uma significancia ecolédgica na reproducdo e dinamicas

populacionais de Chironomidae.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A descricdo da histologia completa da larva possibilita que futuros
estudos resgatem esta ferramenta como biomarcador nestes

organismos amplamente utilizados na ecotoxicologia;

Como a glandula salivar parece nao estar envolvida na secregdo de
enzimas digestivas, mas na producdo de seda, seria adequado reno

mea-la como glandula de seda;

A histologia mostrou-se sensivel quando o organismo estava exposto ao
xenobidtico, demonstrando sua aplicacdo como biomarcador para

Chironomidae, apresentando um efeito dose-dependente;

O fenantreno atuou como desregulador no crescimento das larvas e
como esta presente em grandes quantidades em sedimentos naturais

pode gerar riscos populacionais a longo prazo;

O sistema digestorio nas altas concentracdes e no corpo gorduroso e
tubulos de Malpighi até nas menores concentracdes foram os mais
sensiveis ao fenantreno, e como foi apresentada a descricéo histolégica
destes sistemas, estes 0Orgdos podem ser utilizados em avaliacdes

rapidas ndo necessitando de avaliacdo de toda a larva;

Apesar do fenantreno néo ter causado alteragdes em todos os 6rgéos da
larva, a descricdo destes é importante, pois outros compostos podem

agir em outros sitios alvo nestes organismos.
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