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RESUMO

O fenantreno estéa entre os 16 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos,
considerados prioritarios para o monitoramento ambiental. Contudo, os danos
ao DNA, sobre os organismos bentdnicos, sdo pouco conhecidos. Assim, 0
objetivo do estudo foi avaliar os efeitos genotdxicos, em exposi¢cado aguda (96
horas) e crbnica (oito dias), e na biologia de Chironomus sancticaroli em
exposicao crbnica, ao fenantreno. Primeiramente, bioensaios agudos foram
feitos para determinar as concentracdes letais, obtendo-se CL2 = 0,83 mg.l?,
ClLio = 1,06, CLzo = 1,34 mg.I'* e CLso = 1,6 mg.I"t. O fenantreno demonstrou
ser genotoxico as larvas de C. sancticaroli em exposicdo aguda, nas
concentragdes 0,16 mg.I't (CENO- concentracdo de efeito ndo observado)
0,83 mg.I*, 1,06 mg.I'%, 1,34 mg.I'* e 1,6 mg.I'* e em exposicdo cronica nas
concentracdes 0,83 mg.I't e 1,06 mg.I't. Os parametros biolégicos foram
avaliados em exposicdo crénica nas concentragdes 0,83 mg.lI't e 1,06 mg.I*.
O fenantreno provocou reducéo do tamanho da capsula cefélica e atrasos no
desenvolvimento larval para ambas as concentracdes analisadas. Atrasos na
emergéncia dos adultos e dos machos e reducdo no numero de individuos
adultos foram observados em todas as concentracbes avaliadas. A
fecundidade potencial ndo sofreu alteracdo em exposicdo ao fenantreno. Os
resultados sugerem que o fenantreno é genotoxico as larvas de C. sancticaroli
e provoca alteracdes em nivel populacional.

Palavra chave: HPAs, Ensaio Cometa, Desenvolvimento, Emergéncia



ABSTRACT

The phenanthrene is among the 16 PAHs considered relevant for
environment monitoring. Therefore, DNA damage on benthic organisms are few
studied. The objective of this study was to evaluate the genotoxic effects on acute
(96 hours) and chronic (eight days) and in biology of Chironomus sancticaroli in
chronic exposure to phenanthrene. First, acute bioassay for calibration of lethal
concentration was carried out, obtaining LC2 = 0,83 mg.I"%, LC10= 1,06, LC30 = 1,34
mg.I"t and LCso = 1,6 mg.I"t. The phenanthrene demonstrated to be genotoxic for C.
sancticaroli larvae in acute exposure at 0,16 mg.I* (NOEC - No Observed Effect
Concentrations), 0,83 mg.I"t, 1,06 mg.I%, 1,34 mg.I"t and 1,6 mg.I'* concentrations
and in chronic exposure at 0,83 mg.lIt, 1,06 mg.I't concentrations. Biologics
parameters were evaluate in chronic exposure at 0,83 mg.It and 1,06 mg.I?t
concentrations. The phenanthrene caused reduction on the size of the head capsule
and delay of larvae development in two concentrations evaluated. Delay in adults
emergence, males emergence and reduction of adults number, were observed in all
concentrations evaluated. The potential fecundity wasn't modified by phenanthrene
exposure. The resulted indicated that the phenanthrene is genotoxic for C.
sancticaroli larvae and cause effects in population level.

Keywords: PHAS, comet assay, development, emergency
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INTRODUCAO

O constante aumento da producéo industrial e agricola, aliada ao aumento
populacional, tem produzido uma grande quantidade de residuos quimicos
excedentes. Por falta de tratamento adequado, muitas vezes esses compostos
atingem o ecossistema aquatico, o qual € utilizado em algumas situa¢cées como um
grande depédsito de efluentes. Isto causa como consequéncia, alteracdes na
composicdo quimica e fisica do ambiente provocando reducdo na biodiversidade,
alteracOes na estrutura e dinamica das comunidades, assim como representa um
risco a saude humana (Jha 2008; Sanseverino & Nessimian 2008).

Existe a necessidade de se conhecer a toxicidade dos compostos quimicos
sobre 0s organismos e o0 impacto causado no ambiente, de modo a se estipular
regras para 0 uso e descarte e cuidado no manuseio para reduzir 0S riscos
acidentes com compostos quimicos 0 meio aquatico (Callisto et al. 2001; Freire et
al. 2008).

Dentre as substancias que chegam no meio aquatico os Hidrocarbonetos
Policiclicos Aroméaticos (HPAs) sao considerados relevantes para 0 monitoramento
ambiental (USEPA 1986). Entre os 16 HPAs com efeitos ambientais considerados
importantes pela United States Environmental Agency (1986), esta o fenantreno.
Este permanece em grande parte adsorvido ao substrato podendo causar efeitos
toxicos aos organismos benténicos em curto e longo prazo. Embora este composto
seja considerado genotéxico, provocando mutacfes, e neurotdxico, atuando na
expressdo enzimética, ainda ndo sdo conhecidos os danos ao DNA causados sobre
0s quironomideos, que se destacam entre os invertebrados benténicos como
bioindicadores ambientais. Possuem também, grande importancia na cadeia
alimentar, servindo como alimento a diversas espécies de peixes (USEPA 1986;
Han et al. 2004; Martyniuk et al. 2009).

Neste contexto, este trabalho visa determinar os efeitos do fenantreno sobre
Chironomus sancticaroli em diferentes niveis de organizacéo biologica, molecular e
populacional, o que pode auxiliar na compreenséo dos efeitos téxicos causados aos
organismos e o0 risco ambiental ocasionado pela presenca do fenantreno no

sedimento.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS)

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos sdo compostos quimicos
considerados prioritarios no estudo de contaminacdo ambiental (Meire et al. 2007).
Isto é decorrente da ampla distribuicdo nos ambientes aquético e terrestre, dos
efeitos toxicos causados aos organismos e, principalmente, por alguns HPAs
atuarem potencialmente como agentes mutagénicos e cancerigenos (WHO 1998;
Netto et al. 2000; Jacques 2007). Dentre as mais de 100 formas existentes 16 s&o
listados pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA 1986)
como importantes na avaliagdo da qualidade ambiental (Tab. I).

Tabela |. Propriedades fisico-quimicas dos HPAs. Nimero de anéis arométicos; PM, peso
molecular (g.mol-1); S, solubilidade (mg.L-1); PV, pressdo de vapor (Pa — Pascal); H, constante de
Henry (Pa m3.mol-1); Log Koa , coeficiente de particdo (octanol/dgua).

HPAs Ne. de PM S PV H Log K
Anéis (g-mol?) Mg.L? (Pa) (Pa m3.mol?) oa
Naftaleno 2 128 31 10,4 43,01 3,37
Acenaftileno 3 150 16,1 0,9 8,4 4,00
Acenafteno 3 154 3,8 0,3 12,17 3,92
Fluoreno 3 166 1,9 0,09 7,87 4,18
Fenantreno 3 178 1,1 0,02 3,24 457
Antraceno 3 178 0,045 0,001 3,96 4,54
Fluoranteno 4 202 0,26 0,00123 1,037 5,22
Pireno 4 202 0,132 0,0006 0,92 5,18
Benz[a]antraceno 4 228 0,011 2,80.10° 0,581 5,91
Criseno 4 228 nd 5,70.10-7 0,065 5,86
Benz[b]fluoranteno 5 252 0,0015 nd nd 5,80
Benz [k]fluoranteno 5 252 0,0008 5,20.10-8 0,016 6,00
Benzo[a]pireno 5 252 0,0038 7,00.107 0,046 6,04
Indeno[1,2,3-d]pireno 6 278 nd nd 0,003 nd
Dibenzo[a,h]antraceno 5 278 0,0006 3,70.10-%° nd 6,75
Benzo[g,h,i]perileno 6 268 0,00026 nd 0,075 6,50

(Fonte: Meire et. al. 2007)
Os HPAs sao compostos quimicos formados exclusivamente por atomos de

carbono e hidrogénio organizados em formas de anéis (USEPA 2008). Em
temperatura de 25°C apresentam-se em fase solida incolores ou amarelados,
possuem alto ponto de fuséo (80 a 262°C) e ebulicdo (218 a 496°C), baixa pressao

de vapor e carater lipofilico (apolares), tornando-se, em geral, mais insoltvel com o
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aumento da massa molecular (WHO 2003). Podem ser encontrados isolados ou
associados a outros compostos presentes no ambiente formando misturas
complexas.

Chegam ao ambiente de forma natural ou como consequéncia da atividade
antropica, que representam a principal fonte emissora. Naturalmente s&o produzidos
pelo metabolismo secundario das plantas, constituindo compostos que tem a fungéo
de proteger contra a herbivoria. A extracdo, refinamento, uso e derramamento
acidental de derivados do petrdleo, assim como o despejo inadequado de efluentes
industriais, representam atividades antrépica que tem ocasionado aumento
significativo nas concentracbes de HPAs no ambiente (Netto et al. 2000; Meire et al.
2007).

No ambiente aquatico, terrestre esses compostos permanecem por muito
tempo, principalmente pela falta de microorganismos capazes de promover a sua
degradacéao (Jacques et al. 2007 ). Na atmosfera podem estar na forma gasosa ou
associado a particulas em suspensao (Cavalcanti 2010). No ambiente terrestre sao
adsorvidos a materiais presentes no solo, ficando retidos a camada mais externa
(Netto et al. 2000). Em rios, lagos e oceanos a baixa solubilidade dos
hidrocarbonetos favorece a associacdo a matéria organica e a deposicdo no
sedimento, que compreende um importante local para estudos da toxicidade destas
substéacias (Queiroz et al. 2004).

Os HPAs possuem maior afinidade a particulas sedimentares mais finas, ou
seja, apresentam maior afinidade a solos com grande concentragédo de argila, entre
eles estdo, benzo(a)fenantreno, benzo(a)pireno e fenantreno. Isso proporciona uma
maior area de contato do composto com o sedimento, tendo como consequéncia
aumento da concentracdo e uma maior biodisponibilidade do agente quimico aos
organismos bentdnicos (Cavalcanti 2010). Segundo Broddin (1977), cerca de 90%
dos HPAs se associam facilmente a particulas de 3um. Estas particulas sdo
consideradas respiraveis, ou seja, possuem tamanho menor que o alvéolo
pulmonar tornando possivel a entrada do composto quimico, juntamente com a
particula sedimentar, no organismo humano pela via respiratoria (Broddin 1977).

A biodisponibilidade dos HPAs também depende de diversos fatores como

temperatura, salinidade e pH. Os HPAs se tornam mais sollUveis em condi¢des de
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temperatura entre 5°C e 30°C, salinidade entre 0% e 36% e pH entre 5 e 8 (Shin
2003; Jacques 2007).

Os HPAs entram nos organismos principalmente por ingestdo ou absorcéo
da pele. Apesar de serem rapidamente absorvidos pelos tecidos ndo apresentam
potencial mutagénico direto, necessitando de transformacdo metabodlica ou
biotransformacédo. Esse processo ocorre associado a via de desintoxicacdo do
organismo, por acdo das enzimas mono-oxigenases do complexo citocromo P-450.
Na primeira fase do processo, chamada de funcionalizacdo, sdo formados
metabolitos eletrofilicos que podem interagir com o DNA causando danos. Na fase
Il (conjugacao), os eletrdlitos se ligam a grupamentos hidrofilicos facilitando a sua
excrecao (Netto et al. 2000; WHO 2003).

O efeito dos HPAs vem sendo amplamente estudados em uma grande
diversidade de organismos, como insetos, anelideos, moluscos, peixes, plantas e
seres humanos. Em quironomideos, os HPAs afetam primeiramente a sobrevivéncia,
causando alteracfes no ciclo de vida e inibicdo da producédo de proteinas (Park &
Choi 2009; Hannam et al. 2010; Nair & Choi 2011).

2.1.1 Fenantreno

O fenantreno (PHE) esta entre os 16 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
indicados pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos como prioritarios
para estudos de contaminacdo ambiental (USEPA 1986). Este composto é formado
por trés anéis aromaticos (Ci4H10) (Fig. 1), apresenta meia vida de dois dias no
sedimento e baixa solubilidade em &agua (1,1 mg.I). Em temperatura de 25°C o
fenantreno é geralmente incolor, podendo ter tons de amarelo (ATSDR 2008).
Possui grande afinidade a particulas sedimentares de baixa granulometria, estando
presente em elevadas concentracdes em solos argilosos (Broddin 1976; Young
2000).

/

FIGURA 1. Estrutura quimica do
fenantreno, representando o0s trés

anéis aromaticos (C14H10). 15



O pH também representa um fator importante na biodisponibilidade do
fenantreno. Na presenca de biosurfactantes, que sdo compostos gerados por
microrganismos com capacidade de reduzir a tensdo superficial e com alta
capacidade emulsificante, a solubilidade do fenantreno é elevada em pH entre 4,5 e
5,5. Em condigbes com auséncia de surfactantes a solubilidade também pode ser
elevada em pH entre 5,5 e 7, aumentando a disponibilidade do composto também na
coluna de agua (Shin 2003).

O fenantreno pode ser produzido pela combustdo incompleta da matéria
organica decorrente da producédo de 6leo, gas e carvdo. E usado na indUstria para a
producdo de plasticos, pesticidas e corantes, sendo utilizado também na producao
de explosivos e remédios (ATSDR 2008).

O PHE é considerado um HPA potencialmente genotdxico e neurotoxico
(Netto et al. 2000; Martyniuk et al. 2009). Os efeitos do fenantreno foram estudados
em anelideos, moluscos, insetos e peixes e dentre os efeitos encontrados, estdo a
supressdo do sistema imune, alteracdo na biologia populacional e reducdo da
expressdo da gonodotrofina e neurotransmissores. Para quironomideos, estudos
demonstram que o fenantreno provoca leve atraso no ciclo de vida, inibicdo na
emergéncia dos adultos, atraso na emergéncia dos machos, atuando principalmente
sobre a sobrevivéncia dos organismos (Paumen et al. 2007; Martyniuk et al. 2009;
Brown 2010; Hannam et al. 2010; Marinkovic et al. 2011). Contudo, danos ao DNA

em células de Chironomus sancticaroli ainda ndo sao relatados na literatura.

2.2 Bioindicadores ambientais

Bioindicadores sao organismos, espécies ou comunidades que respondem a
situacbes adversas do ambiente sofrendo alteracbes em fungdes vitais ou
acumulando toxinas, sendo escolhidos devido a sensibilidade ou tolerancia a
diversos parametros, dentre eles a presenca de poluentes (Franco et al. 2000). No
meio aquatico os bioindicadores podem ser, por exemplo, organismos do plancton,
insetos, moluscos, anfibios, peixes, plantas, bactérias (Zhou et al. 2008).

Os macroinvertebrados bentdnicos sdo amplamente utilizados como
bioindicadores apresentando caracteristicas essenciais, como grande densidade
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populacional, distribuicdo cosmopolita, sedentarismo, ciclo de vida relativamente
longo e respondem rapidamente as alteracbes do ambiente que resultam em
modificacbes no comportamento, morfologia ou fisiologia. Dentre o0s
macroinvertebrados destaca-se a familia Chironomidae (Diptera) (Callisto & Esteves
1998; Buss et al. 2008; Magalhdes & Filho 2008).

2.2.3 Familia Chironomidae

A familia Chironomidae (Diptera) possui 20.000 espécies, distribuidas em 11
subfamilias, sendo 354 espécies encontradas no Brasil. A subfamilia Chironominae
compreende trés tribos, Chironomini (69 géneros), Tanytarsini (16 géneros) e
Pseudochironomini (cinco géneros). Possui distribuicdo cosmopolita, ndo ocorrendo
apenas na Antartida (Demin 2011). No Brasil, para Chironominae séo descritas 230
espécies, sendo que a maior diversidade € encontrada na regido norte com 180
espécies (Strixino 2011).

Os guironomideos séo insetos holometabolos. Os ovos sdo depositados na
agua reunidos em uma massa mucilaginosa (Corbi & Strixino 2006). Os imaturos
vivem em ambientes dulcicolas, onde, geralmente representam 0S
macroinvertebrados mais abundantes (Silva 2005).

As larvas vivem associadas ao fundo ou a vegetacédo costeira, alimentando-
se no primeiro instar de bactérias e nos estagios subsequentes de matéria organica
(Bonani 2010). Desempenham relevante papel na cadeia alimentar, servindo como
alimento a diversas espécies de peixes (Hahn et al. 2004). Deste modo, se o
sedimento se encontra contaminado com algum composto quimico, sera diretamente
transferido para os outros animais da cadeia tréfica, mesmo que estes ndo estejam
em contato direto com o sedimento (Silva 2005).

A ampla distribuicdo geogréfica e a densidade populacional elevada estao
relacionadas, principalmente, as adaptacfes no sistema respiratorio. As larvas
possuem hemoglobina, na hemolinfa, como pigmento respiratério o que facilita a
retrada do oxigénio dissolvido na agua permitindo que o0s quironomideos
sobrevivam em ambientes com baixa taxa de oxigénio (Arne et al. 1981; Cranston

1995). Esses insetos também podem ser encontrados em locais indspitos, com
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elevada concentracdo de matéria organica, alteracdes de pH, salinidade, extremos
de temperatura, profundidade e correnteza (Callisto & Esteves 1998).

Os quironomideos sdo organismos sensiveis a qualquer alteracdo que
ocorrente no ambiente em que vivem, relacionado ndo apenas ao substrato, mas
também com a massa de agua que 0s envolve. Isso torna esses insetos um

importante bioindicador ambiental (Sanseverino & Nessimian 2008).

2.2.4 Chironomus sancticaroli (Strixino & Strixino, 1981).

Chironomus sancticaroli foi descrita por Strixino & Strixino em 1981 a partir
de exemplares coletados em S&o Carlos, Sado Paulo, Brasil. Foi considerada por
muito tempo sinonimia de Chironomus xanthus, sendo esta sinonimia considerada
invalida por Strixino (2011).

Apresenta 16 a 18 geracfes ao ano, sendo esta diferenca ocasionada pelas
variacbes decorrentes na temperatura ambiental. Em temperaturas de 25°C o ciclo
de vida tem duracéo entre 12 a 14 dias (Strixino & Strixino 1982; Strixino & Strixino
1985).

As fémeas de C. sancticaroli ovipositam cerca de 500 a 1045 ovos envoltos
por mucilagem formando uma massa ovigera tubular recurvada. A eclosdo ocorre
com cerca de 12 horas em temperatura entre 19°C e 26°C. O primeiro instar com
duracdo de quatro dias; o segundo de dois dias e o terceiro também com dois,
enquanto que o quarto instar tem duracdo de seis dias. Durante o estagio de larva,
constroem tubos de detritos onde permanecem como forma de protegao (Strixino &
Strixino1982).

2.3 Ecotoxicologia

A ecotoxicologia tem como objetivo estudar a atuagdo dos contaminantes
ambientais nos varios niveis de organizacéo bioldgica, buscando entender a causa e
o efeito da exposicdo dos organismos a xenobidticos (Choi 2005). Compreende,
basicamente, 0s processos de emissbes de contaminantes, destino e
comportamento dos compostos quimicos e os efeitos sobre a biosfera,

representados por organismos, populacbes, comunidades e ecossistemas. Essas
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informacdes s&o relevantes para a compreensdo dos niveis de contaminagdo
ambiental, avaliar o grau de toxicidade dos compostos quimicos e seus metabdlitos
sobre os organismos, determinar normas para uso e despejos de efluentes

quimicos, assim como, diagnosticar o risco ecologico iminente (Costa & Olivi 2008).

2.3.1 Bioensaios de toxicidade

Os ensaios de toxicidade visam determinar os efeitos toxicos ocasionados
pela exposicdo de organismos a contaminantes ambientais. Esses representam
uma importante ferramenta da ecotoxicologia, sendo amplamente utilizada no
monitoramento ambiental. Auxiliam na obtencdo de respostas mais completas
sobre o risco de contaminagdo ambiental, em relacdo a utilizacdo Unica de analises
guimicas e fisicas, visto que somente os sistemas bioldégicos podem detectar os
efeitos toxicos das substancias (Costa & Olivi 2008).

Os ensaios de toxicidade aguda sédo experimentos de curta duracdo, 24 a 96
horas, que avaliam os efeitos letais dos contaminantes ambientais sobre os
organismos expostos. Tem como principal objetivo determinar a taxa de mortalidade
de 50% dos organismos, servindo como base para estudos mais aprofundados
sobre os riscos de contaminacdo ambiental (Lombardi 2004, CONAMA 2004).
Podem ser utilizados também para avaliar a sensibilidade dos organismos em
exposicao a concentracdes subletais (Magalhdes & Filho 2008).

Os bioensaios de toxicidade cronica sdo experimentos de longa duragao, no
gual os organismos sao expostos por mais de um terco do ciclo de vida. Possui o
objetivo de avaliar respostas relacionadas ao crescimento, comportamento e
reproducao, em exposicdo a concentracdes subletais (CONAMA 2005; Magalhaes
& Filho 2008).

2.3.2 Respostas bioldgicas

Respostas biologicas sado amplamente utilizadas no monitoramento
ambiental e também na avaliacdo da toxicidade de compostos quimicos através de
bioensaios. Em baixos niveis de organizagdo bioldégica, como bioquimico,

molecular, celular e fisiol6gico, sdo mais especificas e ocorrem precocemente,
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sendo conhecidos como biomarcadores ou marcadores biolégicos. Dessa forma,
podem auxiliar a identificar e detectar substancias quimicas, em estagio inicial, de
contaminacdo ambiental. Os biomarcadores, também podem indicar precocemente
alteracdes em nivel populacional, facilitando na compreensdo da causa e efeito
gerado pela exposicdo de organismos a contaminantes ambientais (Choi 2005;
Freire et al. 2008). Em quironomideos, os biomarcadores mais utilizados séo
proteinas (hemoglobinas), enzimas (acetilcolinesterase, complexo P-450),
cromossomos politénicos e fragmentacdo do DNA (Michailova et al 2003; Choi
2004; Zhao & Jones 2012).

Em niveis mais elevados de organizacdo biolégica, as respostas sdao,
geralmente, denominadas de endpoints e representam respostas populacionais e
de comunidade. Em quironomideos séo representadas por desenvolvimento larval,
emergéncia dos adultos e reproducédo (Lee & Choi 2006; Paumen 2007; Marinkovic
2011).

Segundo Choi (2004) a avaliacdo de respostas em diferentes niveis de
organizacdo bioloégica pode auxiliar na compreensdo das consequencias da

contaminacao ambiental.

2.4 Genotoxicidade

A genotoxicidade abrange duas principais areas de estudos, a genética e a
toxicologia, por isso também é conhecida com genética toxicolégica. Tem como
objetivo avaliar a acao de agentes genotoxicos, que sdo capazes de interagir com o
material genético alterando a estrutura e funcdo do DNA. Essas alteracdes, ao
longo do tempo, podem ser fixar na populacdo, 0 que caracteriza mutaces
(Heerinques et al. 2003).

Os compostos genotéxicos podem ser encontrados na agua, solo e ar,
podendo chegar aos altos niveis tréficos provocando danos genéticos nos
individuos ou populacdo exposta. Dessa forma, a genotoxicidade visa reconhecer
as substancias genotoxicas e determinar o risco mutagénico de forma a estabelecer

limites aceitaveis de exposicéo, principalmente dos seres humanos (Gay 2003).
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2.4.1 Ensaio Cometa

O ensaio cometa ou Single Gell Cell Assay € uma ferramenta amplamente
aplicada na genotoxicidade. Esse método apresenta grande sensibilidade, precisao,
simplicidade e custo baixo. Outra vantagem € ser um teste inespecifico, o que
possibilita a utilizacdo de qualquer tecido, necessita reduzido nimero de células e
proporciona a mensuracado de danos em células individuais (Collins 2002).

O ensaio do cometa tem como principio que fragmentos menores de DNA
tendem a se distanciar durante a corrida em gel de eletroforese, gerando uma
imagem semelhante a um cometa. As condi¢cdes alcalinas permitem répida
desnaturacdo do DNA facilitando a avaliacdo dos danos (Singh et al. 1988). Estes
danos sdo representados por sitios de purina/pirimidina (AP-sitios, ou base de
acucar), chamados de sitios alcalilabeis, quebra de fita simples e quebra de fita
dupla, relacionados, principalmente a acdo de xenobibticos (Jha 2008). Tem sido
aplicado em espécies que servem como bioindicadores de diferentes ordens, como
anelideos, moluscos, insetos, plantas e mamiferos, sendo sensivel a agentes
quimicos na forma pura e complexa (Collins 2002).

Em quironomideos o ensaio cometa € amplamente aplicado para detectar a
toxicidade para diferentes substancias (Lee & Choi 2006; Park & Choi (2007, 2009),
Nair et al. 2011; Al-Shami et al. 2012).

2.5 Parametros bioldgicos

2.5.1Tamanho da capsula cefalica

Em quironomideos o tamanho dos organismos representa um relevante end
point, sendo avaliado através comprimento das larvas ou apenas da cépsula
cefalica (Strixino & Strixino 1982; Marinkovic et al. 2011). A mensuracdo da
capsula cefalica permite a obtencéo de dados mais precisos, devido que a estrutura
apresenta maior nivel de esclerotinizacdo das larvas, enquanto que o0 corpo,
considerado mole, pode sofrer alteracbes de tamanho dependendo da quantidade
de alimento e agua ingerida (Bonani 2010). Segundo Strixino & Strixino (1982), o

7

crescimento das larvas de quironomideos é praticamente constante entre 0s
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instares, os quais podem ser determinados pelo tamanho da cépsula cefalica.
Dessa forma a avaliacdo do tamanho da capsula cefalica possibilita determinar
atrasos no desenvolvimento larval, o que pode gerar como consequéncia atrasos

no ciclo de vida dos organismos (Sibley et al. 1996).

2.5.2 Emergéncia dos adultos

A avaliacdo da emergéncia dos adultos representa um importante end point,
ja sendo utilizada em diversos estudos com quironomideos (Lee & Choi 2006;
Paumen et al. 2007; Nair et al. 2011). Através desse parametro podem-se
determinar atrasos no ciclo de vida e alteracbes na razdo sexual e densidade

populacional dos organismos.

2.5.3 Fecundidade

Modificagcbes decorrentes no ambiente podem afetar a sobrevivéncia e a
reproducdo de quironomideos alterando a taxa de mortalidade e natalidade da
populacdo. A taxa de natalidade é diretamente relacionado a fecundidade e
sobrevivéncia dos organismos, pois a partir destas pode-se definir o potencial
reprodutivo da populacgéo (Strixino 1980).

A fecundidade é numero de individuos gerado pela fémea (Carvalho et al.
1998). Segundo Strixino (1980) para quironomideos a fecundidade pode ser definida
como:

-Fecundidade Inerente: Maior numero de ovos possiveis de ser produzido
pelas fémeas sem a acdo ambiental.

- Fecundidade Potencial: NiUmero méaximo de ovos possiveis de serem
produzidos pelas fémeas.

- Fecundidade Realizada: Numero de ovos presente na massa ovigera.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos genotdxicos, em exposicdo aguda e cronica, e na biologia

de Chironomus sancticaroli causados pela exposi¢ao cronica ao fenantreno.

3.1 Objetivos especificos

o Avaliar a ocorréncia de danos ao DNA das larvas de Chironomus
sancticaroli provocada ap6s exposicao aguda (96 horas) e cronica (oito dias)

ao fenantreno.

o Determinar alteragbes no tamanho da capsula cefalica das
larvas de Chironomus sancticaroli pela exposicdo cronica (oito dias) ao

fenantreno.

e Analisar o periodo de inicio de emergéncia e o numero de
individuos adultos de Chironomus sancticaroli apds exposi¢cao crénica (oito

dias) ao fenantreno.

. Determinar a fecundidade potencial das fémeas de Chironomus

sancticaroli apds exposicao cronica (oito dias) ao fenantreno.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material biolégico

A experimentacao foi realizada com espécimes de Chironomus sancticaroli
obtidos a partir de uma col6nia matriz, mantida em sala de criagdo no Departamento
de Zoologia da Universidade Federal do Parana, Parana, Brasil, desde 2008.
Exemplares da espécie foram depdsitos na colecdo Entomoldégica Padre Jesus

Santiago Moure (DZUP) no Departamento de Zoologia da UFPR.

4.2 Manutencé&o da coldnia matriz de Chironomus sancticaroli

A coldnia matriz foi cultivada segundo a metodologia de Maier & Kosalwat
(1990), com modificacdo na temperatura de criagdo de 20°C para 25°C = 2. Os
insetos foram mantidos em quatro aquarios (25 cm x 15 cm x 25 cm) com
capacidade de 10 litros, contendo uma camada de 5 cm de areia de rio peneirada,
e sete litros de dgua desclorada (Fig 2). Esses permaneceram recobertos por tecido
voal, com elastico costurado nas bordas para ficarem aderidos a parede dos
recipientes, de modo a evitar fuga dos espécimes alados. Na parte superior o tecido
apresenta um ziper para facilitar a manipulacéo.

A colbnia foi mantida sob condi¢ces controladas de temperatura a 25°C + 2,
fotoperiodo de 12 horas claro/12 horas escuro, umidade de 80% * 10%, com
aeracdo constante. A alimentacdo da colbnia foi ministrada, uma vez por semana
com 2,5g de racdo canina macerada da marca Dog Chow® para sete litros de agua
desclorada. A limpeza dos aquarios foi realizada uma vez por més. A cada limpeza
foi substituido, aproximadamente 75% da agua, tomando os cuidados necessarios
para evitar a fuga dos individuos adultos ou eliminacdo de imaturos nos estagios

iniciais de desenvolvimento.
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FIGURA 2. Aquéario (25 cm x 15 cm x 25
cm) com capacidade de 10 litros utilizados
para manutencao da colénia matriz de C.
sancticaroli, em sala de criacdo sob
condi¢gbes controladas de temperatura e
luminosidade.

4. 3 Avaliacéo da colonia matriz de Chironomus sancticaroli

O teste de sensibilidade consiste em determinar a qualidade de organismos
modelo pela exposicdo a uma substancia de referéncia. Foi aplicado regularmente
com intuito de determinar se os organismos utilizados nos testes de toxicidade
estavam em condicOes ideais para responder de forma adequada a exposicdo a
contaminantes ambientais. Além do acompanhamento regular, o teste de
sensibilidade também é essencial quando novos organismos sdo adicionados a
cultura estoque ou quando a cultura sofre grandes modificacbes (OECD 2004). Para
Chironomus sp. varios compostos sao utilizados como substancia de referéncia
como pentaclofenol, cloreto de cadmio e cloreto de potassio (OECD 2004).

Foram realizados 10 testes de sensibilidade da colonia matriz de Chironomus
sancticaroli, com intervalo de 30 dias, utilizando cloreto de potassio (KCI) como
substéancia de referéncia, seguindo o protocolo descrito por Dornfeld (2006).

Larvas de 3°instar final/4°instar inicial foram expostas as concentracfes de
1,5; 2,25; 3,5; 5,0 e 7,5 g.L ! de KCl. Em cada concentracdo foram expostas 18
larvas divididas em trés réplicas. A exposicdo ocorreu em recipientes de 300ml com
200ml de agua desclorada, sem sedimento, com adicdo de uma pequena
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quantidade de ragdo, apenas no primeiro dia de experimento. As réplicas foram
mantidas sob condi¢Bes controladas de temperatura a 25°C + 2, fotoperiodo de
12:12 horas claro e escuro, em periodo de 96 horas (Fig. 3).

Os dados foram analisados através do programa Trimmed Spearman-Karber
obtendo-se a concentracao letal de 50% (CLso) para o cloreto de potassio. A faixa de
sensibilidade foi determinada através do desvio padrédo (S) da média (X) obtendo-se
o limite superior (X+ 2S) e limite inferior (X- 2S), sendo calculado também, o
coeficiente de variacdo (CV) (USEPA 2000). Dessa forma os valores da CLso

compreendidos entre esta faixa sao utilizados enquanto os outros séo descartados.

4.4 Condicbes dos bioensaios de toxicidade

Os ensaios de toxicidade foram realizados seguindo a metodologia da
OECD (Guidelines for the Testing of Chemicals 219) (2004) com modificacdes. A
OECD indica a utilizacdo de larvas de primeiro instar sendo utilizada no presente
trabalho larvas de segundo instar. Isto foi necessario, devido que as larvas de
primeiro instar sdo muito pequenas e frageis dificultando a manipulacdo dos
organismos. Também foi alterado o fotoperiodo de 16:16 horas para 12:12 horas de
claro e escuro, por ser protocolo ja estabelecido em laboratério.

Os bioensaios foram conduzidos em copos de vidro de 300ml com 95g de
substrato artificial e 120ml de agua reconstituida. Estes foram mantidos sob
condicdes controladas de temperatura de 25°C + 2 e fotoperiodo de 12:12 horas de

claro e escuro (Strixino & Strixino 1982).

4.4.1 Substrato artificial

O substrato artificial foi preparado utilizando 75 % de areia fina, 20% de
argila branca, 5% de terra vegetal e 0,01% carbonato de calcio. A adicdo do
carbonato de calcio foi necessaria para o ajuste de pH 7,0 £0,5 (OECD 2004).

ApoOs ser pesada a areia foi lavada varias vezes em agua corrente, até que a
agua ficasse transparente, aproximadamente 10 vezes. Posteriormente, a areia foi

mantida em estufa & 100°C durante 6 horas. A areia seca foi adicionada a argila,
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terra vegetal, carbonato de calcio e 4gua destilada sendo misturado até se tornar

homogénea.

Retirada de massas ovigeras da coldnia
matriz de Chironomus sancticaroli

Cria¢ao durante 7 dias

“6 larvas (3 instar final / 4 instar inicial) 4 200 m!1H:0 desclorada ¥ KCL

mwggg ‘ -
-l
* et e e

Copos de 300 m!

-

FIGURA 3. Representacdo do método utilizado para o teste de sensibilidade ao KCI sob as
concentragdes de 1,5; 2,25; 3,5; 5,0 e 7,5 g.L%, representando as etapas de criagdo e
exposicdo das larvas. C1 = Primeira concentracdo avaliada. CN= diferentes concentracdes
avaliadas.



4.4.2 Agua reconstituida

Segundo OECD (2004) a agua utilizada em teste de toxicidade com
Chironomidae deve apresentar condicdes de sobrevivéncia e ndo causar estresse
para 0s organismos expostos, apresentando pH entre seis e nove e dureza inferior
a 450 mg.I'*t CaCosz. Dessa forma os bioensaios foram realizados com &agua
reconstituida, a qual foi preparada nas proporcées de 100ml de agua destilada, 8ml
de solucdo de sulfato de calcio (estoque 1) e e 4ml da solucdo de cloreto de
potassio e carbonato de sodio (estoque Il) (Tab. Il). Essa solugdo foi mantida sob
aeracao constante durante 24 horas antes da utilizagado (OECD 2004).

TABELA 1. Reagentes utilizados na preparacéo da solucéo estoque | e solucdo estoque Il, utilizadas
no preparo da agua reconstituida.

. -sulfato de calcio (CaSOa)
Solucéo estoque | ] _
-1000 ml agua destilada

-Cloreto de potassio (KCI)
Solucéo estoque |l -Carbonato de sodio (NaHCO3)

-1000 ml 4gua destilada

4.5 Andlise fisico-quimica da 4gua reconstituida

A andlise fisico-quimica da agua reconstituida foi realizada quanto aos
parametros de temperatura e pH, (pHmetro), condutividade (condutivimetro
Exstik® Il) e salinidade (condutivimetro Exstik® Il), e dureza (por titulagdo com

EDTA (acido acético metiletileno)) .

4.6 Limpeza dos materiais

Os utensilios de vidro utilizados nos ensaios, como copos, bastdes, funis,
entre outros, apds a utilizacdo foram lavados com sabdo neutro e dgua corrente,

deixando-se secar a temperatura ambiente. Apds secos foram colocados em
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solucdo de &cido nitrico & 5%, na qual permaneciam submersos, em recipiente
fechado durante um periodo de 24 horas. Posteriormente foram retirados e lavados

em agua corrente por cinco vezes deixando-os secar em estufa a 50°C.

4.7 Bioensaios de toxicidade aguda

Os bioensaios de toxicidade aguda tiveram como objetivo a determinacdo das
concentracfes letais (CL) do hidrocarboneto fenantreno a 97,0% (Fluka- Sigma
Aldrich®) sobre a espécie de Chironomus sancticaroli, assim como avaliar
alteracdes no material genético causado pela exposicao das larvas de C. sancticaroli

ao fenantreno através do ensaio cometa alcalino.

4.7.1 Criacao das larvas de Chironomus sancticaroli

Massas ovigeras foram retiradas dos aquarios da colénia matriz de C.
sancticaroli e cultivadas em bandejas (40cm x 24cm) com quatro litros de agua
reconstituida sendo mantida em sala de criacdo sob condi¢cdes de temperatura a
25°C + 2, fotoperiodo de 12:12 de claro e escuro, umidade de 80% * 10% e
aeracgdo constante.

A alimentacéo foi ministrada a cada dois dias com 0,32g de racdo de peixe
triturada Tetramin®. As bandejas foram mantidas durante sete dias, periodo que as
larvas atingem o estagio de 3° instar final/ 4° instar inicial, no qual foram expostas

ao fenantreno (Fig. 4).

4.7.2 Exposigao aguda das larvas de C. sancticaroli ao fenantreno

Os bioensaios foram conduzidos como descrito no item 4.4, durante 96 horas
(CETESB 1992; OECD 2004).

As larvas de 3°instar final/4°instar foram expostas a diferentes concentracdes
de fenantreno e um grupo controle apenas com solucdo de solvente (agua
reconstituida e 160pl etanol 100% (P.A.)) com 10 organismos por réplica (Fig. 4).

Apos o periodo de exposicao o conteudo do recipiente foi despejado em uma
bandeja de plastico contabilizado-se o nimero de larvas vivas e larvas mortas,
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estas sendo caracterizadas por se apresentarem esticadas, incolor e sem
movimentagdo. Durante a exposi¢do as larvas ndo foram alimentadas e ndo houve

aeracao das réplicas.

4.8 Determinacéo das concentracgdes letais (CL) do fenantreno

A calibracdo das concentracfes letais (CL) entre 2% e 99%, foram
determinadas pelos dados de mortalidade de trés bioensaios agudo (96 horas).
Nestes, larvas de C. sancticaroli foram expostas as concentracfes de 1,4 mg.I?, 1,5
mg.I?, 1,6 mg.l%, 1,7 mg.l?, 1,8 mg.l' de fenantreno, com quatro réplicas cada,
totalizando 120 larvas por concentracdo, sendo essas concentracfes definidas a

partir da concentragéo letal CLso igual 1,2 mg.I* obtida por Morais (2011).

4.9 Bioensaios de toxicidade crdnica

O objetivo dos bioensaios de toxicidade crbnica foi avaliar alteracbes no
material genético e nos parametros biolodgicos do tamanho da capsula cefalica larval,
periodo de inicio da emergéncia dos adultos e fecundidade potencial das fémeas de

Chironomus sancticaroli.

4.9.1 Criacao das larvas de Chironomus sancticaroli

Massas ovigeras foram retiradas da colénia matriz de C. sancticaroli e
cultivadas separadamente em recipientes de vidro de 300ml com 30ml de agua
reconstituida mantidas em sala de criacdo em condi¢cdes controladas de 25°C * 2,
umidade a 80% + 10 % e fotoperiodo de 12:12 horas de claro e escuro durante 4
dias (Fig. 6).

4.9.2 Exposigao cronica das larvas de C. sancticaroli ao fenantreno

As concentragOes testadas foram definidas a partir dos dados de mortalidade

obtidos em bioensaios cronicos realizados previamente com as concentracoes letais
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Retirada de massas ovigeras da col6nia
matriz de Chironomus sancticaroli

Criagcao durante 7 dias

Bandeja de criagdo

4

10 larvas (3 instar final / 4 instar inicial) 4 Substrato Artificial-95g 4 120mI Hz0 reconstituida 4 PHE (97%)

c Q g g g S—
" el e e

Copos de 300 mi

-€

FIGURA 4. Método utilizado para a preparacao do ensaio de toxicidade aguda (96 horas), com as

etapas de criacdo e exposi¢cdo das larvas. C1= primeira concentracdo avaliada; CN= diferentes
concentracdes avaliadas.
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de 96 horas (Tab. VI). As larvas de segundo instar apresentaram maior sensibilidade
a exposicdo ao fenantreno sendo observados elevados indices de mortalidade na
CLs (0,94 mg.I'Y), CLs (1,01 mg.I'%), CL1o (1,05 mg.I* ), CL2o (1,21 mg.l"t) com 96%,
99%, 100% e 100%, respectivamente. Dessa forma para exposi¢ao cronica foram
avaliadas apenas as concentracdes letais CENO (0,16 mg.I'Y) e CL2 (0,83 mg.I"!) que

apresentaram baixos indices de mortalidade (Fig.5).

100+
904
80-
70+
60
504
40 -
30+
204
10+
0 T T T T T

Mortalidade (%)

concentragao

FIGURA 5. Iindice de mortalidade observado nos testes crénicos prévios por
concentracéo de fenantreno.

Os bioensaios foram conduzidos como descrito no item 4.4, com tempo de
duracéo de oito dias, com excecao da avaliacdo do inicio da emergéncia dos adultos
e da fecundidade potencial que teve duracédo até o final da emergéncia, cerca de 25
dias.

Larvas de primeiro instar foram separadas sob microscopio estereoscopico
(Zeiss Stemi SV6) em aumento de 40x e expostas ao fenantreno. Nestes ensaios
foram utilizados dois grupos controles, um com solu¢cdo de solvente (adgua
reconstituida e 160ul etanol 100% (P.A.)) e um grupo controle apenas com agua
reconstituida. A cada réplica foram adicionadas 20 larvas sendo que o frasco
permaneceu recoberto com recipiente de plastico de 500ml invertido encaixado

como uma tampa. Este continha um orificio na regido lateral superior para passar a
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Retirada de massas ovigeras da coldnia
matriz de Chironomus sancticaroli

Massa ovigera de C. sancucarol

L

Cria¢do por 72 horas

Copo de criaglo

4

20 larvas (2 instar) ¥ Substrato Artificial-95g ¥ 120m! HzO reconstituida 4 PHE (97%)
<

Controle etanol i | . l ‘ | ‘ l
Controle dgua ‘ ‘ ‘ | . ‘ ‘ ‘
i ¢ 1
o Exposicao de 8 dias
G i -Aeragao constante

-Troca de agua e alimentagao
Copos de 300 ml
» a cada dois dias

FIGURA 6. Método utilizado para a preparacdo do ensaio de toxicidade crbnica (oito dias),

representando as etapas de criacdo e exposicdo das larvas. Os copos permaneceram tampados, sendo
representados na figura sem tampa. CN= diferentes concentra¢cdes avaliadas.
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mangueira de silicone provinda de um compressor de ar, que mantinha constante
aeracao.

Foi realizada a troca de agua, adicionando-se solucao de fenantreno e 4,8
mg.ml! de racdo de peixe macerada da marca Tetramin® a cada dois dias, devido a
meia vida do fenantreno no sedimento de igual periodo (Netto et al. 2000; Dornfeld
2006). A troca de 4gua foi feita com uma mangueira fina com uma das pontas
recobertas por voal para evitar que larvas pequenas fossem descartadas, sendo

retirada aproximadamente 70% do total da agua de cada recipiente.

4.10 Ensaio cometa alcalino

4.10.1 Montagem das laminas

A avaliagdo dos danos ao DNA foi realizada através do ensaio cometa
alcalino. Foram avaliadas as concentracdes subletais de 0,16 mg.I'* (CENO), 0,83
mg.I* (CL2), 1,06 mg.I"* (CL10),1,34 mg.I"* (CL30), 1,6 mg.I"* (CLso) por exposi¢cdo aguda
(96 horas) e as concentracdes 0,16 mg.I* e 0,83 mg.I* sob exposicao crénica (oito
dias).

A metodologia seguiu o protocolo de Lee & Choi (2006) com algumas
modificacdes, de 1ml de PBS para 250 pl de soro bovino, adicdo da etapa de
centrifugacédo a 1000 rpm por 5 minutos e o nimero de amostras foi alterado de 3
para 15 laminas, demonstrando-se ser mais eficaz para Chironomus sancticaroli.
Com o método proposto por Lee & Choi (2006) ndo foram obtidos resultados
satisfatorios sendo necesséria a adaptacao do protocolo.

As laminas utilizadas foram previamente limpas com etanol e recobertas por
agarose normal a 1,5 % (1,5g; 100ml de PBS (tampé&o fosfato salino)).

Dez larvas vivas provindas dos bioensaios foram acondicionadas em
eppendorfs contendo 250ul de soro bovino, homogeneizadas mecanicamente e
centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos. Posteriormente o sobrenadante foi
descartado e as células resuspensas em vortex.

Em seguida, 60ul da suspenséo foi misturada com 100 pl de agarose de
baixo ponto de fusédo (LMP) a 0,5% (0,1g; 20ml de PBS). Essa solucdo foi

imediatamente colocada sobre lamina e recoberta por laminula, mantidas sob
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refrigeracdo de 10 a 20 minutos. Posteriormente as laminulas foram retiradas
cuidadosamente e as laminas foram colocadas em solucédo de lise (solugao estoque
(dgua destilada; cloreto de sodio (NacCl); ); etilonodiaminotetracético (EDTA), 10mM
Tris; 100mM &cido acético etilonodiaminotetracético (EDTA), hidroxido de sodio
(NaOH)); Triton X-100; dimetilsulféxido (DMSO) 10%) por 24 horas, para retirar todo
o material que ndo correspondesse ao material genético, como a membrana celular.

Apoés serem retiradas da solucédo de lise as laminas foram colocadas em cuba
de eletroforese horizontal, ajustando-as lado a lado de modo a evitar que ficassem
espaco livres, sendo colocadas laminas limpas quando necesséario. Sobre as
laminas foi adicionado tampao alcalino (300mM hidréxido de sodio (NaOH); 1M
(acido acético dimetiletileno) EDTA) com pH>13 até cobrir. Essas permaneceram no
tampao alcalino por 30 minutos, periodo necessario para a desnaturacao do material
genético. Em seguida foram submetidas a eletroforese com a cuba inserida em um
recipiente com gelo a temperatura de 4°C condicionada a uma corrente elétrica de
25 volts e 300mA por 20 minutos.

Ao término da corrida, as laminas foram retiradas e neutralizadas com
tampao de neutralizacdo (0,4 M Tris; pH 7,5) por 15 minutos. Em seguida foram
fixadas com etanol absoluto por 5 minutos. ApGs secas as laminas foram coradas
com 15ul de Brometo de Etidio (20 uyg.mlt) com andlise sob microscopia de
epifluorescéncia (LEICA) em aumento de 400x.

Para cada concentracdo analisada foram preparadas 15 laminas totalizando
1050 larvas utilizadas na avaliacdo aguda e 600 larvas utilizadas para a avaliagao
cronica (Tab.llI).

4.10.2 Contabilizacdo dos danos

Em cada lamina analisada foram contabilizados 50 células definindo-se para
cada um o nivel de dano correspondente que variaram de 0 (sem dano aparente)
(Fig. 7 A), 1 dano pequeno (Fig. 7 B), 2 dano médio (Fig. 7 C), 3 dano extenso (Fig.
7 D) e 4 dano maximo (Fig. 7 E) (Kobayashi et al. 1995). A partir desses dados
foram determinados os niveis de danos por lamina que variaram entre 0 (50 x 0) e
200 (50 x 4) (Kobayashi et al. 1995), seguindo a formula:
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Escore da lamina = Z(nn *cd)

Onde:

nn = numero de células de cada dano

cd = classe de danos correspondente

FIGURA 7. Padréo de danos ao DNA em larvas de Chironomus sancticaroli. (A) dano 0; (B) dano 1;
(C) dano 2; (D) dano 3; (E) dano 4.

TABELA lll. Valores totais de amostras avaliadas através do ensaio cometa em exposicao aguda
(96 horas) e cronica (8 dias).

Exposicao
Aguda (96 horas) Cronica (oito dias)

Numero de Grupos 7 4

Numero de laminas por grupo 15 15
Numero de larvas por lamina 10 10
Total de larvas por grupo 150 150
Total de larvas 1050 600
Numero Células por Lamina 50 50
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4. 11 Parametros biologicos
4.11.1 Tamanho da capsula cefalica

A avaliacdo do tamanho da cpsula cefalica teve como objetivo determinar
alteracdes no tamanho das larvas.

ApoOs a exposicao crbnica de oito dias, as larvas vivas foram armazenadas
em alcool 80%. Estas larvas foram diafanizadas em solucdo de Hidroxido de
potassio (KOH) a 10% durante 24 horas. Em seguida, os organismos foram
montados em laminas em meio de verniz de vitral incolor (Acrilex) com a regiédo
ventral da cépsula cefélica voltada para cima. As laminas foram observadas em
microscopio estereoscopico (Zeiss SteREO Discovery. V20 com camera acoplada
AxioCam ERc5s) sob aumento de 150x, sendo mensurados o comprimento da
capsula cefalica (Fig. 8) de 70 larvas de cada grupo controle e grupo exposto
através do programa ZEN 2011 “blue edition”. A partir dessas medidas, também
foram determinados os instares larvais de acordo com o proposto por Richardi et al.
(2013) para C. sancticaroli mantida a 25°C (Tab. V). Como critério para a defini¢cdo
de cada instar foi utilizado o apenas o limite minimo, sendo as medidas

demonstradas na tabela V.

e )

— Comprimento da capsula
cefalica

FIGURA 8. Capsula cefalica de Chironomus sancticaroli indicando o procedimento
utilizado para determinar do comprimento da estrutura.
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TABELA IV. Medidas do tamanho da capsula cefdlica utilizadas para a
definicdo dos instares propostos por Richardi et al. (2013) e as utilizadas no
presente trabalho em milimetros (mm). (-) N&o definido

Richardi et al. (2013) Medidas utilizadas
Instar Minimo Mdximo Minimo Mdximo
1° 0,061mm 0,066mm 0,061mm 0,089mm
2° 0,090mm 0,112mm 0,090mm 0,158mm
3° 0,159mm 0,192mm 0,159mm 0,259mm
4° 0,260mm 0,340mm 0,260mm -

4.11.2 Emergéncia dos adultos

Atraso na emergéncia dos adultos foi avaliado através de trés bioensaios de
toxicidade cronica (oito dias), totalizando 240 larvas expostas por grupo analisado.
Esse teve duracédo até o fim da emergéncia dos adultos, aproximadamente 25 dias.
As réplicas foram observadas diariamente para a observacdo do dia de inicio da
emergéncia dos adultos sendo contabilizado o nimero total de adultos. Estes foram
identificados em machos, com antenas plumosas e fémeas com antenas sem
plumosidade, as quais foram armazenadas em alcool 80% para a avaliacdo da

fecundidade potencial.

4.11.3 Fecundidade potencial das fémeas

A avaliacdo da fecundidade potencial foi obtida através do método descrito
por Strixino (1980). Os individuos de Chironomus sancticaroli foram mantidos sob
exposicdo crbnica (oito dias) até a emergéncia dos adultos. As fémeas foram
retiradas com auxilio de um sugador e armazenadas em alcool 80%.

A asa direita, definida como padréo, foi removida de 30 fémeas de cada
grupo analisado (controle e exposto). Posteriormente foram fotografadas em
microscopio estereoscopio (Zeiss SteREO Discovery. V20 com camera acoplada
AxioCam ERc5s) em aumento de 32x e medidas através do programa Zen 2011
“blue edition” da regido do arculus até o apice, sendo desprezada a base verdadeira

uma vez que pode ser facilmente danificada ao ser removida do corpo da fémea
(Fig. 9).
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A fecundidade potencial foi calculada utilizando a expressao proposta por
Strixino (1980):
F=M+K.L
Onde:
F = numero de ovos
M = constante(—707,71)
K = constante (471,64)

L = comprimento da asa

Arculus ' : P, 1 : o Apice

Tamanho da asa

FIGURA 9. Asa direita de fémea indicando o procedimento utilizado para determinar o tamanho da
estrutura.

4.12 Anéalise dos dados

A determinacdo das concentracdes letais (CL) ocorreu através do programa
GW-Basic Probit versdo 5.0. Os danos ao DNA foram analisados pelo teste de
Kruskall-Wallis (p<0,05) através do programa BioEStat versdo 5.0. os parametros
biologicos foram analisados pelo teste ANOVA (p<0,05) através do programa PAST
versdo 1.95. Os gréficos foram produzidos no programa GraphPad Prism versao
5.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacéo da coldnia matriz de Chironomus sancticaroli

As ClLso obtidas na avaliagao da colonia sdo demonstradas na tabela V.

TABELA V. Valores da concentracdo letal de 50% (CLso) em g.I't, obtidos no teste de
sensibilidade indicando nivel de confianca (NC), intervalo de confianca, média (X), desvio
padrao (S), variancia (S?) e coeficiente de variagdo (CV) em porcentagem.

Teste CLsg NC IC
1 3,64 95 3,33-3,95
2 4,21 95 3,90-4,51
3 3,33 95 3,03-3,63
4 4,73 95 4,43-5,03
5 4,10 95 3,79-4,40
6 4,54 95 4,24-4 .84
7 4,07 95 3,77-4,37
8 4,40 95 4,10-4,70
9 5,04 95 4,74-5,34
10 4,04 95 4,04-4,34
Média (X) 4,08 gt
Desvio Padrao (S) 0,48
Variancia (S%) 0,25
Coeficiente de 11,80%
Variacao

Os valores da concentragdo letal de 50% (CLso) apresentaram média de
4,08 g.I', limite superior de 5,04 g.I'* e limite inferior de 3,12 g.I"* com coeficiente de
variacdo de 11,8% (Fig. 10). Todos os testes apresentaram CLso dentro da faixa de
sensibilidade estabelecida.

Esses dados quando comparados, permaneceram proximos aos obtidos por
Dornfeld (2006) para Chironomus xanthus, que apresentou limite inferior de 5,58 g.I

L e limite superior de 5,36 g.I"* com coeficiente de variacéo igual a 16%.
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FIGURA 10. Concentracéo letal 50% (CLso) por teste de sensibilidade, incluindo limite
inferior, limite superior e a média.

A precisdo dos testes é indicada pelo coeficiente de variacdo em
porcentagem dado pela razdo entre o desvio padrao e a média (formula abaixo).
Este indice indica a padronizacdo da metodologia, a confianca dos resultados
obtidos e valida a utilizacdo da espécie ou dos organismos a serem utilizados nos
testes de toxicidade (Pereira 2010). A Environmental Canada (1995) estabelece
que o coeficiente de variacado ideal deve ser < 30 %. Neste estudo foi obtido
coeficiente de variacdo igual a 11,8%, indicando que a colonia matriz de C.
sancticaroli foi mantida de forma homogénea o que possibilita a utilizacdo dos
organismos em teste de toxicidade.

Onde:
CV = coeficiente variacao
S = desvio padrao

x = média
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5.2 Andlise Fisico-Quimica da Agua Reconstituida

Os valores para os parametros da agua reconstituida de temperatura,
salinidade, condutividade, pH e dureza estdo representados na tabela VI. Os
bioensaio apresentaram condi¢cfes ideais para a sobrevivéncia das larvas de C.

sancticaroli.

TABELA VI. Resultados obtidos para os parametros da agua reconstituida, demonstrando o valor médio
para os ensaios agudos e cronicos.

Parametros Valores
Temperatura (°C) 215+3
pH 75%5
Condutividade (uS/cm) 96,8 £10
Salinidade (ug/l) 46,2+ 2
Dureza (mg/l CaCOs) 19,5+ 4

5.3 Determinacao das concentracdes letais

Na tabela VII estdo representados os valores das concentracdes letais (CL)
do fenantreno sobre a espécie de Chironomus sancticaroli, com o nivel de
confianca e intervalo de confianca. O grupo controle apresentou mortalidade natural
de 3,4%, mantendo-se na faixa aceitavel de mortalidade menor ou igual a 30%
(OECD 2004). O valor do x? (Chi-quadrado), também se manteve na faixa aceitavel
de menor ou igual a 10 com valor de 3,07 (USEPA 2000).

A partir das concentracdes letais definidas (CL) foi possivel determinar as
concentracOes subletais que foram utilizadas nos experimentos agudos, CL2 (0,83
mg.l"), CLio (1,06 mg.I"), CL3o (1,34 mg.I*), CLso (1,6 mg.I*), assim como calcular a
concentragdo CENO (Concentragédo de efeito ndo observado calculada pela
CLso/10 = 0,16 mg.I'* (CETESB 1992).
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TABELA VII. Concentracbes letais (CL) de fenantreno pela exposicdo aguda de
Chironomus sancticaroli, expressas em mg.I't, com nivel de confianga (NC %) e intervalo
de confianga (IC).

CL Concentragao (mg.I") NC% IC
2 0,83 95 0,421- 1,033
5 0,94 95 0,548 — 1,122
10 1,06 95 0,694 - 1,201
30 1,34 95 1,128 - 1,419
50 1,60 95 1,510 - 1,655
90 2,34 95 2,022 - 3,683
95 2,60 95 2,178 — 4,659
98 2,96 95 2,368 — 6,072
99 3,2 95 2,503 - 7,244

5.4 Ensaio cometa alcalino

5.4.1 Bioensaios de toxicidade aguda

Para esta analise foi determinado o nivel de dano de 50 células por lamina,
ndo sendo utilizados dados de laminas sem material para a andlise (Tab VIII).

Nos grupos controles ocorram maior porcentagem de células sem dano
(classe 0) e da classe 1, obtendo-se 0,3% de células com classe 3 trés e 0,1% de
danos da classe quatro no grupo controle agua e 1% de danos da classe trés e
0,3% de danos da classe quatro no grupo controle solvente (etanol P.A.) (Fig. 11).

Nos grupos expostos foram observados danos de todas as classes. Pode-se
observar que com o aumento da concentracdo foram observados danos mais
severos (classe 3 e classe 4) tendo elevacdo percentual a partir da concentracao
0,16mg.I"* (Fig. 11). Isto indica uma tendéncia de elevacdo do nivel de dano ao
DNA com o aumento da concentragao.

Laminas com menores escores foram obtidas nos grupos controles com
variagdo de 10 a 31 no controle agua e 11-41 no controle solvente. Nos grupos
expostos ao fenantreno a faixa de danos encontrados apresentou grande variagao
sendo o escore maximo (200) encontrado apenas na maior concentracdo (Tab.
VIII).
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TABELA VIII. Escores das laminas obtido para os grupos controle (H.O e solvente) e grupos expostos ao
fenantreno por 96 horas. (-) Indica laminas com auséncia de dados.

N° da

lamina H20 Solvente 0,16mg.I-* 0,83mg.t 1,06 mg.l'! 1,34mg.Ir 1,60 mg.It
1 10 15 63 54 69 154 76
2 13 21 70 90 112 58 200
3 22 27 31 86 185 74 105
4 18 18 118 71 169 102 106
5 15 32 96 148 91 106 65
6 24 41 64 113 76 99 98
7 21 25 43 97 79 60 103
8 26 13 61 88 100 91 100
9 31 18 60 88 134 131 200
10 28 11 32 59 129 76 116
11 17 17 88 107 - 120 37
12 14 27 - 33 - - 56
13 12 24 - 76 - - 49
14 23 29 - - - -
15 19 - - - - -

Medina 19 22,5 63 88 106 99 100

Os escores das laminas analisados pelo teste Kruskal-Wallis (p<005) (5%)
demonstrou que ndo houve diferenca significativa entre o controle agua e o controle
solvente (p=0,960), indicando que o solvente (etanol P.A.) n&o causa danos
relevantes ao DNA. Deste modo apenas o grupo agua foi utilizado como padrdo de
comparacao.

Ao analisar as concentracfes de fenantreno testadas em relagéo ao controle
agua todas apresentaram diferenca significativa com p < 0,001. Porém, quando
realizada a comparacdo entre 0s grupos expostos foi constatada diferenca
significativa apenas entre os tratamentos 0,16 mg.I" e 1,06mg.I" com p = 0,042 (Fig
12). O aumento da concentracdo ndo provocou elevacdo no nivel de danos ao
DNA, ndo sendo observado resposta concentragdo-dependente. Isto sugere que 0
fenantreno é genotoxico as larvas de C. sancticaroli em curta exposi¢cao atingindo o

interior celular ocasionando quebras no DNA.
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FIGURA 11. Porcentagem de células encontrados para cada classe de dano (0,1,2,3,4) nos
grupos controle (H20 e solvente) e grupos expostos por 96 horas.
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FIGURA 12. Mensuracéo dos danos ao DNA em larvas de C. sancticaroli demonstrando os
grupos controle (agua e solvente) e grupos expostos por 96 horas (aguda) ao fenantreno,
indicando a mediana e valor minimo e méaximo. Diferentes letras indicam diferenca significativa
com p=<0,05 (Teste de Kruskral-Wallis).

5.4.2 Bioensaios de toxicidade crbnica

A avaliacdo da genotoxicidade cronica do fenantreno foi realizada a partir
dos dados obtidos pela andlise dos danos de 50 células por lamina. Ndo sendo
utilizados dados de laminas sem material de andlise (Tab. IX).

Nos grupos controle foi observada maior porcentagem de células das
classes zero e um de danos, com percentual reduzido de danos da classe trés e
quatro. Nos grupos expostos ao fenantreno, a menor concentragdo apresentou
danos da classe um e dois em maior porcentagem, ocorrendo com 0 aumento da
concentracdo elevacdo de dano das classes trés e quatro (Fig.13). Podendo-se
verificar uma tendéncia no aumento de dano com a elevagcdo da concentragédo de
fenantreno.

Para os grupos controle foram observadas laminas com baixo escore de 10-
29 no grupo controle agua e 10-36 no grupo controle solvente. Nos grupos
expostos as laminas apresentaram escores mais elevados que 0s grupos controle,

nao sendo observado dano maximo (200) (Tab. IX).
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FIGURA 13. Porcentagem de células encontrados para cada classe de dano (0,1,2,3,4) nos
grupos controle (H20 e solvente) e grupos expostos ao fenantreno por oito dias.

TABELA IX. Escore das laminas obtido para os grupos controle (H20 e
solvente) e grupos expostos ao fenantreno 8 dias (crénico). (-) indica
laminas com auséncia de dados.

N° da lamina H20 Solvente 0,16mg.F'* 0,83 mg.I*

1 10 11 26 42
2 10 12 52 53
3 12 14 53 64
4 13 14 54 67
5 17 16 65 72
6 18 19 68 81
7 19 20 69 87
8 21 21 76 94
9 24 22 90 98
10 24 23 93 103
11 25 32 100 106
12 26 36 108 107
13 29 - - 109
14 - - - 136
15 - - - -

Mediana 19 19,5 68,5 94
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N&o foi detectada diferenca significativa, pelo teste Kruskal-Wallis (p<0,05) ,
entre os grupos controle 4gua e solvente com p=0,700. No ensaio crbnico, da
mesma forma que em exposicdo aguda o solvendo n&do ocasionou danos
relevantes ao DNA, sendo utilizado apenas o controle dgua como padrédo de
comparacao (Fig. 14).

Nas duas concentracGes analisadas (0,83 mg.I'}; 0,16 mg.lI'Y) obteve-se
danos significativos ao DNA com p<0,0001. De outro modo, a elevacdo da
concentracdo ndo ocasionou aumento significativo no nivel de dano ao DNA
(p=0,421), n&o ocorrendo resposta concentracdo-dependente (Fig.14). Dessa
forma, o fenantreno € genotoxico as larvas de C. sancticaroli, atingindo o interior

celular e ocasionando quebras no material genético.
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FIGURA 14. Mensuracdo dos danos ao DNA em larvas de C. sancticaroli
demonstrando os grupos controle (dgua e solvente) e grupos expostos por 8 dias
(crénica) ao fenantreno, indicando a mediana e valor minimo e maximo. Diferentes
letras indicam diferenca significativa com p<0,05 (Teste de Kruskral-Wallis).
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5.5 Parametros biologicos

5.5.1 Tamanho da capsula cefélica

O tamanho da capsula cefélica foi avaliado, apds o ensaios cronico, a partir
da mensuracdo do comprimento de 70 capsulas cefalica de cada grupo controle
(Agua e solvente) e grupos expostos ao fenantreno (0,16mg.I"t e 0,83 mg."!) ( Tab.
Xl - Anexo 1).
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FIGURA 15: Tamanho da capsula cefalica das larvas de C. sancticaroli demonstrando os
grupos controle (agua e solvente) e grupos expostos ao fenantreno durante oito dias,
indicando a média e desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferencgas significativa
p<0,05 (ANOVA-one way com teste aposteriori de Tukey).

A anadlise dos dados pelo teste ANOVA para p<0,05 (5%) demonstrou nao
haver diferenca significativa entre os grupos controles. Assim apenas 0 grupo
controle de agua reconstituida foi utilizado como padréo de comparacao (Fig. 15).

Em ambas as concentragcbes analisadas foram observadas diferenca
significativa com p=1,913 para 0,83 mg.I"* e p=4,281 para 0,16 mg.I*. Entre as duas
concentracOes de fenantreno testadas, ndo houve diferenca significativa (p=0,369).
O teste de Tukey para p<0,05 (5%) realizado aposteriori confirmou os dados, nao

obtendo-se diferenca significativa para ambas as concentragbes com p=7,72 para
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0,16 mg.I'* e p= 7,72 para 0,83 mg.I"* em relagdo ao controle. Entre os tratamentos
nao houve diferenca significativa com p=0,84. Estes dados indicam que o
fenantreno provoca reducdo da capsula cefalica de Chironomus sancticaroli,
embora o efeito ndo seja intensificado com o0 aumento da concentracao,
caracterizando uma resposta concentracao-nao-dependente (Fig. 15).

Os tamanhos das céapsulas cefélica dos grupos expostos ao fenantreno,
apresentaram tamanho em média de 1,5 vezes menor que a capsula cefalica dos
grupos controle. A determinacao dos instares larvais indicou que, em média, todos
0s grupos analisados estavam no terceiro instar.

Ao final do periodo de observagcdo, o fenantreno provocou reducdo no
namero larvas de quarto instar e aumento das larvas de primeiro e segundo instar
em relacao ao controle (Tab. X), sendo encontrada apenas, aproximadamente, 11%
de larvas de quarto instar nos tratamentos (Fig.16). Isto indica que nos tratamentos,
com fenantreno, algumas larvas apresentaram atrasos no desenvolvimento. Os
resultados demonstram que o fenantreno provoca reducdo no tamanho da cépsula
das larvas de C. sancticaroli indicando que composto € potencialmente toxico em

nivel populacional.

TABELA X. NUumero de larvas por instar nos grupos controle (agua e solvente) e grupos expostos (0,16
mg.I*; 0,83 mg.I't), demonstrando tamanho minimo e maximo observado para cada instar, média, desvio
padréo e intervalo de confianca.

Instar N°larvas Minimo(mm) Maximo (mm) Média SD IC

I 0 - - - - -
Agua Il 4 0,136 0,153 0,144 0,008 0,1261-0,1518
11 32 0,161 0,259 0,191 0,021  0,1836-0,1983
v 34 0,270 0,340 0,307 0,017 0,3023-0,3127

I 0 - - - - -
Solvente Il 5 0,140 0,157 0,148 0,008 0,1407-0,1552
I 27 0,164 0,256 0,186 0,026  0,1765-0,1964
1% 38 0,258 0,326 0,284 0,015 0,2797-0,2896

I 1 0,087 0,087 - - -
0,16 Il 21 0,093 0,156 0,139 0,017 0,1316-0,1463
mg.I* 11 40 0,159 0,259 0,181 0,024 0,1733-0,1886
1% 8 0,272 0,294 0,281 0,007  0,2754-0,2865
I 5 0,083 0,086 0,084 0,001 0,0830-0,0849
0,83 m.1" Il 26 0,090 0,158 0,129 0,024 0,1076-0,1503
I 31 0,160 0,260 0,188 0,031 0,1774-0,1985
1% 8 0,260 0,294 0,279 0,011  0,2713-0,2866
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FIGURA 16. Porcentagem de larvas encontradas em cada instar para cada grupo controle (H20 e
solvente) e grupos expostos por 8 dias ao fenantreno.

5.5.2 Emergéncia dos adultos

O inicio da emergéncia dos adultos foi avaliada a partir de dados de trés

bioensaios de toxicidade crbnica, aproximadamente 25 dias, totalizando 240 larvas

expostas nos grupos analisados.

Os grupos controle apresentaram em média emergéncia no 12° dia,

enquanto que nos tratamentos o inicio se deu em média no 14° dia, ndo sendo

detectada diferenca significativa entre os grupos controle (p<0,05). Comparando-se

os tratamentos com fenantreno, ao padrdo ambos apresentaram diferenca
significativa com p=0,013 para 0,16 mg.I* e 0,035 para 0,83 mg.I"t. O aumento da

concentracdo do fenantreno ndo provocou atraso significativo na emergéncia dos

adultos com p=0,677, obtendo-se resposta concentracao-nao-dependente (Fig. 17).

Estes dados foram confirmados utilizando o teste de Tukey aposteriori (p<0,05)
obtendo-se p=0,013 e 0,03, para 0,16mg.I"* e 0,83 mg.I"%, respectivamente.
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Atrasos no inicio da emergéncia de machos foram significativos para ambos
os tratamentos em relacdo ao grupo controle com p=0,013 para 0,16mg.lI"t e
p=0,004 para 0,83 mg.I'* porém, o aumento da concentragdo ndo representou
atrasos significativos (p=0,333), obtendo-se resposta concentracdo-nao-
dependente (Fig. 18). No teste de Tukey (p< 0,05) aposteriori foram obtidos p=0,01
para ambas as concentracoes. Esses dados demonstraram que o fenantreno afeta

a emergéncia dos machos provocando atrasos.
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FIGURA 17. Emergéncia dos adultos de C. sancticaroli demonstrando os grupos controle (agua e
solvente) e grupos expostos ao fenantreno durante oito dias, indicando a média e desvio padréo.
Letras diferentes indicam diferenca significativa para p <0,05 (ANOVA-one way com teste aposteriori

de Tukey).

O inicio da emergéncia das fémeas ocorreu sem atrasos significativos com
p=1para 0,16 mg.It, e p=0,116 para 0,83 mg.I* (Fig. 19). Esses dados foram
confirmados pelo teste de Tukey (ps 0,05) obtendo-se p= 1 para 0,16 mg.lIt e
p=0,11 para 0,83 mg.I. Isto sugere que a presenca do fenantreno ndo altera o

tempo de emergéncia das fémeas de C. sancticaroli.
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FIGURA 18. Emergéncia dos machos de C. sancticaroli demonstrando os grupos controle (agua e
solvente) e grupos expostos ao fenantreno durante oito dias, indicando a média e desvio padréo.
Letras diferentes indicam diferencga significativa para p<0,05 (ANOVA-one way com teste aposteriori
de Tukey).
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FIGURA 19. Emergéncia das fémeas de C. sancticaroli demonstrando os grupos controle (agua e
solvente) e grupos expostos ao fenantreno durante oito dias, indicando a média e desvio padréo.
Letras diferentes indicam diferenca significativa para p<0,05 (ANOVA-one way com teste aposteriori
de Tukey).
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Para o numero de adultos que emergiram foi observada um queda
significativa com o aumento da concentracdo, sendo em média de 76 individuos no
grupo controle agua, 75 no grupo controle solvente, 30 no tratamento de 0,16 mg.I**
e apenas 22 no tratamento 0,83 mg.It, com p= 2,48 para 0,16mg.I"* e p=1,31 para
0,83 mg.It (p<0,05). Neste caso, a resposta representou concentracdo-dependente
(Fig. 20). Estes resultados foram corroborados pelo teste de Tukey (p<0,05)
aposteriori, obtendo-se p<0.000 para 0,16 mg.I* e p<0,000 para 0,83 mg.l.Isto
indica que a exposi¢cdo ao fenantreno provoca reducdo do numero de adultos de

Chironomus sancticaroli.
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FIGURA 20. Total dos adultos de C. sancticaroli demonstrando os grupos controle (Agua e solvente)
€ grupos expostos ao fenantreno durante oito dias, indicando a média e desvio padrdo. Letras
diferentes indicam diferenca significativa para p<0,05 (ANOVA-one way com teste aposteriori de
Tukey).

5.5.3 Fecundidade potencial das fémeas

A avaliagdo da fecundidade potencial das fémeas de Chironomus
sancticaroli sugeriu que o fenantreno n&o afeta o numero de ovos possiveis de ser
produzidos pelas fémeas, ndo ocorrendo diferenca significativa entre 0os grupos

controles (p= 0,924) e entre os tratamentos com fenantreno e controle agua com p
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=0,167 para 0,16 mg.I"* e 0,295 para 0,83 mg.I"* pelo teste ANOVA com p < 0,05. O
mesmo ocorreu entre os tratamentos com p = 0,620 (Fig. 21). Esses dados foram
corroborados pelo teste de Tukey (p< 0,05) aposteriori com p=0,561 para 0,16 mg.I"
1 e 0,561 para 0,83 mg.I".
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FIGURA 21. Fecundidade potencial das fémeas de C. sancticaroli demonstrando os grupos controle
(4gua e solvente) e grupos expostos ao fenantreno durante oito dias, indicando a média e desvio
padrdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa para p<0,05 (ANOVA-one way com teste
aposteriori de Tukey).

6. DISCUSSAO

A avaliacdo conjunta de respostas em diferentes niveis de organizacao
biolégica auxilia na compreensdo da toxicidade sobre os organismos, ajudando a
determinar o impacto ambiental provocado pela presenca dos compostos quimicos
(Ross et al. 2002; Lee & Choi 2006).

Neste estudo foram avaliados os efeitos do fenantreno sobre C. sancticaroli
em niveis molecular e populacional. Em ambos, a espécie demonstrou ser sensivel

a exposicdo ao fenantreno sendo observado danos ao DNA, em nivel molecular, e
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reducdo no tamanho da capsula cefalica, atrasos na emergéncia dos adultos e dos
machos e diminuicdo do numero de individuos alados, em nivel populacional.

A calibragédo das concentragdes do fenantreno sobre C. sancticaroli indicou
que as larvas de 3° instar final/ 4° instar inicial ndo sobrevivem em concentracdes
acima de 3,2 mg.I't, que representa 99% de mortalidade, enquanto que 50% dos
organismos sdo capazes de sobreviver em 1,6 mg.ll Para C. riparus a
concentracdo letal para a emergéncia de 50% dos organismos, em 28 dias de
exposicdo ao fenantreno, foi determinada em 0,124 mg.I"t, por Paumen et al. (2007).
Este aumento da CLso em 13 vezes para C. sancticaroli, pode estar relacionada
principalmente aos diferentes estagios de vida que permaneceram expostos ao
fenantreno. Os organismos de C. riparus foram expostos no estagio de larva de 3°
instar/4°instar, passando pelo estadgio de pupa até a emergéncia dos adultos,
enguanto que para C. sancticaroli somente foram expostos individuos no estagio de
larva. Dessa forma, o estagio larval pode representar o estagio de vida dos
guironomideos com maior resisténcia a exposicdo ao fenantreno.

A concentracdo letal a 50% do fenantreno também foi determinada para
diversos organismos. Para anelideos (Eisenia fetida), um importante bioindicador de
solo, obteve-se CLsoigual a 40,67 mg.Kg* (Wu et al. 2011). Em peixe, a CLso para 96
horas foi determinada em 0,94 mg.I' para Colossoma macropomusn, 1,03 mg.l*?
para Curimbata (Prochilodus lineatus) e 1,17 mg.I"* para Zebrafish (Veintemilla 2006;
Zhao 2011; Martins 2012). Para camaréao foi obtida CLso igual a 360 ug.I'* para 96
horas de exposicdo (Unger 2009). Em collembola (Folsomia candida), insetos de
solo, a CLso para 96 horas foi determinada em 171 pmol.Kg? (Paumen 2009).
Comparando-se com esses organismos, Chironomus sancticaroli apresentou ClLso
com maior proximidade a CLso determinada para as diferentes espécies de peixes, 0
gue pode estar relacionado a ambos habitarem o meio aquatico. No entanto, C.
sancticaroli demonstrou maior resisténcia a exposi¢cao ao fenantreno, em relagéo, a
todos os organismos, com excecdo apenas dos anelideos. Segundo Fent et al.
(2004) a diferenca de sensibilidade dos organismos podem estar relacionado a
fatores como biodisponibilidade, metabolizacéo e habito de vida dos organismos.

A partir da CLso foi estimada a concentracao de efeito ndo observado (CENO
igual a CLs0/10) em 0,16 mg.I't. Essa concentracdo é determinada pela USEPA

(2000) como a maior concentragdo em que 0S compostos quimicos ndo afetam os
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organismos expostos, sendo estatisticamente igual ao controle. Neste estudo o
fenantreno provocou efeitos genotoxicos e populacionais até mesmo na
concentracdo CENO, o que indica uma alta toxicidade do composto. Dessa forma,
novos estudos sdo necessarios para se determinar o limite minimo da concentracao
de fenantreno que nao causa efeitos sobre os organismos.

A realizacdo de bioensaios agudo e crénico demonstrou que 0s estagios
iniciais de desenvolvimento dos imaturos foram afetados, indicando que as larvas de
segundo instar sdo mais sensiveis que as larvas de terceiro instar final/ quarto instar
inicial, as quais tiveram menor indice de mortalidade.

Os danos ao DNA causado pelo fenantreno foram avaliados através do
ensaio cometa alcalino. Nestes, juntamente com o controle negativo (H20), foram
avaliados os danos ao DNA ocasionados pelo solvente (etanol P.A.), que poderia
estar influenciando nos resultados e assim seria obtida uma resposta falso-positiva.
Contudo n&o houve diferencga entre os dois grupos, indicando que, as concentracdes
de solvente (etanol 100%) utilizadas ndo ocasionou danos significativos ao DNA das
larvas de C. sancticaroli. Este dado se assemelha ao proposto por Phillips &
Jenkinson (2001) de que o etanol ndo é genotoxico.

Em exposicdo aguda esperava-se um significativo aumento dos danos ao
DNA com a elevacdo da concentracdo, ja que foram utilizadas concentracdes que
representam uma faixa crescente de mortalidade dos organismos, CENO, CL2, CLuo,
CLso e CLso. Neste caso, o aumento relativo da concentracdo de fenantreno poderia
ocasionar maiores danos ao DNA das larvas de C. sancticaroli. Entretanto, foi
observada diferenca significativa apenas entre as concentracées de 0,16 mg.It e
1,06 mg.I'*

A observacdo de danos mais severos (classes trés e quatro) e maiores
escores das laminas nas maiores concentragfes de fenantreno também sugerem,
aumento de danos ao DNA com a elevagdo da concentragdo de fenantreno.
Contudo, o aumento da concentracdo em 10x ndo ocasionou resposta significativa
em relacao ao controle, sendo obtida uma resposta concentragcao-nao-dependente.

Esses resultados indicam que o fenantreno € genotoxico a C. sancticaroli
causando quebras no material genético em baixas concentracdes em curto periodo

de exposicdo. Considerando que os efeitos moleculares sé&o primarios, a avaliacao
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dos danos ao DNA através do ensaio cometa alcalino, poderia auxiliar na
identificag8o do fenantreno em estégios iniciais de contaminagéo ambiental.

O mesmo padrao de danos ao material genético foi encontrado em exposicao
cronica. Ambas as concentracdes analisadas se diferenciaram do controle, embora o
aumento da concentracdo em aproximadamente 5x ndo ocasionou intensificacdo da
quebra do material genético. Considerando que danos da classe trés e classe quatro
e laminas de maior escore foram observadas na maior concentragéo (0,83 mg.I), ha
um indicio de que o aumento da concentracdo de fenantreno poderia ocasionar
aumento nos danos ao DNA em longo periodo de exposicao.

Contudo, a obtencdo de resposta concentracdo-ndo-dependente pode
representar que mesmo com 0 aumento relativo da concentracdo o potencial
genotoxico do fenantreno ndo se intensifica, e neste caso, a permanéncia do
composto no ambiente também nao elevaria os danos ao DNA.

A obtencdo de resposta concentracdo-ndo-dependente para os danos ao
DNA pode ser decorrente do mecanismo presente nos organismos que neutralizam
a acdo do fenantreno sobre o material genético. Segundo Marinkovic et al. (2011) o
fenantreno provoca ativagdo da enzima de reparo de DNA, o que poderia estar
reduzindo a intensificagdo dos danos ao material genético.

A avaliagdo conjunta da exposicdo cronica e aguda demonstrou que o
fenantreno € potencialmente genotéxico a C. sanctiaroli causando danos ao DNA.
Segundo Jha (2008) os danos podem representar, em curto prazo, efeitos subletais
e a longo prazo pode ocasionar mutagdes, perdas e aberra¢cdes cromossomicas
assim como pode ocasionar alteracdo na estrutura génica da espécie. Dessa forma,
o estudo dos danos ao DNA ocasionados pelo fenantreno torna-se de grande
relevancia para o monitoramento ambiental.

Os efeitos populacionais em quironomideos ocasionados pela exposi¢cdo a
xenobidticos sdo amplamente estudados, representando importantes endpoints (Lee
& Choi 2006; Paumen et al. 2007; MarinKovic et al. 2011; Nair et al. 2011). Segundo
Strixino (1982) a medida da cépsula cefalica pode ser utilizada para determinar o
instar larval e, consequentemente, avaliar o desenvolvimento dos organismos. Os
instares larvais para C. sancticaroli jA foram definidos pela medida da capsula
cefalica por Strixino & Strixino (1982) e Richardi et al. (2013).
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A cépsula cefalica das larvas expostas sofreram reducdo de 1,5 vezes em
relacdo ao grupo controle. Utilizando as medidas de Richardi et al. (2013) as larvas
analisadas estavam em média no terceiro instar, sugerindo uma sincroniza¢cado no
ciclo de vida. Entretanto, ocorreu aumento na porcentagem de larvas no segundo
instar e reducado nas larvas de quarto instar em ambas as concentracoes, testadas
no bioensaio cronico, indicando atraso no desenvolvimento larval. Esses dados nao
corroboram com Marinkovic et al. (2011) que ndo observaram alteracdes no
tamanho das larvas expostas ao fenantreno.

A reducdo do tamanho da cépsula cefalica pode ter sido ocasionado pela
inibicdo do processo de muda ou alteragdes em fungbes essenciais como a
alimentacao.

Segundo Marinkovic et al. (2012), em C. riparus, o fenantreno ndo alterou a
expressdo do horménio juvenil (acido-metil-tranferase), que é o principal regulador
da muda. Isto indica que o processo de muda néao é inibido pelo fenantreno através
do metabolismo hormonal.

Ao estudar a histologia das larvas de C. sancticaroli expostas ao fenantreno
Richardi (2013) observou alteracdo em células do intestino responsaveis pela
absorcdo de nutrientes o que poderia reduzir a capacidade nutricional das larvas.
Neste caso, a alteracdo no tamanho da cépsula cefélica poderia estar ocorrendo
devido a reducédo de nutricdo das larvas.

Atrasos no desenvolvimento larval de quironomideos por restricdo alimentar
ja foram descritos na literatura. Libber et al. (1996) observaram que a reducéo da
guantidade de alimento oferecido as larvas ocasiona um retardo no desenvolvimento
dos organismos resultando em atrasos na emergéncia dos adultos de C. tentans. O
mesmo foi determinado por Ristola et al. (1999) em estudo com C. riparus. Isto
reforca o indicativo de que o fenantreno esteja atuando sobre a nutricdo das larvas
de C. sancticaroli.

Avaliando-se o inicio da emergéncia foram observados atrasos para 0s
adultos nas duas concentracdes analisadas, indicando atrasos no ciclo de vida da
espécie, embora nao tenha ocorrido resposta concentracdo-dependente. Atrasos na
emergéncia de diferentes espécies de quironomideos foram observados em
exposicao a Nitrato de Prata, metais pesados e HPAs (Sibley 1996, Ristola 1999,
Nair et al. 2011).

59



Considerando que as larvas apresentaram reducdo do tamanho sob
exposi¢do ao fenantreno pode-se determinar que isto esta relacionado aos atrasos
decorrente na emergéncia dos adultos, o que sugere que o fenantreno cause
atrasos no desenvolvimento das larvas e, consequentemente, no ciclo de vida da
espécie.

Diferengca na sensibilidade de machos e fémeas em condicbes adversas,
como a exposicdo a compostos quimicos, ja foi amplamente relatado na literatura
(Sanchez et al. 2005; Libber et al. 2006; Ristola et al. 2009; Marinkovic et al. 2011).
Neste estudo, machos apresentaram significativos atrasos no inicio da emergéncia,
para as duas concentracdes analisadas, nos bioensaios cronicos, enquanto que as
fémeas ndo apresentaram retardo no inicio da emergéncia. Isto demonstra a
diferenca de sensibilidade relacionada ao sexo em exposicdo ao fenantreno. Esses
resultados foram obtidos também por Paumen et al. (2007) e Marinkovic et al. (2011)
em estudos com C. riparus.

O numero de adultos que emergiram sofreu uma significativa reducdo com
aumento da concentragcdo obtendo-se apenas 37% na concentracdo 0,16 mg.l't e
28% em 0,83 mg.lL. Isto indica reducdo do numero de organismos adultos com o
aumento da concentragdo, podendo-se, ao longo do tempo provocar redugcdo na
densidade de C. sancticaroli. Esses dados sdo similares aos obtidos por Paumen et
al. (2007) que observou reducdao da emergéncia dos adultos com o aumento da
concentracdo de fenantreno.

A reducdo da quantidade de organismos adultos esta relacionada,
principalmente, ao alto indice de mortalidade das larvas de segundo instar expostas
ao fenantreno, sugerindo que o fenantreno afeta primeiramente a sobrevivéncia dos
organismos. Decréscimo no numero de adultos também foi observado em C. riparus
expostas ao Nitrato de Prata e C. tentans em exposi¢cdo a piretroide (Maul et al.
2009; Nair et al. 2011).

A fecundidade potencial das fémeas de C. sancticaroli, diferentemente dos
outros fatores populacionais analisados nao sofreu alteracdo pela exposicdo ao
fenantreno. Entretanto, nédo foi possivel determinar os efeitos do fenantreno sobre o
numero efetivo de ovos produzidos pelas fémeas, visto que a fecundidade realizada,
ou seja, 0 numero de ovos presente na massa ovigera, segundo Strixino (1980),

depende ndo apenas do numero de évulos maduros, mas de fatores ambientais
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como vento, luz e temperatura que determinam os eventos de encontro de parceiros,
acasalamento e oviposicdo. O que indica a necessidade de pesquisas futuras.

A avaliagdo conjunta da toxicidade do fenantreno sobre C. sancticaroli em
diferentes niveis de organizacao bioldgica, molecular e populacional, demonstrou
que a espécie pode representar um potencial bioindicador ambiental. Da mesma
forma pode-se observar que o fenantreno possui potencial genotéxico, causando
danos ao DNA e afetando também niveis populacionais, provocando alteracdo no
desenvolvimento dos imaturos e retardo no ciclo de vida. Considerando que os
danos ao DNA provocados por exposicao ao fenantreno, ainda ndo haviam sido
abordados na literatura para Chironomidade, sendo este o primeiro trabalho, é de
grande importancia a realizacdo de novos estudos, como, efeitos enzimaticos
(etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) e glutationa-s-transferase (GST)), visando a

entender os efeitos desse composto sobre 0s organismos.
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7. CONCLUSOES

O fenantreno € téxico as larvas de C. sancticaroli sendo obtida faixa de
tolerancia de 0,83 mg.I'* a 3,2 mg.I"* com sobrevivéncia de 50% dos organismos em

concentracéo de 0,16 mg.I"* de fenantreno.

A avaliacao dos danos ao DNA pelo ensaio cometa alcalino, demonstrou que
o fenantreno € genotéxico as larvas de C. sancticaroli em exposicao de 96 horas
(aguda) nas concentra¢des 0,16 mg.I, 0,83mg.I%, 1,06mg.I%, 1,34mg.I"t e 1,60mg.I-

1, e oito dias (crbnica) nas concentra¢des 0,16 mg.l", 0,83mg.I.

O fenantreno causa reducdo do tamanho da capsula cefélica e atrasos na
emergéncia dos adultos e dos machos de Chironomus sancticaroli em exposicéo

cronica ao fenantreno sob as concentrages 0,16 mg.I*%, 0,83mg.I™.

A exposicdo ao fenantreno reduziu o numero de individuos adultos de
Chironomus sancticaroli por exposicdo crénica nas concentragbes 0,16 mg.l?,
0,83mg.I1.

A fecundidade potencial das fémeas de Chironomus sancticaroli nédo foi

afetada em exposicdo cronica (oito dias) nas concentra¢gées 0,16 mg.It, 0,83mg.I"*

de fenantreno.
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ANEXO 1

TABELA XI. Comprimento da capsula cefalica obtido para cada
larva (n=70) nos grupos controle (H20, solvente) e grupos
expostos por oito dias ao fenantreno indicando o valor médio.

Numerodalarva H,0 Solvente 0,16 mg.l™ 0,83 mg.I*

1 0,29 0,302 0,185 0,251
2 0,321 0,292 0,162 0,163
3 0,294 0,326 0,294 0,171
4 0,304 0,316 0,272 0,167
5 0,311 0,271 0,167 0,168
6 0,334 0,286 0,093 0,219
7 0,301 0,294 0,251 0,286
8 0,332 0,258 0,274 0,258
9 0,271 0,141 0,176 0,26
10 0,294 0,289 0,123 0,288
11 0,293 0,28 0,176 0,23
12 0,34 0,268 0,166 0,269
13 0,32 0,279 0,195 0,171
14 0,324 0,225 0,156 0,279
15 0,306 0,157 0,179 0,26
16 0,283 0,289 0,188 0,215
17 0,322 0,256 0,174 0,283
18 0,327 0,284 0,206 0,149
19 0,33 0,291 0,276 0,125
20 0,202 0,278 0,208 0,158
21 0,191 0,185 0,259 0,186
22 0,189 0,3 0,211 0,178
23 0,203 0,14 0,151 0,163
24 0,202 0,169 0,173 0,275
25 0,301 0,164 0,28 0,174
26 0,189 0,27 0,24 0,085
27 0,31 0,266 0,16 0,164
28 0,191 0,169 0,146 0,152
29 0,198 0,289 0,166 0,176
30 0,202 0,157 0,168 0,141
31 0,2 0,18 0,172 0,247
32 0,195 0,277 0,143 0,155
33 0,182 0,297 0,132 0,172
34 0,185 0,171 0,172 0,15
35 0,176 0,185 0,148 0,166
36 0,17 0,262 0,166 0,182
37 0,181 0,177 0,177 0,294
38 0,27 0,264 0,172 0,142
39 0,149 0,288 0,14 0,18
40 0,259 0,174 0,151 0,091



41 0,174 0,268 0,152 0,176
42 0,179 0,165 0,096 0,174
43 0,25 0,245 0,234 0,103
44 0,172 0,277 0,132 0,178
45 0,161 0,274 0,159 0,178
46 0,182 0,181 0,288 0,174
47 0,167 0,256 0,156 0,09

48 0,322 0,183 0,176 0,103
49 0,161 0,169 0,177 0,146
50 0,185 0,309 0,174 0,091
51 0,182 0,179 0,278 0,142
52 0,139 0,178 0,143 0,144
53 0,193 0,188 0,087 0,102
54 0,153 0,265 0,172 0,12

55 0,136 0,178 0,146 0,156
56 0,309 0,178 0,164 0,148
57 0,298 0,183 0,175 0,084
58 0,207 0,179 0,163 0,135
59 0,209 0,183 0,166 0,187
60 0,308 0,296 0,175 0,152
61 0,202 0,286 0,178 0,145
62 0,299 0,311 0,177 0,145
63 0,297 0,164 0,168 0,16

64 0,324 0,282 0,163 0,19

65 0,308 0,291 0,148 0,176
66 0,299 0,172 0,139 0,09

67 0,297 0,285 0,149 0,086
68 0,324 0,149 0,144 0,085
69 0,202 0,291 0,15 0,083
70 0,308 0,269 0,163 0,102

Média 0,245557 0,237143 0,1777143 0,16982857
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ANEXO 2

TABELA XIl. Tamanho das asas (M (mm)) e fecundidade potencial (F.) de 30 fémeas para os
grupos controle (H20, solvente) e grupos expostos por oito dias ao fenantreno indicando o valor
médio.

H,O0 Solvente 0,16 mg.I* 0,83 mg.l™*
Asa M. (mm) F. M. (mm) F. M. F. M. (mm) F.
1 3,22 808,61 3,17 785,50 2,956 686,46 3,126 767,35
2 3,11 280,375 3,10 752,49 2,085 275,66 3,023 718,77
3 2,60 518,08 3,02 718,53 2,404 426,11 2,845 634,82
4 2,91 662,40 3,21 804,37 2,172 316,69 3,043 728,20
5 3,14 770,88 2,97 690,70 2,036 252,55 3,232 817,34
6 2,86 641,65 3,16 782,67 2,305 379,42 3,034 723,96
7 3,06 734,09 2,85 634,58 2,193 326,60 2,645 540,49
8 2,68 557,70 3,05 731,26 2,197 328,48 2,985 700,85
9 3,11 758,62 2,90 657,69 2,312 382,72 3,11 759,80
10 2,92 669,48 3,05 731,26 2,369 409,61 3,1 755,08
11 2,98 696,36 2,81 619,48 2,15 306,32 2,665 549,92
12 3,06 735,98 3,14 773,24 2,393 420,92 2,790 608,88
13 3,10 752,02 3,21 805,78 2,153 307,73 2,827 626,33
14 3,02 718,53 3,35 872,28 3,114 760,98 2,882 652,27
15 2,98 699,19 3,03 721,36 3,097 752,96 2,541 491,44
16 3,03 722,77 3,16 780,31 2,998 706,27 3,167 786,68
17 3,10 752,49 3,13 768,52 2,971 693,53 2,91 665,47
18 2,76 595,90 2,88 652,50 2,712 571,38 3,2 802,25
19 3,13 767,11 3,00 708,15 2,675 553,93 2,965 691,41
20 3,02 718,53 2,84 631,75 2,915 667,12 3,083 747,07
21 2,97 693,53 2,84 631,75 2,640 537,42 3,081 746,12
22 3,20 802,01 3,15 777,01 3,143 774,65 2,882 652,27
23 2,76 594,49 2,69 562,89 2,980 697,78 3,115 762,16
24 2,85 636,46 2,95 684,10 2,994 704,38 2,827 626,33
25 3,06 735,98 2,89 652,97 2,502 472,33 2,750 590,01
26 2,94 679,38 2,73 580,34 2,733 581,28 3,2 802,25
27 2,72 574,68 2,82 624,20 2,785 605,81 3,265 832,90
28 3,12 764,75 2,82 622,31 2,368 409,13 2623 530,11
29 2,91 666,65 2,70 564,30 2,86 641,18 2,747 588,60
30 2,98 697,78 2,68 556,29 3,021 717,11 2,953 685,75

Média 2,98 694,00 2,98 695,95 2440,00 522,2171 2,437 686,1617
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