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RESUMO

Juvenis do peixe estuarino Poecilia vivipara foram expostos em experimentos
semi-estaticos ao hidrocarboneto policiclico aromético fenantreno, e ao metal pesado
cobre. Apos 96 h de exposicao dos peixes as concentracdes de 2,5, 10, 50, 100, e 150 ug
L™ de fenantreno e 5, 20, 40, 100, 200 ug L™de cobre foram avaliados os efeitos
subletais sobre biomarcadores comportamentais quantificados individualmente nos
peixes. Os peixes foram monitorados com um sistema de video digital em arenas
experimentais, e foi quantificada a velocidade de natacdo em cm s durante atividade
natatoria espontanea e durante atividade natatoria sob estimulo de nduplios de Artemia
oferecidos como presas. Neste mesmo experimento com presas disponiveis foi
quantificado o nimero de nauplios capturados. Além disso, foi avaliada a resisténcia
natatdria contra-corrente dos peixes expostos através de um sistema experimental
desenvolvido durante este trabalho. Para os peixes expostos ao fenantreno também foi
quantificada a acuidade visual baseada nas respostas optocinéticas. A atividade natatoria
sob estimulo de presas disponiveis diminuiu com a exposi¢do dos peixes ao fenantreno,
apresentando diferenca estatistica entre as velocidades médias (p <0,001). Foi detectado
um déficit na acuidade visual, e na quantidade de presas capturadas pelos peixes
expostos ao fenantreno, existindo diferenca estatistica para ambos parametros entre o
controle e a concentracéo de 150 pg L™. Estes resultados demonstram que a exposicao
de P.vivipara a concentracdes subletais de fenantreno alteraram sua habilidade visual e
capacidade de capturar presas, apesar de ndo ter-se percebido modificagdo da resisténcia
natatdria. Por outro lado, nos peixes expostos ao cobre ndo foram detectadas diferencas
significativas na natacdo espontanea, natacdo durante a alimentacdo com Artemia e na
captura de nauplios. Entreteanto, houve diminui¢do da resisténcia natatoria entre os
peixes expostos ao cobre a 200 pg L™ e o controle, o que pode influenciar na habilidade
destes individuos em estabelecer posicdo adequada em habitats em situac6es de corrente
adversas durante o fluxo das marés em estuarios onde esta espécie habita.

Palavras-chave: Poecilia vivipara. Fenantreno. Cobre. Comportamento.



ABSTRACT

Juveniles of the estuarine fish Poecilia vivipara were exposed in semi-static
experiments to the polycyclic aromatic hydrocarbon phenanthrene, and to the metal
copper. After a 96 h exposure of the fish to the concentrations of 2.5, 10, 50, 100, and
150 pg L™ phenanthrene, and 5, 20, 40, 100, 200 ug L™ copper, sublethal effects were
evaluated based on behavioral biomarkers individually quantified in the exposed fish.
Fish were monitored with a digital video system in experimental arenas, and swimming
speed in s* was measured during spontaneous swimming activity, and during
swimming activity under the stimulus of Artemia nauplii offered as prey. During this
experiment with Artemia the actual number of captured nauplii was quantified.
Additionally, the counter-current swimming resistance of the exposed fish was
quantified with an experimental system developed during this study. For fish exposed to
phenanthrene, visual acuity based on optokinetic responses was also quantified.
Swimming speed under the stimulus of available prey diminished after fish were
exposed to phenanthrene, and statistical differences were detected between average
speeds (p<0.001). A deficit in visual acuity and in the amount of captured prey was
detected in fish exposed to phenanthrene, with statistical differences for both parameters
between control and 150 pg L™ exposed fish. These results show that sublethal
exposure of P. vivipara to phenanthrene can alter its visual ability and capacity to
capture prey, although no effect was detected on swimming resistance. On the other
hand, no effects were detected on spontaneous swimming, swimming during Artemia
feeding or on Artemia capture rates for fish exposed to copper. However, a decrease in
swimming resistance was detected on fish exposed to copper at 200 ug L™ and the
controls, what can influence the ability of these individuals in establishing adequate
position in habitats under the influence of strong currents, as during tide flows in
estuaries where this species is found.

Keywords: Poecilia vivipara. Phenanthrene. Copper. Behavior.
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1. Introducéo e Fundamentacéao Teorica
1.1 Fontes de Contaminacao Aquatica e caracteristicas gerais do fenantreno e

cobre

Diversas atividades humanas séo fonte potencial de contaminantes para 0s
ecossistemas aquaticos. O lancamento de esgotos domesticos urbanos nos cursos de
agua € uma das mais conhecidas fontes de contaminacdo e que causam sérios problemas
para a qualidade da 4gua de mananciais em muitas cidades do mundo. Esta situacdo se
agrava ainda mais quando esses efluentes sdo misturados com os de origem industrial,
podendo apresentar riscos ainda mais serios e de dificil controle e manejo, por causa da
presenca de compostos perigosos.

O petrbleo é uma mistura complexa que contém muitas substancias toxicas como
benzeno, tolueno, xileno, &cidos, fendis, compostos com enxofre (sulfetos, tidis e
tiofendis) e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) (McLusky, 1995). A
introducdo destes compostos no ambiente marinho pode ocorrer tanto de forma
esponténea, como durante a lavagem de tanques de navios, como de forma acidental, em
derrames e petrdleo. Parte destes compostos de volatilidade e hidrossolubilidade
variavel pode se dissolver na &gua do mar constituindo a Fracdo Soluvel do petréleo em
Agua (FSA) (Anderson et al., 1974). Os hidrocarbonetos sdo os mais importantes e
guantativamente os principais constituintes do petrdleo, e sdo aqueles que acarretam 0s
maiores efeitos negativos ao ambiente (McLusky, 1995). Podem ser divididos em
alifaticos, aliciclicos e aromaticos. Dentre os compostos encontrados na FSA, o0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo 0s que possuem o maior poder
danoso (McLusky, 1995). O fenantreno é um dos aromaticos tipicamente detectados em
maiores concentragdes na agua de ambientes influenciados por atividades relacionadas a
indUstria petrolifera (Carls et al., 2002), sendo um poluente de significativa persisténcia
ambiental.

Estudos revelam que os efeitos toxicos atribuidos aos HPAs sdo 0s mais
diversos, como alteragdes na morfologia de 6rgdos internos (Incardona et al., 2004)
mudancas no metabolismo (Vieira et al., 2008) e comportamento (Gregg et al., 1997).

Devido a sua persisténcia ambiental e toxicidade, o fenantreno esta entre o grupo
de HPAs que causam maiores danos aos seres aquaticos. Dentre os modelos de

toxicidade para estagios iniciais de desenvolvimento de peixes expostos a misturas
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complexas de petrdleo, a exposi¢do ao fenantreno previa consistemente a toxicidade
para estagios jovens de salméo do pacifico e do arenque (Barron et al., 2004). De modo
semelhante, foi detectada toxicidade em concentracdes ambientalmente relevantes do
fenantreno para estagios iniciais de desenvolvimento do dourado Salminus brasiliensis,
quando a eficiéncia na captura de presas pelas larvas expostas foi reduzida (Carvalho et
al., 2008). Cabe salientar que acidentes ambientais envolvendo a industria do petréleo
também podem ocorrer em aguas interiores, como foi o caso dos Rios Barigui e Iguacu,
no Parana, quando diversas espécies de peixes foram afetadas por um vazamento, e 0
fenantreno foi detectado em concentragOes significativas na regido de influéncia
(Meniconi e Gabardo, 2002).

O cobre (Cu) é um elemento de significativa relevancia social devido as suas
caracteristicas que permitem uma ampla aplica¢cdo do mesmo. O cobre é comercializado
nas industrias eletroliticas, metalUrgicas, quimica, bélica, alimenticia, farmacéutica, na
construcdo civil e na industria dos transportes automobilistico, naval, aeronautico e
ferroviario, sendo também utilizado na agricultura como fungicida, inseticida e algicida.

O metal cobre, pode contaminar ambientes aquaticos na forma solGvel catidnica
Cu+2, pelo escoamento e/ou lixiviagdo a partir dos produtos em que entra na
constituigdo, tanto na inddstria como nos processos de mineragdo (Bidone, 2001).

Em consequéncia das restricdes ao uso dos organoestanicos (Ytreberg et al.,
2010) o cobre é atualmente um dos principais elementos constituintes das tintas anti-
incrustantes utilizadas em embarcacGes, 0 que torna as areas portudrias regides de
potencial contaminagdo aquatica.

Estudos ecotoxicoldgicos demonstram que os efeitos do cobre em peixes ndo se
limitam apenas a letalidade, podendo também interferir na fisiologia, metabolismo, e
comportamento. Em experimentos recentes com exposicdo de peixes a concentragdes
subletais de cobre foi verificado que podem causar diminuicao da resisténcia natatoria
de Pomatoschistus microps (Vieira et al., 2009), comprometimento da acuidade olfativa
em Pimephales promelas (Green et al, 2010), morte de células da linha lateral de Danio
rerio (Linbo et al., 2006) e alteracdo do desenvolvimento embrioldgico de Danio rerio
(Johnson et al., 2007).

Por serem consideradas substancias de persisténcia ambiental, estudos
relacionados com seus efeitos letais e subletais geram informac6es de suma importancia
para orgdos de monitoramento e ramos da sociedade envolvidos com a protecdo

ambiental. Os resultados destes estudos permitem avaliar 0s riscos que estes quimicos
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podem causar a0 ambiente, fatores preponderantes inclusive para tomada de acOes
politicas com objetivo de regular atividades antrépicas que utilizam estas substancias.
Estas acdes integradas com as informacGes cientificas podem fazer com que estes
compostos quimicos ndo causem alteragdes no equilibrio dos ecossistemas, ou em

alguns casos, diminuam sua interferéncia neste equilibrio.

1.2 A Ecotoxicologia e as diferentes medidas de efeito biolégico dos

contaminantes

A Ecotoxicologia é uma ciéncia que integra os conceitos da Ecologia, disciplina
que se ocupa das rela¢fes entre 0s seres vivos e 0 ambiente, também conceituada como
0 estudo do aproveitamento e da distribuicdo da energia no sistema, e da Toxicologia,
que estuda os efeitos adversos de determinada substancia num dado organismo e
procura clarear o mecanismo de acao tdxica no mesmo.

Embora a Toxicologia e a Ecologia sejam duas ciéncias com estruturas e
direcionamentos distintos, na Ecotoxicologia interagem-se com o objetivo de solucionar
problemas de poluicdo ambiental (Zagatto e Bertoletti, 2006).

A Ecotoxicologia possui como principal paradigma a relacdo existente entre a
dose que um ser vivo € exposto a um poluente e a resposta que este pode causar
(paradigma dose-resposta). Segundo este pensamento todos os efeitos decorrentes da
exposicdo a contaminantes ambientais se iniciam com uma interacdo deste contaminante
com o denominado sitio de acdo ou receptor, que pode ser tanto um conjunto de células
como o tecido branquial em contato direto com a 4gua ou uma molécula representada
por uma enzima ou gene presente nas células de determinado tecido ou érgéo.

Os efeitos de compostos quimicos ambientais podem se propagar ao longo dos
ecossistemas, desde niveis suborganismicos, passando por respostas dos individuos
como membros de populacdes, até respostas que caracterizam processos ecologicos que
ocorrem ao nivel de populagGes e comunidades dos diferentes ecossistemas(Souza e
Carvalho, 2010). Biomarcadores sdo medidas destes efeitos dos contaminantes restritas

ao nivel do individuo, idéia que é melhor representada graficamente na Figura 1.
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Biomarcadores

Figura 1- Niveis de organizacdo bioldgica através dos quais os efeitos de um contaminante
ambiental pode ser propagar, e sua relagdo com o conceito de biomarcadores. Fonte:(Souza e
Carvalho, 2010).

Partindo deste principio, acbes com o objetivo de proteger as populacdes devem
ser iniciadas buscando-se identificar os problemas causados pelos poluentes focando-se
nos efeitos encontrados nos individuos, através dos biomarcadores.

O termo biomarcador tem origem na toxicologia humana e farmacologia, tendo
sido incorporado a ecotoxicologia, onde se tornou palavra chave. A definicdo de
biomarcadores tem passado por uma evolucdo desde o inicio de sua aplicacdo na
ecotoxicologia, e a definicdo proposta por Walker no seu livro Principios de
Ecotoxicologia (Walker et al., 2005), e anteriormente proposta por Depledge et al.
(1993) tem sido utilizada por muitos pesquisadores.

Segundo Walker (2005) biomarcadores séo definidos como efeitos de compostos
quimicos variando de niveis subcelulares de organizacdo bioldgica até o nivel de
individuos. Abrangem efeitos bioquimicos, fisioldgicos, histologicos, morfologicos e
comportamentais que caracterizem uma alteracdo com relacdo a uma situacdo em que a
exposicdo quimica esta ausente, e as respostas se encontram dentro da faixa
homeostatica normal dos organismos. Como exemplos de biomarcadores, podemos
considerar desde efeitos bioquimicos como a inducdo de enzimas de biotransformacao,
mutacdes geneticas, alteracbes fisiologicas relacionadas a alteracdes metabolicas e
ionorregulatérias, alteracdes histologicas na estrutura celular de tecidos especificos,
deformidades morfolGgicas macroscopicas externas, até alteragdes comportamentais dos
individuos afetados (Souza e Carvalho, 2010).
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1.3 Biomarcadores comportamentais e sua aplicacdo com peixes na

Ecotoxicologia

Os ambientes costeiros sdo um alvo facil para contaminacdo com poluentes
advindos das atividades humanas. Dentre muitos, o fenantreno e cobre merecem grande
atencdo tanto por suas propriedades toxicas como pela facilidade de serem encontrados
nos corpos d’agua, seja por introdugdo por processos industriais como por acidentes
ambientais com petréleo (Carls et al., 1999).

Os peixes representam um grupo de organismos aquaticos de significativa
relevancia para a sociedade, tanto por causa de aspectos econdmicos, caso de pescarias
comerciais, quanto ecoldgicos, por representarem o mais diverso grupo de vertebrados
(Nelson, 2006), e exercerem as mais variadas funcdes dentro dos ecossistemas aquaticos
(Gerking, 1994).

Algumas espécies de peixe, por serem importantes indicadores ambientais, sdo
utilizados em estudos ecotoxicoldgicos, que buscam descobrir efeitos que o0s
contaminantes podem causar nestes animais (Weis e Weis, 1989). As concentragdes
utilizadas nestes testes nem sempre chegam a causar letalidade, porém, efeitos subletais,
tdo importantes quanto os letais, sdo encontrados nos mais variados niveis de
organizacdo biologica. Os efeitos ndo letais sdo detectados desde niveis
suborganismicos, como a alteracdo a nivel celular da estrutura de 6rgdos sensoriais, até
o nivel individual, onde sdo quantificados os efeitos comportamentais.

Os estagios da vida dos peixes em que se verifica maior sensibilidade ao estresse
causado pela contaminacdo quimica sdo os periodos iniciais de desenvolvimento. Os
efeitos neste momento do ciclo de vida influenciam o desenvolvimento, o crescimento,
a forma e funcéo dos individuos, possivelmente afetando o recrutamento da populacao,
e conferindo aos estudos deste tipo significativa relevancia ecoldgica (Weis e Weis,
1989; Fairbrother et al., 1999).

Na Figura 2 estd esquematizado um modelo de recrutamento para peixes
proposto por Lecher e al.,(1996), e neste esquema estdo enfatizados os parametros
comportamentais do efeito de contaminantes quimicos possiveis de serem quantificados
relacionados as habilidades sensoriais como a visdo e habilidades motoras, por exemplo
a capacidade de natacdo, ou combinagdes destas habilidades em processos mais

complexos, como a captura de alimento e consequente crescimento.
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Parametros comportamentais e modelos de recrutamento em peixes ‘

Tamanho larval Densidade de presas,
tamanho

ALIMENTAGAO |
| e Sucesso na captura da presa
 Ingestio
METABOLISMO 1 Eficiencia de assimilagao,
CRESCIMENTO Crescimento metabolismo
<« |'Tamanho do predador,
densidade
PREDAGAOQ — !

Predacdo L Vulnerabilidade | COMIDO?

Adaptado de Sobrevive e continua

Letcher et al., 1996 crescendo

Figura 2 - Parametros comportamentais que podem ser quantificados para analise do risco da
contaminagao quimica afetar o recrutamento de recursos pesqueiros

Avancos recentes na tecnologia de automacéao de obtencdo de imagens de video
e andlise destas imagens tornaram possivel um progresso significativo na facilidade,
utilidade e custo de se obter, interpretar e aplicar parametros comportamentais em
problemas ambientais especificos (Kane et al., 2004).

O comportamento associa a fisiologia e a ecologia de um organismo no seu
ambiente, podendo ser representado por acdes quantificaveis que operam através do
sistema nervoso central e periférico (Little e Brewer, 2001), e estes parametros
comportamentais quantificados a nivel dos individuos sdo fundamentais, pois
proporcionam ligacdes entre funcéo fisioldgica e processos ecologicos essenciais para a
manutencdo dos estoques pesqueiros e/ou da biodiversidade e (Scott e Sloman, 2004).

Biomarcadores comportamentais sdo a expressdo de respostas integradas de
varios niveis de organizacdo bioldgica, sendo resultado de aspectos moleculares,
fisioldgicos e ecoldgicos da toxicologia. Um melhor entendimento dos efeitos
toxicoldgicos nos sistemas naturais pode ser alcangado pela integracdo de parametros
comportamentais de toxicidade com indicadores de outros niveis de organizacéo (Scott
e Sloman, 2004).
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Alem de possuirem grande nivel de detalhamento os biomarcadores
comportamentais conseguem identificar modificagdo no comportamento de um animal,
desde uma simples alteracdo, restrita ao individuo, ou até mesmo causar modificacdo
em suas interagdes sociais ou com o ambiente, como comportamento reprodutivo,
territorialidade. Essas modificagdes podem ainda causar a exclusdo da funcdo ecoldgica
destes animais, que apesar de estarem vivos, passam a ndo contribuir mais com o
ambiente em que vivem ou mesmo com a manutencdo da propria populacdo (Scott e
Sloman, 2004).

Estudos revelam que os biomarcadores comportamentais podem revelar o0s
efeitos dos mais variados compostos quimicos. Um exemplo recente envolveu o uso de
parametros subletais de efeito do metilmercario em larvas da corvina atlantica
Micropogonias undulatus, incluindo respostas natatérias de larvas a predadores
artificiais, e cujos dados foram inseridos num modelo de coortes para larvas de peixes.
Os resultados da simulacdo indicaram que o metilmercirio poderia ter um efeito
significativo na dindmica de coortes da populacdo, e que as caracteristicas da relacdo
predador-presa teriam papel significativo na causa dos efeitos previstos (Murphy et al.,
2008; Alvarez et al., 2006).

Com relagdo a espécies brasileiras, a exposicdo de larvas de dourado Salminus
brasiliensis ao fenantreno causou déficits na acuidade visual e na eficiéncia de captura

de presas (Carvalho et al., 2008).

1.3.1 Viséo

A visdo, além de outros sistemas sensoriais, € importante tanto para a deteccao e
eventual captura e ingestdo de presas no ambiente natural, como para a identificacdo de
predadores. Em ambos 0s casos a visdo pode influenciar na sobrevivéncia dos peixes,
especialmente em estagios iniciais de desenvolvimento (Gerking, 1994).

A eficiéncia na procura e deteccdo, bem como a precisdo no ataque e
consequente captura de presas esta diretamente relacionada com o refinamento da visdo
(Evans e Fernald, 1990).

1.3.2 Natacgao

A habilidade de mover-se é uma propriedade fundamental para muitos animais.

E um dos comportamentos mais relevantes, e é um dos fatores principais em
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importantes processos da vida como migracdo, territorialidade, reproducdo,
forrageamento, predagdo e respostas de fuga. Por essa razdo, o comportamento
locomotor contém uma riqueza de informacGes sobre o estado ecoldgico, fisiologico e
toxicolégico de um animal (Erik e Hayley, 1998), podendo ser de grande utilidade para
a avaliacdo de efeitos tdxicos ecologicamente relevantes de contaminantes ambientais.
A atividade natatoria individual, medida sem a influéncia da presenca de outros
individuos da mesma espécie ou de outras espécies tem sido utilizada em varios estudos
como medida importante de monitoramento comportamental por ser influenciada por
diversos tipos de compostos (Little et al., 1990). E um parametro comportamental
altamente robusto que pode ser utilizado em diversas espécies expostas aos mais
variados compostos quimicos em diferentes condicBes experimentais (Saglio et al.,
2003). A atividade natatoria inclui muitas variaveis, como freqiiéncia e duracdo dos
movimentos, velocidade e distancia percorrida durante 0 movimento, a frequéncia e o
angulo das curvas, a posicdo na coluna d’dgua e a forma e padrdo de nado.
ModificacOes toxicas relacionadas ao comportamento de natacdo geralmente ocorrem
mais cedo e a concentracdes menores do que as que levam a mortalidade,
independentemente do tipo de comportamento avaliado (Little, 1990). Como as
varidveis envolvidas com a natacdo estdo inter-relacionadas, varios aspectos
comportamentais de natacdo podem ser simultaneamente afetados por uma substancia
toxica. Em estudos com truta arco-iris expostos a dioxina houve reducédo da frequéncia
de atividade dos peixes, assim como alteracdo da postura de natacdo e do
posicionamento na coluna de agua (Mehrle et al., 1988). Por ser um indicador
consistente de toxicidade subletal para uma grande variedade de espécies expostas a
substancias quimicas diferentes, e sob varias condi¢bes (Little, 1990), a atividade
natatéria pode ser utilizada com seguranga como biomarcador de efeitos
ecotoxicolégicos a nivel comportamental em estudos que buscam elucidar os efeitos

toxicos dos poluentes.

1.3.3 Resisténcia natatéria

A capacidade de natacdo ou resisténcia natatdria é considerada um dos fatores
principais na determinagdo da sobrevivéncia de muitas espécies de peixese outros
animais aquaticos. A maior parte dos peixes, na falta de outras armas contra predadores,

utiliza a natacdo como sua principal forma de evitar e sobreviver ao ataque.
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Além disso, supbe-se que o desempenho maximo de nado pode influenciar
fortemente a capacidade de um peixe para obter comida, encontrar um parceiro
reprodutivo, evitar condicdes desfavoraveis, e também vencer correntes de velocidade
significativa durante o processo de migracdo (Erik Baatrup e Hayley, 1998).

A capacidade de natacdo de um peixe esta diretamente relacionada com sua
velocidade de natagdo. Utilizando esta relacdo a capacidade de natacdo € classificada
em trés categorias segundo as velocidades de natacdo: sustentada, prolongada e de
explosédo (Beamish, 1978).

A velocidade de natacdo sustentada é definida por velocidade baixa que pode ser
mantida por um peixe durante longo periodo de tempo sendo este maior que 240
minutos (Beamish, 1966). A natacdo sustentada esta relacionada com a via metabdlica
aerdbica. Esta velocidade de natacdo reduzida é mantida sem resultar em fadiga
muscular, sendo utilizada para processos de migracdo, e pode ser acelerada para
realizacdo de atividades de rotina, como natagdo espontdnea, forrageamento e
exploracdo de territorio (Reidy et al., 2000).

A velocidade de natacdo prolongada, também estd relacionada com a via
metabdlica aerdbica, mas é de menor duracdo do que a sustentada, menor que 240
minutos, sendo determinada ao ocorrer a exaustdo dos peixes nesta faixa de tempo,
quando expostos a correntes de &gua com velocidade quantificada (Beamish, 1966).

A velocidade de natacdo de explosdo € a mais alta velocidade que os peixes sdo
capazes de suportar, e s6 pode ser mantida por periodos curtos menores de até 60
segundos, estando relacionada com a via metabdlica anaerdbica (Beamish, 1966).

A velocidade de explosdo costuma ser utilizada pelos peixes em tentativas de
captura de presas ou para fuga de um predador, e em qualquer situacao de perturbacédo
subita (Reidy et al., 2000).

No habitat natural as velocidades de natacdo sustentada e prolongada séo dificeis
de serem separadas, pois raramente pode ser observada a fadiga em campo.Por outro
lado, em um tdnel de natacdo no laboratério, as velocidades de natacdo prolongada,
sustentadas ou de explosdo podem ser medidas com mais precisdo,porque a velocidade
que leva a exaustdo pode ser mais facilmente determinada em funcdo do tempo
(Beamish, 1978). No entanto, alguns estudos concluiram que o cansaco é também é um
comportamento do animal , e ndo s6 um fenémeno fisioldgico, visto que a economia de

energia pelo animal é uma fator de grande importancia metabolica (Nelson, 1990).
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Estudos revelaram que a exposicdo do peixe estuarino Pomatoschistus microps a
contaminantes toxicos como o cobre e o mercdrio levaram a uma mudanca tanto no
desempenho de natacdo sustentada como nos biomarcadores bioquimicos quantificados.
A desregulacdo de funcdo colinérgica e da capacidade de detoxificacdo, bem como as
demandas energéticas adicionais decorrentes do estresse quimico sugeridas pelos
biomarcadores bioquimicos alterados parecem ter contribuido para o decréscimo da
natacdo prolongada ou da resisténcia natatéria demonstrando que existe uma estreita
relacdo entre estes parametros (Vieira et al., 2009).

A capacidade de natacdo € um parametro comportamental importante que pode
avaliar em diferentes condi¢bes ambientais os efeitos da exposicdo de peixes a
poluentes na sua adaptabilidade aos habitats e na sua sobrevivéncia em um sistema
ecologico. Desta forma, este de biomarcador comportamental é medida confiavel e
ecologicamente relevante (Plaut, 2001).

1.3.4 Captura de presas

O ato de capturar presas faz parte do comportamento de forrageamento de um
animal, acdo que esta ligada ao uso de diversos fatores inclusive de 6rgdos sensoriais
(Thetmeyer e Kils, 1995). Walker (2005), em seu livro, demonstra que durante o
forrageamento, o animal além das percepcdes sensoriais, também se utiliza de acGes
determinantes, como encontrar, escolher, capturar, manipular e ingerir ou rejeitar a
presa. Se essa sequéncia for seguida sem interferéncias ou alteracdes pode levar a
captura de uma presa em tempo e forma corretas. No entanto, poluentes podem causar
alteracdes nesse processo, levando a varias consequiéncias como reducdo do
forrageamento e a diminuigdo da aquisi¢do de recursos. A Figura (4) detalha melhor
como todo este processo pode ocorrer. Todos os componentes do forrageamento
descritos na figura, como a eficiéncia da busca, a escolha da presa, o tempo desde a

captura até a ingestdo, podem ser afetados pelos poluentes.
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Figura 4- Representacao esquematica dos componentes do comportamento de forrageamento.
Fonte: (Walker, 2005).

Uma grande variedade de contaminantes podem modificar o comportamento
alimentar de peixes. Estudos realizados com mercdrio, zinco, cadmio e bifenilas
policloradas (PCbs) (Smith e Weis, 1997; Weis et al., 2003), revelaram que estes
compostos interferiram nas suas habilidades de capturar as presas, na motivacdo para se
alimentar ou no tempo de manipulacdo da presa, o que pode contribuir para reduzir as
taxas de alimentacdo (Weis et al., 2003).

Portanto, o sucesso na captura de presas como um biomarcador comportamental
é ecologicamente relevante, e pode ser utilizado com seguranga para a elucidacdo de
possiveis efeitos de poluentes no comportamento alimentar de peixes (Weis et al.,
2001).

Assim, podemos considerar que 0s biomarcadores comportamentais

relacionados com a visdo, captura de presas, natacdo e resisténcia natatdria sdo
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ferramentas da ecotoxicologia com relevante importancia ambiental, e que podem ser
utilizados para a identificagcdo de possiveis efeitos subletais de poluentes em peixes.

Para os estuarios de Pernambuco foram listadas 200 espécies de peixes validas, e
Poecilia vivipara foi classificada como muito freqliente (Paiva, 2009), tendo sido
também abundante no estuario do Rio Catuama, Pernambuco (Falcdo, 2007). Os
poecilideos apresentam uma notavel variedade de adaptacfes reprodutivas, e a quase
totalidade das 150 espécies conhecidas € vivipara tendo desenvolvido a capacidade de
fertilizacdo interna, com varias modificacfes no sistema reprodutivo. Essa espécie é
abundante ndo apenas em Pernambuco, mas em estuarios até o sudeste e sul do Brasil
(Fisher et al., 2004), vivendo em aguas com salinidade que variam de 0 a 28, chegando
a 30 em laboratério (Amaral et al., 2001).

O fenantreno e o cobre estdo entre os compostos escolhidos como modelos
quimicos dentro do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia - Toxicologia Aquatica
do CNPg, com o objetivo de que sejam geradas informacfes a nivel molecular,
bioquimico, genético, morfoldgico e comportamental em uma espéecie de peixe que
possa ser obtida ao longo da costa sul, sudeste e nordeste do Brasil. Este trabalho esta
inserido neste contexto, proporcionando informacbes sobre aspectos ecologicamente
relevantes a nivel comportamental decorrentes da exposicao da espécie de peixe modelo

a ser testada, no caso a espécie Poecilia vivipara, ao fenantreno e ao cobre.

2. Objetivos

2.1 Geral

Avaliar os efeitos causados pelo hidrocarboneto policiclico aromatico (HPA)
fenantreno e pelo metal cobre em parametros de efeito ao nivel comportamental em

juvenis do peixe estuarino Poecilia vivipara, cujo nome popular é barrigudinho.

2.2 Especificos

Determinar os efeitos tdxicos comportamentais dose-dependentes de
concentracOes crescentes do HPA-fenantreno e do metal pesado cobre em juvenis da
espécie quantificados com base nos seguintes parametros: 1) Acuidade visual; 2)

Deslocamento e velocidade de natacdo espontanea; 3) Deslocamento e velocidade de
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natacdo durante a atividade de captura de presas ; 4) Capacidade de captura de presas;

5) Resisténcia natatdria sustentada num sistema contra-corrente.

3. Material e Métodos

3.1 Animais

Os juvenis de Poecilia vivipara foram coletados na Lagoa do Araca localizada
no bairro da Imbiribeira, Recife-PE, e mantidos no Laboratério de Ecotoxicologia
Aquética da UFPE. Os peixes foram aclimatados da salinidade de coleta 10-15 ppm
para 25 ppm, na qual foram realizados os experimentos. O periodo de aclimatacéo teve
a duracdo de 7 dias, e durante esta etapa os peixes foram alimentados com racédo
comercial para peixes (Alcon Artemia) e nauplios de Artemia recém-eclodidos. Até o
inicio dos experimentos os peixes foram mantidos em sistema de tanques com volume
total de 300 litros integrado a um filtro biolégico. Houve troca diaria de 1/4 do volume
total, a temperatura variou entre 26 e 27°C e 0s niveis de compostos nitrogenados
amonia e nitrito foram monitorados diariamente para que estivessem dentro dos padrdes
aceitaveis.

Para os experimentos realizados com o fenantreno foram selecionados peixes
com comprimento total de 1,5 cm. Para os testes com cobre o comprimento total dos

individuos variou entre 1,5 e 2,0 cm.

3.2 Qualidade da agua

A qualidade da &gua utilizada nos experimentos foi avaliada durante os
experimentos, e as analises realizadas com testes colorimétricos da marca LabconTest
indicaram auséncia de amdnia total, nitrato e nitrito, ferro = 0,5 mg L™, dureza total
entre 50 a 150 mg L™, oxigénio dissolvido > 6 ppm, pH = 8,05. A temperatura durante o

periodo de exposicdo e experimentos comportamentais variou entre 25 e 26°C.

3.3 Preparacao das solucdes e sistema de exposicdo ao fenantreno e ao cobre

Para preparacdo da solucdo estoque de fenatreno utilizou-se 0 composto em
forma sélida com 98% de pureza (Sigma Aldrich, St Louis, USA). Foi dissolvido 1g de
fenatreno em 50 ml de Dimetilsulfoxido (DMSO), obtendo-se a solucéo estoque 1 (20 g
L. Uma solucdo estoque 2 (4 g L™) foi preparada da diluicdo de 10 mL da solucéo
estoque 1 em 40 mL de DMSO. Foram pipetados volumes de 12,5 e 50,0 uL da solucgéo

estoque 2, e 50, 100 e 150 pL da solucéo estoque 1 em 20L dos aquérios de exposicao
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para se obter as concentracdes planejadas de 2,5, 10, 50, 100, e 150 ug L™ de
fenantreno, respectivamente.

Para preparacdo da solucdo de Cobre foi dissolvido 2,12 g de composto na forma
solida cloreto de cobre 98% (CuCl,) (Sigma Aldrich, St Louis, USA) em 100 ml de
4gua destilada e preparada a solucdo estoque 1 de 10 g L™. Foram pipetados volumes de
10, 40, 80, 200 e 400 pL da solucéo estoque 1 em 20L dos aquérios de exposicdo para
se obter as concentraces planejadas de 5, 20, 40, 100 e 200 pg L™ de Cobre.

3.4 Exposicao dos juvenis de Poecilia vivipara ao fenantreno e cobre

Para a exposicdo dos peixes ao fenantreno e ao cobre o0s volumes pré-calculados
das solugfes estoque mencionados acima foram misturados com a agua presente em
aquarios reservatorios de 20L para atingir as concentra¢@es planejadas para o fenantreno
de 2,5, 10, 50, 100, e 150 pg L™, e para o cobre de 5, 40, 100, 200 pg L™. Em cada
experimento que envolveu a exposicdo ao fenantreno isoladamente, e ao cobre
isoladamente, a d&gua nas concentracdes citadas acima presentes nos aquarios de 20L foi
transferida por gravidade para aquarios de 15L onde estavam presentes 0s peixes que
foram expostos a estas concentraces ou a agua limpa nos aquarios do controle. A agua
foi renovada em 130% diariamente em todos os tratamentos. Em cada aquéario de
exposicdo foram colocados 15 animais e durante o periodo de exposi¢do 0s animais ndo

foram alimentados.

3.5 Avaliacao das taxas de mortalidade

Para avaliacdo das taxas de mortalidade do fenantreno e do cobre foi realizada
uma contagem diaria em todos 0s aquarios para se registrar 0 numero de peixes mortos
retirando-os de cada um dos aquérios. Os dados de mortalidade foram totalizados para

um periodo de exposicao de 96 horas.

3.6 Sistema de gravacao de videos para o0s testes comportamentais

Para os testes comportamentais foram realizadas filmagens através de um sistema de
cameras de video tipo circuito fechado de televisdo (CFTV) marca MTC modelo KBC602-
LG, sendo cada camera dotada de uma lente zoom 6-60 mm de distancia focal,
proporcionando uma visdo superior com enquadramento total da arena na imagem. Cada
camera transmite as imagens dos aquarios (arenas experimentais) posicionados abaixo
dessas cameras a uma placa de captura de video (Geovision modelo GV-800) num

computador capaz de processar e gravar as imagens de todos os tratamentos
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simultaneamente, além de possibilitar a visdo em tempo real de todas as cdmeras no monitor
do computador. Para maximizar o contraste entre os peixes e o fundo, as arenas
experimentais foram posicionadas sobre um tampo de acrilico branco translicido sob o qual
foram instaladas 4 ldampadas fluorescentes de luz branca com 58W de poténcia.

Todos os testes comportamentais foram realizados apos a exposi¢do dos individuos

testados durante 96h as concentragdes de fenantreno e cobre planejadas.

3.7 Atividade natatdria espontanea

Antes de se iniciar a gravacdo para as analises de atividade natatoria, peixes
representantes de cada tratamento planejado para o fenantreno ou cobre, dependendo do
experimento em execucdo, foram colocados individualmente em aquarios de 8 cm
(comprimento) x 6 cm (largura) x 8,5 cm (altura) preenchidos com 100 mL de agua.
Posteriormente iniciou-se a gravacdo dos videos de atividade natatoria espontanea. Cada
monitoramento teve uma duragdo de 10 minutos, e deste intervalo de tempo os 5
minutos iniciais foram considerados como periodo de aclimatagdo do peixe ao sistema,
e para analise das imagens utilizou-se apenas os 5 minutos finais. Apos as gravacoes,
todos os videos foram processados pelo software Spyneurotracking (Bose, 2005), que
identifica o animal e determina suas coordenadas “x” e “y” em cada quadro de uma
sequéncia de imagens na arena experimental sendo monitorada. A partir destas
coordenadas de posi¢do e das dimensdes da arena o software calcula o deslocamento

linear e velocidade média do animal.

3.8 Atividade natatdria sob estimulo de presas disponiveis

Imediatamente ap6s terem sido finalizadas as gravacOes da atividade natatoria
espontanea foram introduzidos nauplios de Artemia nos mesmos aquarios com oS
mesmos peixes do teste anterior, e iniciou-se assim a gravacao de videos de atividade
natatdria sob estimulo de presas disponiveis. As presas disponiveis, nauplios de Artemia
24h apos a eclosdo, foram oferecidas simultaneamente a todos 0s peixes em um ndmero
total padronizado e pré-quantificado. O tempo total de cada monitoramento foi de 10
minutos, porém apenas 0s 5 minutos iniciais foram utilizados para a analise das imagens
por ser o periodo de maior atividade dos peixes em busca das presas por estarem estas
em maior numero que nos 5 minutos finais. Os videos foram processados pelo software

Spyneurotracking, e a velocidade média do animal foi calculada.
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3.9 Deteccdo e Captura de presas

O teste de captura de presas foi baseado na quantidade de presas que cada peixe
capturou durante um intervalo de tempo de 10 minutos. Este teste foi feito
simultaneamente com a avaliacdo da atividade natatdria sob estimulo de presas
disponiveis, e a quantidade de nauplios que era introduzida nos aquarios para simular
uma situacdo de busca e captura de alimento foi calculada previamente. Em geral foram
disponibilizados entre 93 e 450 nauplios de Artemia durante os experimentos de
exposicdo ao fenantreno e ao cobre, sendo que sempre o mesmo numero de nauplios foi
oferecido a todos os tratamentos. Ao final do periodo de 10 min das gravacdes, 0s
peixes sendo testados eram retirados e retornados aos aquarios de exposicao respectivos,
e 0s nauplios que sobravam em cada aquéario foram preservados em formol a 4% e
corados com Rosa de Bengala para contagem posterior. O parametro quantidade de
nauplios consumidos para cada individuo testado em cada tratamento por cada peixe foi
calculada com base na diferenca entre o nimero total oferecido ao inicio menos o

namero restante ao final do experimento.

3.10 Resisténcia natatoria

O equipamento utilizado para a realizacdo dos testes foi construido no
Laboratério de Ecotoxicologia Aquéatica (LABECOTOX) tendo como referéncia
sistemas semelhantes relacionados com a quantificacdo da capacidade de natacdo de
peixes, em especial o sistema usado por Vieira et al.,(2009), que foi adaptado e
modificado. Para execucdo dos estudos com P.vivipara foram elaborados 4 sistemas
idénticos. O sistema é composto por uma bomba submersa (Figura 5a) com vazédo de
1.200 L min™ que fica submersa em um aquario com um volume de &gua de 45 litros
(Figura 5).
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Figura 5 - Representagdo esquematica do equipamento utilizado nos testes de Resisténcia

natatoria.
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Esta bomba submersa impulsiona dgua por um sistema de tubos de PCV (Figura
5b) e acrilico (Figura 5c) em formato de U. No tubo de PVC foi instalada uma valvula
esférica de PVC que permite abrir ou fechar totalmente o fluxo de agua (Figura 5d). Em
seguida a esta valvula no sistema de PVC, foi instalado um registro de PVC que regula
a vazdo de agua através do sistema durante o experimento (Figura 5e). Foi construido
em acrilico e adaptado a este registro um disco que foi dividido em setores de 1/16 da
circunferéncia total, de modo a permitir que se pudesse calibrar estas marcas com
precisdo de 1/6 de volta para estabelecimento das vazBes desejadas durante o0s
experimentos (Figura 5f). Na sequéncia do sistema foi instalada uma entrada com tampa
rosquedvel posteriormente ao registro de regulagem de vazdes que é utilizada para
introduzir o peixe no sistema (Figura 5g). Apos esta entrada com tampa foi conectado
um tubo de acrilico com 80 cm de comprimento e 3cm de didmetro interno (Figura 5c),
onde o0 peixe € monitorado durante suas atividades natatdrias contra as correntes
padronizadas estabelecidas no sistema. Apds o tubo de acrilico hd um ramo final de
PVC que retorna para o0 aquario onde estd a bomba submersa (Figura 5h), terminando
com uma cesta para capturar o peixe quando este é arrastado do tubo de acrilico por ndo
conseguir vencer o fluxo de agua ao final do teste (Figura 5i). Desta forma, durante o
experimento estabelece-se um sistema fechado de circulacdo de agua entre o aquério
reservatorio com a bomba submersa e o sistema de teste.

O procedimento de teste iniciou com a introducdo do peixe no tubo de acrilico
através da entrada com tampa (Figura 5g). Para que a visualizacdo do peixe durante o
teste fosse possivel foi utilizado tubo de material transparente acrilico por sua maior
seguranca durante a manipulacdo do equipamento. Assim que o animal foi introduzido
no sistema a bomba foi ligada gerando um fluxo de &gua que corre no sentido indicado
na figura 5. Inicialmente os peixes ficaram durante 1 minuto na vazo de 1,5 L min™, o
que foi considerado periodo de aclimatacdo. Apds a fase de aclimatacdo o tempo passou
a ser contado e a vazdo era aumentada progressivamente em 0,5 L min™ a intervalos
regulares de 30s para os experimentos com fenantreno, e em 1,0 L min™ a intervalos
regulares de 1 min para os experimentos com cobre. A vazéo final de 7,5 L min™ no
maximo, isso quando 0s peixes suportavam chegar a esta ultima vazdo, relativa a uma
velocidade de corrente aproximada de 23 cm/s. O teste foi encerrado quando o peixe
ndo suportou mais nadar contra o fluxo de agua e foi arrastado para fora do sistema pela

corrente estabelecida (Figura 5i), caindo dentro da cesta no aquario. O parametro
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quantificado para cada individuo testado foi a vazdo méxima antes da vazdo em que o
peixe foi arrastado para fora do sistema. Também foi registrado o tempo total que durou
0 teste e 0 tempo que 0 peixe se manteve resistindo a vazao que o arrastou para fora do

sistema (Gltima vazao aplicada).

3.11 Acuidade visual

Os testes de acuidade visual foram efetuados utilizando-se um sistema de
avaliacdo da funcdo visual adaptado de Carvalho et al., (2002). Durante este teste o
peixe foi mantido em um tubo de vidro com um didmetro ligeiramente maior do que o
seu comprimento total. Ao redor da camara teste, no campo visual do peixe, foram
posicionados cilindros com padrdes de listras verticais pretas e brancas de diferentes
larguras que giravam ao redor do tubo de vidro com auxilio de um motor.

Durante o teste, os peixes foram expostos a larguras decrescentes destas faixas
verticais pretas e brancas. Cada cilindro de PVC apresenta diferentes larguras de faixas
pretas e brancas (L), e sdo numerados de 1 a 25 de acordo com essas larguras. Na parte
superior da camara de vidro onde fica o peixe fica disposta uma camera de video P/B
(Panasonic, Secaucus, New Jersey, U.S.A., model WV-BP330), ligada a um monitor
P/B. A camera é equipada com uma lente telemacro que possibilita observar o
movimento do globo ocular ou optocinético dos peixes. O sistema acima e 0
compartimento onde é inserido o peixe para a avaliacdo da visdo ficam dispostos dentro
de uma compartimento totalmente opaco que possui em sua parte superior uma lampada
fluorescente de luz branca com poténcia de 100 W. Esta lapada proporciona uma
iluminancia calibrada em aproximadamente 100 lux com o auxilio de um fotémetro-
radibmetro modelo IL1700 com um sensor de alta resolucdo SHDO33 (International
Light, Newburyport, Massachusetts, U.S.A.).

Para se realizar o teste, o cilindro de PVC contendo as faixas, gira no sentido
horario ou anti-horario ao redor do tubo onde estd o peixe com o auxilio de pequenos
motores elétricos com velocidade controlada de aproximadamente 4 a 6 rotaces por
minuto. Através do monitor de TV observa-se 0 movimento do globo ocular do peixe
acompanhando ou ndo o movimento das faixas, sendo considerado positivo aquelas que
apresentarem pelo menos 4 movimentos em 10 segundos em ambos os sentidos horario
e anti-horéario (Carvalho et al., 2002). Quando considerado positivo, € trocado o cilindro
de PVC por um com faixas mais estreitas, e assim sucessivamente, até 0 momento em

que a visdo for considerada negativa. A distancia entre a superficie externa do tubo de
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vidro onde se encontra o peixe e a superficie interna do cilindro de PVC é denominada
distancia de reacdo (DR).

A acuidade é medida por um angulo (alfa) que é determinado através de uma
relacdo entre a distancia de reacdo (DR) e a largura (L) das faixas do ultimo cilindro
com resposta positiva (menor L detectavel), e pode ser calculada através da relacéo

trigonométrica apresentada na Figura 6.

: Circunferéncia
FPlano das listras Externa da camera

no cilindro rotatério teste

D angulo de acuidade alfa plano
ou L da
L retina
Distancia de reacao (DR)
ou R
Figura 6- Relacdo trigonométrica expressa pela equagdo alfa = 2arctan

[(L/2)/DR]*180/ 1 entre o &ngulo de acuidade alfa (em graus), D: dimensédo do menor
estimulo detectavel sendo projetado na retina (largura da listra (L) ou comprimento da
presa ou predador) e distancia de reacdo (DR) ou R (distancia entre a circunferéncia
externa da cdmera teste e o plano das listras no cilindro giratério).

Seis juvenis de P.vivipara provenientes de cada um dos tratamentos foram

testados para avaliacdo da acuidade ap6s 96 h de exposicéo ao fenantreno.

3.12 Andlises estatisticas

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o software Sigmastat, a um alfa
de 5% para todas as analises. Os parametros foram analisados quanto a normalidade
através do teste Kolmogorov-Smirnov e quanto a homogeneidade de variancias ou
heterodasticidade pelo teste de medianas Levene. A ANOVA 1 foi utilizada para os
dados que apresentaram uma distribuicdo normal ou homogeneidade de variancia. Para
os dados que ndo apresentaram uma distribuicdo normal ou heterodasticidade utilizamos
a andlise de variancia ndo-paramétrica de Kruskal-Wallis. Havendo diferenca
significativa entre os tratamentos a um nivel de significancia de 5%, foram aplicados
testes de comparacao mdaltipla de Dunnett, no caso da andlise de variancia paramétrica

de uma via, e de Dunn no caso da analise ndo-paramétrica de Kruskall-Walllis.
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4. RESULTADOS

Os resultados que serdo descritos adiante tanto em relacdo ao experimento de
exposicdo ao fenantreno como ao cobre, referem-se todos a concentracfes subletais,
pois, ndo houveram diferencas entre a taxas de mortalidade para 0s peixes expostos aos
diferentes tratamentos com fenantreno e controle, e aos diferentes tratamentos do cobre
e controle. Para os peixes expostos aos diferentes tratamentos de fenantreno as taxas de
mortalidade do controle, controle do solvente, 2,5, 10, 50, 100 e 150 pg L™ , foram
respectivamente de 0,37, 0,40, 0,38, 0,34, 0,27, 0,29, e 0,38 (Kruskal-Wallis I, Hg
=11,4; p=0,07). E para os peixes expostos aos diferentes tratamentos de cobre as taxas
de mortalidade do controle , 5, 20, 40, 100 e 200 ug L™ foram de 0,10, 0,03, 0,10, 0,13 e
0,00 e 0,10 (Anova I, Fs17= 0,97; p=0,47).

4.1 Fenantreno

4.1.1 Atividade natatoria espontanea

Os juvenis de P.vivipara expostos a concentracfes crescentes de fenantreno nédo
apresentaram diferenca significativa em suas velocidades de natacdo Espontanea
(Anova I, Fg102= 0,568; p= 0,755). Os peixes do grupo controle e controle do solvente
apresentaram respectivamente velocidades médias de 1,25 cm st e 1,21 cm s?, e
individuos das concentracBes de 2,5, 10, 50, 100 e 150 pg L™ de fenantreno
apresentaram velocidades médias iguais 0,98 cm s, 1,17 cms™, 1,27 cm s, 1,18cm s

e 0,87 cm s (Figura 7).
3.5
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Figura 7- Velocidade de natacido (média ; desvio padrao) dos juvenis de P.vivipara apds 96 h
de exposi¢éo ao fenantreno (Anova |, Fg102= 0,568; p= 0,755). (C) Controle, (S) Controle do
solvente; n=15.
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4.1.2 Atividade natatoria sob estimulo de presas disponiveis

Os juvenis de P.vivipara expostos a concentragdes crescentes de fenantreno
apresentaram uma diminuicdo dose-dependente das velocidades médias de natacéo
durante a alimentagcdo com nauplios de Artemia (ANOVA | Fg97;= 6,183, p= <0,001).
Os peixes do grupo controle e controle do solvente apresentaram respectivamente
velocidades médias de 1,32 cm s™® e 1,17 cm s, ja as concentracdes de 2,5, 10, 50, 100
e 150 ug L™ de fenantreno tiveram velocidades médias iguais 0,80 cm s, 1,05 cm s™,
1,09 cms® 0,81 cms™ e 0,44 cm s (Figura 8).

2,5

1,6

1,0

0,5 - - %

0,0 I I I I I I I
C S 2,5 10 50 100 150

Concentragao de Fenantreno (ug L '1)

Velocidade Média (cm s ™)

Figura 8 — Velocidade de natagdo (média * desvio padrao) dos juvenis de P.vivipara durante
alimentagdo com Artemia apos 96 h de exposi¢cao ao fenantreno (ANOVA | Fg o7= 6,183, p=
<0,001). (C) Controle, (S) Controle do solvente. Os asteriscos (*) indicam as concentragdes que
diferem significativamente do controle;n=15.

Esta diferenca estatistica entre os tratamentos foi confirmada através de teste de
comparacgdo multipla de Dunnett, e ocorreram entre o controle e as concentragdes 5ug
L?, 200ug L?, 300pg L™, sendo detectada uma tendéncia geral de uma relacéo dose-

resposta.
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4.1.3 Resisténcia natatoria

Os juvenis de P.vivipara expostos a concentracdes crescentes de fenantreno ndo
apresentaram diferenca significativa no teste de resisténcia natatoria contra-corrente
(Kruskal-Wallis 1, He= 5,38, p= 0,495). Os peixes do grupo controle e controle do
solvente suportaram vazdes contra-corrente médias respectivamente de 3,3 L min™ e 3,8
L min™, ja as concentracdes de 2,5, 10, 50, 100 e 150 ug L™ de fenantreno suportaram
vazdo contra-corrente média de 3,6 L min?, 3,3 L min™, 3,9 L min, 35 L minte 3,8
L min™ (Figura 9).
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Figura 9- Vazdo maxima (média * desvio padrdo) suportada pelos juvenis de P.vivipara apds
96 h de exposicdo ao fenantreno (Kruskal-Wallis |, Hs= 5,39, p= 0,495). (C) Controle, (S)
Controle do solvente; n=15.



Angulo de acuidade visual (graus)

31

4.1.4 Acuidade Visual

Individuos de P.vivipara expostos a concentragdes crescentes de fenantreno
apresentaram diferenca estatistica na acuidade visual entre os tratamentos (ANOVA |,
Fs 2= 3,38; p= 0,027) (Figura 10). A média da acuidade visual foi igual a 3,4 graus no
controle. Nas concentraces 5, 100, 200, 300 pg L™ os valores médios de acuidade
visual foram iguais a 3,3; 3,4; 5,0; 5,9 e 8,5 graus (Figura 10). Foi detectada diferenca
estatistica entre individuos do controle e do tratamento com 300 pg L™ (teste de
Dunnett, p<0,05) sendo evidenciada uma tendéncia de relagcdo dose-resposta, com piora
da acuidade visual a partir de 100 pg L™.
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Figura 10- Graus de acuidade visual (média * desvio padrédo) apresentados por juvenis de
P.vivipara expostos por 96 h ao fenantreno (Fs.,= 3,38; p= 0,027). O asterisco (*) indica a
concentragcao que difere significativamente do controle. (C) Controle, (S) Controle do solvente;
n=6.
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4.1.5 Deteccédo e Captura de presas

Os juvenis de P.vivipara expostos a concentragdes crescentes de fenantreno
apresentaram uma relacdo dose-resposta tendéncia de diminuicdo do numero de
nauplios capturados com o aumento das concentragBes de exposicdo (Kruskal-Wallis I,
He = 35,5; p < 0,001). A media de nduplios de Artemia capturados pelos peixes do
controle e do controle do solvente foi igual a 93 para ambos. A mediana do nimero de
nauplios capturados nas concentragdes de 2,5 ug L™, 10 pg L™, 50 pg L™, 100 pg L™, e
150 pg L™ foi igual a 91, 92, 93, 91 e 70, respectivamente. Foi detectada uma diferenca
entre 0 numero de nauplios capturados pelo controle quando comparado com o0 nimero
de nauplios capturados pelos individuos expostos a 150 pg L™ (Dunn, p<0,05) (Figura

11).
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Figura 11- Namero de nauplios de Artemia (mediana(med) e percentis 10%, 25%, 75% e 90%)
capturados por juvenis de P.vivipara apés 96h de exposi¢cao ao fenantreno (Kruskal-Wallis |, Hg
= 35,5; p < 0,001). O asterisco (*) indica a concentragdo que difere significativamente do
controle. (C) Controle, (S) Controle do solvente;n=15.
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4.2 Cobre

4.2.1 Atividade natatoria espontanea

Os juvenis de P.vivipara expostos a concentragcdes crescentes de cobre néo
apresentaram diferenca significativa em suas velocidades de natacdo espontanea (Anova
I, Fs 7= 1,335; p= 0,26). Os peixes do grupo controle apresentaram velocidade média de
2,36 cm S™, e as concentracdes de 5, 20, 40, 100 e 200 pg L™ de cobre apresentaram
velocidades médias iguais 2,76 cm s, 2,41 cm s, 2,43 cms®, 2,73cmste 1,86 cms?
(Figura 12).
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Figura 12- Velocidade de natagdo (média * desvio padrao) dos juvenis de P.vivipara apos 96 h
de exposicao ao cobre (Anova |, F5g7= 1,335; p= 0,26). (C) Controle;n=15.
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4.2.2 Atividade natatoria sob estimulo de presas disponiveis

Os juvenis de P.vivipara expostos a concentracdes crescentes de cobre ndo
apresentaram diferenca significativa em suas velocidades de natagdo durante o estimulo
de presas disponiveis durante a alimentacdo (ANOVA | Fsgs= 1,67, p = 0,15). Os peixes
do grupo controle apresentaram velocidade média de 1,69 cm s™, e os peixes expostos
as concentracdes de 5, 20, 40, 100 e 200 pg L™ de cobre as velocidades médias foram
iguaisa 1,92 cms™, 1,77 cms?, 1,77 cms™, 2,03cm st e 1,43 cm s (Figura 13).
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Figura 13- Velocidade de natagdo (média * desvio padréo) dos juvenis de P.vivipara durante
alimentacdo com Artemia apds 96 h de exposi¢ao ao cobre (Anova |, Fsg= 1,67; p= 0,152). (C)
Controle; n=15.
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4.2 .3 Resisténcia natatoria

Os juvenis de P.vivipara expostos a concentragcbes crescentes de cobre
apresentaram diferenca significativa quanto ao teste de resisténcia contra-corrente
(ANOVA 1, Fs117 = 3,190; p = 0,010, Dunnett, p <0,050). Os peixes do grupo controle

suportaram vazao contra-corrente média de 4,7 L min *

, € as concentracdes de 5, 20, 40,
100 e 200 pg L™ de Cobre suportaram vazdes contra-corrente médias de 4,7 L min™,
4,7 L min™, 3,3L min?, 4,0 L min e 3,2 L min™. Houve uma tendéncia de diminuicéo
da resisténcia na natacdo contra-corrente a partir da concentracdo de 40 pg L™, sendo
que a vazdo méxima suportada pelos peixes expostos a 200 pg L™ de cobre foi

estatisticamente diferente do controle (Dunnett, p < 0,05) (Figura 14).

Vazao média (L min ™)

1 x x x x x x
C 5 20 40 100 200

Concentracdes de Cobre (ugL ™)
Figura 14- Vazéo maximas (média * desvio padrédo) suportadas por juvenis de P.vivipara apos

96h de exposicdo ao cobre (ANOVA |, Fsq7 = 3,190; p = 0,010, Dunnett, p <0,050). (C)
controle; n=15.
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4.2.4 Deteccdo e Captura de presas

Os juvenis de P.vivipara expostos a concentragcdes crescentes de cobre néo
apresentaram diferenca significativa no nimero de presas capturadas. A media de presas
capturadas pelo grupo controle foi de 386 presas, ja 0s peixes expostos as concentragdes
de 5, 20, 40, 100 e 200 pg L™ de cobre apresentaram respectivamente média de presas
capturadas iguais a 388, 289, 351 e 358 (Kruskal-Wallis, Hs= 8,3; p= 0,14) (Figura 15).
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Figura 15- Numero de nauplios de Artemia (mediana(med) e percentis 10%, 25%, 75% e 90%)
capturados por juvenis de P.vivipara ap6s 96h de exposi¢cdo ao cobre (Kruskal-Wallis, Hs= 8,3;
p= 0,14). (C) controle.; n=15.
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5. DISCUSSAO

5.1 Fenantreno

AlteracBes no comportamento natatorio podem interferir na alimentacdo, no
crescimento e na capacidade de fugir de predadores. A hipoatividade pode reduzir as
taxas de alimentacédo, devido a diminuicdo da taxa de encontro com as presas (Fuiman
et al., 2006). Além disso, a hipoatividade pode reduzir também as taxas de encontro
com os predadores, diminuindo a vulnerabilidade & predacdo (Zhou e Weis, 1998). Por
outro lado, a perda de desempenho natatério pode reduzir a resisténcia da presa e a
capacidade para nadar fora da rota de predadores, o que pode aumentar a
vulnerabilidade de larvas e juvenis.

Foi observado que os peixes expostos ao fenantreno durante 96 horas néo
apresentaram alteracéo das velocidades de natagdo espontanea (Figura 7). A velocidade
desenvolvida durante a natacdo espontanea é considerada baixa, e é utilizada pelos
peixes para exploragdo e manutencdo do territorio (Plaut, 2001). Estes resultados
sugerem que 0s peixes expostos as concentracBes testadas de fenantreno ndo sofreram
alteragdes em seu sistema de locomocdo relacionado com atividade espontanea. A
natacdo espontanea ndo exige dos peixes movimentos de alta velocidade e resisténcia,
fatores necessarios para realizar processos de captura de presas ou fuga de predadores.

Os resultados do teste de resisténcia natatéria indicam que tanto os peixes do
grupo controle como das demais concentracdes de exposi¢do ao fenantreno conseguem
atingir as variadas velocidades impostas no teste, desde as mais baixas, que ja séo
maiores que as atingidas durante a natacdo espontanea, até as velocidades mais altas,
utilizadas na captura de presas e fuga de predadores (Plaut, 2001) (Figura 9).

No entanto, Kennedy et al, (2006) exp6s Cupea palasi a fracdo sollvel de
petréleo em agua (FSA), abordagem usada na ecotoxicologia com o objetivo de simular
um derrame de petroleo em agua. Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, inclusive
o fenantreno, constituem fracdo significativa da FSA. Foi observada uma reducéo de
até 40% da velocidade critica de natacdo dos peixes expostos a 100 pg L™ de
hidrocarbonetos arométicos por 8 semanas, demonstrando que derivados de petréleo
podem levar a uma reducéo da resisténcia natatoria de peixes.

Com relacdo aos dados obtidos para P. vivipara neste estudo, a interpretacao
conjunta dos resultados de natagdo esponténea e resisténcia natatéria indica que os
peixes continuam com a capacidade de atingir tanto baixas como altas velocidades,
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mesmo apos terem sido expostos ao fenantreno nas concentragdes testadas, e sugere que
sua fisiologia e aparatos relacionados a natacdo ndo foram alterados significativamente
durante a exposicao.

O teste de avaliagdo da atividade natatdria sob estimulo de presas disponiveis é
uma variagdo do teste que avalia a atividade natatdria espontanea, porém neste utiliza-se
de presas para que seja simulada uma situacdo de busca e captura de presas pelos
peixes. Os resultados da atividade natatdria sob estimulo de presas disponiveis dos
peixes expostos ao fenantreno diferem daqueles encontrados na atividade natatoria
espontanea para 0s mesmos peixes, pois foi verificado um decréscimo da velocidade
média dos peixes expostos a concentracdes crescentes de fenantreno (Figura 8). Apesar
dos resultados da atividade espontanea e do teste de resisténcia natatéria indicarem que
0s peixes conseguem atingir a velocidade necessaria para capturar presas, é evidente o
estabelecimento de um estado de hipoatividade relativo ao controle durante o teste de
captura de presas a medida que as concentracdes de fenantreno aumentam. Esta
hipoatividade pode diminuir a taxa de encontro dos predadores com as presas, podendo
supostamente levar a uma diminuicdo de alimento ingerido. A velocidade que um peixe
atinge para capturar uma presa € uma resposta a um estimulo proveniente desta
interacdo com a presa. Para que haja uma resposta ao estimulo, que pode ser expresso
pela decisdo em atacar e pela velocidade de ataque e captura, o peixe deve receber o
estimulo, que pode ser captado pelo animal por diversos meios sensoriais como Visao,
linha lateral e olfato. Se os 6rgédos sensoriais receptores do estimulo estiverem alterados
pelo poluente o estimulo pode ser percebido de forma alterada ou mesmo ndo ser
percebido, o que pode resultar em uma diminuicao da resposta ao estimulo, representada
pela diminuicdo da busca da presa pelo predador, ou também pela diminuicdo de sua
velocidade em direcdo a presa. Neste experimento foi detectado um déficit na acuidade
visual dos individuos testados (Figura 10), com diferenca estatisticamente significativa
nos peixes expostos ao tratamento com 300 pg L™ de fenantreno, correlacionada com
um déficit estatisticamente significativo da capacidade de captura de presas pelos
juvenis de P.vivipara testados no mesmo tratamento (Figura 11). Desta forma, tanto o
estabelecimento de uma estado de hipoatividade natatéria quanto um déficit na acuidade
visual podem ter influenciado na reducéo na capacidade de capturar presas pelos peixes
expostos ao fenantreno.

A alteracdo do apetite do animal também é um dos fatores que pode influenciar
na busca de presas pelo predador, causando diminuicdo da velocidade do peixe durante
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a captura de presas, pois este ndo sente-se estimulado a se alimentar. Hornung et al.,
(1996) em seus estudos observou que contaminantes ambientais podem afetar a
motivacdo para se alimentar ou apetite e/ou a habilidade para capturar presas. Um
déficit sensorial ou falta de apetite também pode ter influenciado na reducdo da
velocidade de natacdo dos peixes expostos a concentragdes crescentes de fenantreno
durante a atividade natatoria sob o estimulo de presas.

Contaminantes podem alterar o comportamento alimentar, incluindo interacdes
predador-presa, e podem ter efeitos inclusive na cadeia alimentar (Weis et al., 2003). A
diminuicdo da busca por presas causa uma decréscimo de ingestdo de energia pelos
peixes (Fuiman et al., 2006), reduzindo e retardando assim o crescimento, o que pode
causar decréscimo populacional, visto que o recrutamento também pode ser reduzido.

Alteragfes no comportamento alimentar de peixes em experimentos de
laboratorio tem sido notadas em resposta & exposigdo a concentracdes subletais de
varios poluentes (Little et al.,1990; Morgan and Kiceniuk, 1990).

Peixes em estagios iniciais de desenvolvimento sdo especialmente sensiveis a
contaminantes, pois as larvas e juvenis tém uma necessidade de se alimentar com
frequéncia para suprir suas necessidades metabdlicas, e uma captura de presas eficiente
é essencial para a sua sobrevivéncia (Zhou et al., 2001). Portanto, altera¢cbes no
comportamento alimentar podem estar relacionadas ao comprometimento do
crescimento e possivel declinio populacional (Weis , et al., 1999; Weis , et al., 2001).

Assim, os dados deste trabalho sugerem que a exposi¢do de juvenis de
P.vivipara ao fenantreno pode levar a uma diminui¢do da captura de presas. Resultados
semelhantes tambem sdo compartilhados por Carvalho et al., (2008) que ao expor o
dourado Salminus brasiliensis, & concentracdes de 10, 50 e 100 pg L™ de fenantreno,
também obtiveram como resultados a ndo alteracdo da atividade natatoria espontanea,
acompanhada de uma diminuicdo da captura de presas e de um déficit da acuidade
visual.

Segundo Peters et al. (1997), a diminuicdo de presas capturadas por um peixe, o
gue pode ser entendido como menos energia ingerida, pode eventualmente provocar um
decréscimo no crescimento e prolongar a fase juvenil, aumentando o risco de predagéo e
reduzindo a sobrevivéncia destes juvenis que passardo a constituir a populacdo de

adultos reprodutores.
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5.2 Cobre

Como ja foi mencionado acima, a atividade natatéria, seja espontanea ou sob
estimulo de presas disponiveis, possui grande importancia por envolver 0s mais
variados fatores que incluem a condicao fisiologica para se atingir velocidade necessaria
para capturar presas. Nos experimentos em que houve exposicdo de juvenis de
P.vivipara as concentragfes crescentes de cobre ndo houve alteracdo nos valores das
velocidades médias tanto da atividade natatoria espontanea (Figura 12), como da
atividade natatoria sob estimulo de presas disponiveis (Figura 13). Também nédo foi
detectada alteracdo na capacidade dos peixes expostos ao cobre em capturar presas
(Figura 15). Por outro lado, juvenis de P.vivipara expostos ao cobre durante o periodo
de 96 horas apresentaram uma diminuicdo da resisténcia natatoria (Figura 14).
Respostas semelhantes tém sido observadas em outros estudos. Em experimento de
exposicdo do peixe estuarino Pomatoschistus microps ao cobre nas concentracfes de
25, 50, 100, 200, 400pg L™, também houve decréscimo significativo da resisténcia
natatoria dos peixes expostos a concentracdo de 200 pg L™ (Vieira et al., 2009).
Waiwood e Beamish (1978) realizaram trabalhos de exposi¢do da truta arco-iris ao
cobre em agua com pH &cido e basico, e observaram que a capacidade natatoria dos
peixes expostos era reduzida principalmente em &guas com pH 4&cido. Resultados
semelhantes foram obtidos por Beaumont et al., (1995), que expuseram Salmo trutta ao
cobre em &gua &cida, e observaram uma reducao entre 25 a 50% da capacidade natatoria
dos peixes. Também foi observada diminuicéo da resisténcia natatoria em truta arco-iris
Oncorhynchus mykiss, na carpa Cyprinus carpio e no peixe-japonés Carassius auratus
apos exposicdo ao cobre (De Boeck et al., 2006).

Uma das principais hipdteses para explicar essa reducdo da resisténcia natatoria
sugere que o metal pode estar interferindo nas trocas gasosas, através da inducdo de
deficiéncias ionorregulatdrias, e de uma diminuicdo do consumo maximo de oxigénio
durante o exercicio, causada por deficiéncias nas trocas gasosas a nivel branquial
(Beaumont et al., (1995).

Outra hipotese propde que o cobre ao entrar em contato com o tecido branquial
em concentragfes tdxicas causa inchaco do epitélio branquial, e esse aumento na
espessura da barreira de difusédo branquial dificultaria a passagem de oxigénio para o
sangue, diminuindo assim a capacidade natatoria dos peixes. Com o objetivo de
investigar esta idéia, Waser et al., (2009) exp0s truta arco-iris ao cobre e observou que

ndo houve diferenca significativa na espessura das branquias entre 0s grupos de peixes
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expostos e ndo expostos ao cobre, apesar de ter sido detectada uma diminuicdo da
resisténcia natatdria nos peixes expostos. Waser et al. (2009) sugerem que outros fatores
diferentes de alteracBes na estrutura branquial estariam causando esta reducdo na
resisténcia natatoria.

Com base nestes trabalhos citados acima e no presente experimento, fica claro
que a exposicdo de peixes ao cobre causa diminuicdo da resisténcia natatoria em
diversas espécies, inclusive no Poecilia vivipara, espécie utilizada neste trabalho. No
entanto sdo necessarios mais estudos para se entender quais sdo as alteracbes que o
cobre causa a nivel de estrutura de branquias ou outros 6rgdos , e que levam a
diminuicdo da resisténcia da capacidade natatoria.

Esta diminuicdo da resisténcia natatoria pode implicar numa maior dificuldade
no escape de predadores durante ataques sucessivos, bem como no estabelecimento de
posicdo em habitats adequados em situagcOes de corrente adversas (Plaut, 2001), como
no caso de fluxos de maré com velocidades de corrente mais elevadas, situacdo

frequentemente enfrentada pela espécie nos ambientes estuarinos em que habita.
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6. Conclustes

O estabelecimento de uma estado de hipoatividade natatéria durante a captura de
presas, associado a um déficit na acuidade visual podem explicar pelo menos
parcialmente a reducdo na capacidade de capturar presas pelos peixes expostos ao
fenantreno.

No experimento de exposi¢cdo de P.vivipara ao cobre foi evidenciada uma
diminuicdo de resisténcia dos peixes ao esfor¢o natatorio, que levaria a uma debilitacdo
dos movimentos de natacdo em altas velocidades, como no caso da fuga de predadores
ou na manutencdo da estabilidade de posicdo numa corrente de maré em estuérios, de
importancia para a sobrevivéncia da espécie.

O sistema experimental desenvolvido para avaliar resisténcia natatoria de peixes
mostrou-se bastante pratico em sua utilizacdo, possui baixo custo de fabricacdo, é
robusto, podendo ser adaptado para os diferentes métodos de medicdo da resisténcia

natatoria.
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