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RESUMO

A crescente demanda global por petrdleo tem levado a um aumento na exploragdo e transporte
maritimo desse recurso, resultando em maiores riscos de acidentes de derramamento de o6leo.
Esses acidentes podem causar sérios danos ambientais e contaminag¢do nos locais afetados,
como aconteceu na regido costeira do Brasil em 2019, quando mais de 3.000 km de
ecossistemas litordneos foram afetados. Os derramamentos de dleo representam um grande
risco para a biota marinha, sendo que os organismos planctonicos sdo amplamente afetados
pelos compostos toxicos presentes no 6leo. Nesta tese, foram conduzidas diversas investigagdes
com o objetivo de compreender os efeitos do derramamento de 6leo no Atlantico Sudoeste em
2019 sobre os organismos planctonicos e suas implicagdes ecoldgicas. Para isso, realizou-se,
inicialmente, uma analise bibliométrica para avaliar o interesse da comunidade cientifica nesse
evento, identificar lacunas de estudo, trabalhos relevantes e pesquisadores envolvidos nas
investigacdes relacionadas ao derramamento de oOleo. Em seguida, foram conduzidos
experimentos laboratoriais para avaliar os efeitos dos compostos toxicos presentes no 6leo
sobre os organismos planctonicos. A microalga Isochrysis galbana, quando exposta aos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) presentes no 6leo derramado, teve diminui¢ao
na taxa de crescimento, aumento na concentracao de clorofila-a nas células, aumento do volume
celular e maior vulnerabilidade a predacdo. Além disso, o consumidor primario Brachionus
plicatilis também sofreu impacto durante a exposi¢do, com aumento da mortalidade e reducao
na taxa de filtracdo e ingestdo. A andlise de risco ecoldgico indicou que as concentragdes de
HPAs obtidas a partir do 6leo derramado podem representar um grave problema para a espécie
testada e para outras espécies. Além disso, uma investigacdo em campo avaliando a comunidade
de copépodes mostrou um aumento significativo na mortalidade desses organismos quando o
6leo chegou ao ambiente. Em um experimento em microcosmos, a comunidade de copépodes
exposta a diferentes concentracdes de HPAs apresentou uma relagao dose-resposta, com maior
mortalidade em concentracdes mais altas. Esses resultados indicam que derramamentos de 6leo
podem causar impactos significativos na produtividade e na estrutura das comunidades
planctonicas, representando também um risco potencial para os niveis troficos superiores e, em
geral, para a estabilidade dos ecossistemas marinhos. Os resultados contribuem, portanto, para
a compreensdo dos impactos ecoldgicos gerados por eventos de derramamentos de 6leo em

ambientes marinhos.

Palavras-chave: zooplancton; fitoplancton; toxicidade; derramamento de 6leo; HPAs.



ABSTRACT

The growing global demand for oil has led to an increase in the exploration and maritime
transportation of this resource, resulting in higher risks of oil spill accidents. These accidents
can cause serious environmental damage and contamination in the affected sites, as happened
in the coastal region of Brazil in 2019, when more than 3,000 km of coastal ecosystems were
affected. Oil spills pose a great danger to marine biota, with planktonic organisms being one of
the groups most affected by the toxic compounds present in the oil. In this thesis, several
investigations were conducted with the aim of understanding the effects of the 2019 oil spill in
the Southwest Atlantic on planktonic organisms and the ecological implications. For this, a
bibliometric analysis was initially carried out to assess the interest of the scientific community
on this event, identify study gaps, relevant works and researchers involved in investigations
related to the oil spill. Then, laboratory experiments were conducted to evaluate the effects of
toxic compounds present in the oil on planktonic organisms. The microalga Isochrysis galbana,
when exposed to the polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) present in the spilled oil,
showed a decrease in growth rate, an increase in chlorophyll-a concentration in the cells, an
increase in cell volume, and increased vulnerability to predation. In addition, a primary
consumer, Brachionus plicatilis, was also impacted during exposure, with increased mortality
and reduced filtration and ingestion rates. The environmental risk analysis indicated that the
concentrations of PAHs obtained from the spilled oil may represent a serious problem for the
tested species and other species. In addition, a field investigation assessing the copepod
community showed a significant increase in mortality of these organisms when the oil reached
the environment. In a microcosm experiment, the copepod community exposed to different
concentrations of PAHs showed a dose-response relationship, with higher mortality at higher
concentrations. These results indicate that oil spills can cause significant impacts on the
productivity and structure of planktonic communities, posing a potential risk to upper trophic
levels and, in general, to the stability of marine ecosystems. The thesis therefore contributes to

the understanding of ecological impacts generated by oil spill events in marine environments.

Keywords: zooplankton; phytoplankton; toxicity; oil spill; HPAs.
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APRESENTACAO DA TESE

Essa tese foi dividida em diferentes capitulos para facilitar a publicagdo dos resultados
obtidos a partir de uma série de investigacdes realizadas apds um grande derramamento de dleo
que ocorreu no Atlantico Sudoeste em 2019, passando a atingir a regido costeira do Brasil,
tendo como énfase a avaliagdo dos efeitos sobre a comunidade planctdnica. Os capitulos foram
estruturados a partir de quatro perguntas norteadoras, as quais estdo relacionadas ao impacto do

derramamento de 6leo mencionado anteriormente.

DERRAME

2 No ano de 2019, Esse material atingiu Estima-se que
DE OLEO

houve um o litoral brasileiro, aproximadamente Diversos
derramamento de afetando uma 5380 toneladas de ecossistemas foram
éleo no Atlantico Sul extensao de 2.890 dleo foram impactados pelo
Km derramadas dleo

12 | CAPITULO 22 | CAPITULO 32 | CAPITULO 42 | CAPITULO

O evento de Os compostos do éleo Os compostos do éleo O derramamento de éleo
derramamento recebeu derramado podem derramado podem causou aumento da
atencéo da comunidade causar problemas para causar efeitos negativos | mortalidade de
cientifica? a base da cadeia sobre consumidores copépodes?

alimentar? primérios?

CAPITULO 1: DO OLEO AO CAOS: UMA ANALISE BIBLIOMETRICA SOBRE O
DERRAMAMENTO DE OLEO QUE ATINGIU O ATLANTICO SUDOESTE
TROPICAL EM 2019

Este capitulo apresentou uma bibliometria que avaliou a aten¢do dada pela comunidade
cientifica a esse evento, identificando-se os principais trabalhos, pesquisadores que atuaram nas

investigagdes, além da participacdo de diferente instituigdes e paises.

CAPITULO 2: USO DA MICROALGA Isochrysis galbana PARA AVALIAR A
TOXICIDADE DE HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS (HPAS)
PROVENIENTES DO DERRAMAMENTO DE OLEO NO ATLANTICO SUDOESTE
TROPICAL EM 2019

Neste capitulo foi realizado a exposi¢ao de uma microalga planctonica (Isochrysis galbana),

aos compostos toxicos do oleo (HPAs), onde foram avaliados a taxa de crescimento,
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concentracdo de clorofila-a nas células e volume celular, além de relacao entre concentragdes

de HPAs e inibi¢ao de crescimento, bem como, o efeito na tolerancia a predagao.

CAPITULO 3: TOXICIDADE DE HPAS DE UM DERRAMAMENTO DE OLEO NO
ATLANTICO SUDOESTE SOBRE O ROTIFERA Brachionus plicatilis E UMA
AVALIACAO DE RISCO AMBIENTAL

Este capitulo foi apresentado o efeito negativo dos de compostos toxicos do 6leo (HPAs) sobre
um consumidor primario, o rotifero (Brachionus plicatilis). Sao apresentados dados de
mortalidade, taxa de filtragao e ingestdo em diferentes concentragdes de HPAs. Além disso, foi
realizada uma anélise de risco ecoldgico, que avaliou o problema que as concentragdes desses
compostos em diferentes ambientes, podem representar para as espécies testadas no presente

estudo, assim como em outras espécies, com base em dados da literatura.

CAPITULO 4: EFEITO DE UM DERRAMAMENTO DE OLEO NO ATLANTICO
SUDOESTE SOBRE A MORTALIDADE DE COPEPODES PLANCTONICOS

No tltimo capitulo uma comunidade de copépodes foi avaliada no ambiente durante e em meses
seguintes ao derramamento, tendo a mortalidade no momento da chegada do 6leo no ambiente
avaliada e comparada com outros periodos. Além disso, sdo apresentados dados de um
experimento com a comunidade de copépodes exposta em microcosmos com diferentes

concentragdes de HPAs.
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INTRODUCAO GERAL

Derramamentos de 6leo em ecossistemas marinhos

O planeta Terra possui caracteristicas Unicas, entre elas o fato de ser coberto em sua
maior parte por dgua, sendo que, os mares e oceanos representam 70,55% da sua superficie
(COSTELLO; CHEUNG; DE HAUWERE, 2010). Esses ecossistemas possuem grande
importancia em escala global, devido as fun¢des que exercem para o equilibrio do planeta e
disponibilizagdo de recursos essenciais (ANGEL, 1993; COSTANZA et al., 1997). Dentre
esses recursos, o petroleo (6leo) ocupa um lugar de destaque, sendo um composto de origem
fossil e com papel econdmico significativo, por sua vasta ultilizagdo, como combustivel e como
matéria prima na produ¢do de diversos itens de consumo (BACOSA et al., 2022). Contudo, o
aumento da produ¢do global e da demanda no transporte maritimo, desse material, elevam os
riscos de acidentes de derramamento de 6leo (OLIVEIRA et al., 2021). Esses acidentes podem
causar s€ria contaminagdo e danos ambientais significativos nas areas afetadas (KIRBY; LAW,
2010). Derramamentos de 6leo também geram perdas econdmicas, uma vez que sdo necessarias
grandes quantias de dinheiro para mitigar os impactos nos locais afetados (BACOSA et al.,
2022). Além disso, a recuperacdo desses ambientes exige investimentos significativos, bem
como pesquisas para avaliar os danos causados aos ecossistemas e a busca por estratégias de
remocdo e restauracdo (LIU; WIRTZ, 2006). Outro aspecto a ser considerado ¢ o efeito
negativo que ocorre sobre processos € servigos ecossistémicos, uma vez que a biodiversidade
passa a sofrer com o impacto da entrada dos compotos toxicos do dleo nos ecossistemas
(ROHAL et al., 2020).

O ¢6leo pode entrar nos ambientes marinhos através de eventos acidentais, como
vazamentos em oleodutos, acidentes em refinarias de petrdleo, colisdes ou encalhes de navios,
e eventos intencionais ou operacionais, como a limpeza ou lavagem dos tanques de navios ou
salas de maquinas (GHOSAL et al., 2016). Apds derramamentos de 6leo, varios processos
podem ocorrer com esse material (Figura 1). Incluindo a evaporag¢ao, dispersao, foto-oxidacao,
oxida¢ao, emulsificagdo e biodegrada¢ao (BACOSA et al., 2022). Além disso, a acdo das ondas
e dos ventos sobre as manchas de 6leo pode causar turbuléncia, levando a desagregacdo desse
material em pequenas goticulas de 6leo que ficam disponiveis para serem ingeridas pelos
organismos presentes no ambiente marinho, aumentando o nivel de exposicdo (ALMEDA et
al., 2013; UTTIERI et al., 2019). Essas manchas de 6leo contém uma complexa mistura de

metais, fenois, nitrogénio, enxofre, hidrocarbonetos, como os alcanos, cicloalcanos e os
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aromaticos, sendo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) os principais

componentes (BARBOSA et al., 2018).

Vento D ,\
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Turbuléncia e ondas

Deriva do vento e . T —

transporte das correntes h —> Dispersdo —> Biodegrada;ao

o :
Mistura turbulenta o0
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Figura 1. Processos que o 6leo derramado pode sofrer nos ambientes marinhos. Adaptado de
Bacosa et al. (2022).

Derramamentos de 6leo tém ocorrido de forma recorrente nas ultimas décadas, dispondo
nos ecossistemas aquaticos grandes quantidades de 6leo (HONDA; SUZUKI, 2020). As
consequéncias desses eventos podem variar amplamente, tornando dificil a previsao precisa dos
impactos em diferentes cendrios (TEAL; HOWARTH, 1984). Em alguns casos, esses eventos
tém tomado grandes proporgdes. Um exemplo muito conhecido ¢ o derramamento ocorrido no
golfo do México em 2010 apds a explosao de uma plataforma da “Deepwater Horizon”, gerando
um dos maiores desastres ambientais da histéria (PERHAR; ARHONDITSIS, 2014).
Derramamentos causados por navios durante o transporte desse material, também geram danos
significativos para os ecossistemas afetados (CHEN ef al., 2019). Um exemplo histérico foi o
derramamento que ocorreu apos o encalhe e naufragio do superpetroleiro Torrey Canyon, em
aguas britanicas em 1967, causando o derramamento de 119 mil toneladas de 6leo, ocasionando
diversas perdas naturais e econdmicas para a Gra-Bretanha e a Franga (WELLS, 2017; YIN et
al.,2018). Um episodio recente de derramamento ocorreu no Oceano Atlantico, em 2019, sendo
o Oleo carreado pelas correntes marinhas até a regido costeira do Brasil, acarretando graves

consequéncias para os ecossistemas impactados (SOARES; RABELO, 2023).

Derramamento de 6leo no Atlantico Sudoeste, em 2019
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A partir do final de agosto de 2019, manchas de 6leo comegaram a ser avistadas em
ecossistemas costeiros do Brasil (Figura 2), passando a se espalhar e atingir varias areas da
regido nordeste e, posteriormente, de outras regides do pais (SOARES; TEIXEIRA; ARRUDA
BEZERRA; et al., 2020). Esse evento se tornou o maior derramamento de 6leo ja registrado no
Atlantico Sudoeste em termos de extensdo e, inicialmente, ndo se sabia a origem do 6leo
(SOARES et al., 2022). Por meio de estudos, foi possivel analisar a composi¢ao do 6leo e
determinar que sua origem era a bacia de extragdo da Venezuela (ESCOBAR, 2019). No
entanto, ndo foram registrados acidentes de 6leo em plataformas da Venezuela e, levando-se
em consideragdo as diregdes das correntes maritimas, caso um derramemento de 6leo tivesse
ocorrido em plataformas de extracdo desse pais, o material ndo deveria ter chegado ao Brasil
(ZACHARIAS et al, 2021). Diante dessa contradicdo, foram conduzidas investigacdes
utilizando-se modelos matematicos para analisar as direcdes das correntes maritimas e essas
informagdes obtidas foram cruzadas com imagens de satélite, bem como com as rotas de navios
que haviam passado paralelo a costa do Brasil (ZACHARIAS; GAMA; FORNARO, 2021).
Com esses dados, a Policia Federal do Brasil identificou um petroleiro de bandeira grega que
havia transitado pela area onde o derramamento provavelmente ocorreu, atribuindo a

responsabilidade desse evento criminoso a essa embarcagido (POLICIA FEDERAL, 2021).

nto de 6leo em 2019. (A) Oleo no mangue

Figura 2. Imagens de locais afetados pelo derramame

na praia dos Carneiros em Tamandaré-PE (Fonte: Clemente Coelho Junior/Arquivo Pessoal);
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(B) retirada de 6leo de costdes rochosos no nordeste do Brasil (Fonte: Victor Uchoa/BBC News
Brasil); (C) 6leo na praia de Lagoa do Pau em Coruripe-AL (Fonte: G1/ Carlos Ezequiel
Vannoni/Agéncia Pixel Press via Estaddo Contetudo), (D) trabalho de retirada do dleo da praia
dos Carneiros em Tamandaré-PE (Fonte: G1/ Bruno Campos/JC Imagem/ Estadao Conteudo),
(E) mancha de 6leo sob recifes na praia de Peroba em Maragogi-AL (Fonte: G1/Diego
Nigro/Reuters).

Ao atingir a regido costeira do Brasil, o 6leo contaminou diversos ambientes, tais como
mangues, praias, recifes e estuarios presentes em aproximadamente 3.000 km da costa que foi
impactada por esse material (SOARES; TEIXEIRA; BEZERRA; ef al., 2020). Este evento
recebeu grande aten¢do da populagdo, que diante da lentiddo da resposta governamental teve
que se mobilizar inicialmente para remover o 6leo dos ecossistemas afetados (ALMEIDA et
al., 2022; BRUM; CAMPOS-SILVA; OLIVEIRA, 2020). A exposicdo que essas pessoas
sofreram, devido a auséncia ou uso inadequado de equipamentos de protecdo individual,
representa grave risco de longo prazo para a satide, uma vez que esse material possui compostos
toxicos que sdo cancerigenos (PENA ef al., 2020). Além disso, o derrame também causou
problemas socioecondmicos que afetaram diretamente comunidades tradicionais, sendo
estimado que 870 mil pessoas sofreram diretamente com os efeitos negativos da chegada desse
mateiral & costa, uma vez que essas populagdes dependem do turismo e da pesca artesanal para
sua sobrevivéncia (MAGRIS; GIARRIZZO, 2020).

O derramamento de O6leo ocorrido em 2019 teve impactos significativos na
biodiversidade dos ecossistemas afetados, sendo registrados impactos em esponjas, corais,
moluscos, crustdceos, poliquetas, equinodermos, tartarugas, aves, peixes e mamiferos
(SOARES; RABELO, 2023). Estudos indicam que inumeras espécies foram afetadas pela
chegado do 6leo (Figura 3), incluindo 27 espécies (elasmobranquios, teledsteos, mamiferos e
invertebrados) que estdo sob risco de extingdo (MAGRIS; GIARRIZZO, 2020; SOARES;
TEIXEIRA; ARRUDA BEZERRA; et al., 2020). Um estudo que avaliou a contaminacio dos
organismos por compostos toxicos do 6leo, detectou a presenca de HPAs em espécies de
moluscos, crustaceos e peixes, indicando a contaminacdo das cadeias alimentares marinhas

(MAGALHAES et al., 2022).
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Figura 3. Organismos oleados durante o derramamento de 6leo do Atlantico sudoeste em 2019:
(A) zooplancton (larvas de caranguejo (zoea 1) com aparelho bucal (setas) possivelmente
oleado); (B) caravela portuguesa Physalia physalis com os seus tentdculos oleados; (C)
macroalgas e plantas marinhas; (D) peixe; (E) Tartaruga marinha Chelonya midas coberta com

6leo. Adaptado de Soares et al. (2020).

Diversos estudos demonstram que a exposi¢ao ao 6leo derramado e aos seus compostos
toxicos causaram impactos em diferentes organismos. Caranguejos apresentaram modificagdes
na propor¢ao sexual, tamanho e tempo de maturacdo (SANTANA et al., 2022); larvas e ovos
de peixes apresentaram anormalidades morfologicas (SOUZA et al., 2022); algas, esponjas,
cnidarios, crustaceos e tartarugas foram recobertos pelo 6leo (MATIAS DE OLIVEIRA et al.,
2021; MIRANDA et al., 2022); uma microalga (Symbiodinium glynnii D.C.Wham &
LaJeunesse, 2017) teve sua taxa de crescimento diminuida e realizou a bioacumulagdo dos
compostos do 6leo (MULLER et al., 2021); houve aumento no nimero de espécies oportunistas
(CRAVEIRO et al., 2021); e foi registrado também o aumento da mortalidade de poliquetas,
levando a uma diminui¢dao na populagdo (DE OLIVEIRA LIRA et al., 2021). Além disso,
organismos dos primeiros niveis troficos dos ecossistemas marinhos, especialmente os

organismos planctonicos, passaram a interagir com o 6leo derramado e até mesmo ingerir
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goticulas dele, o que pode ter efeitos nefastos ao organismo e, consequentemente, para as

cadeias alimentares marinhas (CAMPELO et al., 2021; SOUZA et al., 2022).

Caracteristicas dos organismos planctonicos

Os organismos planctdnicos sao uma parte fundamental dos ecossistemas aquaticos, em
especial dos marinhos, desempenhando diversas func¢des ecossistémicas que permitem a
manuten¢do da vida no planeta (STEINBERG; LANDRY, 2017). O termo plancton foi usado
pela primeira vez por Viktor Hensen em 1887, originado do termo grego “planktos” que tem
como significado “errante”. Isto ocorreu, devido a caracteristicas dos organismos que compdem
esse grupo. Estes organismos ficam dispostos na coluna dagua, sendo carreados pelas correntes
devido a suas baixas capacidades natatérias. Considerando o tamanho que os organismos
pertencentes a este grupo possuem (Figura 4), eles podem ser classificados nas seguintes classes
(SIEBURTH; SMETACEK; LENZ, 1978): femtoplancton (0.02 — 0.2 um), picoplancton (0.2
— 2 um), nanoplancton (2 — 20 pm), microplancton (20 — 200 pm), mesoplancton (0.2 — 20
mm), macroplancton (2 — 20 cm) e megaplancton (> 20 cm). Entre os seres planctonicos,
diversos dominios estdo representados (virus, protistas e eucariontes), sendo divididos em

subgrupos, como o fitoplancton e zooplancton.

Organimos Plancténicos

Virus

ki Bactéria \
MM DA,
AR —
N

Femtoplancton Picoplancton Nanoplancton Microplancton Mesopléancton Macroplancton ~ Megaplancton

(0,02-0,2um) (0,2—2 pm) (2-20pm) (20— 200 pm) (0,220 mm) (2-20cm) (>20 cm)

Figura 4. Classes de tamanho dos organismos planctonicos. Adaptado de Sunagawa et al.

(2020).

O fitoplancton inclui os organismos capazes de realizar fotossintese, em sua maioria
unicelulares, sendo alguns coloniais, como as diatomaceas e cocolitoforideos, bem como,
algumas espécies de cianobactérias (LATASA et al., 2023). O fitoplancton possui grande
importancia nos ecossistemas marinhos, uma vez que esses organismos podem atuar na
captagdo da energia solar e produ¢do de matéria organica (Figura 5), através dos seus processos
fotossintéticos, garantindo, assim, a manuten¢do da energia para as cadeias alimentares
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marinhas (METTING, 1996). Estes organismos também atuam na remocdo de parcela
importante do didéxido de carbono (CO>) atmosférico e na liberagdo de oxigénio a medida que
crescem (SAMBROTTO, 2014). Para realizarem o seu crescimento, 0s o0rganismos
fitoplanctonicos necessitam de outros nutrientes, tais como como nitrato, fosfato, silicato e

calcio em varios niveis, considerando exigéncias de cada espécie (GUILLARD, 1975).

Luz solar

| Agua Fotossintese Oxigénio Glicose Fitoplancton Zooplancton Predadores

6C0,+6H,0 —+—* 60,+C.H,, f};

-
Nutrientes [ Ry

Sarmen, KV e
Vol s

diéxido de Respiracao

TREl

Figura 5. Processo de fotossintese/respiragdo do fitoplancton e cadeia alimentar classica
marinha, destacando o processo de producdo das algas e o sentido do fluxo de matéria dos
produtores para os consumidores. Fonte: do autor.

De forma global o fitoplancton tem seu crescimento mais intenso ao longo das costas,
plataformas continentais e zonas de ressurgéncias. No entanto, uma série de impactos
antropicos tem ocorrido nesses ecossistemas e podem representar risco para a comunidade
fitoplanctonica, como exemplo o aquecimento ambiental (BOPP, Laurent et al., 2005),
mudangas na turbidez da 4gua e do pH, bem como a presenca de poluentes quimicos diversos,
tais como os provenientes de derramamentos de 6leo (BEN OTHMAN et al., 2018; BOPP,
Stephanie K.; LETTIERI, 2007; OLALEYE; KADIRI, 2021; PEREZ; FERNANDEZ;
BEIRAS, 2010). Impactos sobre esses organismos representam riscos significativos para as
cadeias alimentares marinhas, ao passo que, organismos dos niveis tréficos superiores, como
os zooplanctonicos, podem ser afetados pelos reflexos negativos desses impactos
(BRUSSAARD et al., 2016; ECHEVESTE et al., 2010).

O zooplancton € composto por organismos heterotréficos do plancton, sendo incapazes
de produzirem quimicamente o seu proprio alimento, como o fitoplancton. Diversos
organismos marinhos vivem no plancton, seja por toda a vida (conhecidos como holoplancon)
ou por apenas uma parte da vida (chamados de meroplancton), como os caranguejos e algumas

espécies de peixe (WILLIA; COLLINS, 1986). Os organismos zooplanctonicos possuem
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diferentes adaptacdes para viverem no plancton, como corpo achatado, presenca de apéndices
e corpo gelatinoso (SANVICENTE-ANORVE et al., 2022). No zooplancton, pode-se observar
uma variedade de organismos, comecando por protistas heterotroficos, rotiferos, ctendforos,
cnidarios como medusas e sifono6foros, Chaetognatha, Annelida (como poliquetas), moluscos,
crustaceos como copépodos, decapodes e anfipodes, apendicularia e outros grupos (LALLI,
PARSONS, 1997). O fato desse grupo possuir espécies de diferentes tamanhos corporais e de
diferentes estratégias alimentares (herbivoros, onivoros, detritivoros e carnivoros), mostra o
quanto sdo diversos e importantes nas cadeias alimentares marinhas (CAMPELO et al., 2018).
Os organismos do zooplancton desempenham um papel vital nos ecossistemas marinhos, uma
vez que eles atuam diretamente em uma série de processos esséncias para a manutengao da vida
nos oceanos, por exemplo a ciclagem de carbono particulado, transferéncia de energia dos
produtores primarios para os niveis troficos superiores e matéria organica dissolvida
(STEINBERG; LANDRY, 2017).

Nos ecossistemas costeiros, as comunidades zooplanctdnicas sdo dominadas por
organismos como os copépodes e em alguns locais pelos rotiferos (ESKINAZI-SANT’ANNA;
TUNDIST, 1996; SANTOS; BRITO-LOLAIA; SCHWAMBORN, 2017; SILVA et al., 2020).
No entanto, esses organismos estdo enfrentando diversos impactos ambientais e alteracdes que
podem causar sérios problemas para essas comunidades (ALMEDA et al., 2021; CAMPELO
et al., 2021; SOUZA et al., 2023). Varios estudos tém usado esses organismos como
indicadores das condi¢cdes ambientais e demonstrado a sensibilidade que possuem aos
compostos toxicos (LI et al., 2020; LOTUFO, 1997; RHEE et al., 2013). A exposi¢ao ao dleo
e seus compostos pode levar a mudangas nas abundancias, composi¢do, tamanho dos
individuos, mortalidade, taxas de alimentacdo, reproducdo, morfologia e fisiologia dessas
comunidades (ALMEDA et al., 2013; BEN OTHMAN et al., 2023). Essas alteragdes podem
fornecer informag¢des importantes sobre as condi¢des dos ambientes impactados, bem como, os
niveis de toxicidade desses compostos para os organismos. Essas mudancas tém sérias
consequéncias para o0s ecossistemas, uma vez que o0s organismos zooplanctonicos
desempenham importante papel como elos entre os produtores primarios e os consumidores

subsequentes nas cadeias alimentares marinhas (STEINBERG; LANDRY, 2017).

Contaminacio do plancton por 6leo

Os organismos planctdnicos estdo entre os mais sensiveis aos impactos gerados pelo

6leo e isso se da devido a alta sensibilidade desses organismos aos compostos toxicos presentes
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nesse material (BEN OTHMAN et al., 2018; PROO et al., 1986). A exposigdo desses
organismos, ao 6leo e seus compostos, pode ocorrer por trés vias, (i) contato direto, (ii)
respiragdo ou ingestdo, e (iii)) pelo consumo de alimento contaminado (ALMEDA;
CONNELLY; BUSKEY, 2016; ARIAS et al., 2016). Apos a exposi¢do ao 6leo, os organismos
podem sofrer com efeitos negativos agudos ou cronicos (JIANG et al., 2012). Esses efeitos
podem ser graves e causarem o aumento da mortalidade, redu¢do na taxa de reproducgdo e
ingestdo (ALMEDA et al., 2013; ALMEDA; CONNELLY; BUSKEY, 2016). Foi observado
que apos a exposicao, nauplios de copépodes apresentaram efeitos subletais, como reduc¢do do
crescimento, desenvolvimento e atividade natatoria (ALMEDA et al., 2016). Para microalgas,
foi demonstrado que aumento das concentracdes de HPAs pode causar efeitos negativos no
crescimento, concentragdo de clorofila-a, eficiéncia fotossintética (BEN OTHMAN et al.,
2023). Além disso, a ingestao de goticulas de 6leo em suspensdo pelos copépodes pode resultar
em goticulas ainda menores que ficam disponiveis para outros organismos nas cadeias
alimentares, gerando problemas ambientais adicionais (ALMEDA; CONNELLY; BUSKEY,
2016).

Em estudos de laboratério, foram observadas respostas a toxicidade do dleo em
organismos expostos. A exposicao a esses compostos pode resultar em alteragdes na expressao
génica, afetando enzimas vitais para o funcionamento desses organismos (CARVALHO et al.,
2011), ocasionar a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que acabam danificando
proteinas, gerando mutagdes no DNA, ruptura da membrana celular e até mesmo a ativagao do
processo de morte celular conhecido como apoptose (SUBASHCHANDRABOSE et al., 2017).
Além disso, compostos toxicos como os HPAs também podem ser bioacumulados nos
organismos planctonicos, se acumulam nos tecidos desses organismos ao longo do tempo
(ARIAS et al., 2016; CARLS; SHORT; PAYNE, 2006). Essa acumulagdo pode ter efeitos
negativos em cascata, pois esses organismos sao a base da cadeia alimentar marinha, servindo
como alimento para peixes e outros organismos maiores (ALMEDA et al., 2014). Portanto,
qualquer alteragdo significativa nas comunidades planctonicas pode afetar toda a cadeia
alimentar e causar desequilibrios nos ecossistemas marinhos.

Nesse contexto, o monitoramento da saude do plancton ¢ crucial para a sustentabilidade
dos oceanos e para a protecdo da biodiversidade marinha (HANSEN et al., 2017), garantindo
um ambiente saudédvel para as futuras geragdes. Entretanto, apesar de estudos conduzidos tanto
em laboratdério quanto em campo evidenciarem os efeitos negativos do 6leo proveniente do

derramamento de 2019 sobre esses organismos, ainda ha lacunas no conhecimento em relagao
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aos impactos na base da cadeia alimentar e nas interagdes entre diferentes espécies (SOARES;

RABELO, 2023).

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do 6leo derramado no Atlantico Sudoeste em 2019, o qual atingiu
o litoral brasileiro, sobre os organismos planctonicos e avaliar os impactos potenciais nos
ecossistemas afetados, ao passo que, buscou-se contribuir com informagdes que auxiliem na

compreensdo dos impactos de eventos de derramamento de 6leo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Capitulo 1: Avaliar a aten¢do dada pela comunidade cientifica ao evento de derrame de
6leo que ocorreu no Atlantico Sudoeste em 2019, através de analise bibliométrica.

o Capitulo 2: Analisar os efeitos causados pelos HPAs do o6leo derramado sobre a
microalga planctonica (Isochrysis galbana) e, consequentemente, para a base da cadeia
alimentar marinha.

o Capitulo 3: Avaliar os efeitos dos HPAs do 6leo derramado sobre um consumidor
primario (Brachionus plicatilis Miiller, 1786) e para a sua relagdo alimentar com a
microalga Isochrysis galbana.

o Capitulo 4: Avaliar o efeito do derramamento de 6leo sobre a comunidade de copépodes
de uma baia impactada (in sifu), bem como, a relagdo dos HPAs e o aumento da

mortalidade desses organismos (ex sifu).
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Do dleo ao caos: uma analise bibliométrica sobre o derramamento de 0leo que atingiu o

Atlantico Sudoeste Tropical, em 2019

RESUMO

Derramamentos de o6leo sdo considerados graves problemas para os ecossistemas,
principalmente pela capacidade que possuem de afetar os organismos que vivem nos locais
impactados. Em 2019, um evento de derramamento de 6leo ocorreu no oceano Atlantico
Sudoeste Tropical e o material derramado chegou aos ecossistemas costeiros do Brasil,
contaminando ambientes recifais, praias, estuarios e manguezais. Neste estudo, foi avaliado se
ocorreu um interesse crescente da comunidade cientifica em relagdo ao evento de
derramamento de d6leo e o panorama numérico das pesquisas apds quase 4 anos do evento. Os
resultados demonstram que foram publicados 91 documentos que se relacionam com o foco do
estudo e a ocorréncia de crescimento no numero de publicagcdes ao longo dos anos. A maior
parte dos estudos foi publicada em revistas cientificas e, geralmente, de alto impacto, refletindo
a relevancia do tema. Foi registrada a participacdo de autores do Brasil e outros 16 paises. Os
principais estudos abordaram o impacto do derramamento em organismos € ecossistemas, o
desmonte da protecdo ambiental e a falta de resposta do Governo Federal, na época. Estas
informagdes demonstram a importdncia que tem sido dada e os esfor¢os realizados pela
comunidade cientifica para entender os danos e os efeitos desse derramamento de dleo sobre o
meio ambiente e as suas implicagdes socioambientais. O presente estudo poderda também
colaborar para a tomada de decisdes sobre a conservagdo da biodiversidade marinha e a

prevencao frente a possiveis futuros eventos.

Palavras-chave: bibliometrix, VOSviewer, impacto ambiental, Brasil, contaminacao, revisao.

INTRODUCAO

A contaminacao por 6leo nos ambientes naturais tem sido um problema recorrente e que
gera grandes preocupagdes devido a natureza dos compostos presentes neste material e a
capacidade que possuem em causar efeitos adversos para os organismos dos ecossistemas
afetados, além de problemas socioecondmicos (LIU et al., 2022). Esse tema tem recebido a

aten¢do global ha diversos anos, sendo mais evidente apds a ocorréncia de grandes eventos de
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derramamento como o que ocorreu no golfo do México, em 2010 (PERHAR; ARHONDITSIS,
2014). Recentemente, no ano de 2019, houve um derramamento de 6leo no Atlantico Sudoeste
e o material foi levado pelas correntes marinhas até o litoral brasileiro, passando a impactar
diversos ecossistemas (ESCOBAR, 2019). Este derramamento foi considerado o maior evento
em extensdo ocorrido no Atlantico Sudoeste, com aproximadamente ~5380 toneladas de
material derramadas e que chegaram a afetar uma extensdo de 2.890 km (SOARES et al., 2022).
Desde entdo, este evento passou a ter atencdo e a concentragdo de esfor¢os com o intuito de
avaliar os impactos resultantes desse evento e melhorar sua compreensao (SOARES; RABELO,
2023).

Inicialmente com fonte desconhecida, mas com origem comum confirmada através de
analises quimicas (LOURENCO et al., 2020), foram conduzidas investigacdes com o objetivo
de desvendar a origem do derramamento desse material (LOBAO et al., 2022; ZACHARIAS
et al., 2021). Ao mesmo tempo, foram conduzidas pesquisas sobre os riscos do 6leo sobre a
biota dos ecossistemas afetados (CAMPELO et al., 2021; SOARES et al., 2020), risco a saude
publica (PENA et al., 2020), contaminacdo dos recursos pesqueiros (MAGALHAES et al.,
2022), no turismo e na pesca (SANTANA RIBEIRO et al., 2021). Além disso, a efetividade e
as respostas empregadas pelos governantes foram questionadas (BARBOSA; SANTOS
ALVES; VIVEIROS GRELLE, 2021; BRUM; CAMPOS-SILVA; OLIVEIRA, 2020). Foi
analisado também se o interesse da populagdo, avaliado através do engajamento nas redes
sociais, diminuiu nos meses seguintes (ALMEIDA et al., 2022). Também foi destacado que a
ocorréncia da pandemia da COVID-19 nos meses seguintes ao derramamento de 6leo do
Atlantico, em 2019, pode ter elevado o grau de dificuldade para uma répida resposta e detec¢ao
dos impactos sofridos pelos ecossistemas (MAGALHAES et al., 2021), o que pode ter
ocasionado um impacto tardio no desenvolvimento de estudos sobre o evento. Portanto, ¢
necessaria uma investigacdo temporal do desenvolvimento dos estudos relacionados ao
derramamento de 6leo de 2019.

Este estudo tem como objetivo apresentar um panorama numérico do estado histérico-
recente e atual das pesquisas sobre o derramamento de 6leo ocorrido no Atlantico em 2019. As
informagdes aqui apresentadas t€ém o proposito de incentivar o desenvolvimento de novos
estudos relacionados a esse evento, bem como de prover dados importantes para futuras
pesquisas e tomadas de decisdes. Considerando esse contexto, o presente estudo buscou avaliar
a hipotese de que o evento recebeu uma importancia crescente da comunidade cientifica. Além
disso, algumas questdes relevantes sobre os estudos que abordaram o derramamento de 6leo no

Atlantico, em 2019, foram apresentadas: Quantos estudos foram desenvolvidos até o momento?

43



Qual numero de pesquisadores envolvidos nos estudos? Houve participacdo de pesquisadores
internacionais nos estudos? Quais revistas estdo publicando esses trabalhos? Quais as principais
palavras-chave usadas nesses estudos? Quais trabalhos apresentaram o maior niimero de

citagoes?

MATERIAL E METODOS

O conjunto de dados contendo os trabalhos que mencionam o evento de derramamento
de 6leo foi obtido através de buscas na base de dados Web of Science (WoS), conforme analises
bibliométricas anteriores (RANI et al., 2023; ZHOU et al., 2021). Durante a busca, foram
utilizadas as seguintes combinagdes de termos relacionados ao evento de derramamento: (oil
spilled OR oil spill OR petroleum spilled OR petroleum spill) AND (Brazil OR brazilian OR
coastal region of brazil OR coastal region of Brazilian). A op¢do “buscar nos topicos” foi
selecionada, garantindo que as palavras fossem buscadas nos titulos, resumos e palavras-chave.
Optou-se por ndo usar aspas delimitando os termos, conforme realizado por Rani et al. (2023),
para ampliar a quantidade de artigos alcancados. Nao foi realizada restri¢do de idiomas, tipo de
documento, categoria, mas realizamos a restricao de ano sendo considerado o intervalo de anos
de 2019 até julho de 2023. O ano de 2019 foi usado como periodo inicial por ter sido o periodo
em que o derramamento ocorreu. A partir do conjunto de dados, foi feita uma verificagdo dos
titulos e resumos para confirmar se o trabalho abordava o derramamento de 6leo ocorrido em
2019. Trabalhos que ndo abordavam o evento foram excluidos imediatamente. Quando a leitura
do titulo e do resumo ndo permitiram a categorizagao, foi realizada uma verificagdo no conteudo

do trabalho.

Andlise bibliométrica

A realizag¢do de uma andlise bibliométrica envolve cinco etapas (RANI et al., 2023): (i)
delimitagdo do objetivo da pesquisa, (i1) coleta de dados, (iii) andlise dos dados obtidos, (iv)
visualizacdo das informacdes e (v) a interpretacdo dos resultados. Apos a obtengdo dos dados,
o software R (R CORE TEAM, 2022) e o VOSviewer (ARIA; CUCCURULLO, 2017) foram
usados para a andlise e visualizagdo das informacdes. No R, foi realizada uma anélise de
regressao para avaliar o crescimento do niimero de estudos ao longo dos anos e assim responder
a hipdtese apresentada. O pacote "bibliometrix" (ARIA; CUCCURULLO, 2017) foi empregado
com a finalidade de realizar andlises abrangentes em diversos aspectos de estudos
bibliométricos. Especificamente, foram utilizados recursos dessa ferramenta para examinar os

seguintes elementos: tipos de documentos, anos de publicacdo, autores e coautorias, paises de
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origem das publicagdes, instituigdes envolvidas, fontes de periddicos utilizadas, periddicos co-
citados, palavras-chave relevantes e referéncias co-citadas. Através dessas analises, foi possivel
construir mapas representativos de redes de interagdes para a visualizagdo, de forma mais clara
e organizada, das relagdes entre os elementos identificados nas publica¢des analisadas.

Os graficos de palavras gerados pelo "VOSviewer" apresentam informagdes
importantes sobre os topicos (ZHOU et al., 2021). O tamanho do circulo do né indica a
relevancia do topico: quanto maior o circulo, mais importante ¢ o topico. A proximidade do
circulo ao centro indica maior relevancia. A proximidade entre os circulos dos nos revela
conexdes mais estreitas entre os topicos. Além disso, a espessura das linhas que conectam os
nods indica a frequéncia em que eles aparecem juntos em documentos. Os nos com cores

diferentes representam diferentes grupos de agrupamento.

RESULTADOS

Foram encontrados 293 resultados sendo que trés foram trabalhos duplicados e, do total
restante analisado, apenas 91 tinham relagdo com o evento de derramamento destacado. Foram
registrados 80 artigos cientificos, quatro revisdes e sete outros documentos. Considerando a
producdo ao longo dos anos, foi publicado um documento ja em 2019 e, nos anos seguintes, o
nimero de publica¢do teve um notédvel aumento e apresentou tendéncia de crescimento (2020
= 13,2021 =29, 2022 = 41, R?>=0.99). Entretanto, até 0 momento atual (julho de 2023), foram
publicados 7 documentos para o ano de 2023. Os documentos estao distribuidos em 42 fontes,
sendo as principais fontes de publicacdes os periddicos Anais da Academia Brasileira de
Ciéncias e Marine Pollution Bulletin, que juntos concentram 40% das publica¢des (Tabela 1-
1). Apesar da revista cientifica Anais da Academia Brasileira de Ciéncias ter tido mais artigos
publicados, o mesmo padrao ndo foi registrado para o nimero de citagdes (29), sendo que as
revistas Marine Pollution Bulletin, Science and Marine Policy apresentaram o maior numero

de citagdes (283, 152 e 93, respectivamente).

Tabela 1-1. Vinte principais fontes de publicacdo dos documentos sobre o derramamento de
6leo no atlantico em 2019.

Numero de  Numero Fator de
Fonte
publicacdes de citacdes impacto

Anais da Academia Brasileira de Ciéncias 19 29 1.3
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Marine Pollution Bulletin 17 283 5.8

Science 4 152 56.9
Environmental Pollution 4 24 8.9
Cadernos de Satude Publica 3 59 2.8
Environmental Science and Pollution

Research . v >
Marine Policy 2 93 3.8
Science of The Total Environment 2 39 9.8
Ocean & Coastal Management 2 34 4.6
Frontiers in Marine Science 2 7 3.7
Marine Environmental Research 2 5 33
Land Use Policy 1 60 7.1
Journal of Hazardous Materials 1 43 13.6
Current Issues in Tourism 1 18 3.9
Chemosphere 1 14 8.8
Food Analytical Methods 1 11 2.9
Environmental Monitoring And Assessment 1 9 3
Media Culture & Society 1 7 33
Scientific Reports 1 7 4.6
Materials 1 6 34

Foram identificados 510 autores que estiveram envolvidos na producao desses estudos.
Os autores representaram 17 paises, entre os quais o Brasil apresentou maioria absoluta (408),
seguido de Portugal, USA e Espanha (18,16 e 15, respectivamente). Foi registrada uma
porcentagem de internacionalizacdo de 34%, sendo que os principais pesquisadores que
contribuiram com os pesquisadores brasileiros foram da Espanha, Italia, Portugal e Alemanha,
que juntos representaram mais que 50% das conexdes dos pesquisadores brasileiros com outros
12 paises que tiveram coautoria nos estudos (Figura 1-1). Considerando os principais primeiros
autores, SOARES MO produziu o maior niimero de estudos, seguido de MALHADO ACM e
ROSA FILHO JS (9, 6 e 5, respectivamente; Tabela 1-2). Em relagdo ao niimero de citagao,
artigos com CAVALCANTE RM como primeiro autor tiveram o maior niimero de citagdes
(156), enquanto que para SOARES MO foram registradas 124 cita¢des e 106, para o conjunto
de artigos liderados por SANTANA CS.

46



Pog TU, Gay
NS
)
Q
& \
A
e
S
S
&
S

Figura 1-1. Diagrama da rede das colaboragdes entre as diferentes nacionalidades. Barras de
coloragdo cinza escura representam ~50% das conexdes.

Tabela 1-2. Vinte principais autores de publica¢do dos documentos sobre o derramamento de

0leo no atlantico em 2019.

Numero de Numero de

Autores
publicacées citacoes

SOARES MO 9 124
MALHADO ACM 6 29
ROSA FILHO JS 5 70
CAVALCANTE RM 4 156
CARREIRA RS 4 17
LADLE RJ 4 26
LENTINI CAD 4 9
MAGALHAES KM 4 50
ZANARDI-LAMARDO E 4 64
TOSTE R 3 15
KIKUCHI RKP 3 5
LANDAU L 3 9

47



OLIVEIRA AHB 3 14
PINTO FR 3 24
SILVA FR 3 24
TEIXEIRA CEP 3 47
YOGUI GT 3 62
MASSONE CG 3 2
NOBRE P 3 5
ASSAD LPF 2 11

Em relacdo a afiliagdes institucionais, foi observado que a Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) apresentou o maior niimero de contribuicdes, seguida da Universidade
Federal do Ceara (UFC), Universidade Federal Rural Pernambuco (UFRPE), Universidade
Federal Rio de Janeiro (UFRJ), simultaneamente, 30, 24, 20 e 18. Foi possivel verificar fortes
conexdes entre UFPE e a UFRPE, bem como da UFC com a Universita de Salento (Figura 1-
2). Foi possivel visualizar o agrupamento de algumas instituigdes e a falta de conexdes. O
primeiro grupo formado pelas conexdes com a UFBA, um segundo formado pela UFC, outro

pela UFPE, um quarto formado Universita de Salento e outro pela UFAL.
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Figura 1-2. Analise de associacdes entre as afiliagdes dos autores e as conexdes entre elas. As
cores representam os agrupamentos.
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O trabalho mais citado mundialmente teve um total de 93 citacdes (SOARES et al.,
2020), enquanto que o segundo teve 70 citacdes (MAGRIS; GIARRIZZO, 2020), e o terceiro
60 citagdes (BARBOSA; SANTOS ALVES; VIVEIROS GRELLE, 2021). Isto demonstra a

relevancia e impacto que esses trabalhos apresentam para a area de estudo e o tema abordado

(Tabela 1-3).

Tabela 1-3. Principais trabalhos e nimero de citagdes totais e citagdes por ano.

Total de Total de citacoes
Documentos DOI
citacoes por ano
10.1016/j.marpol.2020
SOARES MO, 2020, MAR POL 93 233
.103879
MAGRIS RA, 2020, MAR 10.1016/j.marpolbul.2 20 175
POLLUT BULL 020.110961 '
BARBOSA LG, 2021, LAND USE 10.1016/j.1andusepol.2 60 20
POL 021.105384
LOURENCO RA, 2020, MAR 10.1016/j.marpolbul.2 58 145
POLLUT BULL 020.111219 '
10.1126/science.366.6
ESCOBAR H, 2019, SCIENCE 53 10.6
466.672
OLIVEIRA LMTM, 2021, J 10.1016/j.jhazmat.202 5 143
HAZARD MATER 0.124842 '
10.1126/science.aaz99
SOARES MO, 2020, SCIENCE 0 42 10.5
OLIVEIRA OMC, 2020, MAR 10.1016/j.marpolbul.2 14 g5
POLLUT BULL 020.111597 '
10.1126/science.aba03
BRUM HD, 2020, SCIENCE 6 34 8.5
MAGALHAES KM, 2021, SCI 10.1016/j.scitotenv.20 13 "
TOTAL ENVIRON 20.142872

Considerando os termos usados como palavras-chave, foram registrados um total de 446

palavras ou conjuntos de palavras, sendo que o mais usado foi “oil spill”, presente em 27% dos

estudos. “Petroleum” e “Brazil” também estiveram entre os mais usados, presentes em 7,7% e
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6,5% dos artigos, respectivamente (Figura 1-3). Na rede de palavras, o termo “oil spill” teve
maior destaque, localizando-se ao centro e realizando conexdo com diversos outros termos
(Figura 3). E possivel observar a presenca de seis agrupamentos ao considerar as cores que
identificam a coocorréncia entre os termos. No agrupamento (i), do lado direito, estdo os termos
usados por trabalhos que destacaram o impacto sofrido pelos ambientes, como manguezais € 0s
problemas socioecondmicos gerados; o (ii), superior, indica os trabalhos que mencionaram e
cobraram a resposta do governo ao impacto; o (iii), superior esquerdo, identificou os riscos da
poluicdo de petréleo e os problemas para organismos com os peixes; o (iv), esquerdo, mostra
os estudos que enfatizam o risco da contaminagdo por petrdleo e seus compostos ao ambiente
e em atividades com a pesca; e o (v), inferior, traz os artigos que abordam a composi¢do do

6leo e investigacdo da origem do derramamento.
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Figura 1-3. Andlise de associagdes de palavras-chave para a literatura sobre o derramamento
de 6leo do Atlantico, em 2019. As cores representam os agrupamentos.

O mapa tematico demonstra os padrdes relacionados aos temas abordados em sua
situagdo atual e perspectivas futuras (Figura 1-4). Na analise, foram consideradas a centralidade
e a densidade das redes de palavras. A centralidade de uma rede mede sua interacdo com outras

redes de termos e reflete a relevancia de um tema no campo de estudo, ao passo que os grupos
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das palavras “oil spill” e “Brazil” apresentaram maior destaque. A densidade avalia o
desenvolvimento do tema e sua forga interna, com base no grau de interconexdo entre os
elementos desse agrupamento, como observado para “brown seaweed” e “pollution”.

No quadrante superior direito (motor themes), os agrupamentos “coral reef” e “Brazil”
tiveram maior foco, sendo esses temas que foram desenvolvidos e considerados essenciais para
a estruturagdo do campo de estudo. No quadrante superior direito (niche themes), os grupos
“brown seaweed” e “pollution” estiveram em foco e sdo temas bem desenvolvidos e muito
especificos, ao passo que desempenham menor papel no campo geral. No quadrante inferior
esquerdo (emerging or disappearing topics), temas como “epifauna” e “disaster” se destacaram,
considerados temas que podem estar em inicio de desenvolvimento dentro do campo e se
tornarem novas tendéncias no campo de estudo. No inferior direito (basic themes), os grupos
“enviromental impact” e “hydrocarbons” estiveram destacados e consistem em temas de alta
centralidade e baixa densidade, tidos como basicos para o desenvolvimento do campo de
estudo. A ocorréncia do tema “oil spill” entre os quadrantes superior e inferior do lado direito,
indica que ¢ um tema que tem estruturado o campo, ao passo que também ¢ considerado basico

no campo de estudo.
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Figura 1-4. Mapa temadtico dos temas basicos a partir das palavras-chave dos documentos
sobre o derramamento de 6leo de 2019 no atlantico.

DISCUSSAO
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No presente estudo, sdo apresentadas informacgdes relevantes sobre o desenvolvimento
de estudos que abordaram o derramamento de 6leo ocorrido no Atlantico, em 2019 e que ainda
seguem escassas (SOARES; RABELO, 2023). Foram identificados 91 estudos apos a
realizacdo de busca de literatura na base de dados da Web of Science, considerando o periodo
entre 2019 e a atualidade. No geral, foi observado um crescimento do ntimero de publicagdes
sobre esse tema ao longo dos anos. As principais fontes de publicagcdo dos estudos, autores e
suas informacgdes (nacionalidade, afiliagdo, numero de citagdes), os principais trabalhos e os
principais termos usados nos estudos, bem como as tendéncias dos temas abordados sdo
apresentadas nesta pesquisa. Entretanto, este estudo tem como limitacdo o fato de ndo
considerar a literatura cinza, por ndo serem indexados pela WoS, e isto pode gerar uma
subestimagdo do numero de estudos que abordam o evento e causar desvio nos resultados
(RANI et al., 2023).

Considerando que os 91 documentos selecionados foram publicados gradativamente
durante os anos subsequentes ao evento e seguindo uma tendéncia crescente, conforme
observado, ¢ possivel supor que o derramamento de 6leo tem tido um interesse crescente e
recebido mais aten¢do da comunidade cientifica com o passar do tempo. No entanto, uma
analise de mengdes em rede social demonstrou que o interesse da populagdo passou a diminuir
ja nos meses seguintes (ALMEIDA et al., 2022). E importante considerar que logo apds o
derramamento de 6leo, ocorreu a pandemia da COVID-19 que dificultou a realizagdo de estudos
e agdes para minimizarem o impacto causado pelo derramamento de 6leo (CAMERA et al.,
2022; MAGALHAES et al., 2021) e assim ter causado um retardo na realizagdo e publicacio
dos estudos. A disseminagdo dos documentos em 42 fontes, com destaque para Anais da
Academia Brasileira de Ciéncias, Marine Pollution Bulletin, Science, ¢ Environmental
Pollution, que sdo revistas cientificas de alto impacto cientifico, corroboram para a divulgacao
do tema de estudo e evidenciam a projecdo em relagdo ao cendrio global logo apds a primeira
publicacdo (ESCOBAR, 2019). Outros fatores que demonstram a relevancia do tema abordado
¢ a quantidade de autores de diversas instituicdes e de diferentes nacionalidades. Esse
engajamento evidencia a importancia atribuida pela comunidade cientifica ao que ficou
conhecido por ser o mais extenso evento de derramamento de 6leo do Atlantico Sudoeste
(SOARES et al., 2020).

O artigo mais citado que abordou o derramamento destacou o impacto da chegada desse
material sobre os organismos e os ecossistemas, além de um alerta sobre o nimero de areas de
conservagdo que foram impactadas foi o de SOARES et al., (2020). O segundo mais citado

apresentou uma lista das espécies ameagadas que podem ter sofrido impacto do derramamento
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do 6leo e a amplitude do impacto sobre a biodiversidade, recursos pesqueiros € o turismo
(MAGRIS; GIARRIZZO, 2020), enquanto que o terceiro mais citado apresentou os impactos
causados pelo desmonte da estrutura de protecdo ambiental por parte do governo da época
(BARBOSA; SANTOS ALVES; VIVEIROS GRELLE, 2021). Outros estudos também
destacaram a forma de resposta do governo ao derramamento indicando a falta de agdo e
efetividade durante o momento de maior impacto do 6leo na regido costeira do Brasil (BRUM;
CAMPOS-SILVA; OLIVEIRA, 2020; LIMA; DA COSTA, 2022; MAGALHAES et al., 2021).
No momento, o governo era comandado pelo presidente Jair Messias Bolsonaro, que teve sua
imagem associada a uma série de medidas que colocaram em risco o meio ambiente e
populagdes tradicionais (FERRANTE; FEARNSIDE, 2019). Devido a fonte inicialmente
misteriosa do derramamento de 6leo, alguns autores usaram o termo “Mysterious oil spill” para
se referir ao evento (CARREIRA et al., 2022; ESCOBAR, 2019; LOURENCO et al., 2020;
MAGRIS; GIARRIZZO, 2020; ZACHARIAS et al, 2021; ZACHARIAS; GAMA,;
FORNARO, 2021). Entretanto, em dezembro de 2021, a policial federal brasileira apontou um
navio como o causador do derramamento e indiciou os responsaveis legais pela empresa, assim
como o comandante ¢ o chefe de méaquinas do navio por crime ambiental (POLICIA
FEDERAL, 2021).

Na andlise de associa¢do das palavras-chave usadas foi demonstrado que o termo “oil
spill” foi o principal usado pelos autores, considerando que quanto maior o nd, maior a
quantidade de trabalhos que o mencionaram (LI et al., 2019). Este termo foi usado por estudos
de diferentes abordagens, como o efeito do derramamento sobre larvas de peixes (SOUZA et
al., 2022), o efeito sinérgico entre o derramamento de 6leo e a pandemia da COVID-19 que
agravaram os danos ambientais e socioecondmicos (MAGALHAES et al., 2021), o uso de
algoritmos computacionais para investigar a fonte de derramamento do 6leo (TESSAROLO et
al., 2023), a avaliagdo das agdes de resposta do governo brasileiro ao evento (BARBEIRO;
INOJOSA, 2022) e o uso de técnicas para a remocao de compostos do 6leo (ANJOS et al.,
2021). Os agrupamentos formados pelas palavras-chave mostraram os temas focados dentro do
campo de estudo e os evidenciam. Uma parte dos estudo se concentrou em avaliar os impactos
sofridos pelos ecossistemas e a sociedade logo apés o derramamento (CAMARA et al., 2021,
CAMPELO et al., 2021; ESTEVO et al., 2021; SOARES et al., 2022). Enquanto isso, dois
agrupamentos tiveram como principal énfase a investigacdo na presenca e os efeito da
contaminac¢do por d6leo e seus compostos, como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,
sobre os organismos (COSTA et al., 2023; FERNANDES et al., 2022; MAGALHAES et al.,
2022).
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Um pequeno cluster na parte inferior apresentou termos ligados a trabalhos que
buscaram identificar a origem do 6leo e sua composicao (CARREGOSA et al., 2021; LIMA et
al.,2021; LOBAO et al., 2022). Considerando as disposi¢cdes das palavras no mapa tematico
“environmental impact” e “hydrocarbons” foram selecionados como de base, esses sdo temas
tidos como amplamente estudados, sendo que os impactos dos hidrocarbonetos presentes no
6leo tém sido evidenciados (BEN OTHMAN et al., 2023; HONDA; SUZUKI, 2020). Os termos
“coral reef “e “Brazil” representaram temas que tem impulsionados as pesquisas, € iSso ocorreu
por parte da drea impactada conter recifes e pela atencdo que esses ecossistemas tem sofrido
devido as mudancas climaticas e acidifica¢ao dos oceanos (HOEGH-GULDBERG et al., 2007).

As informagdes levantadas revelam a importancia que tem sido dada para o evento de
derramamento de 6leo no Atlantico, em 2019, e os esfor¢os realizados pela comunidade
cientifica em investigar e compreender os danos ambientais e socioecondmicos causados por
esse tragico evento. Além disso, a difusdo dos estudos através de diversas fontes e a quantidade
de citacdes demonstram a veiculagdo e a relevancia deste impacto no campo de estudo de forma
global, corroborada pela internacionalizagdo das pesquisas. Entretanto, ¢ reconhecida a
importancia da realizagdo de mais estudos que busquem auxiliar na compreensao dos impactos
causados e a persisténcia dos compostos do 6leo nos ambientes naturais, considerando os seus
altos riscos ambientais (LIU et al., 2022). Outraimportante perspectiva que deve ser
considerada ¢ o risco para a saide das pessoas que tiveram contato direto com esse material
(por terem atuado na remocdo) ou indireta (quando se alimentaram de organismos
contaminados) (PENA et al., 2020).

Desta forma, o presente estudo também auxilia na resolu¢do de uma das perguntas tidas
com importantes para a conservagdo da biodiversidade marinha: How should damage from
anthropogenic oil release be quantified and what is the ecologically relevant scale for
assessment? (PARSONS et al., 2014). A avaliagdo dos impactos deve variar de escala micro,
como o efeito sobre um pequeno organismo simbionte de coral (MULLER et al., 2021), a
macro, como a investigacdo da area afetada pelo derramamento através de sensoriamento
remoto (FREIRE et al., 2022). O objetivo deve ser auxiliar na compreensdo dos impactos
causados em diferentes escalas. Para isso, ¢ importante a realizacdo de multiplas pesquisas que
identifiquem a extensdo da area afetada, o volume e o tipo de dleo liberado, a sensibilidade dos
organismos e ecossistemas locais, além da duracdo do impacto. Estas informagdes poderdo
gerar um panorama dos danos causados em diferentes areas, como ambiental, sociais, bem
como, econdmicas e assim embasar a tomada de decisdo de governos e instituicdes com o

objetivo de minimiza-los.
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Por fim, considerando que uma revisdo recente apontou importantes iniciativas futuras
para compreender os impactos causados pela contaminacao do 6leo (SOARES; RABELO,
2023) ¢ importante a continuagdo das investigacdes. Esses pontos cruciais a serem considerados
sdo: (1) investigagdo dos efeitos de longo prazo em diferentes niveis tréficos e servigos
ecossistémicos; (2) toxicidade dos compostos do 6leo; (3) experimentos de mesocosmos para
simular e entender melhor o impacto do petréleo na biota afetada; e (4) vigilancia dos impactos
agudos e cronicos sofridos pelos ecossistemas tropicais € comunidades humanas. Para
impulsionar o desenvolvimento dessas iniciativas, a criagdo de um observatorio se mostra
relevante. Tal observatdrio teria como objetivo catalogar informagdes e disponibiliza-las em
um banco de dados de acesso aberto, que beneficiaria a populagdo, pesquisadores, entidades
governamentais e outras instituicdes envolvidas no campo temadtico. Essa abordagem
colaborativa e transparente se mostra fundamental para uma compreensao mais completa dos
efeitos do evento de derramamento de 6leo, em 2019, e para orientar agdes efetivas de mitigacao
e conservacdo de ecossistemas, além de auxiliar na prevengdo e efetiva resposta para eventos

futuros.
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Uso da microalga Isochrysis galbana para avaliar a toxicidade de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) provenientes do derramamento de 6leo no Atlantico

Sudoeste Tropical em 2019

RESUMO

Os efeitos e intensidade dos danos causados pelos HPAs em organismos aquaticos
podem variar de acordo com diversos fatores, incluindo o tipo de dleo e as condi¢cdes ambientais
em que os organismos sofrem exposi¢do. Para entender melhor os impactos de derramamentos
de 6leo nos ecossistemas, ¢ crucial realizar estudos que levem em consideracio esses fatores.
Neste estudo, foram conduzidos dois experimentos utilizando a microalga Isochrysis galbana
como modelo para avaliar os efeitos dos HPAs oriundos de um 6leo derramado no Atlantico
em 2019, que atingiu a costa do Brasil, na base da cadeia alimentar. No primeiro experimento,
avaliou-se a densidade de células, taxa de crescimento, concentragao de clorofila-a e volume
celular da microalga em resposta aos HPAs. No segundo experimento, analisou-se os efeitos
dos HPAs na capacidade da populacdo da microalga tolerar a predagdo do rotifero Brachionus
plicatilis. Os resultados mostraram efeitos dos HPAs na densidade populacional da microalga:
efeito estimulante nas menores concentragdes testadas e decréscimo nas maiores concentracgoes,
apos 48h. Ao fim do periodo de 96h de exposicdo, a taxa de crescimento e a concentragdo de
clorofila-a diminuiram. No entanto, foram registrados aumentos das concentragdes de clorofila-
a por célula e do volume celular. A relagdo dose-resposta revelou que a inibi¢do de crescimento
da microalga ocorreu em respostas aos HPAs (ICso = 651 ng L'"). O experimento de predagdo
demonstrou que a maior concentracdo causou redugcdo na capacidade da populagdo de
microalga manter-se em um ambiente sob predacdo. Esses resultados indicam que maiores
concentragdes de HPAs podem causar efeitos negativos na microalga /. galbana, afetando sua
densidade, taxa de crescimento, concentracdo de clorofila-a, volume celular e tolerancia a
predacdo. Isso indica que derramamentos de 6leo, como o que ocorreu na costa brasileira em

2019, podem representar um impacto para a base da cadeia alimentar peldgica marinha.

Palavras-chave: ICso, efeito toxico, densidade populacional, taxa de crescimento, inibi¢do de

crescimento, clorofila-a, volume celular, tolerancia a predagao.
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Entre os fatores que podem causar impactos sobre as microalgas, a poluicdo ambiental
por o6leo derramado representa um risco relevante, pois esses organismos sdo sensiveis aos
compostos toxicos do 6leo (BOPP; LETTIERI, 2007; OLALEYE; KADIRI, 2021; PEREZ;
FERNANDEZ; BEIRAS, 2010a; SUBASHCHANDRABOSE et al., 2017). Quando essa
comunidade ¢ impactada, efeitos agudos e cronicos podem afetar negativamente a transferéncia
de matéria e energia nas cadeias alimentares aquaticas, atingindo niveis troficos superiores
(BEN OTHMAN et al., 2023; PERHAR; ARHONDITSIS, 2014). Isto ocorre devido as
microalgas serem responsaveis por grande parte da produtividade primaria dos ecossistemas
aquaticos marinhos (METTING, 1996). Impactos causados pela exposi¢do a compostos
nocivos do 6leo podem resultar em substitui¢do de espécies sensiveis e mudanga nas fungdes
ecossistémicas realizadas por essa comunidade (BEN OTHMAN et al., 2018). Além disso, os
compostos do 6leo como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) podem agir em
combina¢do com outros poluentes organicos persistentes (POPs) e agravar o impacto sofrido
por organismos da base da cadeia alimentar em ecossistemas ja impactados (ECHEVESTE et
al., 2010).

Considerados poluentes prioritarios da U.S. Environmental Protection Agency, os HPAs
sdo compostos quimicos formados principalmente por carbono e encontrados no 6leo,
resultantes da combustdo incompleta (KEITH; TELLIARD, 1979). Sdo reconhecidos como
sendo dos compostos mais toxicos, dentre aqueles presentes no o6leo, para as microalgas
marinhas (LIU et al., 2022). A entrada desses compostos nos ecossistemas pode ocorrer a partir
de derramamentos de 6leo, como o ocorrido no Atlantico, em 2019, e que atingiu o litoral
brasileiro (SOARES et al., 2020). Quando esse 6leo entra nos ecossistemas, fatores como as
ondas, vento e a propria biota podem contribuir para a fragmentagao desse material e liberagao
dos HPAs na 4gua (ALMEDA et al., 2014). Devido a natureza quimica estavel e lipofilica, os
HPAs possuem a capacidade de permanecerem no ambiente por grandes periodos de tempo
(CLEMENT et al., 2004). Esses fatores influenciam sobre a intensidade do risco desses
compostos para as microalgas marinhas, como ja demonstrado em pesquisas anteriores
(GHANBARZADEH et al., 2022). A contaminacdo por esses compostos pode resultar em
alteracdes na estrutura e biomassa da comunidade fitoplanctonica, além de modificagdes de
interagdes ecologicas (BEN OTHMAN et al., 2018).

Os efeitos dos HPAs sobre as microalgas tém sido amplamente investigados e de forma
abrangente foram comprovados os efeitos prejudiciais causados por esses compostos (BEN
OTHMAN et al., 2023). Observou-se, por exemplo, que microalgas expostas a diferentes

concentragcdes de HPAs demonstram uma relagdo direta de diminui¢do da taxa de crescimento
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com o aumento das concentragdes (MULLER et al., 2021). Da mesma forma, os HPAs podem
induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e causar efeitos oxidativos que sdo
toxicos para as microalgas (SARGIAN et al., 2005). Além disso, foi comprovado que os HPAs
podem causar genotoxicidade, alterando a expressdo génica, resultando em efeitos negativos
sobre a ativagdo de enzimas importantes para processos celulares (CARVALHO et al., 2011).
No entanto, estudos que avaliaram a toxidade de HPAs, obtidos a partir de amostras de oleo,
indicaram que esses efeitos negativos podem variar dependendo do tipo de 6leo ao qual os
organismos sdo expostos, sensibilidade da espécie (SOFTCHECK, 2021) e condigdes de
exposicdo (ALMEDA et al., 2013). Portanto, ¢ crucial a realizagdo de estudos utilizando
amostras provenientes de derramamentos de 6leo no ambiente, em condi¢cdes ambientais
semelhantes as encontradas no local impactado, a fim melhorar a compreensdo dos reais riscos
ambientais associados a exposicao a essas substancias.

Neste estudo, avaliamos os efeitos toxicos dos HPAs, provenientes de um oOleo
derramado no Atlantico, em 2019, e que atingiu o litoral brasileiro, sobre organismos da base
da cadeia alimentar ao utilizando a microalga Isochrysis galbana Parke, 1949 como modelo.
Essa microalga tem sido amplamente utilizada como modelo para avaliar os efeitos das
substancias contaminantes em ecossistemas devido a sua sensibilidade ecoldgica e capacidade
de refletir os impactos toxicos dessas substancias sobre o fitoplancton (BEN OTHMAN et al.,
2023). Neste contexto e diante da falta de estudos que investiguem os efeitos dos compostos
toxicos presentes no 6leo derramado sobre a comunidade fitoplanctonica (SOARES; RABELO,
2023), foram testadas as seguintes hipoteses: Os HPAs do 6leo derramado podem ter impactos
negativos sobre a microalga 1. galbana, afetando seu crescimento, biomassa, tamanho celular e

tolerancia a predacao.

MATERIAL E METODOS

Cultivo da alga

A microalga Isochrysis galbana, usada para os testes de exposi¢do aos HPAs, foi
cultivada no laboratério de cultivo do Museu de Oceanografia, da Universidade Federal de
Pernambuco, em 4gua do mar filtrada (filtro de 0,22 pum), esterilizada e com salinidade de
35ppt. O meio de cultivo foi o F/2 (GUILLARD, 1975), preparado a partir da adigdo dos macro
e micronutrientes. Quando necessario, o pH foi ajustado com a adi¢cdo de HCI, objetivando o
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pH de aproximadamente 8,2. As culturas foram mantidas em fotoperiodo de 12:12h
claro:escuro, com irradiagdo de 115 pumol fotons m2 s, sob a temperatura de 27°C + 1°C e

homogeneizadas 2 vezes ao dia.

Amostra de 6leo e preparo da fracdo soluvel do 6leo na dgua (FSA)

Durante o periodo de derramamento do 6leo no Atlantico, em 2019, uma amostra do
material que chegou as praias do litoral brasileiro foi coletada na baia de Tamandaré, PE, em
outubro desse mesmo ano. A coleta foi realizada utilizando espatulas de metal e a amostra foi
armazenada em um recipiente de vidro e conduzida para o Laboratorio de Ecologia do Plancton
(LEPLANC), da Universidade Federal Rural de Pernambuco. No laboratorio, a amostra foi

mantida em freezer até a realizacdo dos experimentos.

Preparo da solugao teste e analise dos HPAs

Para realizar o experimento de exposi¢ao, a solugao teste, que consistiu da fragao soltivel
do 6leo na 4gua (FSA), foi preparada utilizando-se o 6leo coletado na baia de Tamandaré. Para
isso, foi aplicado o método proposto por Anderson et al. (1974), em que uma parte do 6leo foi
combinada com nove partes de d4gua do mar filtrada (filtro GF/F). A solucao foi agitada com
um agitador magnético, no escuro, a uma temperatura constante de 27°C, por 24 horas. Para
evitar a aderéncia de compostos do dleo, a barra magnética foi vedada com folha de aluminio.
Ap0s a agitagdo, a solugdo foi deixada em repouso por uma hora para permitir a separacao da
fase aquosa, a qual foi filtrada usando-se um sistema de filtracdo a vacuo com um filtro de poro
de 0,22 pum. Essa solugdo filtrada ¢ a FSA.

Para determinar as concentragdes de HPAs na FSA, uma amostra de 1 L da solu¢ao foi
enviada ao Laboratério de Compostos Orgéanicos em Ecossistemas Costeiros ¢ Marinhos
(OrganoMAR), da Universidade Federal de Pernambuco, onde a andlise foi realizada. A
extra¢dao dos compostos foi realizada com uso do n-hexano e o extrato foi purificado em coluna
de silica/alumina e injetado em um cromatografo a gas (Agilent Technologies, modelo 7820A)
acoplado a um espectrometro de massas (Agilent Technologies, modelo 5975C). Foi utilizada
uma abordagem analitica baseada no tempo de retencdo e nos ions m/z especificos dos HPAs,
para determinacdo das concentragdes, seguindo o método usado por Miiller et al. (2021).

Informacgdes sobre a maior concentracao de FSA testada estdo apresentadas na Tabela 2-1.

Tabela 2-1. Composi¢do e concentracdo dos hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs)
da maior concentragdo testada, obtida a partir do 6leo coletado em outubro de 2019 na Baia de
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Tamandaré, Pernambuco, Nordeste do Brasil, apds o desastre com derramamento de petréleo
ocorrido na Regido Sudoeste do Atlantico Sudoeste.

Analito Anéis Concentracio (ng L)
Naftaleno 2 nd
C1 Naftalenos 2 89.871
C2 Naftalenos 2 179.094
C3 Naftalenos 2 85.901
C4 Naftalenos 2 18.761
Acenaftileno 3 <1.00
Acenafteno 3 11.151
Fluoreno 3 21.560
C1 Fluorenos 3 46.126
C2 Fluorenos 3 25.575
C3 Fluorenos 3 12.479
Fenantreno 3 50.931
Antraceno 3 4.107
C1 Fenantrenos + Antracenos 3 52.452
C2 Fenantrenos + Antracenos 3 22.243
C3 Fenantrenos + Antracenos 3 8.522
C4 Fenantrenos + Antracenos 3 4.136
Fluoranteno 4 0.713
Pireno 4 3.948
C1 Fluorantenos + Pirenos 4 6.886
C2 Fluorantenos + Pirenos 4 6.447
C3 Fluorantenos + Pirenos 4 4.153
Benzo[a]antraceno 4 0.644
Criseno 4 2.509
C1 Benzo[a]antracenos + Crisenos 4 3.983
C2 Benzo[a]antracenos + Crisenos 4 3.558
C3 Benzo[a]antracenos + Crisenos 4 1.954
Benzo[b]fluoranteno 5 0.110
Benzo[k]fluoranteno 5 0.064
Benzo[a]pireno 5 0.237
Dibenzo[a,h]antraceno 5 <1.00
Indeno[1,2,3-cd]pireno 6 nd
Benzo[ghi]perileno 6 0.078
Total 2-6 668.931

nd: ndo detectado
Valores precedidos por "<" sdo menores que o limite de quantificacao (LQ)
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Experimentos de exposicdo

Para avaliar os potenciais efeitos dos HPAs sobre a microalga Isochrysis galbana, foram
realizados dois experimentos, ambos conduzidos em recipientes de vidro. Nos dois
experimentos, as microalgas foram submetidas a diferentes concentragcdes de HPAs obtidas a
partir do 6leo derramado no litoral nordestino. Os experimentos foram realizados sob as
mesmas condi¢des de cultivo das microalgas, descritas anteriormente, as quais refletem as
registradas nas adguas costeiras do nordeste do Brasil, regido que sofreu maior impacto devido
ao derramamento de oOleo (CAMPELO et al, 2019; SANTOS; BRITO-LOLAIA;
SCHWAMBORN, 2017; SILVA et al., 2020). O uso de condigdes semelhantes as do ambiente
teve como objetivo replicar o ecossistema costeiro local e fornecer um base mais realista para
a avaliacdo dos efeitos que os HPAs podem ter causado para as microalgas locais.

Experimento 1: Nesse experimento, Isochrysis galbana foi exposta a diferentes
concentragdes de HPAs, durante um periodo experimental de 96hs, a fim de determinar os
possiveis efeitos na densidade de células, taxa de crescimento, inibi¢do de crescimento,
concentragdo de clorofila-a e volume celular. Para isto, foram seguidas as recomendagdes da
ABNT NBR 16181 (2013), que apresenta normas para bioensaios com microalgas marinhas. O
experimento foi composto por cinco tratamentos experimentais, nos quais a microalga foi
exposta a diferentes concentragdes da HPAs (42, 84, 167, 335 € 669 ng L!), e um controle livre
de HPAs. Como recipientes experimentais, foram usados Erlenmeyers de vidro com capacidade
de 150 mL de capacidade, os quais receberam 80 mL de solugdo-teste e, posteriormente, um
indculo de 1x10* células mL!. Cada um dos tratamentos era composto por quatro réplicas. As
culturas foram homogeneizadas duas vezes ao dia e, a cada 24h, foram monitoradas quanto ao
numero de células, bem como as variaveis temperatura, salinidade e pH. A contagem do numero
de células foi realizada com o uso de um Flowcam (Model C71 Syringe Pump) com uma célula
de fluxo FOV80 acoplada, a partir de uma subamostra de 2mL, conforme descrito por
(MULLER et al.,2021). Ao fim do teste, o Flowcam também foi usado para mensurar o volume
celular (ESD).

Experimento 2: Este experimento foi baseado no que foi realizado por Sun et al. (2022).
O objetivo foi avaliar os efeitos dos HPAs sobre a capacidade das microalgas tolerarem a
predacdo. Para isto, a Isochrysis galbana foi usada como modelo, sendo exposta a diferentes
concentragcdes de HPAs e submetida a pressao predatdria do rotifero Brachionus plicatilis. Os
recipientes utilizados tinham um volume total de 100 mL e foram preenchidos com 50 mL de
trés diferentes concentragdes de HPAs (167, 335 e 669 ng L), além de um controle sem HPAs.

Cada concentracdo experimental foi replicada seis vezes e cada um dos recipientes-teste
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recebeu um indculo de 2x10° células mL! de Isochrysis galbana e de 10 ind. mL™! do rotifero
Brachionus plicatilis. As unidades amostrais foram submetidas as mesmas condigdes de
cultivo, as quais refletiam as condigdes ambientais naturais, sob fotoperiodo 12:12 claro:escuro
e irradidncia de 115 pmol fotons m2 s !. Essas condigdes permitiram que a microalga
continuasse a se multiplicar, possibilitando a comparag¢@o posterior das variagdes populacionais

entre os diferentes tratamentos.

Taxa de crescimento e concentracao de clorofila-a
A taxa de crescimento das culturas (dia™!) foi determinada através do uso dos valores de
densidade de Isochrysis galbana obtidos anteriormente com o uso do Flowcam. Os valores

foram entdo usados na seguinte equagao:

_ (InN1 — InNO)
U )

Onde NI e NO representam densidades celulares em tempo final e inicial dado em dias
(¢1 e t0, respectivamente).
A inibicdo da taxa de crescimento (I1%) foi calculada em porcentagens, da seguinte

forma:

1oy = T = 1)
(re)

Onde rc¢ € a taxa média de crescimento (dia ') no grupo controle € 77 € o crescimento no
tratamento.

As concentragdes de clorofila-a (Chla) foram determinadas utilizando os métodos de
andlise por meio de um espectrofotdometro. Ao fim do teste, foram coletadas aliquotas de 40
mL de cada amostra, que foram filtradas em filtro de GF/F. Em seguida, os filtros foram
colocados em tubos contendo acetona a 90% para extrair o pigmento (Chla) e mantidos
refrigerados a 4°C, no escuro, por 24 horas. Apds este periodo, a medi¢ao da concentracdo de
Chla foi realizada, utilizando um espectrofotometro (PARSON; MAITA; LALLI, 1984). Dessa
forma, foi obtido a concentra¢do de clorofila-a populacional (ug L) e para a obtengdo da
clorofila por célula (pg célula™') a concentragdo de clorofila de cada cultura foi dividida pela

densidade de células.

Analises estatisticas
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Considerando os pressupostos, testes Kruskal-wallis ou ANOVA seguidos dos testes de
Dunn ou Tukey foram usados para avaliar se no experimento 1 as diferentes concentragdes de
HPAs resultaram em diferencas na densidade, taxa de crescimento, concentragdo de clorofila-
a populacional e celular, bem como, no volume das células da microalga Isochrysis galbana.
Da mesma forma, as taxas de crescimento do experimento 2 também foram comparados entre
as concentracdes. Para avaliar relagdo-dose resposta do aumento das concentragcdes de HPAs
com o aumento da inibi¢do de crescimento da microalga, foi aplicado um modelo dose-resposta
utilizando o pacote ‘drc’ (RITZ; STREBIG, 2022), o que permitiu estimar os valores de ICjo,
ICso e ICoo. A apresentacdo dos dados em forma de grafico foi realizada através do uso do
pacote ‘ggplot2’ (WICKHAM, 2011). Todas as andlises estatisticas e constru¢do dos graficos
foram realizadas no software R (R CORE TEAM, 2022), considerando valores de significAncia
p<0,05.

RESULTADOS

Densidade de células

Durante o experimento de exposi¢do da microalga Isochrysis galbana aos HPAs
provenientes do 6leo derramado no Atlantico em 2019, observou-se um padrdo de efeitos
toxicos variados ao longo do tempo. No periodo inicial de 24 horas, a concentragdo de 42 ng L~
! resultou em uma densidade populacional mais elevada (36323 +5267 e controle = 22173
+3066 cél. mL!; teste de Dunn, p<0.01; Figura 2-1), indicando um efeito estimulante nessa
concentragdo. No entanto, apds 48 horas de exposigdo, as concentragdes de 335 € 669 ng L!
demonstraram uma redug¢ao significativa na densidade (teste de Dunn, p<0.01), com médias de
43029 + 3314 € 30376 + 3404 cél. mL!, respectivamente, sendo esta ultima inferior 4 metade
da densidade observada no grupo controle (65651 + 4541 cél. mL™"). Essa diminui¢do na
densidade populacional nas concentragdes de 335 € 669 ng L' de HPAs persistiu em 72 horas
(66088 £ 7158, 38392 £ 6015, controle = 106227 &+ 5915; teste de Dunn, p<0.01) e em 96 horas
de exposicdo (158968 + 15644, 82539 + 12817, controle = 212736 + 10631; teste de Dunn,
p<0.01), evidenciando a sensibilidade da microalga Isochrysis galbana a essas concentragdes.
No entanto, apos o periodo de 96 horas, as concentragdes de 42 € 84 ng L! apresentaram uma
densidade populacional maior do que o grupo controle (respectivamente, 239380 + 10652,

244489 + 11484 ¢ 212736 + 1063 1; teste de Dunn, p<0.01).
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Figura 2-1. Densidade de células (cél. mL") da microalga Isochrysis galbana nos diferentes
tempos de exposi¢ao e concentracdes de HPAs proveniente do 6leo derramado no Atlantico em

2019. * Indica as concentracdes que diferiram do tratamento controle (Teste de Dunn).

Taxas de crescimento

Foram observadas varia¢des na taxa de crescimento de Isochrysis galbana quando
exposta as diferentes concentragdes de HPAs, com valores oscilando de 0,39 a 1,05 dia!. Ao
comparar as concentragdes, constatou-se que as concentragdes mais elevadas de HPAs
resultaram em um efeito negativo na taxa de crescimento da microalga Isochrysis galbana
(Figura 2-2). Especificamente, as concentra¢des de 335 ¢ 669 ng L! apresentaram valores de
crescimento menores em comparagdo ao tratamento controle (0,97 = 0,02 dia!, 0,81 = 0,06 ¢

0,49 £ 0,05, respectivamente; teste de Dunn, p<0,01).
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Figura 2-2. Taxa de crescimento (dia™!) da microalga Isochrysis galbana para as diferentes
concentragdes de HPAs proveniente do 6leo derramado no Atlantico em 2019. * Indica as
concentragdes que diferiram do tratamento controle (teste de Dunn).

Inibi¢do de crescimento

Através do experimento de exposicao, foi possivel identificar uma clara relagao de dose-
resposta entre o aumento das concentragdes de HPAs e a inibi¢ao de crescimento da microalga
Isochrysis galbana (Figura 2-3). A taxa de inibicdo de crescimento variou de -9 a 69%, sendo
um indicativo do efeito negativo capaz de inibir o crescimento da populacdo. O modelo de dose-
resposta revelou que concentragdes relativamente baixas de HPAs ja sdo capazes de causar
efeitos prejudiciais na populagcdo de Isochrysis galbana, ao passo que a concentragdo que
resulta em 10% de inibigao de crescimento (Clyo) foi estimada em apenas 290 ng L. A medida
que as concentragdes de HPAs aumentaram, atingindo a Clso de 651 ng L!, observou-se que
50% da populacao teve seu crescimento inibido. Para que 90% da populacao sofresse inibi¢cao
de crescimento, seria necessario alcancar a concentragdo de Clgo, que foi estimada em 1462 ng

L.
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Figura 2-3. Curva de dose-reposta para a inibi¢do de crescimento para a microalga Isochrysis
galbana exposta a diferentes concentragdes de HPAs proveniente do 6leo derramado no
Atlantico em 2019.

Concentracdo de clorofila-a na populagao

Apb6s um periodo de exposicdo de 96 horas de Isochrysis galbana a diferentes
concentragcdes de HPAs, observou-se que os niveis de clorofila-a variaram em relagdo ao grupo
controle (teste de Kruskal-Wallis, p<0,01; Figura 2-4). As concentragdes mais baixas (42, 84 e
167 ng L!) tiveram valores de clorofila-a mais elevados (teste de Dunn, p<0,01; 0,043 + 0,002,
0,042 +0 ,003 € 0,041 +0 ,002 pg mL"!, respectivamente) em relagdo ao controle (0,036 + 0,003
ug mL1). No entanto, para a maior concentragdo de HPAs (669 ng L' = 0,019 + 0,004 ug mL-
1, registrou-se praticamente a metade da concentragio do tratamento controle, indicando uma

diminui¢do significativa na biomassa populacional.
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Figura 2-4. Concentragdo de clorofila-a populacional, em resposta as diferentes concentragdes
de HPAs proveniente do 6leo derramado no Atlantico em 2019. * Indica as concentragdes que
diferiram do tratamento controle (teste de Dunn).

Concentracao de clorofila-a nas células

A andlise da concentracdo de clorofila-a celular revelou um padrao inverso em relagdo
aos resultados a nivel populacional. Observou-se que concentragdes mais elevadas de HPAs
resultaram em maiores concentragdes de clorofila-a em cada célula (teste de Kruskal-Wallis,
p<0,01; Figura 2-5). O grupo controle apresentou os menores valores de clorofila-a nas células
(0,17 £ 0,018 pg cél.!), enquanto os tratamentos com concentragdes de 167, 335 € 669 ng L!
demonstraram os maiores valores (0,20 + 0,021, 0,23 + 0,023, 0,25 + 0,042 pg cél!,

respectivamente).
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Figura 2-5. Concentragdo de clorofila-a ao nivel celular, em resposta as diferentes
concentragdes de HPAs proveniente do 6leo derramado no Atlantico em 2019. * Indica as
concentragdes que diferiram do tratamento controle (teste de Dunn).

Volume celular

O volume celular também apresentou uma relacdo positiva com o aumento das
concentragdes de HPAs, demonstrando que concentragdes elevadas de HPAs resultaram em
maiores volumes celulares (teste de Kruskal-Wallis, p<0,01; Figura 2-6). No tratamento
controle, as células apresentaram média de 54.2 + 10 um?. Por outro lado, nas concentragdes
de 167, 335 ¢ 669 ng L! foi evidenciado um aumento no volume celular, sendo que a
concentragcdo mais alta ocasionou um aumento de quase um ter¢co quando comparado com os
resultados obtidos no grupo controle (60 + 1.25, 649 + 439 e 684 + 321 um?,

respectivamente).
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Figura 2-6. Volume celular para as diferentes concentracdes de HPAs proveniente do dleo
derramado no Atlantico em 2019. * Indica as concentragcdes que diferiram do tratamento

controle (teste de Dunn).

Experimento de predagado

No experimento realizado para avaliar os possiveis efeitos negativos dos HPAs sobre a
tolerancia de Isochrysis galbana a predacdo, observou-se que, apds 48 horas de exposicdo, a
capacidade da populagcdo de se manter tolerante a predacdo foi afetada (ANOVA, p<0,05;
Figura 2-7). A concentragdo de 167 ng L'! de HPAs demonstrou uma melhoria na tolerancia da
Isochrysis galbana & predagdo, evidenciada por uma taxa de crescimento maior (0,49 £ 0,06
dia!) e uma menor inibi¢do de crescimento (0,40 + 0,07%) em comparagdo ao grupo controle
(0,38 + 0,04 dia! e 0,53 + 0,05%, respectivamente). Por outro lado, na concentragdo mais
elevada (669 ng L!), houve uma redugdo significativa na tolerancia da populagdo em suportar
a pressdo predatoria, com uma taxa de crescimento de menos que a metade do grupo controle

(0,16 + 0,08 dia!) e cerca de 80% de inibigdo do crescimento populacional (Tabela 2-2).
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Figura 2-7. Densidade de células (cel. mL™") da microalga Isochrysis galbana apos 48h de
exposicao a predacao e diferentes concentracdes de HPAs proveniente do 6leo derramado no
Atlantico em 2019. * Indica as concentracdes que diferiram do tratamento controle (teste de
Dunn).

Tabela 2-2. Taxa de crescimento e inibicdo de crescimento da microalga Isochrysis galbana
apos 48h de exposi¢cdo a predagdo e diferentes concentragdes de HPAs proveniente do dleo
derramado no Atlantico em 2019.

Taxa de crescimento

Concentraciao N Inibicio de crescimento (%)
(dia™")
0 6 0,38 (0,04) 53(5)
167* 6 0,49 (0,06) 40 (7)
335 6 0,35 (0,03) 57 (3)
669* 6 0,16 (0,08) 80 (9)
Meédia (Desvio padrio)

* Concentragdes significativamente diferentes do grupo de controle (teste de Tukey, p<0,01)

DISCUSSAO
Neste estudo, foi demonstrada a sensibilidade, em niveis populacionais e celulares, da

microalga marinha Isochrysis galbana, utilizada como modelo para avaliar os efeitos dos HPAs
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de um 6leo derramado no Atlantico em 2019. A maioria dos estudos sobre os efeitos dos HPAs
em organismos da base da cadeia alimentar aquatica utiliza compostos isolados, com poucos
abordando misturas de HPAs e, ainda menos, considerando misturas desses compostos obtidos
a partir de amostra ambiental apos derramamento de 6leo (BEN OTHMAN et al., 2023). Aqui,
foi registrado que as maiores concentragdes testadas reduziram a densidade populacional logo
apos um periodo de 48h. Ao fim do periodo de exposicdo (96h), observou-se também a
diminui¢do da taxa de crescimento e das concentragdes de clorofila-a nas culturas, ao passo que
houve aumento da inibi¢do de crescimento, das concentracdes de clorofila-a por célula e do
volume celular. Além disso, a contaminag@o pelos HPAs causou a diminui¢do na capacidade
da microalga tolerar a predagdo exercida pelo rotifero Brachionus plicatilis. Este estudo indica,
portanto, que HPAs presentes em 6leos tém a capacidade de impactar organismos planctonicos,
que estdo na base da cadeia alimentar, conforme apresentado anteriormente (PERHAR;
ARHONDITSIS, 2014; SARGIAN et al.,, 2005). Estes resultados contribuem para o
entendimento dos danos causados por derramamentos de Oleo, especialmente o ocorrido no
oceano Atlantico em 2019 e que até entdo ndo tinham sido realizadas investigacdes dos efeitos
sobre o fitoplancton (SOARES; RABELO, 2023).

O aumento da densidade verificado apds o periodo de 24hs no tratamento de menor
concentragdo de HPAs (42 ng L) e, posteriormente, ao fim do teste (96h de exposi¢do) também
para a concentracdo 84 ng L', sugere um efeito hormeses desses compostos em baixas
concentragdes. Esses resultados estdo de acordo com outros estudos que relataram o
estimulo/tolerancia de espécies de microalgas em resposta a baixas concentracdes de HPAs
(BEN OTHMAN et al., 2018; CHAN; CHIU, 1985; EL-SHEEKH et al., 2000; ROSETH et al.,
1996). Por outro lado, concentragdes mais elevadas (335 € 669 ng L) tiveram redugdo de
densidade populacional apds o periodo de 48h de exposi¢do, o que indica um efeito negativo.
Esse efeito persistiu até o fim do teste (96h), a medida que os valores de densidade da maior
concentragdo apresentaram redugdo de 2,5 vezes em relagdo ao tratamento controle. Os HPAs
podem impactar as microalgas, e a toxicidade associada ao tempo pode indicar o aumento dos
efeitos negativos a medida que a exposi¢io se prolonga (PEREZ; FERNANDEZ; BEIRAS,
2010Db).

O efeito negativo das maiores concentracdes de HPAs na taxa de crescimento das
microalgas foi demonstrado, ao passo que, estas tiveram menores taxas de crescimento em
comparagdo ao tratamento controle. Este padrdo esta de acordo com o que foi demonstrado em
uma recente revisao, onde foi destacado o efeito dos HPAs sobre a taxa de crescimento de

microalgas (BEN OTHMAN et al., 2023). Durante a exposi¢ao ao mesmo 6leo que foi usado
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no presente estudo, a espécie de simbionte de coral Symbiodinium glynnii apresentou
diminuicio do seu crescimento (MULLER et al, 2021). Estes autores relacionaram o
decréscimo da taxa de crescimento a possiveis efeitos genotoxicos, que poderiam ser passados
para as geracdes seguintes e resultarem em problemas fisiologicos. A inibi¢do de crescimento
das algas verdes Chlorella vulgaris e da diatomdacea Skeletonema costatum, conhecida por
formar floragdes, ocorreram iniciando na menor concentragdo testada (1 pg L!) do HPA
fenantreno (JIANG et al., 2022). Este HPA ¢ o principal obtido a partir de amostra do dleo
derramado no Atlantico, em 2019, como foi apresentado pela andlise quimica realizada pelo
presente estudo e anteriormente (MULLER et al., 2021). Essa diminui¢io do crescimento pode
estar relacionada a intoxicacdo das microalgas pelos HPAs que podem causar os seguintes
efeitos: diminuigio da capacidade de realizar fotossintese (PEREZ; FERNANDEZ; BEIRAS,
2010a); problemas na realizagdo de importantes processos celulares, devido a alteragdes
genéticas que acabam afetando ativacdo de enzimas essenciais (CARVALHO et al., 2011); a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), desencadeando a oxidacdo de proteinas,
mutagdes no DNA, danos a membrana celular e, em casos extremos, desencadear o processo
de apoptose (SUBASHCHANDRABOSE et al., 2017); bioacumulagio (MULLER et al.,
2021); e problemas no processo de divisdo celular (ROSETH et al., 1996). A diminui¢do na
taxa de crescimento da microalga Isochrysis galbana sugere que um ou mais desses fatores,
possivelmente combinados, podem ter afetado sua saude durante o periodo de exposi¢cdo e
resultaram nessa condig¢ao observada.

Os efeitos sofridos pela microalga com o aumento da concentracio de HPAs foi
confirmado pelo modelo dose-resposta que indicou uma relagdo direta do aumento das
concentragdes desses compostos com o aumento da inibicdo de crescimento. Relagdo
semelhante ja tinha sido demonstrada para Isochrysis galbana, assim como para as algas
Skeletonema costatum e Thalassiosira pseudonana, variando de acordo com a espécie e o tipo
de 6leo usado (SOFTCHECK, 2021). Entretanto, Softcheck (2021) usou apenas concentra¢des
nominais da fracdo do 6leo acomodada em agua (FAA), ndo apresentando andlises quimicas
com concentracdes de HPAs. O modelo, aqui apresentado, indicou que concentracdes
relativamente baixas sdo capazes de resultar em 10% de inibi¢ao de crescimento da populagdo
(IC10= 290 ng L!). Com o aumento das concentragdes, a populagdo passou a declinar € a
concentra¢do de 651 ng L' de HPAS ja causa inibi¢do de crescimento para 50% da populagdo
(ICso). Miiller et al. (2021) em estudo com concentragdo quatro vezes maior (2.818 ng L)
observaram efeitos sobre o crescimento de 50% da populagdo de Symbiodinium glynnii, em um

experimento com duracdo de 14 dias. Em um experimento em que comunidades naturais de
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fitoplancton foram expostas a HPAs, os autores registraram ECso de 1.210 ¢ 2.040 ng L! de
HPAs, variando com a estagdo de amostragem, concentracdes que foram capazes de afetar
negativamente o crescimento da populacio (BEN OTHMAN et al., 2018). Para outros grupos
taxondmicos, a exposicdo aos HPAs causou a mortalidade na espécie de crustaceo Artemia
salina (LCso = 100.760 ng L), problemas no desenvolvimento larval de ouri¢o-do-mar
(Lytechinus variegatus, ECso=39.840 ng L"), e produgio de prole por copépode (Nitokra sp.,
ECso=24.210 ng L"), conforme apresentado anteriormente por (SANTANA et al., 2021).

As diferengas observadas para os valores de clorofila-a também sdo indicios do impacto
sofrido pela microalga durante o periodo de exposi¢do. A maior concentragdo testada de HPAs
resultou em decréscimo de 50% da concentracdo de clorofila-a populacional. Para a alga S.
costatum, a exposicdo ao HPA fenantreno resultou em, ao menos, teor de clorofila-a 61%
menor, esse padrdo nao foi registrado para C. vulgaris (JIANG et al., 2022). Entretanto, para
Isochrysis galbana, foi observado um aumento de clorofila-a nas concentragdes de HPAs em
relagdo ao controle para a concentragdo de 167 ng L-!, assim como para as demais concentragdes
testadas que foram inferiores a esta. Baixas concentracdes de certos compostos quimicos podem
causar o efeito de hormese, estimulando os organismos a alocar recursos para um rapido
desenvolvimento em resposta a condigdes estressantes (CEDERGREEN et al., 2007). Segundo
a teoria, esse fendmeno pode ser observado em caracteristicas como crescimento, longevidade
e reproducdo, e pode ser explicado como uma adaptagdo evolutiva dos individuos para manter
sua aptiddo em ambientes em constante mudanga (FORBES, 2000).

O aumento da quantidade de clorofila-a por célula e também do volume celular podem
indicar que as células acumularam substancias em seu interior e encontraram dificuldades em
se dividir. Os HPAs possuem a capacidade de induzir perturbagdes ao processo de divisdo das
células, resultando em aumento do tamanho celular e retardando o processo de crescimento
populacional, uma vez que as células passam a requerer mais tempo para se multiplicarem
(SARGIAN et al., 2005). A diminui¢do da taxa de crescimento populacional pode ndo estar
associada exclusivamente a mortalidade celular, mas também com o aumento do tempo para as
células realizarem seu ciclo de divisao (PERHAR; ARHONDITSIS, 2014). Sargin et al. (2005)
relacionaram o aumento das células aos efeitos de subprodutos dos HPAs oxidados (quinonas),
os quais podem causar prejuizos as membranas, juntamente com ROS capazes de danificar o
DNA das células. Recentemente, foi demonstrado que HPAs, do mesmo 6leo usado neste
estudo, afetaram o processo de divisdo do simbionte de coral Symbiodinium glynnii (MULLER

et al., 2021). Essa hipdtese tem um refor¢o com os resultados aqui apresentados.
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Embora tenha sido demonstrado que os HPAs podem reduzir a predagao do zooplancton
sobre o fitoplancton (CEREZO; AGUSTI, 2015), aqui foi verificado que a microalga Isochrysis
galbana apresentou menor tolerancia a predagdo na maior concentragdo testada de HPAs (669
ng L1). Essa condi¢do pode representar um perigo para o ecossistema, pois pode resultar em
uma diminui¢do na aptiddo competitiva da microalga em relagdo ao predador, levando a um
desequilibrio ecolégico. E importante notar que, embora as concentragdes de HPAs usadas
neste estudo tenham sido menores do que as registradas em éreas afetadas por derramamentos
de Oleo, ainda assim, elas tiveram efeitos importante sobre a microalga modelo. As
concentragdes usadas sdo ambientalmente relevantes, ao passo que estiveram abaixo de valores
registrados apds derramamentos de 6leo como no Deepwater Horizon 23.200 ng L'(BOEHM,;
MURRAY; COOK, 2016), North Cape 115.000 ng L"/(REDDY; QUINN, 2001) ¢ Prestige
28.800 ng L' (GONZALEZ et al., 2006). Os valores observados também foram inferiores aos
padrdes estabelecidos para a qualidade ambiental da 4gua (BRASIL, 2005; EU, 2008; US EPA,
2015).

A realizagdo desses experimentos permitiu contribuir para a compreensdo dos efeitos de
misturas complexas de HPAs sobre organismos da base da cadeia alimentar. H4 evidéncias de
impacto desses compostos na populacdo de microalga Isochrysis galbana, confirmando a
capacidade de gerarem danos aos organismos e, consequentemente, sobre os ecossistemas
(BRUSSAARD et al.,2016; ECHEVESTE et al., 2010). Assim, derramamentos de 6leo, como
ocorrido no Atlantico em 2019, devem ser considerados impactos significativos para biota dos
ecossistemas afetados (CAMPELO et al., 2021; SOARES et al., 2020), uma vez que os HPAs
podem causar efeitos agudos e cronicos, com o potencial de reduzir a produtividade
fitoplanctonica, o que, por sua vez, pode resultar em impactos para todo o ecossistema (BEN
OTHMAN et al., 2018, 2023; PERHAR; ARHONDITSIS, 2014). Nos ambientes naturais, os
HPAs passam a fazer parte de uma mistura de poluentes, incluindo outras substancias quimicas
toxicas e que, juntamente com os HPAs, fazem parte dos poluentes organicos persistentes
(POPs), sendo capazes de agravar ainda mais a condicdo de ecossistemas aquaticos ja
impactados (ECHEVESTE et al., 2010). Estes mesmos autores afirmam que a toxicidade da
mistura formada por POPs pode elevar em 1000 vezes a toxicidade que era esperada para um
poluente isolado. Os HPAs podem ainda causar o desaparecimento de espécies sensiveis,
enquanto sdo substituidas por espécies que apresentam alta tolerancia, resultando assim em

modificac¢des na estrutura e fungdes dos grupos afetados (BEN OTHMAN et al., 2018).

81



CONCLUSAO

No presente estudo, foi demonstrado que os HPAs de um 6leo derramado no Atlantico
Sudoeste Tropical, em 2019, causam efeitos toxicos sobre a microalga marinha Isochrysis
galbana. As maiores concentracdes de HPAs testadas causaram diminuicdo da densidade
populacional, taxa de crescimento, concentra¢do de clorofila-a populacional, enquanto que
houve aumento das concentragdes de clorofila-a por célula e do volume celular. Além disso,
foi demonstrado que a exposi¢do a esses compostos causou diminui¢do da sua tolerdncia a
predagdo, resultando em maior susceptibilidade ao declinio populacional. Desta forma, este
estudo indica que derramamentos de 6leo, incluindo o que atingiu os ecossistemas costeiros
brasileiros em 2019, podem representar potenciais danos sobre organismos da base da cadeia
alimentar marinha. Além disso, estes resultados de ecotoxicidade contribuem para langar luz
sobre o problema da poluicdo marinha por compostos toxicos do 6leo, que segue sendo
gravemente negligenciada (BEN OTHMAN et al., 2023). Isso é preocupante, pois tem sido
identificado como um dos principais desafios que ameacam a integridade dos ecossistemas
marinhos (PARSONS et al., 2014). Portanto, faz-se necessario a realiza¢do de mais estudos que

evidencie como os danos por compostos presentes no 6leo e como podem ser minimizados.
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Toxicidade de HPAs de um derramamento de 6leo no Atlantico Sudoeste sobre o

Rotifera Brachionus plicatilis e uma avaliacio de risco ambiental

RESUMO

Derramamentos de 6leo representam um grande risco para os ecossistemas marinhos. Os
compostos toxicos presentes nesse material, como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs), impactam a biota dos locais afetados, conforme registrado durante um evento de
derramamento de 6leo que atingiu o Atlantico Sudoeste em 2019. No entanto, os efeitos ainda
ndo sdo totalmente conhecidos e compreendidos, sendo altamente varidveis. O presente estudo
avaliou os efeitos toxicos dos HPAs de um oleo derramado no Oceano Atlantico sobre a
sobrevivéncia de um consumidor primario, o rotifero Brachionus plicatilis, e sua relagdo trofica
com um produtor primario, a microalga Isochrysis galbana. Os resultados demonstram que as
maiores concentragdes testadas causaram maiores valores de mortalidade e menores taxas de
filtragdo e de ingestdo, quando comparados com o controle. Foi confirmado, através do modelo
dose-resposta, uma relagdo direta entre o aumento da mortalidade e as concentracdes de HPAs,
sendo a CLso estimada em 456 ng L, indicando alta sensibilidade do rotifero a esses
compostos. A andlise de risco apresentada confirmou o alto risco que os compostos presentes
no 6leo derramado em 2019 podem representar para a espécie testada. Esses resultados
contribuem para o entendimento dos problemas causados apds derramamentos de Odleo,
principalmente o ocorrido no Atlantico em 2019. Além disso, os resultados confirmam que os
organismos mais basais da cadeia alimentar e suas interagdes sdo afetados negativamente por
esse tipo de contaminagdo, podendo representar um risco significativo para o equilibrio

ambiental dos ecossistemas atingidos.

Palavras-chave: 6leo derramado; Brasil; zooplancton; CLso; predagdo.

INTRODUCAO

O aumento das atividades antropicas tem afetado a biota e gerado riscos significativos
para os ecossistemas marinhos, principalmente em decorréncia da polui¢do que pode ocorrer

nesses ambientes com a entrada de agrotdxicos, metais pesados, petrdleo e seus derivados (LI
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et al., 2020). O aumento da poluicdo por 6leo e o risco de vazamento tem gradativamente
aumentado com a expansdo crescente da industria petroleira (OSSAI et al, 2020).
Derramamentos de 6leo podem gerar diversos problemas ambientais e econdmicos em
consequéncia da introducdo desse material nos ecossistemas, como ocorreu apds a explosao na
plataforma de perfura¢do "Deepwater Horizon" no norte do Golfo do México (BEYER et al.,
2016; ROHAL et al., 2020). Em 2019, um derramamento de 6leo ocorreu no Atlantico Sudoeste
e chegou a atingir mais de 3000 Km da costa brasileira (SOARES et al., 2020). A entrada desse
material nos ecossistemas acarretou uma série de problemas sociais como o risco a saude
publica (PENA et al., 2020) e os efeitos negativos para o turismo e na pesca local (SANTANA
RIBEIRO et al., 2021). Além disso, diversos impactos ocorreram sobre a biodiversidade dos
locais afetados, conforme tem sido demonstrado (IBAMA, 2020; LIU et al., 2022).

Mudangas nas estruturas das comunidades marinhas e nas relagdes troficas, podem
acontecer em diferentes niveis ecologicos em decorréncia de eventos de derramamentos de dleo
(PERHAR; ARHONDITSIS, 2014). O risco desses eventos se torna ainda maior devido ao
impacto a organismos dos primeiros niveis da cadeia alimentar estdo sujeitos durante a
exposi¢do aos compostos toxicos do 6leo (SUN et al., 2018). Considerados altamente toxicos
para a biota, os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs) sdo capazes de causar efeitos
negativos aos organismos zooplanctonicos que atuam na transferéncia de energia dos
produtores primarios para os niveis troficos superiores (ALMEDA et al., 2013). Esses efeitos
podem ser ainda mais perigosos quando sdo usados alguns tipos de dispersantes para diminuir
a presenga desse material nos ambientes afetados (RICO-MARTINEZ; SNELL; SHEARER,
2013).

Diversos estudos laboratoriais tém demonstrado que os HPAs podem causar mudancgas
nos organismos expostos a eles. Essas mudancas incluem o aumento de espécies reativas de
oxigénio (ROS), alteracdes na atividade enzimatica e proteica, mudancas na expressdo génica,
efeitos narcoéticos e neurotoxicos (GAO et al., 2017; HANSEN et al., 2017; KIM et al., 2017,
LOTUFO, 1997). Essas alteragdes estdo sendo associadas ao aumento da mortalidade,
diminui¢do na taxa de alimentacdo e ingestdo de organismos expostos aos compostos toxicos
do 6leo (HANSEN et al., 2017; WILLIAMS; POWELL; WATTS, 2016; ZHENG et al., 2017).
No ambiente natural, foi demonstrada a ingestdo de 6leo pelo zooplancton e o declinio da
estrutura da comunidade apds o derramamento de o6leo no Atlantico Sudoeste em 2019
(CAMPELO et al., 2021; SOUZA et al., 2023). No entanto, os efeitos do derramamento de
6leo ocorrido no atlantico em 2019 sobre os organismos marinhos ainda ndo sdo claros

(SOARES; RABELO, 2023). Desta forma, sdo necessarios novos estudos que se concentrem
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em apresentar informagdes de como os efeitos dos compostos do 6leo afetaram a vida marinha.
Além disso, ¢ importante ressaltar que a necessidade desses estudos ¢ ainda maior devido a alta
variabilidade dos efeitos toxicos causados pelo 6leo (MOORE; DWYER, 1974).

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos toxicos dos compostos (HPAs) de um
6leo derramado no Atlantico Sudoeste e que chegou aos ecossistemas costeiros do Brasil, sobre
a sobrevivéncia de um consumidor primario, o rotifero Brachionus plicatilis Miiller, 1786, e
sua relagcdo ecologica com uma espécie da base da cadeia alimentar (a microalga Isochrysis
galbana). O rotifero B. plicatilis foi selecionado como espécie modelo devido a sua alta
importancia ecologica, ja que possui grande contribui¢do na producdo secundaria de diversos
ecossistemas (RICO-MARTINEZ e al, 2016), incluindo ambientes impactados pelo
derramamento de 2019, como apresentado anteriormente (ESKINAZI-SANT’ANNA;
TUNDISI, 1996). As seguintes hipoteses foram testadas: (i) O aumento das concentragdes de
compostos toxicos do 6leo (HPAs) resulta em diminui¢cdo da sobrevivéncia de B. plicatilis; (i1)
A interagdo entre B. plicatilis e a microalga I galbana ¢ afetada pelo aumento das

concentragdes de HPAs, resultando em diminuicdo da taxa de filtracdo e de ingestao.

MATERIAL E METODOS

Cultivo de B. plicatilis

O rotifero B. plicatilis foi cultivado em camara incubadora no laboratdrio de cultivo do
museu de oceanografia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Para garantir
condi¢des similares aos ambientes naturais afetados da regido nordeste do Brasil, utilizou-se
agua do mar filtrada e esterilizada, com salinidade de 32 psu. Os organismos foram cultivados
em meio F/2 (GUILLARD, 1975). Para manter as condi¢des ideais, sempre que necessario
ajustou-se o pH para aproximadamente 8,2, mediante a adi¢do controlada de HCI. As condigdes
de iluminagdo foram mantidas em um fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuridao.
Além disso, a temperatura foi mantida estdvel em 27°C = 1°C. A alimentacdo do B. plicatilis

foi baseada na microalga I. galbana em uma concentragio de 2x10°.

Amostra de 6leo e preparo da FSA

No periodo do incidente de derramamento de 6leo no Atlantico em 2019, uma amostra
do oleo que chegou as praias do litoral brasileiro foi coletada, especificamente na Baia do
municipio de Tamandaré. Para essa coleta, foram utilizadas espatulas de metal e a amostra foi
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cuidadosamente armazenada em um recipiente de vidro, com o intuito de evitar a contaminag¢ao
do material. Em seguida, a amostra foi transportada para o Laboratorio de Ecologia do Plancton
(LEPLANC) da Universidade Federal Rural de Pernambuco. No laboratério, a amostra ficou
devidamente preservada em freezer para garantir a integridade do material até a realizacdo dos

experimentos.

Preparo e andlise da solugdo-teste de HPAs

A preparagdo da solucdo teste contendo a fragdo solivel do 6leo na 4dgua (FSA), foi
baseada no método proposto por Anderson et al. (1974). O dleo coletado na Baia de Tamandaré,
em outubro de 2019, teve uma parte combinada com nove de 4gua do mar filtrada através de
um filtro GF/F. O processo de preparo da solucdo foi realizado em um ambiente escuro com a
utilizagdo de um agitador, mantendo a temperatura constante a 27 °C, ao longo de 24 horas.
Para evitar que os compostos do 6leo aderissem a barra magnética foi usada uma folha de
aluminio para envolvé-la. Apds o periodo de 24h a solucdo ficou em repouso por uma hora para
que a fase aquosa se separasse, e entdo foi realizada a filtra¢do utilizando um sistema a vacuo
com um filtro GF/F, resultando na solu¢ao teste utilizada nos ensaios.

As concentragdes de HPAs foram determinadas a partir de uma amostra de 1 L retirada
da solugdo teste e analisada pelo Laboratério de Compostos Organicos em Ecossistemas
Costeiros e Marinhos (OrganoMAR) da Universidade Federal de Pernambuco para a analise.
Nesse laboratdrio, a extragdo dos compostos foi conduzida utilizando o solvente n-hexano, e o
extrato foi purificado por meio de coluna de silica/alumina. Em seguida, foi injetou-se o extrato
em um cromatografo a gas (Agilent Technologies, modelo 7820A), o qual estava conectado a
um espectrometro de massas (Agilent Technologies, modelo 5975C). A quantificacdo das
concentragdes de HPAs foi realizada por meio de uma abordagem analitica baseada no tempo
de retencdo e nos ions m/z especificos, seguindo o método usado por Miiller et al. (2021). As

informagdes da maior concentracao-teste sdo apresentadas na Tabela 3-1.

Tabela 3-1. Composi¢do e concentracdo dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAs)
da maior concentracdo testa, obtida a partir do 6leo coletado em outubro de 2019 na Baia de
Tamandaré, Pernambuco, Nordeste do Brasil.

Analito Anéis Concentragio (ng L)
Naftaleno 2 10.737
Ci-Naftalenos 2 8.082
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C>-Naftalenos 2 702.866
Cs-Naftalenos 2 836.727
Cs-Naftalenos 2 269.959
Acenaftileno 3 2.835
Acenafteno 3 86.897
Fluoreno 3 31.361
Ci-Fluorenos 3 481.340
C»z-Fluorenos 3 336.180
Cs-Fluorenos 3 136.459
Fenantreno 3 90.247
Antraceno 3 22.242
Ci-Fenantrenos + Ci-Antracenos 3 386.758
Co-Fenantrenos + Cao-Antracenos 3 228.809
Cs-Fenantrenos + Cs-Antracenos 3 68.021
Cs-Fenantrenos + Cs-Antracenos 3 19.052
Fluoranteno 4 11.149
Pireno 4 52.247
Ci-Fluorantenos + Ci-Pirenos 4 65.624
C>-Fluorantenos + C»-Pirenos 4 35.649
Cs-Fluorantenos + Cs-Pirenos 4 15.330
Benzo[a]antraceno 4 5.026
Criseno 4 24.613
Ci-Benzo[a]antracenos + Ci-Crisenos 4 20.546
C>-Benzo[a]antracenos + C>-Crisenos 4 11.263
Cs-Benzo[a]antracenos + C3-Crisenos 4 4.851
Benzo[b]fluoranteno 5 0.624
Benzo[k]fluoranteno 5 <1,03
Benzo[a]pireno 5 2.443
Dibenzo[a,h]antraceno 5 <1,03
Indeno[1,2,3-cd]pireno 6 nd
Benzo[ghi]perileno 6 <1,03
Total 2-6 3967.938

Efeito dos HPAs na sobrevivéncia

O experimento usado para avaliar os efeitos do HPAs sobre a sobrevivéncia de B.
plicatilis foi realizado conforme sugerido por ASTM (1991) e adaptado para um periodo mais
prolongado de exposi¢ao (72h), conforme realizado anteriormente (SNELL et al., 1991). O

experimento foi realizado nas mesmas condigdes do cultivo, baseado em condigdes naturais dos
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ambientes impactados (CAMPELO et al, 2019; SANTOS; BRITO-LOLAIA;
SCHWAMBORN, 2017; SILVA et al., 2020). Resumidamente, o teste consistiu na exposicao
de B. plicatilis a diferentes concentracdes de HPAs, obtidas a partir do 6leo derramado no
Atlantico Sudoeste em 2019 e que chegou a regido costeira do Brasil. O teste foi composto de
cinco tratamentos com concentragdes de HPAs (248, 496, 992, 1984 ¢ 3968 ng L'!) e um
tratamento controle sem HPAs, cada um contendo quatro réplicas. Os recipientes foram
enriquecidos com nutrientes e vitaminas nas concentragdes do meio F/2 para garantir as
condi¢des ideais para B. plicatilis. Cada recipiente teste, com capacidade de 7 mL, recebeu um
volume de 4 mL da solugdo teste e 10 rotiferos recém nascidos (<4h). O experimento teve a
mortalidade monitorada apos periodos de 24, 48 e 72h, onde um individuo que nao apresentava

mobilidade do corpo ou de suas partes (ex. mastax) por 5 segundos foram considerados mortos.

Efeito dos HPAs na alimentagdo

Para avaliar o efeito dos HPAs sobre a alimentacao de B. plicatilis, um experimento de
exposi¢do e alimentagdo foi realizado, baseado no que foi realizado anteriormente (CHENG et
al.,2020; SUN et al., 2022). Os organismos foram submetidos ao teste em recipientes de vidro
com capacidade de 100 mL que tiveram 50% da sua capacidade preenchida com a solugao teste.
Cada teste consistiu na exposi¢do dos organismos as concentragdes de 167, 335 ¢ 669 ng L™! de
HPAs e um tratamento controle (livre de HPAs), cada um contendo 3 réplicas, sendo o teste
repetido duas vezes. No inicio do teste, cada recipiente recebeu uma concentragio 2,3 x10° cél.
mL! da microalga I. galbana e 10 ind. L'! de B. plicatilis. Um recipiente contendo apenas a
microalga para cada tratamento foi usado para avaliar o crescimento da alga sem a presenca do
rotifero. Apos o periodo de 48h, subamostras de 2 mL de cada cultura foram usadas para avaliar
as concentracdes das microalgas, através de um Flowcam (Model C71 Syringe Pump) contendo
uma célula de fluxo FOV80 acoplada, conforme realizado por MULLER et al. (2021).

A taxa de filtragdo e ingestdo foram usadas para avaliar a quantidade de células de 1.
galbana consumidas por B. plicatilis por hora (cél. ind.”! h'"), foi calculada da seguinte forma

(FROST, 1972; ZHOU et al., 2009):

V InC,—InC
Fe Ly t tf
n t
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V InC;—InC Cir — C
c= 2L« t tf o tr — Lo
n t InCir —1InCy

Onde F ¢ a taxa de filtragdo (sendo o volume de 4gua filtrado, mL ind.”! h'") G ¢ a taxa
de grazing (nimero de células ingeridas, cél. ind.”! h'!), ' ¢é o volume do recipiente teste (mL),
t € o tempo do experimento (h), n € o nimero de B. plicatilis, Cy ¢ densidade de 1. galbana no
inicio do teste, C; ¢ a densidade ao fim do teste sem o grazing e Cyr ¢ a densidade final com o

grazing.

Avaliacao de Risco Ecoloégico (ARE)

A avaliagdo de risco para a dgua foi construida com base na norma EC (2002), que
consiste na derivagdo de valores de coeficiente de risco (RQ) para as concentragdes ambientais
medidas e previstas na d4gua (MECyawer € PECwater) apresentadas neste estudo, e concentragao
sem efeito previsto para a agua (PNECyacwer). O valor PNEC foi calculado pela razdo entre o
valor da concentracdo de efeito ndo observado (NOEC), obtido a partir da avaliagdo
ecotoxicologica obtida neste estudo, e os valores HCS estabelecidos por Ben Othman et al.
(2023), e um fator de avaliagdo foi AF = 1000 para CLso CEso, AF=100 para NOEC e AF =5
para os dados HCS. O valor de AF foi selecionado considerando o grau de incerteza associado
ao numero de informacdes ecotoxicoldgicas para diferentes dados encontrados na literatura,

conforme orientado por EC (2002).

CL50 ou CI50 ou HC5S

PNECsgyq = o7

Em seguida o coeficiente de risco (RQ) foi calculado e a interpretagdo foi de acordo
com a seguinte escala: Baixo risco ecoldgico = RQ (<0,1), Médio risco = RQ (0,1-1), Alto risco

=RQ (>1), conforme realizado anteriormente (GAO et al., 2014; TIAN et al., 2020)

_ MEC ou PEC

RQ PNEC

Andlise de dados
Todas as analises de dados foram realizadas através do software R (R CORE TEAM,

2022) e os resultados forma considerados significativos quando os testes apresentaram p<0,05.
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Os testes estatisticos foram selecionados com base no atendimento aos pressupostos, sendo que
as comparagdes entre a mortalidade, taxa de filtragdo e ingestdo entre as concentragdes foram
realizadas através de testes de comparacgdes de multiplas amostras, como ANOVA ou Kruskal-
wallis e seguidos do teste de Tukey ou Dunn. A relacdo entre o aumento das concentracdes de
HPAs e o aumento da mortalidade, foi avaliada com base em um modelo de relagdo dose-
resposta utilizando o pacote ‘drc’ (RITZ; STREBIG, 2022). Os gréficos foram gerados com o
auxilio do ‘ggplot2’ (WICKHAM, 2011).

RESULTADOS

Efeitos dos HPAs na sobrevivéncia de B. plicatilis

Durante o experimento, a mortalidade do B. plicatilis variou de 0 a 100% entre as
concentragdes testadas e HPAs. Nao foram registradas diferengas na mortalidade entre as
concentragdes testadas nas primeiras 24h (Kruskal-Wallis/Dunn, p>0,05; Figura 3-1). Ap6s o
periodo de 48h o tratamento controle apresentou mortalidade de 3,3 +7,7%, enquanto que as
concentragdes 496, 1984 € 3968 ng L' de HPAs apresentaram valores maiores de mortalidade
(respectivamente, 18,3 £15,9%, 18,3 £10,3% e 15 £9%; Kruskal-Wallis/Dunn, p<0,05).

Apesar dos resultados obtidos apds o periodo de 72h exceder o tempo determinado pelo
protocolo de exposigdo e os valores de mortalidade no controle terem superado o ideal de <10%
para aceitabilidade do teste, os dados sdo apresentados para dar uma ideia do efeito que os
HPASs do 6leo derramado poderiam causar para esses organismos ao longo do tempo. Ao fim
do tempo do teste (74hs), apenas o tratamento de 248 ng L' de HPAs ndo diferenciou do
tratamento controle (controle =18.3 +10.3%, 248 ng L' =28.3 +18.0%), enquanto que as
concentragdes de 496, 992, 1984 e 3968 apresentaram valores maiores de mortalidade (50
+16.0%, 73.3 £13.0%, 86.7 £17.8%, 91.7 £10.3%, respectivamente; Kruskal-Wallis/Dunn,
p<0,05).
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Figura 3-1. Valores médios de mortalidade do Rotifera B. plicatilis, apds os periodos de
exposicao de 24h, 48h e 74h a diferentes concentracdes de HPAs. As barras de erro indicam o
desvio padrdo e * indica tratamentos diferentes do controle.

O modelo dose-resposta gerado a partir dos dados de 72h de exposicdo deve ser
considerado com cautela, uma vez que o percentual de mortalidade no controle superou os
valores indicados para confiabilidade e aceitagdo do teste (mortalidade < 10%). Justificamos o
uso do resultado diante da caréncia de dados sobre a toxicidade dos compostos desse 6leo. O
modelo dose-resposta confirmou uma relagdo entre o aumento das concentragdes de HPAs e o
aumento da mortalidade do Rotifera B. plicatilis (Figura 3-2). Segundo estimado pelo modelo
dose-resposta, a concentragdo de 103 ng L' de HPAs foi capaz de causar efeito toxico e gerar
a mortalidade de 10% da populagdo (CL10). A concentragdo letal para causar a mortalidade de
metade da populagdo (CLso) foi 456 ng L' ¢ a concentragdo de 2016 ng L' foi capaz de
ocasionar a mortalidade de 90% da populacao (CLoo).
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Figura 3-2. Curva de dose-resposta para a mortalidade (%) do Rotifera B. plicatilis exposto
durante 72h a diferentes concentragdes de HPAs provenientes do 6leo derramado no Atlantico
Sudoeste 2019.

Efeito dos HPAs na alimentagdo

O experimento da taxa de filtracdo e de ingestao para avaliar a modificagdo da interagdo
entre a I. galbana e o B. plicatilis devido aos efeitos toxicos dos HPAs, revelou que esses
compostos foram capazes de influenciar a relagao entre esses dois organismos (Figura 3-3). A
taxa de filtracdo foi afetada negativamente pelo aumento das concentragdes de HPAs, sendo
que foram registradas diferencas entre a taxa de filtragdo do controle (0,00131 mL ind.! h'') e
todas as outras concentragdes testadas (167 = 0,00097; 335 = 0,00086; 669 ng L' = 0,00082
mL ind.”! h'!; ANOVA, p<0,01). O mesmo padrio foi registrado para a taxa de ingestio, sendo
observada uma diminuigao relacionada ao aumento das concentra¢des de HPAs (controle =438

+20; 167 =355+ 44;335=313+19; 669 ng L' =235+ 53 ¢él. ind.! h'!; ANOVA, p<0,01).
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Figura 3-3. Valores médios e desvios-padrao das taxas de filtracdo e ingestdo para B. plicatilis
expostos a diferentes concentragdes de HPAs provenientes do 6leo derramado no Atlantico
Sudoeste em 2019.

Avaliacao de Risco Ecologico

A andlise de risco ecolodgico realizada inicialmente para estimar o nivel de riscos dos
HPAs encontrados no 6leo do derramamento que ocorreu em 2019, demonstrou alto risco para
a espécie aqui testada (Figura 3-4). Os resultados indicam que a concentragdo de HPAs liberada
pelo 6leo de 2019 representa alto risco para B. plicatilis (RQ= 927,4). Em relagdo as
concentragdes registradas em outros episddios de derramamento de 6leo (North Cape, RQ =
46371,0; Deepwater Horizon, RQ = 9354,8) e dados de ambientes com poluicdo de HPAs
persistente e oriunda de diversas fontes (Persian Gulf - Iran; RQ= 7395,2; Coastal seawater -
UK, RQ= 4314,5). Também foram registrados niveis elevados de perigo para esse Rotifera.
Além disso, essa avaliagdo considerou dados previamente apresentados confirmando o alto
risco que a concentracdo de HPAs no 6leo do derramamento de 2019 poderia representar para
outros organismos (Tabela 3-2). Isso representa um alto risco para organismos aquaticos de
forma geral e um risco moderado para as microalgas marinhas (RQ = 2,07 e 0,22,
respectivamente), de acordo com dados revisados por Ben Othman et al. (2023). Observa-se, a
partir dos valores para diferentes espécies apresentados na tabela 3-2, que a concentragdo

representa um risco ainda mais elevado.
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Figura 3-4. Coeficiente de risco (RQ) considerando a Concentragdo de efeito ndo observado
(NOEC) da taxa de ingestdo obtida experimentalmente para o B. plicatilis e valores revisados
anteriormente por Ben Othman et al. (2023) para os organismos aquaticos e microalgas
marinhas para localidades com ou sem acidentes de oil-spill . * Indica dados de derramamento
de 6leo.

Tabela 3-2. Coeficiente de risco para diferentes organismos baseado na concentracio de HPAs liberados na dgua
obtida experimentalmente a partir do 6leo derramado no Atlantico Sudoeste em 2019.

Organismos MEC LC30 ou EC30 PNEC RQ Fonte
/HCS

Artemia salina (Linnaeus, 1758) 100,76 0,1008 22,8  Rodrigues et al. 2010
Nitokra sp 24,215 0,0242 95,0  Rodrigues et al. 2010
Lytechinus variegatus (Lamarck, 1816) 39,837 0,0398 57,7  Rodrigues et al. 2010
Comunidade de copépodes 31 0,0310 74,2  Almeda et al. 2013
Boreogadus saida (Lepechin, 1774) 30 0,0300 76,7  Gardiner 2013
Myoxocephalus sp 30 0,0300 76,7  Gardiner 2013
Danio rerio (Hamilton, 1822) 126,814 0,1268 18,1  Philibert et al. 2016
Pimephales promelas Rafinesque, 1820 2.3 20,6 0,0206 111,7 Robidoux et al. 2018
Oncorhyncus mykiss (Walbaum, 1792) 15,4 0,0154 149,4 Robidoux et al. 2018
Menidia beryllina (Cope, 1867) 13,7 0,0137 167,9 Barron et al. 2018
Daphnia magna (Straus, 1820) 25,3 0,0253 90,9 Robidoux et al. 2018
Ceriodaphnia dubia Richard, 1894 14,5 0,0145 158,6  Barron et al. 2018
Americamysis bahia (Molenock, 1969) 9,8 0,0098 234,77 Barron et al. 2018
Symbiodinium glynnii 2,818 0,0028 816,2  Miiller et al. 2021
Organismos marinhos (geral) 2,760 0,552 4,2 Ben Othman et al. 2023
Microalgas marinhas (geral) 26,300 5,26 0,4 Ben Othman et al. 2023
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Isochrysis galbana Parke 1949 0,651 0,000651 3533,0 Silva (ndo publicado)

Nauplios de Copepoda 0,412 0,000412 5582,5 Silva (ndo publicado)
Copepoditos 0,362 0,000362 6353,6 Silva (ndo publicado)
Brachionus plicatilis (MULLER, 1786) 0,248 0,00248 927,4  Presente estudo

* Concentragdo obtida experimentalmente por Muller et al. (2021), com o 6leo do derramamento de 2019.

DISCUSSAO

O presente estudo investigou os efeitos dos compostos toxicos (HPAs) presentes no 6leo
derramado no Atlantico em 2019, chegando a regido costeira brasileira e causando impactos
significativos para diversos ecossistemas, sobre o Rotifera B. plicatilis e sua interagdo com a
microalga /. galbana. Os resultados demonstraram a sensibilidade de B. plicatilis e que ela
variou em relacdo as concentragdes testadas e o tempo de exposi¢do. O modelo dose-resposta
indicou a relagdo direta entre o aumento da quantidade de HPAs e o aumento da sobrevivéncia
de B. plicatilis. Além disso, a concentragdo desses compostos afetou negativamente as taxas de
filtracdo e ingestdo de B. plicatilis, gerando alteracdo na sua interagdo com a microalga /.
galbana. A avaliagdo de risco ecologico apresentada demonstrou o alto risco dos HPAs para B.
plicatilis e outros organismos aquaticos.

A resisténcia apresentada por B. plicatilis, observado nas primeiras 24h, ja foi
demonstrada anteriormente, bem como o efeito negativo sobre a populacdo em certas
concentragdes de 0leo (KARTASHEV; KOVAL’SKAYA, 2012). Apds 48h de exposigdo foi
verificado que algumas concentragdes, incluindo a maior testada, resultaram em mortalidades
de B. plicatilis superiores ao controle. Ao ser prolongado para 72h o experimento resultou em
elevada mortalidade nas maiores concentragdes de HPAs, comparados com o controle. Estes
resultados estdo de acordo com uma recente revisao, em que foi apresentado o risco da polui¢ao
por 6leo para a saude de B. plicatilis (LI et al., 2020). A variacdo dos efeitos dos HPAs ao
longo do tempo sobre o rotifero reforga a hipotese de que a sensibilidade a um composto toéxico
pode aumentar com a duragdo da exposi¢ao (SNELL et al., 1991). O aumento da mortalidade
observado nas maiores concentragdes de HPAs pode estar associado aos problemas que esses
compostos causam nos organismos. Esses problemas incluem o aumento de espécies reativas
de oxigénio (ROS), alteracdes na atividade enzimatica e proteica (GAO et al., 2017), bem
como, mudancas na expressao de genes relacionados a producao de citocromo P450 (KIM et

al., 2017). Além disso, ja foi demonstrado para outros invertebrados, que esses compostos
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podem causar efeitos narcéticos (LOTUFO, 1997) e neurotéxicos ao influenciar negativamente
a atividade de neurotransmissores (HANSEN et al., 2017).

A relagdo direta entre o aumento da mortalidade em resposta ao aumento das
concentragcdes de HPAs foi confirmado pelo modelo dose-resposta. Isso indica que o aumento
da mortalidade ocorreu em resposta ao aumento das concentra¢cdes de HPAs, sendo a
concentragdo letal para 50% da populagdo (CLso) estimada em 456 ng L-!. Rico-Martinez et al.
(2013), também registraram uma relacdo semelhante para o aumento da mortalidade com o
aumento das concentragdes de compostos do dleo. Recentemente, uma revisdo realizada por
Ben Othman et al. (2023), estimou que uma concentra¢do de 2760 ng L' de HPAs seria capaz
de representar risco para 5% dos organismos marinhos avaliados. Portanto, pode-se considerar
B. plicatilis como uma espécie sensivel a esses compostos toxicos. E ressaltado novamente que
a mortalidade superior a 10% registrada no controle afeta a confiabilidade desses resultados em
relacdo a se o efeito foi causado exclusivamente pelo composto toxico aqui testados (ASTM,
1991). Apesar disso, os dados foram apresentados, uma vez que, nos ambientes naturais esses
organismos podem passar por diversos estresses ambientais e a resposta ¢ uma soma de todas
as fontes que afetam sua aptidao e resisténcia.

O experimento de alimentacdo que avaliou a interagdo entre o rotifero B. plicatilis ¢ a
microalga 1. galbana revelou um efeito negativo dos HPAs sobre a taxa de filtragdo e ingestao
do rotifero. A diminui¢do da atividade de consumo por B. plicatilis em concentragdes toxicas
pode ser considerada uma resposta negativa ao processo de intoxicagdo (ZHENG et al., 2017).
Est4d diminui¢do pode ter ocorrido em decorréncia da diminuicdo da velocidade de natagdo e
taxa de movimentagdo causadas pelos compostos toxicos do 6leo (WILLIAMS; POWELL,;
WATTS, 2016). Esse efeito negativo dos compostos do 6leo sobre a atividade natatdria também
foi registrado para o copépode Calanus finmarchicus, que do mesmo modo diminuiu a sua
atividade alimentar (HANSEN et al., 2017). Além disso, alteragdes fisioldgicas podem resultar
em diminuicdo dos movimentos de estruturas usadas para ingerir os alimentos (cilios), bem
como a diminui¢do de neuro-transmissores envolvidos no processo de ingestdo e digestdo
(YANG et al., 2021). A alteragao dessa relagdo ecoldgica se mostra um problema para a cadeia
alimentar marinha, considerando que os rotiferos desempenham importante papel como
consumidores primarios (SUN et al., 2018). Desta forma, os compostos toxicos do 6leo podem
causar um desequilibrio na transferéncia de matéria e energia dos produtores primarios para os
niveis troficos superiores, afetando o funcionamento correto dos ecossistemas marinhos.

O alto nivel de risco dos HPAs, liberados do 6leo derramado no Atlantico Sudoeste em

2019, foi identificado para B. plicatilis. Do mesmo modo, os resultados mostram que outras
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espécies aquaticas apresentaram alto risco devido a presenca desses compostos. Os efeitos de
derramamentos de 6leo, bem como de seus compostos sobre os organismos de ambientes
aquaticos tém sido discutidos e os seus riscos vem sendo confirmados (LIU et al., 2022). Os
problemas decorrentes desse tipo de contaminagdo podem afetar diversas comunidades, como
o fitoplancton, zooplancton, peixes, aves aquaticas, mamiferos marinhos e organismos
bentonicos (PERHAR; ARHONDITSIS, 2014). Desta forma, o evento de derramamento de
6leo ocorrido em 2019 pode ser considerado um evento capaz de gerar risco ambiental para
diversas espécies que habitam os ambientes afetados, conforme vem sendo demonstrado
(SOARES; RABELO, 2023), incluindo espécies ameacadas (MAGRIS; GIARRIZZO, 2020).
Os impactos desse derramamento de 2019 ja tém sido demonstrados e foram observadas
mudangas histologicas em corais (COSTA et al., 2023), ingestdo de goticulas de 6leo por
organismos zooplanctonicos (CAMPELO et al., 2021; SOUZA et al., 2023), além da
mortalidade de aves, tartarugas e mamiferos marinhos (IBAMA, 2020). Em comparacio a
outros eventos de derramamento de 6leo e regides com contaminagao persistente por HPAs, foi
demonstrado o consideravel risco que o derramamento de 2019 pode ter representado para a
biota marinha. Para a espécie aqui testada, ficou evidente os riscos que esses compostos podem
representar, principalmente em altas concentragdes como as registradas no grande
derramamento da "Deepwater Horizon" no norte do Golfo do México (BEYER et al., 2016;
ROHAL et al., 2020).

Esses resultados contribuem para o entendimento do impacto dos HPAs provenientes
de derramamentos de Oleo, especialmente o que atingiu a costa brasileira em 2019. Os
resultados reforcam os efeitos deletérios dos HPAs nos ecossistemas, uma vez que esses
compostos representam um elevado risco para a saude de organismos que residem nos
ecossistemas afetados, do mesmo modo que para as interagdes ecoldgicas. Desta forma, o
monitoramento dos ecossistemas torna-se de grande necessidade, tendo em vista que, esses
compostos podem gerar uma série de problemas para os ecossistemas e acarretarem perdas de
biodiversidade e econdmicas (LIU et al., 2022; ROHAL et al., 2020). Em paralelo, agcdes que
busquem mitigar os impactos de derramamentos de 6leo sobre os ecossistemas marinhos devem
ser incentivadas. Contudo, ¢ importante considerar se o tipo de estratégia usada pode agravar
ainda mais o risco para a biota, como a aplicacdo de certos dispersantes que estdo associados
ao aumento da toxicidade para os organismos (RICO-MARTINEZ; SNELL; SHEARER,
2013). Além disso, sdo necessarios novos estudos que propiciem o melhor entendimento dos
efeitos que esses compostos podem causar nos ambientes. Considerando que os efeitos toxicos

de 6leos derramados podem variar conforme o tipo de 6leo, condi¢des ambientais e espécies
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afetadas (MOORE; DWYER, 1974). Com base nas informagdes apresentadas € o risco
ecoldgico dos compostos toxicos testados, ¢ necessaria a unido de esforcos para desenvolver
novas medidas de protecdo de ecossistemas marinhos e prevencao contra possiveis eventos de
derramamentos futuros. Essa colaboragdo entre a sociedade civil, governos, comunidade
cientifica, ONGs e outras organizagdes poderia garantir equilibrio ambiental, bem como a

preservagdo dos recursos para a geracgao atual e as futuras.

CONCLUSAO

Em conclusdo, o presente estudo apresentou informagdes sobre os efeitos dos HPAs
presentes em 6leo derramado no Atlantico Sudoeste em 2019 e que atingiu a regido costeira do
Brasil, na sobrevivéncia de um consumidor primario (B. plicatilis) e sua interacdo alimentar
com uma microalga (I. galbana). Os resultados demonstraram que as concentragdes mais
elevadas de dleo acarretaram maior mortalidade deste rotifero, diminui¢do na taxa de filtragao
e ingestdo. Além disso foi demonstrado o elevado risco que esses compostos podem representar
para B. plicatilis e outros organismos, principalmente em concentracdes de HPAs registradas
em locais de grandes derramamentos de 6leo. Esses resultados contribuir para o entendimento
dos efeitos de derrames de 6leo e a presenca de HPAs nos ambientes que resultam em uma série

de implicagdes ecoldgicas.
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Efeito de um derramamento de 6leo no Atlantico Sudoeste sobre a mortalidade de

copépodes planctonicos

RESUMO

Derramamentos de 6leo, como o ocorrido no Atlantico Sudoeste em 2019, podem representar
grande risco para os organismos planctonicos e consequentemente para a base da teia trofica
marinha. Neste estudo, avaliaram-se os percentuais de mortalidade de copépodes planctonicos
marinhos antes, durante e apds o derramamento de Oleo. Além disso, realizou-se um
experimento de exposicdo da comunidade de copépodes a diferentes concentracdes de
hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPAs). Os percentuais de copepoditos mortos
aumentaram durante a chegada do 6leo (22 = 8%) o que ndo persistiu no més seguinte.
Registrou-se, através do experimento, a relagdo dose-resposta entre as concentragcdes de HPAs
e a mortalidade de copépodes. Os nauplios apresentaram LCso de 412,9 ng L"!, enquanto os
copepoditos apresentaram LCso de 362,7 ng L!. Os resultados indicaram que a comunidade de
copépodes ¢ negativamente afetada por eventos de derramamento de oleo, servindo como

indicadores de possiveis impactos dessa contaminag@o no ecossistema marinho.

Palavras-chave: petrdleo; hidrocarboneto; zooplancton; vermelho neutro

INTRODUCAO

Ao mesmo tempo em que a producdo global e a demanda do transporte maritimo de
6leo (petréleo) aumentam, elevam-se também os riscos de acidentes de derramamento capazes
de provocar contaminacdo e grandes perdas ambientais nas areas afetadas (KIRBY; LAW,
2010). Esses eventos podem gerar gastos de milhdes de dolares com perdas da diversidade
bioldgica e servigos ecossistémicos, com a remoc¢ao do material do ambiente, realizacdo de
pesquisas para avaliagdo dos impactos a curto médio e longo prazo, além de elevadas perdas
socioecondmicas (LIU; WIRTZ, 2006). Essas perdas aconteceram no Brasil quando, a partir de
setembro de 2019, foram observadas manchas de 6leo em diversos locais do litoral. Esse
material chegou a atingir mais de 3.000 km de extensdo, contaminando diversos ecossistemas

costeiros como manguezais, praias, bancos de algas e pradarias de fanerdégamas, recifes e
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estuarios (SOARES et al., 2020b, 2020a). Cerca de 870 mil pessoas dependentes da pesca
artesanal e do turismo local foram diretamente afetadas em alguma medida, bem como diversas
espécies que residem na area foram atingidas, incluindo 27 espécies ameacadas de extingdo
(elasmobranquios, teledsteos, mamiferos e invertebrados) que também sofreram com os efeitos
da chegada do 6leo em seus habitats (MAGRIS; GIARRIZZO, 2020).

Derramamentos de 6leo em ambientes aquaticos representam um risco significativo para
a biota marinha. Seus efeitos toxicos passam de um nivel tréfico para outro, afetando o
fitoplancton, zooplancton, peixes, aves aqudticas, mamiferos marinhos e organismos
bentonicos (PERHAR; ARHONDITSIS, 2014a). Esses organismos podem sofrer estresse
agudo e/ou cronico (mortalidade, embriotoxicidade, imunotoxicidade, estresse oxidativo, entre
outros), resultantes da exposi¢ao aos compostos toxicos do 6leo que ficam dispersos na coluna
d’agua (AVILA; BERSAMO; FILLMANN, 2010; LIU et al., 2022; LOYA; RINKEVICH,
1980). Tal exposicao ocorre pelo contato direto, pela absor¢do através das vias respiratorias e
pela ingestao direta de 6leo (ALMEDA; CONNELLY; BUSKEY, 2016) ou a partir de alimento
contaminado (ARIAS et al., 2016). Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo os
compostos mais toxicos do 6leo, sendo capazes de causar a mortalidade da biota marinha (LITU
et al., 2022). Os impactos do 6leo sobre essa biota podem resultar em efeitos negativos sobre
os ecossistemas, afetando servigos como a ciclagem de carbono orgénico particulado, conforme
registrado apds o derramamento ocorrido no Golfo do México, o qual ficou conhecido como
“Deepwater Horizon oil spill” (ROHAL et al., 2020). Nos ecossistemas marinhos, os
organismos zooplanctdnicos desempenham um papel importante na ciclagem de nutrientes,
enquanto também realizam a transferéncia de energia dos produtores primarios para os niveis
troficos superiores nas teias alimentares pelagicas (STEINBERG; LANDRY, 2017). Os
copépodes sdo geralmente os organismos mais abundantes do zooplancton, em termos de
densidade numérica, pois apresentam grande dominancia e chegam a constituir at¢ 90% dessa
comunidade (SANTOS; BRITO-LOLAIA; SCHWAMBORN, 2017a; SILVA et al., 2020).
Esses organismos apresentaram interacao com o 6leo, ingerindo ou ficando presos em goticulas,
durante o derramamento que ocorreu em 2019 no Atlantico Sudoeste que atingiu a regido
costeira do Brasil (Campelo et al., 2021).

Diversos autores usaram copépodes como modelo para investigar os efeitos toxicos do
6leo sobre a biota marinha e confirmaram o impacto negativo que esses organismos sofrem ao
serem expostos ao Oleo em laboratdrio, constatando a sensibilidade dos copépodes a esse
poluente (ALMEDA et al., 2013, 2021; ALMEDA; CONNELLY; BUSKEY, 2016; ARIAS et
al., 2016; KUSK; WOLLENBERGER, 1999; SEURONT, 2011). Efeitos narcéticos
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(LOTUFO, 1997), estresse oxidativo (HAN et al., 2014) e efeitos neurotoxicos (HANSEN et
al., 2017) sdo alguns dos problemas relatados apos a exposigdo a diferentes concentragdes de
HPAs. Relagdes dose-resposta demonstraram que maiores concentracdes de dleo podem
resultar em maiores indices de mortalidade dos copépodes (AVILA; BERSAMO; FILLMANN,
2010; JIANG et al., 2012). A resposta dos copépodes a toxicidade dos HPAs também pode
variar de acordo com o estagio de vida (ALMEDA et al., 2016) e a espécie (JIANG et al.,
2012). Outros fatores como tamanho corporal, condi¢des ambientais (salinidade, temperatura e
disponibilidade de alimento) além de tipo e concentragao do dleo podem refletir sobre os efeitos
toxicos sofridos pelos copépodes (MOORE; DWYER, 1974).

A maior parte dos estudos, como os apresentados anteriormente, tém sido realizadas em
laboratorio e excluem a variabilidade das condi¢des ambientais, além de geralmente avaliarem
espécies isoladas. Desta forma, ¢ importante entender que os efeitos de um derramamentos de
6leo sdo dificeis de prever e podem ter grandes diferencas em relagdo a resultados obtidos em
laboratério e de dificeis previsdes (TEAL; HOWARTH, 1984). Outro aspecto que deve ser
considerado ¢ que poucos estudos realizados na regido tropical buscaram entender os efeitos da
exposicao de comunidades de copépodes a derramamentos de 6leo em diferentes concentragdes
de HPAs (RUIZ et al., 2021). Ha, portanto, uma dificuldade natural na comparagdo de
resultados de estudos que avaliam os efeitos do 6leo sobre os organismos zooplanctdnicos
devido a diferengas metodologicas, condigdes a que os organismos foram expostos e até mesmo
pela composicdo varidvel do 6leo (ALMEDA et al., 2013). Desta forma, a avaliagdo e o
monitoramento em diversos ecossistemas marinhos s3o de grande importincia para que se
possa compreender os efeitos do 6leo sobre os organismos e os impactos ecoldgicos causados
(MAGRIS; GIARRIZZO, 2020).

O presente estudo avaliou os percentuais de mortalidade in situ de copépodes
planctonicos marinhos antes, durante e apds um derramamento de 6leo na Baia de Tamandaré
— uma regido rica em ecossistemas costeiros no Nordeste do Brasil. Além disso, avaliou-se o
efeito agudo (mortalidade) de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), do 6leo obtido
em campo, sobre a comunidade de copépodes em bioensaios de laboratério. Foram testadas as
seguintes hipoteses: (i) a comunidade de copépodes planctonicos costeira sofre efeitos letais
com a entrada de 6leo nesses ecossistemas; e (ii) o aumento das concentragdes de HPAs na

agua causa aumento nos percentuais de mortalidade dos copépodes planctonicos.

MATERIAL E METODOS
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Area de estudo

A area de estudo (Baia de Tamandar¢) ¢ parte do sitio 18 da rede ILTER (International
Long Term Ecological Research) (Peld-TAMS). Situada no litoral sul do estado de
Pernambuco, Nordeste do Brasil (Figura 4-1). A area apresenta clima tropical quente e imido
e, durante o ano, as médias de temperaturas variam de 25°C a 30°C (ALVARES et al., 2013).
A regido possui duas estagcdes bem definidas: a estacdo chuvosa, que ocorre entre abril e agosto
(precipitagdo média de 268,9 mm), e a estacdo seca, que ocorre de setembro a marco
(precipitagdo média de 70,4 mm) (SILVA et al., 2020).

A Baia de Tamandaré encontra-se dentro da area do Parque Natural Municipal (PNM)
Forte Tamandaré e duas areas marinhas protegidas: Area de Protegdo Ambiental (APA) Costa
dos Corais e APA Guadalupe. Também esta localizada ao lado da APA Serrambi (SILVEIRA
et al., 2021). Ela sofre influéncia diaria do sistema estuarino formado pelos rios Ilhetas e
Mamucabas, bem como a influéncia sazonal do estuario do Rio Una. Conta ainda com a
presenca de recifes dominados principalmente por macroalgas e zoantideos (LEAO;
DOMINGUEZ, 2000; MAIDA; FERREIRA, 1997). E uma 4rea que apresenta uma complexa
estrutura de ecossistemas conectados, entre eles recifes, estuarios e manguezais (FERREIRA
et al., 2006; SILVEIRA et al., 2021). A Baia de Tamandaré possui grande biodiversidade,
incluindo espécies de peixes de valor economico que possibilitam que moradores locais ainda
utilizem a pesca artesanal como atividade principal de fonte de renda (FERREIRA; MAIDA;
CAVA, 2001). A baia também abriga uma zona de exclusdo de captura, que ¢ uma iniciativa
voltada para a recuperacgdo e conservacao de recifes de coral. Nesta area, apenas atividades de

pesquisas sdo permitidas (SILVEIRA et al., 2021).
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Figura 4-1. Area de estudo destacando a Baia de Tamandaré (Pernambuco, Nordeste do Brasil),
bem como os limites do Parque Natural Municipal (PNM) Forte Tamandaré, da Area de
Prote¢cao Ambiental (APA) Costa dos Corais, da APA Guadalupe e da APA Serrambi. O mapa
a direita apresenta também as areas oleadas e estacdes de amostragem.

Monitoramento da mortalidade in situ

Para avaliar o efeito agudo da chegada do 6leo sobre a comunidade de copépodes
planctonicos, foram realizadas amostragens na Baia de Tamandaré (8° 45'47,2" S, 35° 05' 52,1"
W), um dos locais afetados pela chegada desse material. As amostragens ocorreram entre
setembro de 2017 e agosto de 2018 (6 campanhas - periodo anterior ao derramamento) (SILVA
et al., 2020) e entre outubro de 2019 a setembro de 2020 (5 campanhas - durante e apds o
derramamento), realizando-se o0 mesmo desenho amostral no dois periodos amostrais e coletas
nas mesmas trés estagdes da Baia de Tamandaré (baia, pluma estuarina e recifes). As amostras
foram obtidas através de arrastos horizontais com rede de plancton de 64 pm de abertura de
malha (captura de nauplios e copepoditos e comparagao com dados anteriores), com copo sem
abertura, durante 3minutos e sempre na camada superficial (< 1 m de profundidade). Apo6s cada
arrasto, as amostras foram submetidas a técnica de coloracdo com o vermelho neutro para a
analise de mortalidade (Elliott; Tang, 2009) e congeladas para posterior analise. O vermelho
neutro ¢ um corante que ¢ incorporado nos lisossomos das células dos organismos vivos,

possibilitando a diferenciagdo de organismos que estavam vivos e mortos no momento da
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coleta. Esse método ja foi usado anteriormente, para avaliar a mortalidade de copépodes apods
a exposicao a diferentes concentragdes de 6leo (LEE; MORRIS; BOATWRIGHT, 1980).

Durante a amostragem, foi utilizada uma sonda multipardmetro Horiba U50 para
obtencdo de algumas varidveis ambientais (temperatura, turbidez e salinidade).
Adicionalmente, para cada ponto de amostragem, foi coletado 1 L de dgua para determinagao
de clorofila-a a partir de espectrofotometria. Apos a filtragdo da amostra em filtro GF/F, o
material retido foi extraido com acetona por 18 horas a 4 °C (PARSON; MAITA; LALLI,
1984). A pluviosidade durante as campanhas amostrais foi obtida a partir de dados coletados
em uma estacdo meteorologica localizada no municipio de Tamandaré (PE) e disponiveis no
site da Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima (APAC), considerando 30 dias antes de cada
coleta.

Em laboratorio, amostras do experimento com vermelho neutro foram descongeladas
em agua do mar, filtradas em filtro GF/F e acidificada (pH < 7) pela adi¢ao de HCI para realcar
a cor do vermelho neutro em animais (Elliott e Tang, 2009). Os copépodes foram classificados
como vivos quando apresentaram cor avermelhada no interior dos corpos e mortos quando ndo
apresentaram. Além disso, os animais foram identificados em nivel de familia e classificados
quanto a fase de vida em néuplios (fases larvais) e copepoditos (fases juvenis e adulta). As
analises foram realizadas sob microscopio e estereomicroscopio, com luz difusa e em
laboratorio com baixo nivel de luz ambiente (para evitar a perda de coloragdo do material em

analise).

Experimento de exposi¢do da comunidade de copépodes a fragdo soluvel do 6leo

Para avaliar se maiores concentracdes de compostos toxicos do 6leo podem aumentar a
mortalidade, foi realizado um experimento de exposi¢do da comunidade costeira de copépodes
planctdnica a fragdo soltivel do 6leo em dgua (FSA) obtida a partir de amostras do 6leo coletado
na Baia de Tamandaré em outubro de 2019. O experimento foi baseado em estudos anteriores
(Almeda et al., 2013; Jonander and Dahllof, 2020), que avaliaram efeitos da interagdo entre o
zooplancton e o 6leo. Amostras da comunidade zooplanctonica da Baia de Tamandaré foram
obtidas através de arrastos com duas redes de plancton, de 64 e 200 um de abertura de malha
(para se obter melhor representacdo da comunidade). De forma simultinea as redes foram
arrastadas horizontalmente 5 vezes, durante 5 minutos a 2 nés de velocidade para evitar a
mortalidade dos organismos. As amostras da comunidade foram passadas em uma malha de
500 um para remover possiveis predadores. Em seguida, foram mantidas em caixas térmicas

com agua do mar, para manter a temperatura proxima as registradas in situ e conduzidas para o
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laboratério. No laboratério foram aclimatadas por 24 h (até o inicio do experimento) sob
condi¢des proximas a do ambiente: temperatura de 27 = 1 °C, salinidade de 32 + 2, pH de 8,
concentragdo de oxigénio dissolvido superior a 6 mg L! e fotoperiodo controlado de 12/12 h
(claro/escuro).

Durante o periodo de aclimatagdo e no inicio dos testes, os organismos foram
alimentados com uma dieta mista das microalgas Thalassiosira weissflogii (20.000 células mL-
Y e Isochrysis galbana (170.000 células mL™"), cultivadas no laboratério de cultivo do Museu
de Oceanografia da Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Brasil). As microalgas foram
cultivadas em meio de cultura F/2 e as condi¢des que afetam seu crescimento foram
padronizadas e monitoradas como a seguir: temperatura de 27 + 1 °C, salinidade de 32 + 2, pH
de 8, fotoperiodo de 12/12 h (claro/escuro) e radiagdo luminosa de 150 uE m? s,

O experimento consistiu na exposicdo da comunidade de copépodes a FSA, em
microcosmos feitos com recipientes cilindricos de vidro com volume util de 2,5 L (diametro:
13cm, altura: 21cm). Em cada microcosmo, foi adicionada uma aliquota da comunidade
concentrada com aproximadamente 300 ind. L'!. Os microcosmos foram divididos em quatro
tratamentos com diferentes concentragdes da FSA: 3,12%, 6,25%, 12,5% ¢ 25%, além de um
tratamento controle contendo apenas a comunidade e dgua do ambiente (n de réplicas por
tratamento = 3). A duracdo do experimento foi de 48 h e os recipientes-teste foram incubados
nas mesmas condigdes em que os organismos foram aclimatados em laboratorio. Ao fim do
periodo de exposi¢do, cada recipiente-teste foi submetido a técnica do vermelho neutro (ver

Elliott e Tang, 2009) para posterior distingdo dos organismos vivos € mortos.

Preparo da FSA e analise quimica

A solugdo-estoque da FSA foi obtida a partir do 6leo coletado em outubro de 2019 na
Baia de Tamandaré e armazenado em recipientes de vidro que foram acondicionados em freezer
até o momento da preparacdo da solucdo. A preparagdo da FSA foi feita de acordo com o
método sugerido por Anderson et al. (1974), no qual se usou uma parte de dleo para nove partes
de 4gua do mar filtrada com filtro GF/F. A solucdo foi agitada em um agitador magnético, no
escuro € a uma temperatura constante de 27 °C, por um periodo de 24 horas. Utilizou-se um
béquer e uma barra magnética que foi hermeticamente selada com folha de aluminio para evitar
a aderéncia de compostos do dleo em sua superficie. Depois desse periodo, a solugdo
permaneceu em repouso por 1 h até a retirada da fase aquosa, que foi filtrada em sistema de

filtragdo a vacuo e filtro GF/F e usada como solugdo-estoque de FSA (100%).
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Uma amostra de 1 L da solu¢do estoque foi separada para a determinagdo das
concentragdes de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) no Laboratério de
Compostos Organicos em Ecossistemas Costeiros ¢ Marinhos (OrganoMAR) da Universidade
Federal de Pernambuco. Resumidamente, a FSA foi extraida com n-hexano, o extrato foi
purificado em coluna de silica/alumina e injetado em cromatdgrafo a gas (Agilent
Technologies, modelo 7820A), acoplado a espectrometro de massas (Agilent Technologies,
modelo 5975C). A identificacdo e quantificacdo dos analitos de interesse foram feitas a partir
do tempo de retencdo e ions m/z tipicos dos HPAs (MULLER et al., 2021). As concentragdes

de HPAs da maior concentragdo testada sdo apresentados da Tabela 4-1.

Tabela 4-1. Composi¢do e concentracdo dos hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs)
na solucdo de maior concentragdo testada, obtida a partir do dleo coletado em outubro de 2019
na Baia de Tamandaré, Pernambuco, Nordeste do Brasil.

Analito Anéis Concentragio (ng L)
Naftaleno 2 33.503
C1-Naftalenos 2 42.173
C2-Naftalenos 2 183.578
C3-Naftalenos 2 188.060
C4-Naftalenos 2 94.663
Acenaftileno 3 2.720
Acenafteno 3 20.838
Fluoreno 3 20.313
C1-Fluorenos 3 120.165
C2-Fluorenos 3 103.933
C3-Fluorenos 3 55.563
Fenantreno 3 50.268
Antraceno 3 5.113
Cl1-Fenantrenos + C1-Antracenos 3 113.823
C2-Fenantrenos + C2-Antracenos 3 105.358
C3-Fenantrenos + C3-Antracenos 3 57.815
C4-Fenantrenos + C4-Antracenos 3 25.150
Fluoranteno 4 3.148
Pireno 4 26.475
C1-Fluorantenos + C1-Pirenos 4 55.550
C2-Fluorantenos + C2-Pirenos 4 49.678
C3-Fluorantenos + C3-Pirenos 4 31.700
Benzo[a]antraceno 4 4.468
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Criseno 4 25.240
C1-Benzo[a]antracenos + C1-Crisenos 4 35.905
C2-Benzo[a]antracenos + C2-Crisenos 4 28.025
C3-Benzo[a]antracenos + C3-Crisenos 4 14.848
Benzo[b]fluoranteno 5 1.005
Benzo[k]fluoranteno 5 0.708
Benzo[a]pireno 5 3.328
Dibenzo[a,h]antraceno 5 <1.00
Indeno[1,2,3-cd]pireno 6 Nd
Benzo[ghi]perileno 6 1.038
Total 2-6 1504.1425

Analises estatisticas

Os dados percentuais foram previamente convertidos no arco-seno da raiz quadrada.
Todas as anélises estatisticas foram conduzidas no software R Studio. As premissas de cada
teste foram atendidas e os resultados foram considerados significativos para valores de p <0,05.

Para avaliar possiveis aumentos dos percentuais de mortalidade de nauplios e
copepoditos durante a chegada do 6leo, foi realizada a comparacao entre diferentes campanhas
amostrais (incluindo dados de campanhas anteriores ao derramamento; SILVA et al., 2020) por
meio de modelo linear generalizado misto (GLMM). O modelo foi gerado usando as campanhas
como efeito fixo e as estagdes de amostragem como efeito aleatorio. A distribui¢do “gamma”
foi usada por atender os requisitos e apresentar o melhor ajuste. Para a implementa¢do do
modelo, foi usado o pacote ‘glmmtmb’ (MAGNUSSON et al., 2017). O pacote ‘DHARMa’ foi
usado para avaliar se o modelo estava bem ajustado (HARTIG; HARTIG, 2017). Também
foram realizadas comparagdes pareadas (teste post hoc de Tukey) com médias marginais
estimadas usando o pacote ‘emmeans’ (LENTH et al., 2018).

Para avaliar a relagdo das concentracdes de HPA totais com a mortalidade de copépodes,
aplicou-se um modelo de regressdo curva dose-resposta com ajuste de 4 pardmetros para
obten¢ao da concentragdo letal a 50% dos organismos (CLso). Essa regressao foi gerada com a

utiliza¢do do pacote ‘drc’ para o R (RITZ; STREBIG, 2022).

RESULTADOS

Variaveis Ambientais
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Durante todo periodo de amostragem, a variagcdo na média entre as campanhas amostrais
foi a seguinte: temperatura 26,6 £ 0,1 a 30,4 £ 0,41 °C, turbidez 0,2 = 0,6 a 9,88 + 2,72 NTU,
salinidade 29,17 + 0,98 a 34,28 + 2,32, e a pluviosidade variou de 3,5 a 318 mm entre as
campanhas (Figura 4-2). Também foi observado que a concentragdo de clorofila-a apresentou
varia¢do média entre as campanhas de 1,4 + 0,58 a 3,54 + 2,18 ug L, com leve incremento

ocorrendo justamente no més da chegada do 6leo na Baia de Tamandaré.
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Figura 4-2. Valores médios para as variaveis ambientais medidas nas campanhas amostrais
realizadas entre setembro de 2017 e agosto de 2018 (SILVA et al., 2020) e outubro de 2019 a
setembro de 2020 na Baia de Tamandaré, Pernambuco, Nordeste do Brasil.

Mortalidade in situ

Os percentuais de mortalidade da comunidade de copépodes planctonicos para todo o
periodo variaram de 3 a 34%, com média de 11 + 6% para os nauplios. Para os copepoditos, a
mortalidade variou de 2 a 34%, com média de 13 + 6%. Ao compararmos temporalmente as
campanhas amostrais, foi possivel observar um aumento acentuado nos percentuais de mortos
no momento da chegada do 6leo, com a campanha amostral desse periodo diferindo das demais
(GLMM, p < 0,05; Figura 4-3). Contudo, ndo foram constatadas diferencas significativas para
os nauplios em comparag¢do com campanhas que apresentaram elevados valores de mortalidade
mesmo sem a presenca do 6leo (Tukey, p > 0,05). Para os copepoditos, foi possivel registrar o

aumento dos percentuais de mortos no momento da chegada do 6leo (Tukey, p < 0,05). Desta
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forma, os percentuais de mortos mostraram-se mais acentuados para os copepoditos do que para
as fases larvais (nduplios: 16 = 8%; copepoditos: 22 + 8%). Porém, no més seguinte ao impacto,
foi observado o retorno dos percentuais de mortalidade em niveis proximos aos registrados em

campanhas amostrais anteriores (Figura 4-3).
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Figura 4-3. Percentuais de mortalidade ndo predatdria de nduplios e copepoditos nas campanhas
amostrais realizadas entre setembro de 2017 e agosto de 2018 (SILVA et al., 2020) e outubro
de 2019 a setembro de 2020 na Baia de Tamandaré, Pernambuco, Nordeste do Brasil. As letras
diferentes indicam diferencas significativas entre as mortalidades nas campanhas amostrais de
acordo com os testes GLMM e Tukey (p > 0,05).

Ao considerar os percentuais de mortalidade separadamente para as familias
taxonomicas que apresentaram maior ocorréncia na Baia de Tamandaré, também ¢é possivel
observar que para as familias ocorreram percentuais elevados de mortalidade nas duas fases de
vida no més de outubro de 2019, quando houve a chegada do 6leo no local (GLMM, p < 0,05;
Figura 4-4). Apesar dos maiores valores de mortalidade observados para os nduplios das
familias Longipedidac e Oithonidae no momento da chegada do dleo (18 e 17%,
respectivamente), assim como para os copepoditos das familias Oithonidae e Paracalanidae (24
e 23%, respectivamente), esses percentuais de mortalidade ndo diferiram estatisticamente
daqueles obtidos em diversas outras campanhas realizadas sem o impacto do 6leo (Tukey, p >

0,05).
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Figura 4-4. Percentuais de mortalidade ndo predatoria de nduplios e copepoditos das familias
mais frequentes, para as campanhas amostrais realizadas entre setembro de 2017 e agosto de
2018 (SILVA et al., 2020) e outubro de 2019 a setembro de 2020 na Baia de Tamandare¢,
Pernambuco, Nordeste do Brasil. As letras diferentes indicam diferengas significativas entre as
campanhas amostrais de acordo com os testes GLMM e Tukey.

Experimento de exposi¢do da comunidade aos HPAs

O experimento de exposi¢ao demonstrou que existe relagdo dose-resposta, uma vez que
foi confirmado que o aumento das concentracdes de HPAs pode causar diminuicdo na
sobrevivéncia da comunidade de copépodes. A sobrevivéncia no experimento variou de 5,10 a
96,50% para os nauplios e de 11,50 a 91,80% para os copepoditos, dependendo das
concentragdes de HPAs. O modelo dose-resposta foi significativo e a CLso foi estimada em

412,9 ng L! para os nauplios e 362,7 ng L™! para os copepoditos (Figura 4-5).
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Figura 4-5. Curva dose-resposta da sobrevivéncia de copépodes (nauplios e copepoditos) apos
48 h de exposi¢do as diferentes concentragdes de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) presentes na fragdo soluvel do 6leo (FSA) coletado em outubro de 2019 na Baia de
Tamandaré, Pernambuco, Nordeste do Brasil.

Em laboratorio, a comunidade de copépodes exposta ao 6leo do derramamento foi
representada principalmente por nauplios das familias Longipedidae e Oithonidae e
copepoditos das familias Harpacticidae, Longipedidae, Oithonidae, Paracalanidaec e
Tachidiidae (Tabela 4-2). Para os nduplios, a mortalidade média no controle foi de 12% e entre
as concentragdes o menor percentual de mortos foi 13% (HPAs = 188 ng L!), € o maior foi
91% (HPAs = 752 ng L"), respectivamente registrados para a familia Longipedidae e
Oithonidae. Os copepoditos tiveram 14% de mortalidade média no controle, enquanto para as
concentracdes de HPAs familia Longipedidae apresentou o menor percentual de mortos (0%,
HPAs = 188 ng L!) e o maior percentual foi para a familia Harpacticidae (90%, 1504 ng L!).
Nas principais familias foi possivel observar maiores percentuais de organismos mortos com o
aumento das concentracdes de HPAs. Os organismos das familias Harpacticidae, Oithonidae e
nauplios de Longipedidae tiveram maior sensibilidade ao aumento das concentragdes de HPAs,
conforme demonstrado pelos maiores percentuais de mortos nas maiores concentragdes de

exposicao.

Tabela 4-2. Percentuais de mortalidade de copépodes das principais familias, apos 48 h de
exposicao as diferentes concentracdes de hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPAs)
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presentes na fragao soluvel do 6leo (FSA) coletado em outubro de 2019 na Baia de Tamandaré,
Pernambuco, Nordeste do Brasil.

Ong L' 18 ng L' 376nmgL' 752ngL’' 1504 ng L'
Nauplios 12% (n=298) 13% (n=205) 33% (n=69) 82% (n=143) 89% (n=168)
Longipedidae 13% (n=170) 13% (n=158) 23% (n=44) 83% (n=92) 89% (n=92)
Oithonidae 12% (n=115)  16% (n=38)  59% (n=22) 91% (n=44) 89% (n=72)
Copepoditos 14% (n=611) 23% (n=364) 45% (m=473) 77% (n=475) 83% (n=473)
Acartidae 0% (n=10) 45% (n=11) 67% (n=9)
Harpacticidae 12% (n=196) 11% (n=123) 42% (n=120) 79% (n=107)  90% (n=79)
Longipedidae 14% (n=7) 0% (n=10) 0% (n=7) 57% (n=7)
Oithonidae 15% (n=325) 33% (n=183) 53% (n=285) 84% (n=288) 86% (n=344)
Paracalanidae 6% (n=34) 26% (n=23) 32% (n=31) 47% (n=36) 50% (n=18)
Tachidiidae  23% (n=26) 21% (n=14) 11% (n=19) 55% (n=22) 62% (n=13)
DISCUSSAO

O presente estudo fornece a primeira estimativa do impacto do derramamento do 6leo
sobre a mortalidade de copépodes planctonicos em uma importante area costeira do Nordeste
brasileiro. Uma comparagao direta foi realizada utilizando os dados de mortalidade nao
predatdria de copépodes coletados na fase critica do derramamento 6leo na baia de Tamandaré,
dados pretéritos ao desastre (SILVA et al., 2020), e dados pos evento do derramamento de 6leo.
Os resultados apontam que a chegada do 6leo nesse ecossistema causou efeitos letais na
comunidade de copépodes planctdnicos, corroborando com uma série de estudos que
demonstraram a toxicidade do 6leo sobre os organismos planctonicos (ALMEDA et al., 2013,
2021; ALMEDA; CONNELLY; BUSKEY, 2016; AVILA; BERSAMO; FILLMANN, 2010;
JIANG et al., 2012). Evidenciou-se também que os efeitos observados ndo persistiram por
muito tempo, uma vez que ja nos meses seguintes ndo houve registros elevados de mortalidade.
Além disso sdo apresentados dados de um experimento de exposicdo da comunidade
zooplanctdnica a fragdo soliivel do 6leo derramado em 2019. Nele observou-se uma relagao de
aumento da mortalidade com o aumento da concentracdo de HPAs dissolvidos na dgua. Este
estudo ¢ um dos poucos que avaliou os efeitos letais do 6leo (coletado no ambiente apos um
derramamento) sobre uma comunidade natural de copépodes planctonicos e associou os dados
obtidos in situ com os resultados de um experimento conduzido ex situ.

As condi¢des hidrograficas durante o derramamento de 6leo eram semelhantes as

habituais na area de estudo e em outras regides costeiras tropicais brasileiras, sugerindo que a
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comunidade ndo estava enfrentando estresses naturais adicionais e que resultaram em adaptacao
e estruturagdo da comunidade local (LEAO; DOMINGUEZ, 2000; NEUMANN-LEITAO et
al,, 2018; SANTOS; BRITO-LOLAIA; SCHWAMBORN, 2017b; SILVA et al., 2020).
Variaveis como temperatura, salinidade e alimento disponivel influenciam diretamente na
resposta dos organismos aos efeitos toxicos do 6leo (MOORE; DWYER, 1974), de modo que
¢ importante o registro das varidveis ambientais durante esses impactos, bem como a
investigacdo da relagdo das mesmas com o potencial aumento dos efeitos toxicos do 6leo.
Destaca-se que, durante a chegada do 6leo, foi registrado o maior valor médio de clorofila-a
(3,54 £ 2,18 ug L), indicando possivelmente que os organismos ndo estavam sofrendo com a
falta de alimento que poderia causar aumento dos percentuais de mortos. O aumento
significativo no valor de clorofila-a observado pode ser atribuido tanto a reduzida taxa de
herbivoria dos copépodes quanto a maior resisténcia do fitoplancton aos efeitos do dleo. A
maior resisténcia de algumas microalgas e o efeito estimulante no crescimento das mesmas sob
certas concentragdes de Oleo ja foi registrado na literatura (BRETHERTON et al., 2020).
Entretanto, a maior parte dos estudos t€ém demonstrado que as algas sdo impactadas
negativamente com efeitos toxicos do 6leo (BRETHERTON et al., 2018; JIANG et al., 2010;
PERHAR; ARHONDITSIS, 2014b), podendo causar diminuicdo na taxa de crescimento e
acumulacdo de compostos, conforme observado em um experimento realizado com o6leo
proveniente do mesmo derramamento investigado no presente estudo (MULLER et al., 2021).

A dominancia dos copépodes foi confirmada nas amostras coletadas, inclusive no
momento da chegada do 6leo (CAMPELO et al., 2021; SILVA et al., 2020), grupo que possui
a melhor performance para aplicacdo da técnica do vermelho neutro, possibilita a distin¢do de
vivos e mortos no momento da amostragem (ELLIOTT; TANG, 2009). Esses fatores justificam
a escolha desse grupo como modelo para avaliar os efeitos da contaminagdo por 6leo e os
possiveis danos aos ecossistemas costeiros estudados. Outro fator ¢ a sensibilidade, ja
demonstrada anteriormente, que os copépodes possuem aos compostos toxicos do Oleo
(ALMEDA et al., 2021; AVILA; BERSAMO; FILLMANN, 2010; LOTUFO, 1997,
SEURONT, 2011). Foi observado que os percentuais de mortalidade mais altos foram
registrados durante a chegada do 6leo, e esses valores foram elevados em comparagdo com os
normalmente observados no local. No entanto, esses valores ainda estavam dentro da faixa
tipica de mortalidade registrada em ambientes marinhos (Ver revisdo de Tang and Elliott,
2014). Esses elevados percentuais de mortalidade no momento em que o 6leo estava presente
no ecossistema, ¢ um indicativo do impacto negativo sobre essa comunidade. Copépodes

expostos ao O0leo podem apresentar efeitos severos em sua saude, aumento dos indices de
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mortalidade, bem como, diminui¢do das taxas de reprodug¢ao e ingestdo (ALMEDA et al., 2013;
ALMEDA; CONNELLY; BUSKEY, 2016). Efeitos letais também ja foram registrados para os
nauplios, que podem softrer, igualmente, efeitos subletais como a redug¢do do crescimento,
desenvolvimento e atividade natatoria (ALMEDA et al., 2016). Esses efeitos podem, ainda, ser
potencializados por fatores como a radiagdo ultravioleta (UV), uso de dispersantes (ALMEDA
et al., 2014) e temperatura (RUIZ et al., 2021).

Os elevados percentuais de mortalidade de copepoditos, em comparacdo com o0s
nauplios, sugerem uma maior interacdo desse estdgio de vida com o 6leo. Tracos de ingestao
de o6leo por copepoditos, durante a chegada do 6leo em 2019 na Baia de Tamandaré, foram
registrados e considerados um grande problema para as cadeias alimentares marinhas
(CAMPELO et al., 2021). A interagdo dos copepoditos com o d6leo pode ter ocorrido de forma
facilitada devido ao melhor desenvolvimento dos seus aparelhos bucais, tornando-os mais
capazes de interagir, manusear e ingerir particulas de 6leo de tamanhos maiores em comparacao
com os nauplios. Os copepoditos podem atuar no processo de fragmentacao do 6leo, gerando
goticulas menores que ficariam biodisponiveis para organismos de tamanho menor, como o0s
nauplios (UTTIERI et al., 2019). A ingestao de goticulas de 6leo ¢ uma via que permite que os
organismos tenham contato com HPAs de baixa solubilidade e que sdo mais toxicos do que
aqueles mais soltveis em agua (ALMEDA et al., 2014). Isso poderia explicar porque apenas
os percentuais de mortalidade dos copepoditos foram maiores durante o evento em comparagao
com as demais campanhas. Outro fator que poderia influenciar os elevados percentuais de
mortos entre os copepoditos € o fato de que as carcacgas desses estdgios podem permanecer mais
tempo (horas/dias) se decompondo no ambiente (SILVA et al., 2020; TANG; FREUND;
SCHWEITZER, 2006), permitindo maior tempo de disponibilidade no meio para a captura
durante a amostragem. Além disso, a entrada de novos nduplios no sistema poderia ter feito
com que os percentuais de mortos fossem reduzidos, ao passo que esses nauplios teriam tido
menos tempo de contato com o 6leo e menos tempo para apresentar a letalidade como resposta
aguda.

No més seguinte a chegada de o6leo na Baia de Tamandaré, observamos que os
percentuais de mortos voltaram aos niveis compativeis com os de campanhas anteriores ao
derramamento (SILVA et al., 2020). Esse rdpido retorno pode ser um indicativo que os
compostos toxicos seguiram algumas vias: (1) dispersdo no ambiente até atingirem
concentragdes mais baixas € menos toxicas; (2) deposicdo no compartimento bentdnico; (3)
transporte para outros compartimentos; e/ou (5) assimilacdo parcial pelos organismos. Dados

de um monitoramento da costa sul de Rhode Island (EUA) mostraram que as concentracdes de
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HPAs na coluna d'agua podem variar temporalmente logo apds um derramamento de dleo,
diminuem rapidamente j& na primeira semana e retornam aos niveis basais em 32 dias
(REDDY; QUINN, 2001). De fato, o monitoramento dos niveis de HPAs nas praias de
Pernambuco mostrou que as concentragdes na agua cairam drasticamente uma semana apos 0s
esfor¢os de limpeza do 6leo encalhado, retornando para niveis proximos aos naturais (dados
nio publicados). E importante ressaltar que apesar dos percentuais de mortalidade terem
voltado aos niveis dentro da normalidade local em curto prazo, isso ndo ¢ um indicativo de que
os efeitos toxicos do dleo sobre a comunidade tenham cessado, pois o percentual de mortalidade
¢ um indicador que revela se a comunidade estd sofrendo com efeitos letais que causam sua
mortalidade, mas ndo indica efeitos subletais de longo prazo. Estes podem causar danos a
comunidade por tempo indeterminado e sdo resultantes da interacdo dos organismos com
concentragdes ndo-letais dos contaminantes.

No experimento realizado foram usadas concentracdes de HPAs dentro da faixa e até
menores do que os valores observados apos eventos de derramamento de 6leo: <1 a 115 pg
L ! (revisio de MULLER et al., 2021). As concentragdes também foram menores que 0s
limites de concentracdo de HPAs estabelecidos nas legislagdes de qualidade de dgua do Brasil
(BRASIL, 2005), dos Estados Unidos (US EPA, 2015) e da Europa (EU, 2008). Ainda assim
registrou-se aumento da mortalidade de copépodes (nauplios e copepoditos) com o aumento
das concentracdes de HPAs na 4gua. Outros estudos ja haviam apontado uma relagdo dose-
resposta em experimentos de exposicdo de copépodes a diferentes concentragdes de 6leo
(AVILA; BERSAMO; FILLMANN, 2010; JIANG et al., 2012; LOTUFO, 1997). Nauplios de
Acartia tonsa e Temora turbinata apresentaram LCso de 1,88 € 1,95 uL L™! de 6leo bruto,
enquanto que os adultos apresentaram mortalidade de 26% e 7% de mortalidade (ALMEDA et
al., 2016), respectivamente, depois da exposi¢do a 1 pL L' de HPAs + dispersante (ALMEDA
et al., 2014). Nossos resultados apresentaram a mesma tendéncia, visto que os nauplios
exibiram LCso levemente maior que os copepoditos.

Registrou-se variagdo nos percentuais de mortalidade entre as familias, indicando que
algumas podem apresentar maior sensibilidade em comparacdo com outras. Isso pode ser
explicado pelo fato de que a resposta que os organismos marinhos apresentam a exposi¢ao ao
6leo ¢ influenciada por muitos fatores, incluindo tempo de exposi¢do, tipo e concentracdo do
6leo, salinidade, temperatura, disponibilidade de alimento, tamanho do organismo e estagio
ontogenético (MOORE; DWYER, 1974). Diferencas na sensibilidade apresentada por
diferentes espécies foram demonstradas anteriormente (HARRIS et al., 1977; JIANG et al.,

2012). Segundo os autores, os efeitos toxicos do 6leo sdo inversamente proporcionais ao
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tamanho dos organismos, ao passo que espécies menores recebem maiores impactos em suas
populagdes. No presente estudo, Oithonidae e Harpacticidae, familias de copépodes menores,
apresentaram maiores percentuais de mortalidade em comparagdo com Longipedidae e
Paracalanidae (maior tamanho), corroborando a hipdtese dos autores mencionados
anteriormente. Entretanto, existe uma dificuldade natural na comparagdo de resultados de
estudos que avaliam os efeitos do 6leo sobre os organismos, devido a diferengas metodologicas
utilizados no estudo, condi¢cdes em que os organismos sdo expostos € até mesmo pela
composi¢do variavel do 6leo (ALMEDA et al., 2013). Apesar disso, nossos resultados ex situ
podem ainda ter subestimado o impacto real sofrido pelos copépodes em ambiente naturais,
uma vez que foi realizada somente a exposi¢do dos organismos a fragdo soluvel do oleo,
excluindo assim as goticulas de 6leo. Conforme discutido anteriormente, a exposi¢do dos
organismos ao 6leo bruto disperso na dgua seria uma aproximac¢ao mais realista do impacto de
um derramamento de 6leo porque possibilitaria a ingestao de goticulas de 6leo pelos copépodes.
Assim, eles teriam contato direto com HPAs mais toxicos através da ingestdo (ALMEDA et al.,
2014).

Alguns mecanismos de acdo podem ter causado a mortalidade dos copépodes durante
sua exposi¢do ao Oleo tanto no ambiente quanto durante a realizacdo do experimento em
laboratério. Efeitos narcéticos associados a disturbios na fungdo da membrana e capazes de
reduzir a motilidade dos organismos, bem como a possibilidade de reagir a estimulos, ja foram
considerados a causa da mortalidade de copépodes expostos ao 6leo (LOTUFO, 1997). Estresse
oxidativo, causado por espécies reativas de oxigénio (ROS), foi observado quando copépodes
da espécie Tigriopus japonicus foram expostos a concentragdes de HPAs. Entretanto, os autores
nao encontraram alteragdes nos indices de mortalidade nas concentragdes testadas (HAN et al.,
2014). O estresse oxidativo, que pode ser causado por fatores ambientais € por exposi¢do a
contaminantes, esta relacionado diretamente com os mecanismos de mortalidade celular, visto
que o aumento dos niveis de ROS pode resultar em morte por vias ndo fisiologicas (necréticas)
ou reguladas (apoptoticas) (RYTER et al., 2007). Um estudo anterior demonstrou que os HPAs
também podem causar efeitos neurotoxicos, visto que foi observada redugdo de acetilcolina
durante a exposic¢ao do copépode Calanus finmarchicus (HANSEN et al., 2017). Esses mesmos
autores registraram movimentos natatorios praticamente ausentes apos 4 dias de exposicao,
fator que pode reduzir as chances de sobrevivéncia desses organismos no ambiente natural.

Este estudo contribui também para o entendimento das possiveis causas da mortalidade
sofrida pelos copépodes no ambiente, assunto que vem recebendo mais atencdo desde que o

método de coloragdo do vermelho neutro foi adaptado para aplicagdo em campo (ELLIOTT;
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TANG, 2009). Desde entdo, o uso da técnica do vermelho neutro permitiu associar mortalidade
a falta de alimento (FRANGOULIS et al., 2011), baixas concentragdes de oxigénio (ELLIOTT;
PIERSON; ROMAN, 2013), alta radiagdo solar (AL-AIDAROOS et al., 2014), salinidade
(MARTINEZ; ESPINOSA; CALLIARI, 2014), altas temperaturas (TANG et al., 2019) e
levantamentos sismicos para prospeccdo de recursos petroliferos (MCCAULEY et al., 2017).
Aqui foi usado o método do vermelho neutro para avaliar os efeitos agudos do 6leo sobre os
copépodes. A partir disso, foi possivel registrar uma relacdo entre a chegada do dleo e o
aumento da mortalidade no ecossistema da Baia de Tamandaré, bem como uma associa¢ao
direta entre mortalidade e concentragdes de HPAs no experimento de laboratério. Ressaltamos
que a mortalidade de copépodes pode causar um impacto ecoldgico no ecossistema marinho,
por resultar em mudancas nos processos ecossistémicos. Considerando que, os copépodes
atuam no fluxo de matéria e energia dos produtores primarios para os demais niveis troficos e
mudangas na estrutura da comunidade representam um risco para a manutengao desse processo
(STEINBERG; LANDRY, 2017). A capacidade dos copépodes de bioacumular os compostos
toxicos do 6leo (ARIAS et al., 2016; CARLS; SHORT; PAYNE, 2006) ¢ um outro problema
ambiental decorrente da exposi¢cdo a derrames, uma vez que a concentracao deste contaminante
pode ser biomagnificada, ou seja, pode aumenta a cada nivel trofico (ASHOK et al., 2022). A
fragmentacdo de goticulas de 6leo em particulas ainda menores, realizada pelos copépodes,
também consiste em um risco ambiental, considerando que essas goticulas menores ficam
biodisponiveis para ingestdo por animais menores € para a via microbiana (UTTIERI et al.,
2019). Acredita-se ainda que as carcagas dos copépodes mortos, capazes de permanecer no
ambiente por dias (SILVA et al., 2020), podem representar uma fonte de exposi¢do aos
compostos do dleo para a alca microbiana e os organismos necroéfagos. Para a confirmagao
dessa hipodtese sugere-se a realizagdo de estudos que analisem as concentragdes de compostos

do 6leo em organismos expostos a carcacgas contaminadas.

CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que os HPAs presentes no 6leo causam impactos
negativos sobre a comunidade de copépodes planctonicos.

O efeito agudo foi registrado diretamente no ambiente logo apds um evento de
derramamento, numa janela de deteccdo com duragdo restrita. A possibilidade de coleta

imediata e existéncia de dados pretéritos na area, que ¢ um sitio ILTER, foi fundamental para
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os resultados. Desta forma, contribuiu-se com informacdes importantes sobre uma das
principais questdes para a conservagdo da biodiversidade marinha: “(30) How should damage
from anthropogenic oil release be quantified and what is the ecologically relevant scale for
assessment?” (PARSONS et al., 2014).

O aumento dos percentuais de mortalidade dos copépodes foi diretamente
correlacionado com o aumento das concentracdes de HPAs. Essas informagdes permitiram
entender as consequéncias de um derramamento de 6leo sobre a comunidade de zooplancton,
bem como, o que pode ter acontecido com a comunidade de copépodes da regido costeira do
Nordeste do Brasil durante o derramamento de 6leo em 2019 no Atlantico Sudoeste. O impacto
ocorrido neste desastre do de 6leo em 2019 no Atlantico Sudoeste ¢ comparavel aos impactos
de derramamentos de 6leo ocorridos anteriormente em outros locais do mundo.

Por fim, a estratégia de avaliar a mortalidade in sifu ¢ uma ferramenta importante capaz
de auxiliar no monitoramento de impactos causados por derramamentos de 6leo, principalmente
quando ha dados pretéritos para as areas, possibilitando assim, o direcionamento da aplicagdo

de a¢des que minimizem os danos ambientais em ecossistemas marinhos tropicais.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nesta tese, foi investigado um evento de derramamento de 6leo que ocorreu no Atlantico
Sudoeste em 2019, passando a atingir a regido costeira do Brasil, com énfase na comunidade
planctonica. Foram avaliados os efeitos dos compostos toxicos desse material sobre organismos
planctonicos dos primeiros niveis da cadeia alimentar. No capitulo 1, foi apresentada uma
bibliometria que demonstrou a atencdo dada pela comunidade cientifica a esse evento,
identificando-se os principais trabalhos, pesquisadores que atuaram nas investigagdes, além da
participagdo de diferente institui¢des e paises. No capitulo 2 foi demonstrado que a exposi¢ao
de uma microalga planctonica (Isochrysis galbana) aos compostos toxicos do 6leo (HPAs),
resultou em diminui¢do da taxa de crescimento, aumento da concentragdo de clorofila-a nas
células e aumento do volume celular, além de relagao direta entre o aumento das concentragdes
de HPAs e aumento da inibi¢do de crescimento, bem como, diminuicao tolerancia a predagao.
No capitulo 3, foi apresentado o efeito negativo dos compostos toxicos do 6leo sobre um
consumidor primadrio, o rotifero Brachionus plicatilis e sendo que esses organismos tiveram
aumento da mortalidade nas maiores concentragdes de HPAs, ao passo que, apresentou também
diminui¢do da taxa de filtracdo e ingestdo. Além disso, foi realizada uma andlise de risco
ecoldgico, que indicou o grave problema que as concentragdes desses compostos em diferentes
ambientes podem representar para as espécies testadas no presente estudo, assim como em
outras espécies, com base em dados da literatura. No capitulo 4, uma comunidade de copépodes
foi avaliada no ambiente durante o derrame e em meses seguintes, sendo verificado o aumento
da mortalidade no momento da chegada do 6leo no ambiente. Além disso, em um experimento
apresentado nesse mesmo capitulo, a comunidade de copépodes exposta em microcosmos
apresentou uma relacdo dose-resposta com as concentracdes de HPAs. Considerando essas
informagdes pode-se confirmar o impacto do derramamento de 6leo ocorrido em 2019, sobre a
comunidade planctdnica, que por sua vez, representa um risco significativo para toda a teia
tréfica dos ambientes impactados. Com base nisso, recomenda-se que sejam realizadas mais
pesquisas. Essas futuras pesquisas devem avaliar os impactos que esses efeitos negativos

sofridos pelas comunidades planctonicas representam para os ecossistemas afetados.
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AVA,LIACAO DOS EFEITOS DA CONTAMINACAO POR DERRAMAMENTO DE
OLEO NO ATLANTICO SUDOESTE TROPICAL POR MEIO DO USO DE
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ANEXO I: WEB APP - OBSERVATORIO DO
OLEO 2019
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Aplicativo em desenvolvimento como o objetivo de apresentar informagdes sobre o
derramamento de 6leo ocorrido no Atlantico Sudoeste em 2019, bem como os trabalhos
produzidos pela comunidade cientifica.

Link de acesso (temporario): https://alefjonathan29.github.io/atlantoil

Sobre o evento

Publicacoes cientificas

Sobre este app

Sobre

No ano de 2019, houve um derramamento de 6leo no Atlantico Sul e o material foi levado pelas correntes até o litoral brasileiro, passando a
impactar diversos ecossist Este der to foi considerado o maior evento em extensao ocorrido no Atlantico Sul, com
aproximadamente 5380 toneladas de material derramadas, chegando a afetar uma extensao de 2.890 km.

Os dados apresentados, nessa pagina, acerca do derramamento de 6leo foram obtidos a partir de informagoes apresentadas pelo IBAMA (Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis). Como érgao governamental responsavel pela fiscalizacao e protegao ambiental, o
IBAMA desempenha um papel crucial na coleta e analise de dados relacionados a incidentes ambientais. Com base nas informacoes aqui
apresentadas, torna-se possivel compreender a extensao dos danos causados pelo derramamento de 6leo e os impactos sobre os ecossistemas
costeiros e a fauna marinha.

Atencao: A ultima atualizagao realizada pelo IBAMA foi em 19/03/2020

Mais informagoes: IBAMA

5380

Toneladas de 6leo derra

Localidades oleadas Organismos afetados

Tartarugas marinhas 4

S
'STATE OF% STATE
ARANHAO  'CEAR

Aves -

Outros -

-3 ‘;.svnz OF
Goiania,  MINAS
e GERAIS

e Belo Horizonted
~ .

A a0 an
ROISULT /' STATE OFi _-RIODE
#*"SAO PAULO -+~ S JANEIRO

Mamiferos marinhos 4

0 25 50 75 100
Dados das localidades oleadas
Copy csv Excel PDF || Print I Column visibility + Show 1,009 - entries Search:
localidade municipio sigla_uf Latitude Longitude
All All All All All
1 Praia do Caburé Paulino Neves MA 2°38'4.431"S 42°37'58.21"W
2 Praia de Guaxindiba Conceigao da Barra ES 18°33'18.37"S 39°43'54.42"W
_ R Sao José da Coroa

8 Sao José da Coroa Grande PE 8°52'13.64" S 35°7'56.56" W
Grande
Sao José da Coroa

4 Abreu do Una PE 8°51'11.40" S 35°8'6.848" W
Grande

5 Ilha do Delta do Jequitinhonha Belmonte BA 15°49'27.92" S 38°51'57.30" W

Showing 1 to 1,009 of 1,009 entries

Previous 1 Next
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Derramamento de 6leo no Atlantico Sul em Sobre o evento Publicagoes cientificas Sobre este app

Sobre as publicacoes

Os dados aqui apresentados foram revisados por Alef Jonathan da Silva com ultima atualizacao em julho de 2023. As informagoes foram coletadas a
partir de buscas na base de dados da Web of Science da seguinte forma: (oil spilled OR oil spill OR petroleum spilled OR petroleum spill) AND (Brazil OR
brazilian OR coastal region of brazil OR coastal region of Brazilian). E posteriormente foram selecionados apenas os trabalhos que se referiam ao
derramamento ocorrido em 2019 no atlantico sul e que atingiu o Brasil.

Atencao: ltima atualizagao foi realizada em Julho/2023

17

Nacionalidade dos

Numero de publicagoes Paises com publicagoes e parcerias
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©
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5 101
=z
0] —
2019 2020 2021 2022 2023
Publicados em revistas cientificas
Copy csv Excel PDF 1 Print | | Column visibility + Show 100 v entries Search:
AU TI DE SO PY Dol
All All All All All
1
CONCENTRATION OF
POLYCYCLIC
AROMATIC
HYDROCARBONS
COSTA GKA;SILVA MRCM; (BARSTAND
HISTOLOGICAL BIVALVE; TROPICAL
SANTOS FL;CARREIRA MARINE
CHANGES IN SOUTH ATLANTIC; : .
1 RS;MASSONE ANOMALOCARDIA CONTAMINATION: POLLUTION 2023  https://doi.org/10.1016/j.mar|
CG;SANT'ANA OD;SILVA N BULLETIN
— BRASILIANA AND HISTOPATHOLOGY
CRASSOSTREA
RHIZOPHORAE FROM
PERNAMBUCO,
BRAZIL AFTER THE
2019 OIL SPILL
ABUNDANCE;
THE IMPACT OF BIOLOGICAL

BRAZILIAN COAST OIL___ OCEANOGRAPHY;

Showing 1 to 91 of 91 entries .
Previous 1l Next
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Derramamento de 6leo no Atlantico Sul em Sobreoevento  Publicagoes cientificas

Desenvolvedores

Este aplicativo foi desenvolvido por Alef Jonathan da Silva, aluno do Programa de Pés-Graduagao da Universidade Federal de Sao Carlos, sob
orientagao do professor Mauro de Melo Junior (Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco) e Maria da Gra¢a Gama
Melao (Departamento de Hidrobiologia da Universidade Federal de Sao Carlos).

Ultima atualizagao: Julho/2023

E-mail para contato: a.lef93@hotmail.com
Lattes:

Alef Jonathan da Silva

Mauro de Melo Junior

Maria da Graga Gama Melao
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Ferramentas usadas
Esse app foi criado em linguagem R, usando os seguintes pacote:

tidyverse (Wickham 2017), flexdashboard (Sievert et al., n.d.), shiny (Chang et al. 2015), DT (Xie, Cheng, and Tan 2018), readx! (Wickham and Bryan
2019), ggplot2 (Wickham 2016), plotly (Sievert et al. 2017), googleway (Cooley 2018), knitr (Xie 2013), circlize (Gu et al. 2014).

Chang, Winston, Joe Cheng, J Allaire, Yihui Xie, and Jonathan McPherson. 2015. “Package ‘Shiny’” See Http://Citeseerx. Ist. Psu.
EduyViewdoc/Download.

Cooley, D. 2018. “Accesses Google Maps APIs to Retrieve Data and Plot Maps [r Package Googleway Version 2.7. 1].” Comprehensive R Archive Network
(CRAN).

Gu, Zuguang, Lei Gu, Roland Eils, Matthias Schlesner, and Benedikt Brors. 2014. “" Circlize" Implements and Enhances Circular Visualization in r.”
Sievert, Carson, Richard lannone, JJ Allaire, and Barbara Borges. n.d. “Flexdashboard: R Markdown Format for Flexible Dashboards.”

Sievert, Carson, Chris Parmer, Toby Hocking, Scott Chamberlain, Karthik Ram, Marianne Corvellec, and Pedro Despouy. 2017. “Plotly: Create Interactive
Web Graphics via ‘Plotly. Js’” R Package Version 4 (1): 110.

Wickham, Hadley. 2016. “Ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis.” https://ggplot2.tidyverse.org.

———.2017. “Tidyverse: Easily Install and Load the ‘Tidyverse’” R Package Version 1 (1): 2017.

Wickham, Hadley, and Jennifer Bryan. 2019. “Readxl: Read Excel Files. R Package Version 1.3. 1.”

Xie, Yihui. 2013. “Knitr: A General-Purpose Package for Dynamic Report Generation in r.” R Package Version 1 (7): 1.

Xie, Yihui, Joe Cheng, and Xianying Tan. 2018. “DT: A Wrapper of the JavaScript Library ‘DataTables’” R Package Version 0.4.
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