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RESUMO

Em agosto de 2019 as praias da costa nordestina sofreram com o derramamento de
petrdleo. Esse evento se tornou o maior derramamento de 6leo ja registrado no Atlantico
Sul em termos de extensdo. Aproximadamente em 1004 locais foram registradas manchas
de dleo, distribuidas em 130 municipios nos estados nordestinos, Espirito Santos e Rio
de Janeiro. Ao atingir a regido costeira do Brasil, 0 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. Ecossistemas marinhos foram diretamente
afetados, como, afloracbes rochosas entre marés, rodolitos, praias arenosas, sistemas
estuarinos, algas marinhas e os recifes de coral. Foi registrada a mortandade de peixes,
aves, mamiferos marinhos, tartarugas marinhas, répteis e possivelmente se estendeu aos
invertebrados. Dentre os invertebrados aquaticos, a familia Chironomidae (Diptera) é
reconhecida como bioindicador de qualidade ambiental, aléem de ser amplamente
distribuida e abundante, certas peculiaridades dos quironomideos favorecem sua
utilizacdo em avaliacdo de impactos ambientais, quando comparados a outros
organismos. Em Chironomidae podemos observar diferentes tipos de deformidades
decorrente a diversos tipos de contaminacdo, estas deformidades s&o usualmente
observadas na capsula cefélica, onde estdo inseridas as pe¢as bucais, antenas e pente
epifaringeo. Dentro desse cenario, o objetivo deste estudo foi avaliar o impacto causado
sobre as popula¢des de Thalassomya gutae atraves de parametros morfolégicos em cinco
populacdes afetadas pelo derramamento de éleo cru. Como também, verificar se a
presenca do petroleo pode causar anomalias morfoldgicas das larvas nas diferentes
populagdes. Foi registrado 15% de algum grau de deformidade nas populacdes coletadas
em 2020, 11% das larvas coletadas em 2021 apresentaram deformidade, e as populacoes
coletadas em 2016 somente duas larvas apresentaram ma formagdo no mento.
Considerando os dados de 2016 como referéncia, podemos afirmar que o derramamento
de 6leo cru que ocorreu nos pontos de coleta afetou as populacGes de Chironomidae.
Acreditamos que as populacdes estejam apresentando anomalias teratogénicas, que
surgem devido as alteracGes no desenvolvimento celular e ao mau funcionamento das
mesmas durante o ciclo de vida larval. Concluimos que a espécie T. gutae € um bom
bioindicador de qualidade ambiental quando as larvas séo analisadas. Considerando as
adaptacdes feitas nesse projeto do protocolo de deformidade de mento elaborado pela
CETESB utilizados para ambientes continentais, pode ser aplicado para ambiente
costeiro também.

Palavras-chave: derramamento de 6leo, HPAs, bioindicador



1. INTRODUCAO

Em agosto de 2019 as praias da costa nordestina sofreram com o derramamento
de petroleo. Esse evento se tornou o maior derramamento de 6leo ja registrado no
Atlantico Sul em termos de extensao e, inicialmente, ndo se sabia a origem do 6leo e
tampouco de onde vinha (SOARES et al., 2022). Até o boletim de 21 de janeiro de
2020, aproximadamente em 1004 locais foram registradas manchas de Oleo,
distribuidas em 130 municipios nos estados nordestinos, Espirito Santos e Rio de
Janeiro (IBAMA, 2020).

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. Ecossistemas marinhos foram
diretamente afetados, como, afloracdes rochosas entre marés, rodolitos, praias
arenosas, sistemas estuarinos, algas marinhas e os recifes de coral (SOARES, et al.
2020). Segundo o IBAMA (2020), foi registrada a mortandade de peixes, aves,
mamiferos marinhos, tartarugas marinhas, répteis e possivelmente se estendeu aos
invertebrados.

Um estudo que avaliou a contaminacao 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).

Os invertebrados aquaticos sdo reconhecidos bioindicadores de toxicidade e
impactos ambientais (ROSEMBERG & RESH, 1993; GRIFFITHS, 1991) e refletem
alteracBes ambientais, variacdes nas caracteristicas fisicas, quimicas e ecoldgicas do
seu habitat ao longo do espaco e do tempo (COOK, 1976; MILBRINCK, 1983). O
petréleo cru pode ter varios efeitos crénicos, como problemas relacionados ao sistema
nervoso, anomalias de comportamento e desenvolvimento e fertilidade reduzida
(GREEN & TRETT, 1989). O 6leo derramado pode também limitar a troca do
oxigénio, revestindo as branquias dos organismos aquaticos e causando lesbes
patoldgicas nas superficies respiratorias (OLIVEIRA-SOARES et al., 2012). Isto
pode impedir a colonizacdo ou resultar em varios efeitos letais e subletais aos
invertebrados (HOEHN et al., 1974). Ainda, os invertebrados utilizados como
alimento humano também sdo impactados, como camardes, caranguejos, ostras,

vieiras, mariscos, entre outros (GRAHAM et al., 2015).
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Estudos realizados nos ultimos anos (LYTLE & PECKARSKY, 2001;
BHATTACHARYYA etal., 2003) mostraram que a abundancia e a riqueza de grupos
de invertebrados marinhos em ambientes que sofreram impacto por petréleo e ou seus
derivados pode declinar em até 90% em relacdo a ambientes ndo impactados. Estes
autores observaram também que os residuos do derramamento podem ficar em
suspensdo na coluna d’agua ou na regido superficial por varios anos (OLIVEIRA-
SOARES et al.,, 2012). Segundo Perelo (2010), estes residuos constituidos
principalmente por hidrocarbonetos também se acumulam nos sedimentos e
substratos, devido aos processos de associagdo com materiais particulados em
suspenséo.

Em ambientes dulcicolas, Couceiro et al. (2007) observaram uma reducdo na
abundancia e riqueza de invertebrados em corregos no municipio de Manaus,
impactado por petréleo e efluentes domiciliares. Outro estudo com invertebrados
aquéaticos (COUCEIRO et al., 2010) e sedimentos da regido petrolifera de Urucu, no
Amazonas, demonstrou que sedimentos contaminados por petroleo e seus derivados
apresentam impactos negativos sobre a abundancia de organismos e a diversidade
desta comunidade.

Dentre os invertebrados aquéaticos, a familia Chironomidae (Diptera) é
reconhecida como bioindicador de qualidade ambiental além de ser amplamente
distribuida e abundante (ARMITAGE et al., 1995; FERRINGTON, 2008). O estagio
predominante do ciclo de vida é larval, e pode habitar o ambiente terrestre,
semiaquatico, marinho e dulcicola.

Certas peculiaridades dos quironomideos favorecem sua utilizacdo em
avaliacdo de impactos ambientais, quando comparados a outros o0rganismos
(MERRITT e CUMMINS, 1996, ROSENBERG e RESH, 1993, METCALFE, 1989,
HELLAWELL, 1986). Entre essas, pode-se citar: baixo custo de coleta, ampla
distribuicdo nos diferentes sistemas aquaticos continentais, composicao de diferentes
grupos taxonémicos, que incluem espécies sensiveis e espécies tolerantes as diversas
influéncias antropicas, alta abundancia e sedentarismo (ndo migram rapido como o0s
peixes, por exemplo), ciclo de vida longo em comparagéo, por exemplo, com o0s
organismos zooplanctonicos e, facilidade de coleta, adequando-se aos requisitos
estabelecidos como fundamentais para serem bons indicadores biologicos (CAIRNS
e DICKSON, 1971).

Existem diferentes tipos de deformidades que podem ser observadas nos
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organismos, mas sao usualmente observadas na capsula cefalica, onde estdo inseridas
as pecas bucais, antenas e pente epifaringeo (WARWICK , 1990; JEYASINGHAM
& LING, 1997).

Estudos tém indicado a ocorréncia de deformidades no mento e mandibulas
quando as larvas de Chironomidae sdo expostas a 6leo cru (CUSHMAN, 1984), a
metais pesados (PETTIGROVE, 1989; OCHIENG et al. 2008) e contaminagéo
organica (NAZAROVA et al., 2004; BURT et al., 2003).

Sdo varios os tipos de deformidades morfoldgicas observadas nos estudos, nao
existindo padronizagéo para a classificacdo. Warwick et al. (1987) consideraram as
seguintes assimetrias: Kohn gap, falta de dentes laterais, excesso de dentes e fuséo de
processos no dente mediano ou nos dentes laterais. Dickman et al. (1992)
classificaram as deformidades em “leves”, considerando o mento com irregularidades
leves no tamanho e forma, mento quebrado ou lascado, e em “grosseira”, aquelas com
dentes fundidos, falta, excesso, bifurcagdo e assimetria muito pronunciada. Bird et al.
(1995) consideraram um mento como deformado caso ele apresentasse dentes extras,
falta de dentes (incluindo gap) ou forma assimétrica. Dente gasto ou leve
desenvolvimento de uma fissura no dente mediano era considerado como uma
variagdo normal. Kuhlmann et al. (2000) consideraram trés tipos de deformidades no
mento: gap, falta de dentes e excesso de dentes.

De acordo com Cushman (1984) é dificil avaliar as implicacBes dessas
deformidades para os individuos ou populacdes afetadas. As deformidades na parte
da boca podem afetar a alimentacéo e o crescimento, além de deformidades possiveis
nos adultos, por exemplo, adultos com genitais deformados, ocasionando a perda do

sucesso reprodutivo.

1.1. CHIRONOMIDAE MARINHOS

Chironomidae é uma das familias de Diptera mais amplamente distribuidas e
abundantes no mundo, tanto em nimero de espécies quanto em nimero de individuos
(CRANSTON, 1995; FERRINGTON, 2008; SATHER; ASHE; MURRAY, 2000).
Atualmente, sdo reconhecidas 11 subfamilias de quironomideos: Aphroteniinae,
Buchonomyiinae, Chironominae, Chilenomyiinae, Diamesinae, Orthocladiinae,
Podonominae, Prodiamesinae, Tanypodinae, Telmatogetoninae e Usumbaromyiinae
(SPIES; REISS, 1996).
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Para a Regido Neotropical, o ultimo catalogo de Chironomidae neotropicais
traz 710 espécies em 155 géneros (SPIES; REISS, 1996). No Brasil, ha registro de 99
géneros e 659 espécies de Chironomidae (PINHO, 2023), distribuidos em cinco
subfamilias:  Chironominae, Orthocladiinae, Podonominae, Tanypodinae e
Telmatogetoninae. Chironominae, Tanypodinae e Orthocladiinae sdo amplamente
distribuidas, enquanto Telmatogetoninae, representada pelos géneros Telmatogeton e
Thalassomya, esté restrita a regido litordnea e Podonominae, representada pelo género
Podonomus, € registrada em areas de elevada altitude (ROQUE; TRIVINHO-
STRIXINO, 2004).

A subfamilia Telmatogetoninae constitui um grupo predominantemente
marinho. Seus géneros, Thalassomya Schiner, 1856 e Telmatogeton Schiner, 1866,
estdo amplamente distribuidos, sendo encontrados em todas as regides
zoogeograficas, embora Thalassomya seja principalmente registrado em regides de
mares mais quentes (ASHE, 1983; CRANSTON, 1989). Encontram-se validadas
trinta e uma espécies de Telmatogeton e doze espécies de Thalassomya.

O grupo esta presente, principalmente, em costdes rochosos da regido
entremarés, mais especificamente no médio-litoral e, em muitos casos, em sua franja
supralitoral (OLIVER, 1971; NEUMANN, 1976; HASHIMOTO, 1976). No entanto,
hé registro de espécies vivendo em &reas que recebem escoamento de agua doce, onde
a salinidade é reduzida, ou, ainda, em ambientes afastados de habitats marinhos
periféricos (OLIVER, 1971; HASHIMOTO, 1976).

No Brasil, hd o registro de cinco espécies pertencentes a subfamilia
Telmatogetoninae: T. atlanticus Oliveira, 1950, T. eshu Oliveira, 2000, T. nanus
Oliveira, 1950, T. yamaguchiae Marigo, Lamas & Fusari, 2020 e Thalassomya gutae
Neubern, Silva & Trivinho-Strixino, 2013.

Estudos utilizando Chironomidae e petréleo sdo importantes para avaliar a
sensibilidade das espécies a diferentes poluentes. Este estudo é um dos poucos que se
pode fazer uma comparacéo, pela disponibilidade de dados anteriores ao acidente, do ano
de 2016. Considerando o derramamento de petroleo na costa nordestina, a avaliagdo com
T. gutae foi necessaria para entender o comportamento da populacdo diante desse
impacto. Dentro desse cendrio, este estudo se propds a avaliar, utilizando parametros
morfologicos, o impacto do petroleo sobre as larvas das populacdes de T. gutae do

nordeste.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar o impacto causado sobre as
populacBes de T. gutae através de pardmetros morfologicos. Assim, verificar se a
presenca do petréleo pode causar anomalias morfoldgicas das larvas nas diferentes

populacdes.

Obijetivos especificos:

(1) Analisar as estruturas cefalicas e bucais das larvas de T. gutae

(2) Registrar alteracdes morfologicas nas larvas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. AREA DE ESTUDO

Para este estudo foram coletadas exemplares de cinco populacfes, nas seguintes
localizagdes: Praia de Itapud, Salvador, Bahia (12°57°10,50”S 38°21°44,51”W); Praia da
Ladeira, Japaratinga (9°05°20,58”S 35°15°24,78”W), Praia da Sereia, Maceio (9°34’
01,30”S  35°38’49,51”W), Pontal do Coruripe, Coruripe, (10°09°32,18”S
36°08°00,52”W), estes no estado do Alagoas; e Praia de Coqueirinho, Conde, Paraiba
(7°19°41,617°S 34°47°41,92”W) (Figura 1). As cinco populaces foram selecionadas
baseadas no material bioldgico coletado em 2016 e nas localidades oleadas de acordo com
boletins do Ibama (IBAMA, 2020).

A imagem utilizada para ilustrar o panorama das espécies de Telmatogetoninae na
costa nordestina foi obtida utilizando o software QGIS 3.16.1 (QGIS.ORG, 2020).

14
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Figura 1. Distribuicdo das populagbes analisadas de Thalassomya gutae

(Telmatogetoninae, Chironomidae) nos estados da Bahia, Alagoas e Paraiba.
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3.2. COLETA

O material bioldgico foi obtido a partir de coletas realizadas anteriormente, no
periodo de 2016, e ap6s 0 derramamento de petroleo na costa nordeste, em 2020 e 2021.
Os imaturos foram coletados manualmente com auxilio de pincel de cerdas embebido
em etanol 100% e pinca entomoldgica (Fig 2A - B). As larvas foram fixadas em etanol
100% e mantidos refrigerados.

Os imaturos ficavam no sedimento (Fig. 2C) e entre algas filamentosas. Para

coleta, era necessario aguardar a baixa maré para acessar as populacées nas afloracdes

rochosas (Fig. 2D), normalmente submersas.

Figura 2. Coleta de imaturos. A - B, coleta de imaturos com pincel e pinga entomoldgica;
C, larvas de T. gutae retiradas do sedimento; D, aflora¢bes rochosas no Pontal do
Coruripe, AL.
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3.3 ANALISE DA CAPSULA CEFALICA E DEFORMIDADES NO MENTO

Foram utilizadas as larvas maduras e grandes, pois garante sua exposicdo mais
prolongada aos agentes causadores de deformidade. Para microscopia, a capsula cefalica
foi separada do corpo da larva com pin¢a de ponta fina e montada entre laminas e
laminulas com a parte ventral para cima em meio Hoyer. Esse meio é composto de goma
arébica, hidrato de cloral, glicerol e agua e é usado para fazer montagens de laminas
semipermanentes para exame da capsula cefalica ao microscopio.

Apds a montagem das laminas, foram tomadas fotos com auxilio de um camera
fotogréfica Canon acoplada ao microscdpio, em seguida as imagens foram combinadas
automaticamente em uma Unica imagem com maior profundidade de campo usando o
software Helicon Focus® e editadas no Photoshop versao Trial.

Para o célculo das frequéncias de deformidades, 0 mento foi considerado deformado
quando apresentava: excesso ou falta de dentes, bifurcacdo central e lateral dos dentes ou
Kéhn gap. Também levou-se em consideragdo mandibula com ma formagao.

A incidéncia de deformidades foi calculada através da porcentagem de anomalias
verificadas no mento, sendo o niumero de larvas com deformidades dividido pelo nimero
total de larvas analisadas (N) e multiplicado por 100 (protocolo de acordo com Kuhlmann
et al, 2012 e Moura e Silva et al. 2019).

17



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisamos 287 larvas dentre as cinco populacdes. Das amostras coletadas em
2020, 120 individuos foram analisados, destes 15% apresentaram algum grau de
deformidade. Nas amostras de 2021, 87 individuos foram analisados e 11% das larvas
apresentaram deformidade (Fig. 3). Das populacdes coletadas em 2016 foram 80 larvas
analisadas, e somente duas larvas apresentaram ma formacédo no mento.

Em estudos com o género Chironomus apresentam uma grande variedade de valores
de incidéncia natural. Warwick (1988) verificou que a incidéncia de deformidades em
locais ndo poluidos variou de 1% a 14%. Dickman et al. (1990) encontraram 9% de
incidéncia de deformidades em Chironomini e Tanytarsini em Welland River, Ontario,
enquanto que Lenat (1993) encontrou 5,4% de deformidades em &guas classificadas como
limpas. Dermott (1991) e Hudson e Ciborowski (1996) sugeriram que uma incidéncia de
deformidades de 3% é tipica de ambiente referéncia da regido dos Grandes Lagos. Nos
estudos de incidéncias de deformidades em Chironomidae nos Grandes Lagos, Canada,

Burt et al. (2003) encontrou 3,15% de deformidades em larvas de Chironomus.
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Figura 3. Comparacdo e deformidades do mento. A, mento saudavel de T. gutae. B e E,
Kohn gap. C e G, falta de dentes laterais. F — H, duplicacdo de dentes laterais. D, H — I,

mandibula com ma formacdo e auséncia de dentes internos.

Considerando os dados de 2016 como referéncia, podemos afirmar que o
derramamento de 6leo cru que ocorreu nos pontos de coleta afetou as populagdes de
Chironomidae.

VariagOes e flutuagcbes em caracteristicas simétricas existem naturalmente, em

porcentagens que variam de acordo com a populacdo de organismos estudada, mas uma
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variacdo além do normal esperado poderia ser um indicativo de alteracdo do ambiente.
Muitos autores tratam essas variagfes e mudancgas na simetria como anormalidades ou
deformidades (JOHNSON et al., 1993; SERVIA et al., 1998; WARWICK, 1985).

Brinkhurst et al. (1968) foram os primeiros a relatar deformidades em pecas bucais
de larvas de Chironomidae, indicando que essas deformidades seriam reflexo da
contamina¢do por metais pesados e compostos organicos toxicos. Posteriormente,
Hamilton e Seether (1971) discutiram com mais detalhes as deformidades em larvas de
Chironomidae, as quais possivelmente teriam sido causadas por efluentes industriais
contendo poluentes agricolas (inseticidas e fertilizantes).

Segundo Lenat (1993) as deformidades séo reflexos da poluigdo do sedimento por
metais pesados e compostos organicos tdxicos e ndo por poluicdo de efluentes domésticos
ou altas cargas organicas.

As deformidades em pecas bucais de Chironomidae tém sido examinadas em
numerosos estudos e experimentos em laboratério, no geral em resposta a acdo de
contaminantes, tais como metais, Bifenilas Policloradas — PCBs, organoclorados, HPAs,
pesticidas, fenol, e esgotos domésticos.

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS) sdo um grupo de compostos
presentes no petréleo que apresenta efeitos toxicos, carcinogénicos e teratogénicos aos
organismos que os assimilam. Segundo Dickman et al. (1992) os HPAs agem como
teratdgeno, os quais iniciam processos que resultam na falta de dentes ou malformacéo
dentaria, como deformidades registradas neste estudo. Anomalias teratogénicas surgem
devido as alteracBes no desenvolvimento celular e a0 mau funcionamento das mesmas
durante o ciclo de vida larval (HUDSON & CIBOROWSKI, 1996). Segundo Kuhlmann
et al. (2000), essas deformidades estdo associadas a presenca de contaminantes quimicos
no ambiente, como por exemplo, HPAs.

As deformidades consideradas de natureza teratogénica ndo sdo transferidas para a
geracdo seguinte, desaparecendo o efeito assim que o0 agente causador for afastado (BIRD
et al., 1995). Mas, ainda segundo esses autores, algumas deformidades que mantém
assimetria bilateral do espécime podem ser mutagénicas, neste caso, passando para a
prole. De qualquer maneira, parece ndo haver inviabilidade da populagéo, servindo como
medida de efeitos subletais in situ.

Em todas as coletas, apds o contato com o 6leo cru, as populacdes se mantiveram
em seus locais, como as coletadas em 2016. Em todas as coletas foi possivel coletar todos

0s estagios de vida da espécie. Os dados apresentados demonstram que possivelmente as
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populacdes estejam sofrendo um efeito teratogénico, que aparentemente teve uma leve
diminuicdo no ano de 2021. Entretanto, indicamos mais coletas e um monitoramento a
longo prazo para certificar que o efeito esteja diminuindo com a auséncia do

contaminante.

5. CONCLUSOES

Todas as populacdes analisadas sdo pertencentes a espécie T. gutae, 0 que nos
permitiu fazer as comparac@es de material bioldgico proveniente de diferentes periodos.

Atraveés da incidéncia de deformidades do mento das larvas, podemos sugerir que
h& um efeito teratogénico sobre as populacdes, entretanto, as deformidades apresentadas
s8o restritas a esse estagio de vida. Entretanto, os HPAs ndo sdo suscetiveis a degradacéo
pela maioria dos organismos devido a sua baixa solubilidade em &gua, ficando
bioacumulado na rede trofica.

Acreditamos que as populacdes estejam apresentando anomalias teratogénicas, que
surgem devido as alteracGes no desenvolvimento celular e ao mau funcionamento das
mesmas durante o ciclo de vida larval.

Porém, essas deformidades consideradas de natureza teratogénica ndo sdo
transferidas para a geracdo seguinte, desaparecendo o efeito assim que o agente causador
for afastado. Devido a essa espécie se tratar de um inseto holometébolo, as deformidades
estdo restritas a fase larval.

Concluimos que a espécie T. gutae é um bom bioindicador de qualidade ambiental
quando as larvas sdo analisadas. Considerando as adaptacOes feitas nesse projeto do
protocolo de deformidade de mento elaborado pela CETESB utilizados para ambientes
continentais, pode ser aplicado para ambiente costeiro também.

Héa que se considerar ainda que, ao longo do tempo, as caracteristicas do petroleo
mudam e, portanto, os impactos associados também, incluindo efeitos cumulativos em
locais nos quais derramamentos sdo frequentes. Dentro desse topico, concluimos a
necessidade de monitoramento a longo prazo das larvas de T. gutae verificando a

porcentagem de deformidades no mento.
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