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RESUMO

A presente revisao teve por objetivo indicar em literatura o uso do comportamento de
locomocéo de invertebrados aquaticos com indicador de toxicidade. Desde a década
de 1960 é sabido que contaminantes tem efeitos deletérios em niveis populacionais
e ecossistémicos. A ecotoxicologia comportamental € um dos ramos da
ecotoxicologia classica que tem como objetivo interpretar o0s efeitos
comportamentais dos contaminantes nos organismos. Esta abordagem tem ganhado
espaco em funcéo da continua busca de pesquisadores por enpoints que expressem
efeitos populacionais relevantes. Aléem da importancia econémica, 0s crustaceos
aguaticos tém importancia em cadeias alimentares e na aquicultura. Microcrustaceos
sdo tidos pela ecotoxicologia como espécies-modelo, também utilizados para
observacbes comportamentais em razdo da sua participagdo em processos
ecossistémicos como as alcas microbianas, ocupando posi¢des intermediarias na
cadeia trofica e sustentando niveis troficos mais elevados. A locomocdo de
microcrustaceos aquaticos € o comportamento fundamental que garante a
sobrevivéncia destes organismos no ambiente. Diversos processos vitais estédo
estritamente ligados a locomocgéo (e.g.: reproducdo e alimentacdo). Sabe-se que
compostos toxicos tem a capacidade de alterar funcgdes fisiolégicas dos organismos,
entre elas a locomocgé&o. Atualmente, a quantificagdo do comportamento (endpoints
comportamentais) tem sido utilizada para indicar mudancas induzidas por compostos
organicos ou inorganicos, favorecendo um panorama mais amplo sobre os efeitos

adversos da contaminacao aquatica.

Palavras-chave: revisao, ecotoxicologia comportamental, endpoints

comportamentais; microcrustaceos aquaticos, comportamento natatorio.
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ABSTRACT

The present review aimed to indicate in literature the use of aquatic invertebrate
swimming behavior as model to access contaminants toxicity. Since the 1960s it has
been known that toxicants have deleterious effects at population and ecosystem
levels. Behavioral ecotoxicology is one of the approaches of classical ecotoxicology
that aims to interpret the behavioral effects of toxicants on organisms. This approach
has gained space due to the continuous researchers’ investigation about enpoints
that allow to find the ecological relevance. Besides economic importance, aquatic
crustaceans are important in food chains and aquaculture. Microcrustaceans are
considered by ecotoxicology as model species, also used for behavioral observations
because of their participation in ecosystem processes such as the microbial loops,
occupying intermediate positions in the trophic chain and sustaining higher trophic
levels. The locomotion of aquatic microcrustaceans is the fundamental behavior that
guarantees the survival of these organisms in the environment. Several vital
processes are strictly linked to locomotion (e.g.: reproduction and feeding). It is
known that toxic compounds can alter the physiological functions of organisms,
including locomotion. Currently, behavioral quantification (behavioral endpoints) has
been used to indicate changes induced by organic or inorganic toxic compounds,

favoring a broader picture of the adverse effects of aquatic contamination.

Keywords: review; behavioral ecotoxicology; behavioral endpoints; aquatic

microcrustaceans; swimming behavior.
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1. INTRODUCAO

No ambiente aquatico poluentes toxicos geralmente sdo encontrados em
concentracfes suficientes para provocar danos expressos através das respostas
letais (mortalidade) e subletais (alimentacdo, reproducdo e imobilidade),
frequentemente estudadas pela ecotoxicologia, ciéncia dedicada a interpretar como
0S agentes potencialmente toxicos afetam os organismos (SPARLING, 2016). A
natureza desafiadora das questdes encontradas pela ecotoxicologia necessitam que
se integrem os frutos de conhecimento de outras &reas que ndo somente a
toxicologia, mas também a quimica, biologia molecular, evolu¢cdo, matematica,

antropologia e também o comportamento (BANKS, STARK, 1998).

Apesar de sua relevancia na traducéo dos efeitos de contaminantes em niveis
populacionais (BANKS; STARK, 1998), as respostas subletais refletidas no
comportamento dos organismos sao, geralmente, observadas com certa dificuldade,
sendo necessario o desenvolvimento de metodologias sensiveis que permitam
observa-las e quantificd-las. Inicialmente, a utilizacdo de parametros
comportamentais para indicar toxicidade foi sugerida por Warner et al. (1966),
sugerindo as vantagens o uso do comportamento na ligacdo da bioquimica e
fisiolégica de resultados comportamentais, em razdo de sua sensibilidade aos

efeitos subletais.

O interesse no conhecimento de efeitos consideraveis dos contaminantes
sobre o comportamento de organismos aquaticos e terrestres na década de 1970 foi
sugerido por Little (1990) e Rand (1995), publicou uma das mais relevantes revisdes
sobre toxicologia comportamental aquatica, evidenciando os efeitos destes e

comentando sobre as avalia¢des de risco ambiental.

Assim como respostas de crescimento, sobrevivéncia e anomalias
morfolégicas, as mudancas no comportamento de organismos sdo demonstradas
como aspectos sensiveis, sendo propostas como indicadores de concentracdes
subletais de contaminantes no ambiente (WARNER,1966). Este tipo de resposta
comportamental também é classificada como um endpoint: denominacdo derivada
da ecotoxicologia classica, referindo-se as alteracdes de padrbes considerados

normais provocadas pela exposicdo aos contaminantes em um periodo de tempo.
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Deste modo, as respostas acessadas através dos endpoints observaveis podem ser
quantificadas (i.e.: individuos mortos e vivos, responsivos ou nao a estimulos,
imoveis ou moveis) (NEWMAN, 2013).

Entre as décadas de 1970 e 1980, a ecotoxicologia era dependente da
interpretacdo dos testes laboratoriais provindos da toxicologia e farmacologia
(BARTHALMUS; RAND, 1980) e, mesmo com a mencdo a Visdo ecossistémica
(“eco”) em relacdo aos efeitos de contaminantes nos organismos, continuava a

realizar as mesmas abordagens da toxicologia classica (CAIRNS, 1992).

Este panorama pode ser alterado pela preocupacdo da década de 1990 em
entender as implicacdes do uso de diversos compostos toxicos (principalmente os
organoclorados, metais e pesticidas) nas func¢des enddcrinas, abrindo a
possibilidade de tratar os efeitos dos poluentes ambientais de maneira diferente ao
tratamento dado as respostas toxicolégicas dos convencionais compostos
farmacéuticos (NELSON, 1994).

A consolidacdo da ecotoxicologia comportamental foi favorecida pelo cenario
onde testes foram necessarios para esclarecer efeitos deletérios e sinérgicos de
compostos no ambiente por meio de abordagens ecologicamente relevantes,
favorecendo o uso do comportamento animal como indicador de toxicidade
(DOURISH et al., 1995; NEEDLMAN, 1995).

O desenvolvimento da ecotoxicologia comportamental pode ser atribuido
também a procura por técnicas menos invasivas com maior relevancia ambiental,
recorrendo a metodologias que tivessem resultados diferentes do que apenas
concentracdes letais e subletais de compostos, como resultados obtidos em testes
de ecotoxicologia classicos (FOSSI; LEONZIO, 1994).

Assim, no passado, ecotoxicologistas procuraram por testes que
abrangessem as alteracdes de um ou mais processos fisiolégicos e metabdlicos dos
organismos (FAIMALI et al., 2017), e, uma vez que o comportamento é reflexo de
uma cadeia complexa destes processos, pode complementar os resultados para

além da taxa de mortalidade e letalidade.

Estudar mudancas no comportamento devido a exposicdo aos

7

contaminantes €, portanto, uma parte essencial da ciéncia comportamental,
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(GEHARDT, 2007), sugerindo os efeitos de contaminantes em organismos
encontrados no ambiente e analisando como as rotas de exposi¢do influenciam as

respostas comportamentais (GEHARDT, 2006).

Estes estudos também foram motivados pela tentativa de incorpora-los em
rotinas de monitoramento de qualidade de &gua, avaliando os organismos atingidos,
a dimenséo dos efeitos e 0os seus modos de acdo quando os organismos encontram-
se em condicOes toxicas (SHIRER; CAIRNS; TALLER, 1968; DRUMMOND; SPOOR,;
OLSON, 1973; MORGAN, 1974; CAIRNS; GRUBER, 1980; KRAMER,;
BOTTERWEG, 1991; van der SCHALIE et al., 2001; BAE; PARK, 2014).

Por ser uma ciéncia interdisciplinar, a ecotoxicologia comportamental recebe
crescente reconhecimento de toxicologistas e bi6logos comportamentais (ZALA,;
PENN, 2004), elucidando questdes ecossistémicas importantes (DELL'OMO, 2002)
e estimando de forma mais precisa os reais efeitos do risco ambiental de

contaminantes a niveis populacionais.

Como exemplos em literatura, tem-se a (1) reducédo da taxa de crescimento
(ALLAN AND DANIELS, 1982; DODSON; HANAZATO., 1995; SCHMIDT et al.,
2005), (2) interferéncias nas relacbes de predacdo (PRESTON; SNELL;
DUSENBERY, 1999), (3) alteracdes reprodutivas (WIBE; ROSENQVIST; JENSSEN,
2002; BOYD, 2010) e (4) alimentares (ZINKL et al., 1991; GRIPPO; HEATH, 2003),
eventos que podem afetar significativamente o equilibrio ecossistémico geral.

Desde 1970, os estudos em ecotoxicologia comportamental sdo mais
evidentes, empregando um numero maior de espécies, aumentando o ndamero de
respostas avaliadas (FAIMALI, 2017), viabilizando o desenvolvimento de
metodologias e analise de dados e promovendo o crescimento das tecnologias para

observacdes das alteracbes comportamentais (LV et al., 2013).

Diversos estudos apontam a utilidade nas metodologias comportamentais
guando comparadas as demais metodologias, acessando os efeitos ambientais de
contaminantes nos organismos de maneira acurada (MELVIN; WILSON, 2013;
FAIMALI et al., 2017).
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Os estudos comportamentais realizados entre as décadas de 1970 e 1980
envolviam comumente organismos vertebrados como peixes, seguidos da insercao

de outros organismos invertebrados, como crustaceos e moluscos.

As alteracbes em fases larvais de invertebrados aquéticos vém sendo
utilizadas em uma série de estudos ecotoxicolégicos, demonstrando ser importante
para indicar qualidade da agua e efeitos de substancias toxicas (VAN LEEUWEN;
LUTTMER; GREFIOEN,1985; NAIMO, 1995; WEDDERBURN et al., 2000; BEIRAS
et al., 2003, SINGH et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015).

Na ecotoxicologia aquatica de vertebrados, 0s peixes representam o
organismo em maior utilizacdo nos testes devido a sua posi¢cao ecolégica dentro da
cadeia trofica, bem como a relativa facilidade na manipulacdo em laboratorio,
produzindo resultados relevantes (MCKIM, 1977; BRAUNBECK; HINTON, STREIT,
1998; SCHOLZ et al., 2008; EMBRY et al., 2010; ULLAH; ZORRIEHZAHRA, 2015).

Os peixes tiveram seus comportamentos alterados apoOs exposicdo a
contaminantes organicos e inorganicos como pesticidas, metais e farmacos. Foram
respostas comuns encontradas (1) o aumento da atividade natatoria, (2) saltos, (3)
perda de direcao, (4) maior vulnerabilidade a predacéo e (5) alteracdes respiratorias
como o0 aumento da frequéncia de abertura opercular (ARUNACHALAM;
JEYALAKSHMI; ABOOBUCKER, 1980; BROWN et al., 1985; ATCHISON; HENRY;
SANDHEINRICH, 1987; LITTLE et al., 1990 apud ELLGAARD et al., 1977; LITTLE et
al., 1990; ELLGAARD et al., 1995; WEIS; SMITH; ZHOU, 1999; GERHARDT, 1998;
PANDEY et al., 2004; EISSA; SALIBIAN; FERRARI, 2006; KOPRUCU et al., 2006;
RAO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2010; BRODIN et al., 2017).

Em crustdceos e moluscos, as principais alteracdes comportamentais
provocadas por contaminantes foram monitoradas, sendo semelhantes as
encontradas em vertebrados. Sdo alteracdes na (1) locomocdo, (2) escape, (3)
alimentacdo, (4) reprodutivas e (5) em demais relaces intraespecificas (ATEMA,
1976; WEIS; PERLMUTTER, 1987; ZHADAN et al., 1992; PYNNONEN, 1996;
SALANKI et al., 2003; MACFARLANE; REID; ESGUERRA, 2004; KAMBLE;
KAMBLE, 2014; DHARA; SAHA; MAITI, 2017) que afirmam o sucesso da relevancia

ecoldgica da ecotoxicologia comportamental.
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Destaca-se que os resultados de alteragbes comportamentais podem ser
utilizados como predicdes de efeitos toxicos a niveis populacionais, como o exemplo
de Hebel, Jones e Depledge (1997): a exposicao de caranguejos ao cobre promoveu
inicialmente uma resposta de escape, precedida de reducbBes alimentares e
hormonais, levando a danos celulares e morte dos organismos. Se antes
observadas, estas respostas adversas iniciais poderiam fornecer informacgdes sobre

maiores prejuizos a biota em um curto espaco de tempo.

O comportamento também pode intermediar o entendimento de distribuigdo
de espécies em ambientes naturais impactados, conforme demonstrado por Hansen
et al. (1999) em espécies de trutas. O notavel desaparecimento de Oncorhynchus
mykiss em um lago contaminado por metais pode ser associado as alteracfes

comportamentais de escape frente aos contaminantes presentes naquele ambiente.

A dificuldade na extrapolacdo dos comportamentos em niveis organizacionais
em campo, bem como a quantificacdo de efeitos de maneira significativa
considerando a possivel variabilidade dos dados séo desafios a serem enfrentados
dentro da ecotoxicologia comportamental aquéatica (NEWMAN, 2014).

A validacdo dos dados comportamentais em campo e o estabelecimento de
relacbes com outras respostas biologicas e ecoldgicas encontradas nas demais
areas da biologia sdo também desafios para sua implementagédo (GEHARDT, 2007).

Contudo, Hecker e Hollert (2009) recomendam que a mensuracdo de niveis
quimicos no ambiente e nos organismos testados quanto ao seu comportamento
sejam feitas, aumentando a confiabilidade da interpretacdo dos efeitos e validando
as respostas comportamentais através da integracdo com outras modalidades de

testes ecotoxicolégicos, como, por exemplo, testes de mortalidade.

No entanto, a amplamente utilizada taxa de mortalidade de organismos
aguaticos, de acordo com Scott e Sloman (2004), ndo abrange a “morte ecolégica”
provocada por exposi¢coes a pequenas concentracdes de estressores. Ainda que 0s
organismos ndo estejam notoriamente prejudicados, podem estar inaptos a exercer
suas fungdes ecoldgicas no ecossistema, podendo reduzir o fitness das espécies em
questdo e por este motivo, a integracdo do comportamento juntamente aos indices

convencionais € uma das formas mais completas para avalia¢des de risco.
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Segundo autores, testes agudos que empregam a mortalidade como
avaliacdo nado séo, geralmente, adequados para demonstrar os efeitos reais dos
poluentes quando em ecossistemas naturais, pois as concentracbes empregadas
muitas vezes se afastam das encontradas no ambiente (RAND; PETROCELLI, 1985;
ROAST; WIDDOWS, JONES., 2000; KANE; SALIERNO; BREWER, 2004; SCOTT;
SLOMAN, 2004).

Por outro lado, segundo Faimali et al. (2017), ensaios comportamentais sao
capazes de fornecer o entendimento mais amplo das consequéncias de
contaminantes em relagcdo as taxas de letalidade, especialmente quando as
concentracbes de substancias empregadas nos testes se aproximam as

mensuradas em campo.

Os testes cronicos seriam uma das alternativas apontadas de
acompanhamento dos efeitos subletais de contaminantes, mas uma de suas
desvantagens € o maior tempo de exposicdo dos organismos para se obter
respostas passiveis de comparacdo aos efeitos comportamentais. A exemplo, o
pesticida Carbaryl aumentou a frequéncia de abertura opercular em Mystus vittat em
apenas 90 minutos de observacéo, ja a taxa de mortalidade de organismos so foi
obtida ap6s 72 horas de experimento (ARUNACHALAM, JEYALAKSHMI,
ABOOBUCKER; 1980). O comportamento pode indicar um comprometimento

relevante a niveis fisiol6gicos provocados pelos contaminantes.

Assim como para M. vittat, o efeito toxico do cobre e do cadmio em
Eurytemora affinis foi obtido através da observacdo de alteracBes natatorias em
fémeas 24 horas ap0s exposicdo, ja o valor da concentracao letal (LCsp) para os
mesmos compostos foi obtida ap6s 96 horas de exposicdo (SULLIVAN et al., 1983).

Atualmente, milhares de componentes téxicos sdo encontrados na natureza,
criando a necessidade de tecnologias sensiveis que identifiquem os efeitos da
exposicdo a curto prazo, fazendo da analise comportamental uma possibilidade real
e rapida em suas deteccbes (MILLER et al., 1982; LITTLE; FINGER, 1990;
CLEVELAND et al., 1991; LITTLE et al., 1993; GERHARDT, 2007; MARADONA et
al., 2012). A quantidade limitada de trabalhos publicados evidenciando o
comportamento como indicador de toxicidade traz um cenario de crescimento destas

metodologias, indicando a potencialidade da sensibilidade comportamental frente
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aos principais compostos toxicos ainda a ser explorada com o objetivo de protecdo

de ecossistemas e dos organismos neles inseridos.

Conforme exposto por Hellou (2011), os testes ecotoxicologicos
convencionais sao aceitos em um contexto legal para implementacao de diretrizes e
regulamentos em funcé@o do custo e da facilidade em realiza-los e, provavelmente
por estas razdes, as avaliagcdes de risco ambiental geralmente incluem somente

taxas de letalidade e mortalidade.

A suma importancia do comportamento no contexto ecotoxicoldgico se da por
integrar a fisiologia e ecologia dos organismos e do ambiente. Através dele, &
possivel relacionar processos celulares mensurados em laboratério com as
respostas ecoldgicas aos estressores observadas no campo (LITTLE; BREWER,
2001).

Em literatura, Little (2002) sugere o papel crucial da ecotoxicologia
comportamental na determinacdo de toxicidade e na restauracdo de sistemas

impactados, utilizando-se das espécies locais para observacdes de comportamento.

Dado que o comportamento € ligado a uma variedade de respostas
estressoras (AMIARD-TRIQUET, 2009), este aspecto é relevante ndo somente em
estudos ecologicos, mas também na sua inclusdo na avaliacdo de risco de

componentes potencialmente téxicos.

Dentre as vantagens no uso do comportamento para avaliagdo de toxicidade
estdo (1) a alta sensibilidade, (2) a rapidez e relevancia ecologica. Além disto, as
metodologias comportamentais tém (3) carater ndo-invasivo e sdo (4) passiveis de
repetibilidade (GERHARDT, 2007; AMIARD-TRIQUET, 2009; ROBINSON, 2009).

A relativa rapidez em obter resultados comportamentais relevantes frente aos
contaminantes provém do mecanismo de defesa dos organismos, que tem como
funcdo protege-los contra potenciais exposi¢cdes que acarretam em efeitos deletérios
irreversiveis (HELLOU, 2011).

s

Especificamente, o comportamento é a forma como 0S organismos
expressam 0 que € preciso saber a respeito da contaminagdo ambiental (MORRIS,
2005), reagindo e adaptando-se as mudancas que nele ocorrem em diversas

formas, inclusive quando expostos a contaminantes (EVANS 1994; DELL’'OMO,
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2002) e a outras mudancas abidticas diarias em diversas escalas. Primariamente, as
respostas comportamentais provocadas por contaminantes estdo ligadas a

plasticidade comportamental fenotipica (EMLEN, 1998).

West-Eberhard (1989) propde que a plasticidade comportamental é a
habilidade de um gendtipo produzir mais de uma resposta comportamental em
resposta a um estressor, o que explica a heterogeneidade de alteracfes observadas

em organismos de uma mesma populacao.

Quando impactado por concentracdes subletais, um organismo ndo consegue
manter sua homeostase. O desequilibrio homeostasico € uma das vias mais
evidentes de acdo na reducdo da capacidade de um organismo se manter
funcionando adequadamente (BROUWER; MURK; KOEMAN, 1990).

A habilidade inata em responder a estimulos € uma das caracteristicas
comportamentais dos organismos (KOMERS, 1997) e, podem ser classificadas de
diversas maneiras de acordo com a sua fisiologia e bioquimica (e.g.: atividades
hormonais, consequéncias ecologicas (e.g.. escape, reproducdo), grau de
complexidade (e.g.:. fototaxia, forrageamento) e interatividade (e.g.: interacfes
sociais, agregacao) (GEHARDT, 2007).

A andlise de um comportamento deve ser criteriosa, implicando em manipular
variaveis biolégicas e ambientais, buscando mensurar um padrdo de acao definido e
exibido pelo organismo (DE PAIVA MAGALHAES et al., 2007).

Além de prover indicativos de niveis organizacionais dos organismos
(SCOTT; SLOMAN, 2004), o comportamento €&, portanto, um produto final da
fisiologia e ecologia dos aspectos ecotoxicolégicos (LITTLE et al., 1990).

De maneira pratica, a insercdo do comportamento na ecotoxicologia é
definida através de trabalhos que apresentam os (1) efeitos subletais de
contaminantes, (2) modificacbes comportamentais apds exposicdes quimicamente
toxicas, (3) o uso do comportamento para identificacdo de modos toxicos de agao e
a (4) validacdo de testes comportamentais para monitoramento de A&agua
(SANDHEINRICH, 2015).

Em resumo, a ecotoxicologia comportamental € uma das ferramentas que

integram a ecotoxicologia e evoluiu conforme o interesse em entender 0s reais
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impactos dos contaminantes no ambiente a nivel organizacional. Desta forma, as
andalises comportamentais lancam méao de novas tecnologias de validacao, levando
a uma perspectiva mais ampla das questbes de contaminacdo ambiental, estando
em busca de sua implementacéo nas rotinas de laboratdrio e de monitoramento e de

seu reconhecimento no contexto ecotoxicolégico.

Este trabalho de revisdo teve como principal objetivo demonstrar a
importancia da ecotoxicologia comportamental como ferramenta de analise de
toxicidade de contaminantes, tendo para isto, como escopo principal, evidenciar a
locomocdo de invertebrados aquaticos como enpoint. As se¢cfes a seguir foram
elaboradas de modo a elucidar a importancia deste comportamento nos
invertebrados aquéaticos, bem como sua utilizacdo como indicador de toxicidade.
Ainda, encontram-se neste trabalho os principais métodos de observacdo do
comportamento de locomocéao e a revisdo da aplicacdo destes endpoints conforme

literatura.

2. A IMPORTANCIA DA LOCOMOCAO NOS INVERTEBRADOS DE AMBIENTE
AQUATICO

A movimentacdo nos ambientes é o comportamento que mais determina a
morfologia e fisiologia dos organismos. Em microcrustaceos aquaticos, a locomocao
€ possivel através do rompimento da viscosidade fluidica, rompimento este que é
maior que a inércia que mantem pequenos volumes de agua movidos durante a
locomocgao, em movimento. Por esta razdo, estes pequenos organismos conseguem
se locomover empurrando a resisiténcia da &gua, e, quando sessam seus
movimentos, ndo decaem na coluna de agua com rapidez em funcdo da mesma
resisténcia (DICKINSON et al., 2000).

A locomocédo € um dos aspectos amplamente estudados dentro das ciéncias
comportamentais, pois é através dela que atividades vitais sdo possiveis, e,
principalmente, por permitir que 0S organismos acessem 0S recursos ambientais
disponiveis, sendo também o meio pelo qual organismos interagem (AMIARD-
TRIQUET, 2009).
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No ambiente aquatico, a importancia da locomocéao esta diretamente ligada
ao fato desta ser o comportamento-chave nas interagcdes presa-predador, das
relacbes de dominancia, do sucesso no forrageamento (AMIARD-TRIQUET, 2009)
do aumento nas taxas de encontro entre o organismo e o alimento, parceiros
sexuais e eventuais predadores (VISSER, 2007), atividades que tem implicacdes
diretas na ecologia e evolugcdo das diversas classes de organismos, entre eles
microrganismos e animais (SAMBOLINO, 2015).

No ecossistema aquatico o grupo dos crustaceos é diverso, possuindo
relevancia ecologica e econdmica. No ambiente, sdo consumidores primarios e
secundarios, além de serem uma fonte alimentar significativa de organismos de alto
nivel tréfico e grupos taxondmicos como peixes e mamiferos (WHITELEY, 2011).
Economicamente, os crustaceos tém papel na producdo pesqueira e aquicultura,
contribuindo com o consumo de proteina animal alimentar em escala global,
(BONDAD-REANTASO et al.,, 2012) e promovendo o crescimento do esforgo

pesqueiro durante as trés ultimas décadas (FAO, 2010).

Na aquicultura, os microcrustaceos marinhos e dulcicolas participam da
alimentagdo em criadouros de peixes de interesse comercial, sendo uma das
principais fontes de proteina destes animais (KIBRIA et al., 1997). No mais,
possuem papel decisivo no sucesso de cultivo de peixes zooplanctiveros, que
depende principalmente da densidade e composicdo das populacbes destes
organismos (GEIGER; 1983; FERNANDO, 1994).

Dentre a classe de organismos aquaticos, em especial a abundante
comunidade de pequenos copépodes, estabelecem relacbes fundamentais em redes
troficas aquaticas, sendo os maiores consumidores do fitoplancton, integrando a algca
microbiana marinha (ROFF et al., 1995). A pressdo predatoria exercida por
copépodes se propaga como uma cascata trofica ao longo de toda cadeia alimentar,
influenciando diretamente a abundéncia de outros constituintes do ecossistema
(CALBET; LANDRY, 1999). Em ambientes dulcicolas, microcrustaceos também séo
fundamentais por consumirem cianobactérias e fitoplancton, participando ativamente

da constituicéo da cadeia trofica nestes ambientes (JONES; GREY, 2011).
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Assim como € para todos os crustaceos, especificamente os planctonicos, a
natacao garante a sobrevivéncia e a habilidade em se manter em suspensao no
ambiente tridimensional. No caso de organismos sésseis, a producdo de larvas
planctdnicas assegura a dispersdo e colonizacdo das espécies nos ambientes
(SAMBOLINO, 2015).

Séao influenciadas pela natacdo as habilidades em encontrar e capturar
alimento, parceiros sexuais e evitar a predacdo em movimentacdes de pequena
escala destes organismos (ALMEDA; VAN SOMEREN GREVE; KIORBOE, 2017). O
sucesso em se manterem vivos e ativos esta diretamente relacionada a uma
apropriada capacidade natatoria na coluna de agua. O resultado destes movimentos
tem implicacBes importantes no forrageamento eficiente, no balanco energético do
organismo, na selecdo do ambiente e na expressdo de comportamentos sociais,
como os reprodutivos (PYKE, 1984; STEVENS; KREBS, 1986; BELL, 2002).

Embora descritos padrbes consistentes de comportamento de locomocao de
invertebrados aquaticos, geralmente estes estudos comportamentais sao
direcionados aos niveis troficos mais elevados (BELL; HANKISON; LASKOWSKI,
2009) como os mamiferos (WILLIAMS, 2018) e peixes (TAGUCHI; LIAO, 2011,
VIDELER, 2012). A diferenca de nimeros de estudos entre os grandes grupos de
vertebrados e invertebrados pode ser atribuida ao fato de que o primeiro possui
grande impacto ecolégico e, por vezes, econdémico. Além disso, ha relativa facilidade
em se observar e descrever padrbes de locomocdo em escalas maiores, em
detrimento dos invertebrados aquaticos, que se locomovem em distancias
milimétricas. No entanto, descrever o padrdo natatério em organismos aquaticos em
geral € menos comum quando comparado aos organismos terrestres, principalmente
pela dificuldade em se obter dados de locomocdo no ambiente aquatico
tridimensional, necessitando, para isso, 0 uso de sistemas capazes de captarem
estes deslocamentos de forma significativa (SEURONT et al., 2004).

Dentro do grupo de organismos aquaticos, 0os microcrustdceos ocupam a
grande parcela desta comunidade. O estudo de comportamento natatério em
microcrustaceos é relatado em literatura (e.g.:. COSTELLO et al., 1990; TITELMAN,
2001; BOWNIK, 2017; GAMBARDELLA, 2018) e pode ser atribuido (1) a facilidade

de obtencdo dos organismos e manutencdo dos mesmos em laboratério e a (2)
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importancia tréfica. Além disto, em termos comportamentais, estes organismos
utilizam diversas estratégias para obter alimento, fugir de predadores e ter sucesso
reprodutivo (SEURONT et al., 2004).

Processos ecoldgicos importantes envolvendo microcrustaceos (e.g.:
predacdo, competicdo) acontecem no ambiente em escalas de centimetros,
entretanto, as consequéncias destas interacfes tém impactos climaticos e na
produtividade pesqueira sob escalas globais (RIVKIN; LEGENDRE, 2001), uma vez
que, impactos negativos que afetam estas relacbes na comunidade planctonica
geram prejuizos em toda a cadeia, sendo evidente que a locomocdo nos
microcrustaceos é fundamental na sustentacdo das populacdes de cada espécie no
ambiente, através do desempenho de funcdes vitais, garantindo que o seu papel

ecolégico seja mantido.

O interesse em entender como ocorriam estas interacdes pode elucidar a
partir da observacdo do comportamento de locomocdo de forma detalhada, as
respostas de escape frente a predadores (WAGGETT; BUSKEY, 2006; KIORBOE,
2013; BRADLEY et al.,, 2013) e aos estimulos hidromecéanicos (BUSKEY et al.,
2017), condigbes intimamente ligadas a vida destes organismos em ambiente
natural. Ndo somente estas respostas foram estudadas, mas atualmente o papel da
locomocdo em comportamentos diversos, tais como: alimentares (e.g.. UTTIERI,
PAFFENHOFER; MAZZOCCHI, 2008; SABIA et al., 2014); sexuais (e.g.: SEURONT,
2013); e quando em condi¢des ndo favoraveis provocadas por contaminantes (e.g.:
CAILLEAUD et al., 2011).

Lowndes (1935) apud Cannon (1928) publicou observagdes gerais sobre o
mecanismo de alimentacdo de Diaptomus gracilis e Calanus finmarchicus, segundo
a formacdo de correntes alimentares para filtracdo de particulas, porém, Koehl e
Strickler (1981), através de filmagens do comportamento de Eucalanus pileatus,
puderam descrever detalhadamente o processo de captura ativa de particulas
alimentares. Neste sentido, copépodes podem detectar, inspecionar e decidir sobre
a ingestao das mesmas e, no processo de alimentacdo, as correntes geradas por

estes animais podem ter efeito em seu no deslocamento.
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Jonsson e Tiselius (1990) descreveram o comportamento de filtracdo de
Acartia tonsa na obtencdo de microflagelados para alimentacdo. Em experimentos,
pode observar alteracbes de locomocao de A. tonsa na coluna d’agua em relagdo a
concentracdo alimentar de protozoarios oferecida e, através desta informacao, pode-
se deduzir que o comportamento de locomocdo pode ser alterado conforme as
zonas de concentracéo de alimento no ambiente, sendo fundamental para a captura

do alimento.

A alimentacdo de microcrustaceos em ambiente natural fornece estimulos
para diferentes atividades de locomocao: (1) reorientagdo do corpo em relacdo a
presa (e.g.: BROGLIO; JOHANSSON; JONSSON, 2001) e (2) movimentos que
otimizam capturas alimentares (e.g.: TITELMAN; KIORBOE, 2003; WU et al., 2010).

Uma das estratégias alimentares relevantes de microcrustaceos tem efeitos
no deslocamento dos organismos. Através da producdo de correntes alimentares,
copépodes e outros organismos suspensivoros podem se locomover de maneira
eficiente. A eficiéncia desta modalidade de captura alimentar € ditada pela
velocidade de locomocao presa-predador e pelo fluxo total das correntes geradas
pelos organismos (KIORBOE, 2011).

O sistema de obtencdo das particulas alimentares através de correntes de
locomocgédo é apenas uma das formas adotadas por microcrustaceos, envolvendo
pequenas estruturas morfolégicas movimentadas rapidamente, o que dificultou a
analise do comportamento alimentar destes organismos durante um longo periodo
(RIISGARD, 2015).

No entanto, microcrustdceos pertencentes ao zooplancton podem se
alimentar também através da locomoc¢éo ativa em busca de presas ou através de
“‘emboscadas”, onde os organismos ficam imdoveis na agua enquanto aguardam até
gue as presas passem proximas as suas estruturas de captura, ocasionalmente

dando saltos para compensar o reflexo de afundamento (KIORBOE, 2010).

Assim como no forrageamento, na reproducdo o encontro entre parceiros é
relacionado ao comportamento locomotor (NIHONGI; LOVERN; STRICKLER, 2004;
DUR et al., 2012). Sabe-se que a velocidade de locomocao é determinante para que
estes encontros sejam possiveis (GERRITSEN; STRICKLER, 1977).
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As diferencas de velocidade entre organismos relacionam-se aos diversos
padrbes natatorios exibidos durante a localizacdo de parceiros sexuais (DOALL,
1998), a comportamentos de reproducgéo intraespecificos (KIGRBOE; BAGJIEN;
THYGESEN, 2005), aos diferentes sexos e estagios reprodutivos (VAN LEEUWEN;
MALY 1991) e a aceitacdo ou rejeicao de parceiros sexuais (TITELMAN et al., 2007;
TSUBOKO-ISHI; BURTON, 2017).

O aumento de velocidade na locomocéao de copépodos durante o estagio pre-
copulatério aumenta a probabilidade de encontro entre parceiros sexuais
compativeis, mas também os coloca expostos a acdo de possiveis predadores
(GERRITSEN; STRICKLER; 1977). Tanto no encontro quanto na fuga, a locomocao

é determinante.

Por outro lado, para copépodes, além da atracdo de parceiros através da
emissdo de feromonios, a locomocdo tem papel fundamental na continuidade da
copula, iniciada por um padrdo natatério denominado por Jacobs (1961) por
“‘movimentos de busca” e continuada pela capacidade de se manter em movimento

até a emissao de gametas.

Esta locomocao durante a fase que antecede a coOpula, caracteriza-se por
movimentos em loop em alta velocidade, contrastando-se com movimentos mais
lentos, deslizamentos e explosfes de velocidade semelhantes a resposta de escape
a predadores. Posteriormente é importante a reorientacdo do corpo do macho em
relacdo a fémea para sucesso da fecundacéo (JACOBY; YOUNGBLUTH, 1983).

Fica claro que, por estarem em um grande volume tridimensional, para
invertebrados aquaticos dependentes de fecundacéo interna, um passo importante
no encontro de parceiros e no potencial sucesso reprodutivo € o encontro entre 0s

organismos (BUSKEY, 1998), realizado através da locomocao.

Existem também copépodes que localizam parceiros sexuais através de
sinais hidrodinamicos deixados por ambos os sexos. Estes sinais sao “impressos” no
volume de agua durante a locomocéao (BAGOIEN; KIORBOE, 2005).

A probabilidade de encontros entre machos e fémeas de copépodes depende
também das distancias percorridas por estes organismos e por padrdes natatorios

adequados frente aos parceiros sexuais escolhidos (BUSKEY, 1998; KIORBOE;
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BAGOIEN, 2005). Ainda, Watras (1983) descreve etapas da cépula de Diaptomus

leptopus caracterizados por locomocfes em baixa velocidade e giros.

Segundo Bagoien e Kiorboe (2005), machos de Centropages typicus
localizam suas parceiras sexuais através de loopings helicoidais, aumento de
velocidade e mudanca na direcdo de natacdo com objetivo de encontrar e

interceptar a trilha quimica deixada pela fémea de sua espécie.

Em relacdo ao estagio reprodutivo de invertebrados aquaticos, Heuschele e
Kiorboe (2012) demonstraram que as fémeas de Oithona davisae (acasaladas e
virgens) e machos virgens exibem diferencas na velocidade e atividade natatéria

bem como diferencas de estratégias alimentares.

De acordo com observacfes de Kiorboe (2007), fémeas de O. davisae sao
organismos que geralmente capturam seu alimento através de emboscadas, nao
fazendo uso de correntes alimentares produzidas por altas velocidades natatdrias,

ao contrario de machos desta espécie.

Como demonstrado por por Uttieri et al., (2007) em Leptodiaptomus ashlandi:
fémeas em estagio pré-copulatério percorriam pequenas distancias movendo-se
unidirecionalmente em um volume restrito. JA& machos do mesmo estagio se

locomoviam ativamente durante toda a observacdo de maneira exploratéria.

Segundo Lee et al. (2011), a locomocdo de machos de Pseudodiaptomus
annandalei foi mais rapida e persistente que a exibida nas fémeas, nao localizando

padrbes natatdrios de exploracdo do ambiente nestas.

Um padréo semelhante a este foi observado por Sabia et al., (2014) em P.
marinus em relacdo ao sexo dos organismos, onde a locomocdo observada é
frequente e em baixa velocidade nos machos e rapida e menos frequente em

fémeas.

A migracdo em coluna d’agua (migragao vertical) praticada por alguns grupos
de invertebrados aquaticos €, em geral, uma estratégia de locomoc¢éo coletiva
provocada frente a presenca de predadores no ambiente (COHEN; FORWARD,

2005) e na busca por alimento.

A dindmica de locomocdo em escala espacial e temporal é estudada em uma
gama de organismos, entre eles as (1) bactérias (MORISAKI et al., 1999; TABOADA
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et al., 2003; VATER et al., 2014), (2) moluscos (HUNT et al., 2000; DONOVAN,
ELIAS, BALDWIN, 2006; NEWCOMB et al., 2012) e (3) crustaceos (VERSLYCKE et
al., 2004; CAILLEAUD, 2011; FUCHS, DIBACCO, 2011; MICHALEC et al., 2009).

Em microcrustaceos aquaticos, a observagdo comportamental (e.g.: VAN
DUREN; VIDELER, 1995; DAHMS; HWANG, 2010; KIORBOE, 2011) vem sendo
realizada a partir de técnicas que permitam estudar estes organismos em escalas de
tamanho proprias (TISELIUS; SAlIZ; KIORBOE, 2013), ja& que, processos como
competicdo e predagdo acontecem no ambiente sob distancias de centimetros
(SEURONT et al., 2004).

2.1 Locomocéao e toxicidade

Uma das formas de quantificacdo das respostas comportamentais vem sendo
feita por meio de “behavioral endpoints” (endpoints comportamentais), termo
proposto por Clotfelter et al. (2004) para os aspectos observaveis em organismos
expostos a substancias téxicas (e.g.: atividade natatéria). Na ecotoxicologia, as
respostas de sensibilidade dos endpoints dependem inteiramente do organismo que
estd sendo estudado (BANKS; STARK, 1998) e por este motivo, para invertebrados
aquéaticos, a locomocéo tem sido considerada como um endpoint relevante e com
grau de especificidade adequado, ja que est4d diretamente relacionado as
adaptacdes biologicas destes organismos ao seu ambiente.

As alteracbes comportamentais provocadas pela toxicidade ocorrem quando
um agente quimico € capaz de provocar mudancas que excedem os padrdes
normais de variabilidade nas respostas funcionais do organismo, tais como a
respiracdo, a reproducao e a locomocao (ASTM, 2012), respostas que podem ser

quantificadas.

E sabido que a exposicdo a pequenas concentracdes de contaminantes por
longos periodos ou concentragbes medianas por curtos periodos com certa
frequéncia resulta em prejuizos fisiolégicos (NYMAN et al., 2013; SCHERER et al.,
2013) e por este motivo, a analise comportamental € uma das mais efetivas

ferramentas deste monitoramento.

No ecossistema, normalmente contaminantes ocorrem em concentracoes

subletais (HASENBEIN et al.,, 2015) e a escolha de um endpoint adequado para
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testes ambientais de toxicidade dependem de vérios fatores, incluindo a sua

sensibilidade em caracterizar as respostas comportamentais observaveis.

A relevancia ecoldgica dos endpoints comportamentais se da em virtude da
ligacdo que estabelece entre as respostas individuais e as mudancgas populacionais
gque o0s contaminantes podem ocasionar, em particular porque mudancas
populacionais sdo manifestadas posteriormente como modificagcdes na estrutura e
funcionamento da comunidade. Esta modificacdo € iniciada por alteracdes
genéticas, bioquimicas e fisioldgicas provindas da alteracdo ambiental (FINGER et
al. 1985).

Endpoints sensiveis que detectam com rapidez efeitos significativos em
concentragfes mais baixas de substancias toxicas asseguram a eficiéncia no uso do
comportamento como teste em intervalos mais curtos de tempo (ANDERSON;
BOYD; WILLIAMS; 2001), sendo passiveis de serem incorporados em rotinas

laboratoriais e de monitoramento.

Estes aspectos comportamentais tem sido considerados mais sensiveis que
outros comumente empregados em estudos ecotoxicolégicos (e.g.: letalidade)
(DELL’OMO, 2002; GERHARDT, 2007; ROBINSON, 2009) e devido a sua alta
sensibilidade, o seu uso vem ganhando maior visibilidade (HELLOU, 2011), sendo
Uteis para deteccdo de efeitos neurotdxicos até mesmo em peixes e humanos
(GEHARDT, 2007).

A dificuldade na aquisicdo de registros comportamentais e a compreensao
limitada da relevancia do comportamento natural de muitos organismos dificultou o
desenvolvimento de endpoints comportamentais, cenario modificado pela inclusao
de ferramentas como os sistemas de aquisicdo de imagens (KANE; SALIERMO;
BREWER., 2005). Os endpoints comportamentais ja foram evitados em protocolos
de avaliacdo de risco por serem afetados pela subjetividade do operador,
especialmente endpoints obtidos através de técnicas ndo-automatizadas (e.qg.:
observacéo visual da natacéo e alimentacdo) (GERHARDT et al., 1996; ALONSO et

al., 2009), necessitando de técnicas mais acuradas de observacgao.
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Hoje sabe-se que o comportamento ndo é um processo randémico, mas sim
um evento complexo de atividades previsiveis para garantir o fitness maximo e a
sobrevivéncia das espécies em questdo, sendo considerado um endpoint valido para
avaliar os efeitos da exposicao aos componentes toxicos nos organismos (FAIMALI,
2017) e, em virtude de sua seletividade, os endpoints podem ser Uuteis na
determinacdo de mecanismos de toxicidade em substancias neurotoxicas
(ANDERSON; BOYD; WILLIAMS; 2001) e sdo efetivos diante das exposicoes
agudas ou cronicas a contaminantes (WEIS et al., 2001; AMIARD-TRIQUET, 2009).

A escolha do tempo de exposicdo aos contaminantes € determinante para
obtencdo de resultados significativos, ja que os efeitos de alguns destes
contaminantes séo transitérios (AMIARD-TRIQUET, 2009), ocultando as possiveis
alteracdes comportamentais, ndo permitindo que se expressem nos organismos e/ou
produzindo efeitos comportamentais nao relacionados diretamente a aplicacdo de

substancias toxicas.

A importancia e rapidez na aplicacao e obtenc&o de respostas de endpoints
com relevancia populacional foi demonstrada por Clotfelter et al. (2004). o
“‘burrowing” (escavar) € um dos comportamentos comuns entre invertebrados
aquaticos e terrestres. Uma pequena alteracdo neste reflexo natural provocada por
contaminantes pode causar intensa disfuncdo comportamental nos organismos,
explicadas através dos danos em estruturas sensoriais e perda de coordenacao
geral, estimulando comportamentos repetitivos de evitacdo, energeticamente

dispendiosos e que aumentam a vulnerabilidade & predacéo (BOYD, 2002).

Um endpoint relacionado as taxas de filtragdo também é uma alternativa de
mapeamento de efeitos deletérios de contaminantes. A filtracdo, por ser uma das
estratégias alimentares mais disseminadas em invertebrados aquaticos, realizada
através da mobilizacdo de apéndices especificos, pode ser prejudicada pela
exposicdo a contaminantes com agdo neurotoxicas quando em doses subletais,
comprometendo a movimentagdo destas estruturas alimentares, coordenadas
fundamentalmente através do sistema nervoso, resultando em imobilidade e
diminuicdo de coordenacdo destas estruturas, impactando negativamente as taxas

de filtracdo dos individuos e ocasionalmente levando a inanicdo (BOYD, 2002).
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Ainda, alguns contaminantes podem levar a diminui¢cdo das taxas de filtragdo devido
a adesdo de particulas em estruturas alimentares, dificultando a mobilidade destas
estruturas (STRATTON; CORKE, 1981; DAY; KAUSHIK, 1987) em prejuizos diretos

nos processos alimentares destes invertebrados.

Em resposta ao estresse, 0S organismos comumene aumentam sua taxa
metabdlica e consumo de energia em respostas compensatérias que envolvem o
sistema enddcrino, com finalidade de aumentar a probabilidade de sobrevivéncia, e,
em alguns casos, aumentando também seu repertério comportamental. Os
processos de reproducdo, fundamentalmente ligados ao sistema endocrino, o0s
contaminantes afetam comportamentos pré-copulatérios e copulatorios (e.qg.:
LINDEN; 1976), inibindo a reproducdo de organismos (e.g.. RODRIGUEZ;
MEDESANI; FINGERMAN, 2007), consequéncias estritamente relacionadas a
conservacdo de espécies. A classe de contaminantes de maior relevancia neste
caso sao os disruptores endocrinos, responsaveis por mimetizar ou inibir o
funcionamento hormonal adequado (DEPLEDGE; BILLINGHURST, 1999).

O estudo do comportamento de locomogéo € atrativo pois pertence a uma
funcdo comum e vital encontrada em todos os taxons, e em funcdo dos diferentes
graus de complexidade presentes nesta atividade (e.g.: natacdo espontanea ou em
funcdo da alimentacdo e/ou de interagdes (DELL'OMO, 2002) poder ser
quantificadas e automatizadas através de analises de imagem (GEHARDT, 2007),
fornecendo diversas interpretacdes dos efeitos e dos modos de acdo de substancias
toxicas (CHEN; LIN; TSENG, 2011; DENOEL et al., 2013), em oposic¢&do a histdrica
incipiéncia de ferramentas de facil utlizacdo para mensurar alteracbes
comportamentais na locomocao (e.g.: sistemas automatizados de aquisicdo de
imagens), entretanto nos anos recentes, houve uma consideravel disponibilidade

destas tecnologias para quantificacdo locomotora (LV et al., 2013).

Como visto, a atividade de locomocéao (ou natatoria) € fundamental em muitos
organismos. As alteragcbes de movimento podem ser utilizadas adequadamente
como um carater para avaliacdo de toxicidade (e.g.: CAIRNS et al.,, 2002,
UNTERSTEINER; KAHAPKA; KAISER, 2003; MAGILLO; FAIMALI; GERACI, 2003,
GOTO; HIROMI, 2003; FLEEGER; CARMAN; NISBET, 2003) por incluir padroes
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sensiveis e mensuraveis de respostas aos contaminantes (i.e.: duracdo de
movimentos, velocidade e distancias percorridas), sugerindo sua aplicabilidade na
deteccdo da toxicidade de substancias (CALFEE et al.,, 2016). A mudanca na
locomocédo de invertebrados é uma das respostas constantemente utilizadas dentro
da ecotoxicologia aquatica, onde a maioria dos estudos tem por objetivo investigar e
estabelecer os aspectos natatorios observados como resposta aos contaminantes
(FAIMALI et al., 2017).

As alteragbes nas locomocgdes de organismos expostos de forma aguda ou
cronica aos contaminantes culminam em desordens fisiol6gicas no sistema nervoso,
expressas pela perda de orientacdo da natacdo (BOWNIK, 2017), percepcdao,
cognicdo ou da total fungdo motora (DELL’'OMO, 2002). Em alguns casos, 0s
contaminantes podem favorecer o acumulo da enzima ACHe alterando o
comportamento de locomocao através da interrupcdo de coordenacdo do sistema
nervoso nos invertebrados e da ligacdo neurologica entre muasculos e sistema
nervoso nos vertebrados (GOLOMBIESKI et al., 2008).

Os efeitos da contaminagdo (natural ou antropogénica) na comunidade
podem ser traduzidos através dos estudos da alteracdo de locomocdo (e.qg.:
KIMMERER; GROSS; MACWILLIANS, 2014) e suas implicacbes em escalas
populacionais e de comunidade, conforme demonstrado por Dodson; Hanazato,
(1995), Boyd et al., (2002), Goto e Hiromi (2003) e Michalec et al., (2013).

2.2 Endpoints em microcrustaceos aquaticos

Os estudos comportamentais empregando  contaminantes em
microcrustaceos geralmente avaliam modificacdes na velocidade de natagéo
(BAILLIEUL; BLUST, 1999), mudancas de orientacdo durante as trajetorias e
processos de hiperatividade (SULLIVAN et al., 1983).

Os efeitos danosos de contaminantes também sdo expressos através da
diminuicdo da habilidade natatoria e da duracdo de movimentos horizontais (PAN et
al., 2017), aumento da velocidade natatéria (COHEN et al., 2014) e da frequéncia de
escape (SEURONT, 2010).

De acordo com Alyuruk e colaboradores (2013), os endpoints baseados na

locomogédo possuem a vantagem de diminuir a interferéncia de fatores subjetivos
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que prejudicam a confiabilidade dos resultados de toxicidade, como por exemplo, a
determinacdo precisa nas taxas de mortalidade, uma vez que um organismo

classificado como imével ainda assim pode ainda estar vivo.

As exposi¢cOes prolongadas a baixas concentragbes de contaminantes por
vezes ndo sao capazes de provocar mortalidade em organismos, e por este motivo,
0s testes convencionais de letalidade e mortalidade possuem relevancia ecolégica
qguestionavel (KRANG, 2007; HENRY et al., 2012).

Os organismos-modelo de estudos comportamentais geralmente s&o afins
aos utilizados na ecotoxicologia, integrando os grupos de moluscos, crustaceos e
equinodermos, devida sua vasta distribuicdo, facilidade no cultivo e manutencédo em
laboratério, além do curto ciclo de vida, aumentando a abrangéncia dos aspectos
observados em estudos (DE PAIVA MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008).

Para a revisdo dos estudos utilizados na sessao “A aplicacdo de endpoints
nos invertebrados aquaticos” (ver pagina 39) foram contabilizados 46 estudos
encontrados nas bases de busca do Google Scholar, Web of Science e Science
Direct. Os estudos foram concentrados em exposicdbes aos compostos no meio
aquatico, ja que diferentes meios de exposicdo podem influenciar nos
comportamentos exibidos pelos organismos (GEHARDT, 2007).

A metodologia de busca foi feita baseada na revisdo de Melvin e Wilson
(2013). As seguintes combinac¢des entre palavras-chave de busca foram: “behavior”,
“behavioral’, “ecotoxicology”, “swimming”, “movement”, “invertebrates”,
‘microcrustaceans”, “exposure”, “effects”, “pollutants” e “contaminants”. A escolha
das palavras foi fundamentada nos termos mais utilizados por autores da area de
ecotoxicologia comportamental (behavioral ecotoxicology), procurando incluir o
grupo de organismos tema desta revisao (invertebrados, considerando o ambiente
aquatico), o endpoint de interesse de estudo (comportamento natatério) e as
substancias aplicadas para a determinacdo de toxicidade (contaminantes ou
poluentes). Os termos “exposure” e “effect” foram utilizadas para gerar maior
especificidade na busca de trabalhos que avaliam os endpoints comportamentais

frente ao uso de substéancias possivelmente téxicas.

Para cada combinacado de termos, a revisao restringiu-se nos primeiros 100

artigos encontrados em literatura, excluindo-se revisdes, jA que a proposta da
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presente revisdo foi analisar os resultados comportamentais obtidos através de
exposicdes a diferentes contaminantes descritos em literatura. Cada combinacéo foi
utilizada em todos os buscadores. Ao todo, 10 combinacbes de palavras-chave

foram feitas e 46 trabalhos foram resultantes das buscas.

As combinacfes de palavras-chaves para a pesquisa foram: “ecotoxicology
and behavior’, “swimming behavior and ecotoxicology”, “swimming behavior and
effects”, “exposures to contaminants and invertebrates”, “ecotoxicology and
swimming behavior”, “pollutants effects and swimming”, “contaminants and swimming
and invertebrates”, “swimming and invertebrates”, “pollutants swimming

invertebrates”, “swimming effects contaminants”, “behavioral effects contaminants” e

“contaminants and swimming”.

No que se refere a variagdo temporal dos estudos encontrados, as buscas
pelos trabalhos foram estratificadas por décadas, isto é, foram criadas classes de
anos para cada combinacdo de palavras, totalizando cinco classes temporais: (1)
1970-1980, (2) 1981-1990, (3) 1991-2000, (4) 2001-2010 (5) 2011-2018.

ApoOs obter-se todos os trabalhos da base de dados, foram atribuidos pesos a
cada classe de caracteres de inclusao dos estudos encontrados. O peso de numero
1 é relacionado ao ano de publicacdo do estudo, sendo atribuidos “peso 17 aos
estudos de 1970 a 2018. O peso de numero 2 foi atribuido a classe de organismos
enfocados no estudo revisado, sendo atribuido “peso 2” aos estudos que
empregaram invertebrados aquaticos (marinhos e dulcicolas). Obteve peso de
namero os estudos que estiveram entre a classe geral de anos (1970-2018) que
empregaram contaminantes em invertebrados aquéticos. O peso de nuamero 4 foi
atribuido a estudos que avaliaram alteracdes de locomocdo e/ou natacdo como
endpoint. O peso de numero 5 referiu-se ao tipo de observacdo comportamental
empregada (e.g.: visual, semi-automatizada e automatizada), sendo incluidos
estudos que na secédo de metodologia e/ou resultados esclareciam de forma clara a
analise quantitativa do comportamento. De 46 estudos encontrados, apenas 39
estudos obtiveram pontuacdo maxima de 10 pontos, isto €, preencheram todos 0s
caracteres de incluséo propostos e tiveram seus itens de metodologias, resultados e
discusséo revisados, permitindo a apresentacdo da aplicacdo de endpoints em
testes ecotoxicolégicos comportamentais e demonstrando a relevancia destes

estudos para o conhecimento dos efeitos deletérios na biota aquatica. O grupo dos
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microcrustaceos tiveram a maior incidéncia de estudos, representando 74,35% dos

estudos incluidos na secéo 4 desta revisao (ver pagina 39).

Os caracteres de inclusao foram escolhidos por atenderem ao periodo que vai
desde o aparecimento da avaliagdo comportamental dentro da ecotoxicologia
(segundo literatura disponivel) até os estudos mais atuais. Os estudos com
invertebrados aquaticos foram selecionados por preencher a proposta de dar
enfoque neste grupo presente na ecotoxicologia classica. Os contaminantes
empregados foram entendidos como substancias que alteram o comportamento de
locomocgédo de invertebrados aquaticos em diversos niveis. O tipo de alteracédo
comportamental foi um carater de inclusdo importante, jA que a presente revisao

pretendeu tratar das alteragdes de locomocao.

Grafico 1. Representacdo da distribuicio temporal dos estudos revisados empregando
comportamento de natacdo de invertebrados aquéticos como endpoint de toxicidade no periodo de
1970-2018.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Como demonstrado, os estudos comportamentais empregando invertebrados

estdo tendo maior frequéncia em literatura, com trabalhos que utilizam a natacao
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como enpoint valido. Estes estudos frequentemente sdo complementados pela a
andlise de toxicidade aguda (LCsp), fornecendo comparacdes entre as respostas
comportamentais e as taxas comumente obtidas em estudos ecotoxicolégicos
classicos. Desta forma, os estudos comportamentais publicados podem integrar as
diferentes classificagbes de toxicidade, produzindo resultados mais abrangentes,
passiveis de serem instituidos replicados e instituidos na avaliacdo de toxicidade de

regulamentos e diretrizes.

A utlizagcdo da visdo computacional e do imageamento como tecnologias
aplicadas a observagdo do comportamento natatorio, principalmente de organismos
menores pertencentes a comunidade planctonica, tem papel fundamental na
expansdo destes estudos (GEHARDT, 2007), permitindo ndo s6 a obtencdo de
imagens dos endpoints obtidos quando organismos sS80 expostos aos compostos,
mas também a sua quantificacdo, colaborando com o continuo crescimento de
publicacdes cientificas acerca do tema. A utilizacdo de imagens do comportamento
de organismos que se locomovem em pequenas escalas pode elucidar padrées de
comportamentos ainda ndo observados, limitados anteriormente pela observagao
visual dos operadores de experimentos comportamentais, reduzindo a possivel
relatividade dos dados produzidos. A importancia das imagens como forma principal
de acessar os endpoints de toxicidade também estd presente em sistemas de
biomonitoramento de qualidade &gua, propostos para grupos de crustaceos e

peixes.

Para elaboracdo do grafico 2, referente a distribuicdo temporal dos estudos
de comportamento por grupo taxondémico, foram utilizadas as bases de dados do
Google Scholar e Web of Science. Foram feitas trés combinacées da palavras-
chaves de busca: “behavioral ecotoxicology”, “behavior endpoint” “behavior and
endpoint’. As combinagdes foram escolhidas por incluir o maior ndmero de
respostas comportamentais testadas, sem restringir apenas a respostas na natacao
e/ou locomocdo. Todas as combinacdes foram utilizadas em ambos buscadores,
sendo estratificadas por classes de anos, conforme a legenda apresentada no
grafico. Para cada estratificacdo de ano, foram revisados os 100 primeiros trabalhos

resultantes da busca de cada combinag&o de palavra-chave.
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Grafico 2. Distribuicdo temporal dos estudos empregando comportamento de organismos como
endpoint de toxicidade de substancias conforme trabalhos publicados entre 1970-2018 na base de
dados do Google Scholar e Web of Science.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

A ampla utilizacdo da classe de peixes 0sseos (Osteichthyes) em estudos
ecotoxicolégicos comportamentais € atribuida a familiaridade do emprego deste
grupo em testes ecotoxicoldégicos convencionais na avaliagdo de toxicidade de
contaminantes como pesticidas organoclorados e metais. Como bioindicadores
sensiveis de qualidade ambiental, possuem relativa frequéncia e disponibilidade de
obtencdo, facilidade de cultivo e manutencdo dos organismos em laboratorio,
hébitos alimentares conhecidos e importancia econdmica e ecologica (RAND;
PETROCELLI, 1985). Frequentemente tem-se uso de espécies de peixes como
Danio rerio e Oncorhynchus mykiss e do género Pimephales para ensaios de
toxicidade, colocando-os como o grupo de vertebrados de maior utilizagdo dentro da
ecotoxicologia aquatica (RAUNBECK; HINTON; STREIT, 1998). Comparativamente
aos microcrustaceos, principalmente em relagdo ao tamanho, as possibilidades de
estudos histopatolégicos e hematolégicos sdo maiores e, as técnicas de estudo,
conhecidas e derivadas da medicina humana. A publicacéo de trabalhos cientificos

integrando o comportamento a todas as outras modalidades de analise de toxicidade
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(e.g.: letalidade, acumulacao tecidual de compostos, biomarcadores) podem indicar
também a maior frequéncia de trabalhos encontrados para o grupo de peixes em
funcdo da integracdo de metodologias de avaliacbes de toxicidade ao
comportamento. A maioria destes estudos é concentrada nos endpoints de natacao,
atividades de ventilacdo opercular e forrageamento. Através do estudo da
contaminagdo aquatica empregando este grupo, respostas em niveis
organizacionais podem ser acessadas a partir de interferéncias em respostas
biomecanicas e fisiolégicas que possuem impacto em padrbes de diversidade e
distribuicdo das populagcbes. As respostas comportamentais provocadas pelas
exposi¢cbes aos contaminantes incluiram danos genéticos, enzimaticos e de

desenvolvimento nos organismos.

A quantidade de trabalhos encontrados foi restrita (46 trabalhos) quando a
especificidade da pesquisa foi maior, isto €, quando foram restringidas as respostas
comportamentais avaliadas nos estudos em apenas endpoints de toxicidade
refletidos na natacdo (swimming endpoints) de invertebrados aquaticos, onde
utilizaram-se 10 combinacdes de palavras-chaves especificas, anteriormente

apresentadas. O termo “swimming” foi frequente em titulos dos estudos revisados.

Em funcéo do desenvolvimento das técnicas de imageamento, da abundancia
de organismos zooplanctdnicos nos ambientes aquaticos e rapidez na obtencdo de
respostas de sensibilidade deste grupo aos contaminantes, encontram-se com maior
frequéncia em literatura estudos dos efeitos comportamentais de compostos em (1)
copépodos de diversos estagios de vida (nauplio, copepodito | a V, e individuos
adultos), (2) rotiferos, (3) cladoceros e (4) larvas de crustaceos sésseis e
planctonicos (e.g.: cracas, artemias).

Copépodes marinhos sdo amplamente utilizados na ecotoxicologia para
avaliacdo de mortalidade (e.g.: BREITHOLTZ; WOLLENBERGER, 2003), dos efeitos
cronicos de contaminantes em geragdes e desenvolvimento de organismos (e.g.:
D’AGOSTINO; FINNEY, 1974), viabilidade de ovos (e.g.: TESTER; COSTLOW,
1981), reproducdo e taxa de crescimento populacional (e.g.. BEJARANO;
CHANDLER, 2003) e também empregados como organismos-modelo dentro das
investigacdes comportamentais frente aos estressores quimicos (e.g.: CAILLEAUD
et al., 2011; MICHALEC et al., 2013; KADIENE et al., 2017).
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Os rotiferos sdo empregados em testes de ecotoxicologia devido ao papel
ocupado dentro da dindmica ecossistémica em ambientes marinhos e dulcicolas,
tendo a sua fase sexuada produzida através de cistos testada quanto sua viabilidade
e mortalidade (SNELL; JANSSEN, 1995) a compostos como cobre e benzeno
(SNELL; PERSONE, 1989), sendo também comuns o0 uso de pesticidas e metais
(MARCIAL; HAGIWARA; SNELL, 2005). No contexto comportamental, rotiferos ja
foram testados para se obter respostas estressoras na locomocdo frente ao
dimetoato (acaricida) (GUO; REN; REN, 2012), cobre e lindano (JANSSEN;
FERRANDO; PERSOONE, 1994; CHARQY et al., 1995).

Cladéceros tem seu uso dentro dos testes de toxicidade (e.g.: mortalidade,
letalidade, imobilidade) descritos em literatura ao longo dos anos de
desenvolvimento desta ciéncia (e.g.: BIESINGER; CHRISTENSEN, 1972;
ENSERINK; MAAS-DIEPEVEEN; VAN LEEUWEN, 1991; TEODOROVIC et al.,
2009; BLINOVA et al., 2013). O género Daphnia € amplamente utilizado em ensaios
comportamentais para 0s compostos como pesticidas organoclorados, metais e no
monitoramento online (e.g.: JANSSEN; RODRIGO; PERSOONE, 1993; MICHELS;
SEMSARI; MEESTER, 2000; BARATA et al., 2006; REN; WANG, 2010) devido sua
representatividade no zooplancton dulcicola, expressando respostas sensiveis em
relacdo a letalidade e imobilizacdo, bem como alteragbes de locomocdo e

alimentacdo quando exposto aos contaminantes.

As larvas de moluscos e crustaceos sésseis e planctonicos sdo testadas tanto
na ecotoxicologia como também nas observacdes comportamentais compostos
toxicos, com frequentes respostas de alteracdo na atividade natatéria e na atividade
de fechamento de valvas no caso de moluscos (DODSON et al. 1995; LOTUFO et
al., 1997; SHIMIZU et al.,, 2002; WALLACE; ESTEPHAN., 2004; AYAD; FDIL;
MOUABAD, 2011; SIMPSON et al., 2012; HAZELTON et al., 2014; MANFRA et al.,
2016; MORGANA et al., 2018).

3. OBSERVACAO DE ENDPOINTS COMPORTAMENTAIS

Os endpoints comportamentais podem ser observados com diversas técnicas
a partir de configuragbes adequadas. Para isto, ao longo do desenvolvimento de
testes comportamentais, sistemas com a finalidade de quantificar aspectos das

trajetérias dos organismos sdo desenvolvidos com especificidades diferenciadas,
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que variam de acordo com os objetivos das observacdes (e.g.: CAILLEAUD et al.,
2011; BRADLEY et al, 2013) e, em razdo do progresso dos sistemas de
imageamento e das técnicas computorizadas, atualmente € possivel a observacao
de endpoints validos que indiguem toxicidade, interpretados a partir de uma
variedade de modelos fisicos e matematicos usados para estimar a resposta de

endpoints de avaliacdo em funcéo de exposi¢cdes quimicas (BRADBURY, 1995).

O avanco no funcionamento das cameras de video tem possibilitado alcancar
altos niveis de acurdcia durante a reconstru¢cdo de padrdes das trajetorias de
natacdo (BIANCO et al.,, 2013). Apesar da obtencdo de trajetorias tridimensionais
dos organismos ser complexa (MICHALEC et al., 2012) e necessitar de sistemas
especificos, ela fornece informacdes mais precisas (DUR et al.,, 2011) que as
técnicas de reconstrucdo bidimensionais, mais simples, no entanto permitindo o
registro de um ndamero maior de trajetorias, provendo valores reais para métricas
como velocidade, porém sobrestimando os valores para locomocfes como o
afundamento e looping (KIORBOE; BAGOIEN, 2005).

A utilizacdo destas técnicas possibilita quantificar a capacidade de uma
espécie em explorar os recursos alimentares necessarios a sua sobrevivéncia
(HELENIUS; SAIZ, 2017) e identificar as estratégias de forrageamento e reproducéo,
intrinsicamente condicionadas a locomocdao (VAN SOMEREN GREVE; ALMEDA,;
KIORBOE, 2017), além de indicar possiveis alteracbes no comportamento padréo

destas atividades.
3.1 Sistemas de observacéo

Conforme a classificacdo de Faimali et al. (2017), as técnicas para acessar 0
comportamento natatério de invertebrados aquaticos expostos a substancias
potencialmente tdxicas podem ser divididas em 3 classes principais: (1) manual, (2)

automatizada e (3) semi-automatizada.

As técnicas manuais dependem diretamente da observacdo do operador,
observando, por exemplo, as distancias percorridas por organismos no ambiente de
teste em um dado tempo de exposicao (e.g.: WAHAB; DE NYS, R; WHALAN, 2011).
A partir dos sistemas automatizados gravacdes em 2D ou 3D s&o possiveis
utilizando-se cameras e lentes de diferentes especificacbes, e frequentemente, as

cameras estdo acopladas a sistemas de microscopios, permitindo a maior
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visualizacdo de detalhes das alteracdes natatorias (e.g.: MCALLEN; TAYLOR,
2001). A ultima categoria é referente aos sistemas semi-automatizados, obtendo-se

gravacOes de deslocamento em 3D (e.g.: HUANG et al., 2016).

Dentro dos sistemas manuais pode-se empregar video cameras (WALLACE;
ESTEPHAN, 2004) ou apenas a observacéao direta do comportamento de locomocéo
dos organismos. Evidentemente, o uso de cameras auxilia no registro das alteracbes
comportamentais que o operador do experimento estiver visualizando, no entanto,
para algumas metodologias, o uso da camera fica restrito em fungdo de suas
configuracbes (e.g.: experimentos realizados sob baixa luminosidade). Além disto,
uma desvantagem deste método € a subjetividade da quantificacdo do

comportamento de locomocéao, dependente do operador.

Os sistemas automatizados podem incluir cameras digitais (e.g.: SEURONT
et al., 2010), microscopios com cameras acopladas (e.g.: AMSLER et al., 2006) ou
cameras e sistemas de video-tracking acoplados a computadores que ja possuam
em suas configuracdes sistemas que permitam o imageamento dos organismos com
possiveis alteracdes natatérias (e.g.. ALYURUK et al., 2013). Este tipo de
formulacédo elimina a desvantagem da primeira classe, permitindo também o registro
automatizado do comportamento natatorio que diminui consideravelmente o tempo
de analise de dados, tornando a tarefa do operador em analisar sequéncias de
videos e imagens, as vezes com movimentos impossiveis de serem captados pelo
olho humano, menos tediosa e sobretudo fornecendo dados quantitativos de
possiveis alteracfes natatdérias mais confiaveis. Neste método, encontram-se
desafios como o custo dos sistemas de imageamento e o desenvolvimento de
sistemas de video-tracking adequados aos organismos do estudo e a metodologia
proposta. A partir dos videos e fotografias geradas, o comportamento de locomocao
pode ser quantificado através da andlise de trajetérias por softwares que
reconhecem as imagens 2D e/ou 3D (video-frames). Cada imagem possui eixos de
orientacdo compostos por pixels (X,Y e X,Y,Z). Os valores de métricas natatérias
que identificam alteracdes comportamentais (e.g.: velocidade instantanea, turning
angle, dimenséo fractal) podem ser estimadas a partir da posi¢cdo dos organismos
nos pixels de sucessivas imagens e as trajetérias de deslocamento dos organismos
reconstruidas. Sao exemplos de sistemas automatizados o “Swimming Behavioral
Recorder (SBR)” (GARAVENTA et al., 2010) e o “Ethovision” (RAO et al., 2007).
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Os “Biological Early Warning Systems” (e.g.: VAN DER SCHALIE et al., 2001;
BAE; PARK, 2014) sao sistemas automatizados desenvolvidos para detectar
mudancas induzidas por s presentes em amostras de agua através de diversos
parametros do comportamento natatério (BOWNIK, 2017). Os biosensores baseados
em parametros comportamentais de organismos para a deteccdo de mudancas
toxicologicas no ambiente tem funcionamento automatizado semelhante, através da
aguisicao de imagens em tempo real (TAHEDL; HADER, 2001).

Os sistemas semi-automatizados estdo disponiveis desde 2008 e sao
baseados na conversdo da captura de video-frames capturados em sistemas épticos
em trajetorias 3D utilizando softwares especificos como o “3D particle tracking
velocimetry” (MICHALEC et al.,, 2013) ou adaptando softwares originalmente de
outras areas de estudo como o MATLAB (BEHAULIEU et al.,, 2015) nestas
reconstrucdes de trajetérias. Neste método de observacdo comportamental sédo
necessarias estruturas mais complexas como a montagem de sistemas Opticos que
empregam fontes luminosas como LEDs, lentes colimadoras de diferentes aumentos
e cameras, para que a locomocado de organismos teste seja gravada e as trajetdrias
reconstruidas. Ainda, diferentemente dos outros métodos anteriormente citados, 0s
sistemas semi-automatizados requerem que os dados gerados tenham um pos-
processamento em outras plataformas, aumentando o tempo e o custo das analises.
No entanto, a utilizacdo de sistemas semi-automatizados permite a personalizagéao
dos set-ups de sistema Optico, adequando o sistema de aumento e a velocidade de
captura dos frames ao organismo e aos endpoints que se deseja observar. A
exemplo, Bianco et al., (2013) utilizou scripts de linguagem de programacao (C++)
para reconstruir trajetérias em 2D capturadas com lentes telecéntricas e transforma-
las em 3D; posteriormente, 0s autores processaram estas trajetorias 3D visando
calcular a velocidade de cada trajetdria realizada por Clausocalanus furcatus

utilizando scripts do software Java.

4. A APLICACAO DE ENDPOINTS NOS INVERTEBRADOS AQUATICOS

Em um ambiente aquatico e tridimensional, os movimentos padrdes de
organismos podem ser caracterizados por uma variedade de métricas, incluindo (1)
a distancia percorrida pelo organismo, (2) a duragcdo do movimento, (3) velocidade

de locomocéao, (4) diferencas na orientacdo da locomocao em um dado espaco e (5)
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complexidade do movimento (SEURONT; BREWER; STRICLKER, 2003), além
disto, sédo endpoints relacionados a locomocéo a observacao direta de movimentos
de estruturas morfolégicas, como apéndices em microcrustdceos e valvas em

moluscos.

Os endpoints comportamentais geralmente observados em microcrustaceos
marinhos sdo baseados em respostas de escape, combinacdes entre periodos de
agitacao e imobilidade (e.g. BRADLEY et al., 2013) e movimentos de afundamento
na coluna de agua (BIANCO et al., 2013) durante os episédios de exposi¢cdo aos

contaminantes, que variam conforme o composto testado.

As alteracdes quantificadas nas caracteristicas padroes de locomocao sao
reflexo das mudancas induzidas por compostos, sobre sistemas sensiveis a

toxicidade (e.g.: sistema nervoso ou enddcrino) (BOWNIK, 2017).

A locomocao através da natacdo € um dos processos fundamentais para
microcrustaceos aquéaticos, diretamente dependente da aceleragdo, uma reacao
essencial durante este mecanismo em ambientes aquaticos (DANIEL, 1984) e, por
este motivo, as alteracbes comportamentais observadas ap0s exposicdo aos
contaminantes usualmente estdo ligadas ao aumento ou diminuicdo de atividade

natatoria e a velocidade de natacdo (FAIMALI, 2006).

Segundo Charoy e Jansen (1999), as mudancas na velocidade de natacao de
invertebrados tem grande importancia nos efeitos indiretos em comunidades
marinhas e dulcicolas de invertebrados, como por exemplo a pressao predatoria de

topo de cadeia, a pressao predatoria do zooplancton e a abundancia de fitoplancton.

A quantificacdo da distancia percorrida por um organismo pode ser um
endpoint valido no sentido de mensurar como o individuo explora o ambiente, tendo
reflexo na ecologia dos organismos, jA que processos como a reproducdo e
alimentacdo dependem, sobretudo, da distancia que podem percorrer no ambiente

aguatico em busca de parceiros e durante o forrageamento.

A orientacdo e complexidade do movimento podem ser medidas através de
indices quantitativos de NGDR e do turning angle. O NGDR é a relacdo entre todos
0s pontos percorridos pelo organismo em uma trajetoria com o ponto inicial e final

desta. O turning angle d& informacgfes a respeito da orientacdo do organismo entre
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sucessivos movimentos (SEURONT; BREWER; STRICLKER, 2003). A dimensao
fractal € uma métrica natatéria também utilizada para analisar dados de
complexidade da locomocao. As métricas de velocidade natatoria em invertebrados
aquéticos geralmente sdo mensuradas em milimetros por segundo (mm.s™), sendo
expressas usualmente em velocidade média de natagéo e velocidade instantanea de

natacédo (num dado instante de seu movimento).

A observacao direta dos organismos testados pelo operador do experimento
também pode fornecer estas informac¢des de maneira qualitativa ou quantitativa,
dependendo da metodologia empregada em cada forma de observagao
comportamental (e.g.: distancia percorrida por um molusco em placas de teste onde
O organismo esta exposto a substancias toxicas). Toda quantificacdo
comportamental (endpoints) tem como objetivo demonstrar o efeito dos
contaminantes nos organismos, bem como permitir a comparagdo dos dados
encontrados ante ao uso destes aspectos de maneira valida e relevante em

experimentos.

Sullivan et al. (1983) comparou os efeitos de doses subletais de cobre e
cadmio na natacdo e no desenvolvimento de nauplios do copépode calandide da
espécie E. affinis. As diferencas de velocidade de natacao foram evidentes apds 24
horas de exposicdo em todas as concentracdes testadas de cobre (10-50 pg.L™),
enquanto que o desenvolvimento dos nauplios sé foi reduzido apds 96 horas de
exposicdo na concentracdo de 25 pg.L™. Para o cadmio, o desenvolvimento sé foi
reduzido apés 48 horas de exposicdo a 116 pg.L™, enquanto as alteracBes
natatérias significativas foram percebidas ap6s 24 horas de exposicdo a 130 ug.L™.
Na menor dose de cobre (10 pg.L™), episédios de hiperatividade dos nauplios foram
observados e perduraram até 72 horas de exposicdo ao cobre, no entanto, a mesma
concentracdo ndo provocou a mortalidade nem impactos negativos sobre a taxa de
crescimento dos individuos testados apds 96 horas de exposicao, reforcando o uso
do comportamento como alerta inicial de futuros prejuizos do contaminantes aos
organismos. O cadmio provocou respostas de hipoatividade significativas refletidas

na reducédo de velocidade dos organismos.

O comportamento de fémeas do copépode calandide C. hamatus foi
reportado por Anderson e Mackas (1986) apud Cowles (1983) na presenca de 6leo

cru (80 PPB) resultando na reducdo da natacdo associada a alimentagdo. A
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toxicidade do 6leo alterou consideravelmente a percepcao alimentar dos organismos
e sua habilidade natatéria durante o forrageamento.

O anfipode Monoporeia affinis teve suas mudancas comportamentais estudas
por Lindstrom e Lindstrom (1980) em resposta a exposicdo de 4-clorofenol e
estireno. Na concentracdo de estireno a 35 PPM a atividade dos organismos
reduziu-se a zero no momento da insercdo do contaminante. Durante 4-5 dias os
organismos nadaram vagarosamente, perdurando os efeitos agudos do composto. A
dez PPM de 4-clorofenol, os organismos tiveram sua atividade locomotora
aumentada significativamente apds a insercdo do contaminante, mas esta resposta
nao perdurou nos dias seguintes de experimento. A heterogeneidade dos

comportamentos, depende, sobretudo, do modo de acédo do contaminante.

O rotifero Brachionus calyciflorus foi exposta ao cobre, PCP, DCA e ao
lindano por Jansen, Ferrando e Persoone (1994). Para cada composto, as ECso na
velocidade natatéria reduziram gradualmente em relacdo aos controles em funcgéo
do tempo de exposicdo, chegando a valores ndo-significativos apds a segunda hora
de exposigcdo. Apds cinco minutos de exposicdo ao cobre (250 pg.L™") houve uma
reducdo de 49% da capacidade de natacdo dos rotiferos. Os os valores de 3h-CEsg
foram inferiores aos de 24h-LCsy, para todos os compostos, isto é, os efeitos
significativos prejudiciais provocados pelos compostos organicos foram percebidos
com 21 horas de diferenca entre 0os ensaios comportamentais e a determinacdo de

toxicidade aguda classica.

Charoy et al. (1995) expos neonatas do rotifero B. calyciflorus aos mesmos
compostos propostos acima. Segundo autores, pode-se confirmar que a ECsg
provinda da analise de comportamento foi mais sensivel que os resultados provindos
dos testes ecotoxicolégicos de mortalidade. A exemplo, ainda que para o cobre a
sensibilidade dos testes agudos (LCsp = 26,0 mg.L™") seja comparada aos testes
comportamentais (ECso = 28,16 mg.L™), ficou claro que duas horas de exposicédo é
um tempo inferior para se alcancar a mesma sensibilidade dos testes de letalidade
realizados sob exposicdo de 24 horas (LCsp) para monitoramento de alteracoes.
Para este composto, a velocidade de natacdo diminuiu em até 41,5% na maior
concentracdo, sendo uma resposta dose-dependente do contaminante. Para PCP, a
tortuosidade da locomocéo foi aumentada, bem como a velocidade de natagao, que

aumentou em 47% na maior concentracdo de PCP. Para o organico lindano, a
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velocidade e o tempo gasto em natacdo diminuiram, bem com a tortuosidade da
locomogéo. Para DCA, o periodo gasto em natagdo caiu drasticamente de (600
segundos para 80 segundos em 80 mg.LY). Todos os compostos afetaram
negativamente os organismos, fazendo com que se locomovessem de forma

alterada.

Preston, Snell, Dusenbery (1999) observaram as alteracdes de escape a
predacdo em B. calyciflorus frente a exposicdo ao PCP. Como resultados
encontraram a interrupcado do comportamento de defesa do rotifero na presenca de
seu predador, o rotifero Asplanchna girodi, em razdo do aumento da velocidade de
natacdo, os expondo a maiores riscos de encontro com o predador. Na exposicéo a
0,19 mg.L™ ap6s 30 minutos, o rotifero continuou com um significativo aumento de
sua velocidade de natacdo mesmo sem a presenca do predador, aumentando a
chance de mortalidade em 47% comparativamente aos organismos-controle na
presenca do mesmo predador. Algumas substancias organicas como o PCP
induzem mudancas comportamentais como a hiperatividade, que aumentam em
mais de 50% o risco de predacdo de B. calyciflorus. Neste caso, a relacao
interespecifica foi alterada apés a aplicacdo de PCP. Em escalas populacionais, o
aumento do risco de predacdo devido a mudancas na velocidade de natacéo
induzidas por substancias toxicas pode ter efeito significativo sobre a mortalidade de

rotiferos, influenciando diretamente na relacdo presa-predador.

As alteracdes na habilidade e orientacdo de natacdo do misidaceo Neomysis
integer expostos a concentracfes de metais-traco foram observadas por Roast,
Widdows, Jones (2000). A 7d-LCs, para o cadmio foi de 2,58 pg.L™?, no entanto, a
concentracdo de 0,5 pg.L™ foi capaz de prejudicar a capacidade motora dos
organismos, podendo ter possiveis consequéncias no ambiente natural, como por
exemplo a dificuldade em forragear em areas com recursos alimentares suficientes e
aumento da chance de predacdo. Conforme 0s autores, concentracdes superiores a
0,5 ug.L™* permitem o deslocamento destes organismos para outras areas que nao

as estuarinas, seu ambiente natural.

Lam, Wo e Wu (2000) demonstraram os efeitos do cadmio no comportamento
natatério de larvas planctonicas do crustaceo séssil Balanus amphitrite. Os
endpoints foram a velocidade curvilinear e velocidade linear de nauplios em estagio

ll. Ap6s 24 horas de exposicdo a 1,0 mg.L™ do composto, as duas métricas tiveram
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reducdo de seus valores. Em discusséo, o decréscimo destas métricas pode refletir
menor eficiéncia na captura de alimento e menor capacidade de exploracdo de
ambientes para assentamento. Segundo Wu, Lam e Zhou (1997), os ensaios
sensiveis para predizer a influéncia de compostos na inibicdo de assentamento
duram aproximadamente seis dias. No entanto, no presente trabalho, a significativa
diminuicdo na velocidade natatoria foi caracterizada como uma resposta mais
sensivel e rapida para prever este tipo de resposta comportamental, baseada no

decréscimo de atividade natatoria.

A espécie de craca B. amphitrite também tiveram alteracdes natatorias de
suas larvas descritas por Magillo, Faimali e Geraci (2003) apds exposicao ao cloreto
de caddmio. Uma significativa alteracdo de velocidade de natacdo foi encontrada na
concentracdo de 0,16 pg.L™, enquanto que a mortalidade sé foi estatisticamente
significativa na concentracdo de 1,28 pg.L™. A concentracdo que provocou a
mortalidade dada pela 24h-LCso foi de 4,19 pg.L™; jA para a inibicdo do

comportamento natatério (24h-1Csp), a concentracao necessaria foi de apenas 0,853

ng.L™

Wallace e Estephan (2004) observaram a suscetibilidade para os movimentos
verticais e horizontais do crustdceo Gammarus lawrencianus expostos ao cadmio. A
atividade natat6ria horizontal diminuiu com o aumento da concentracdo do composto
em 50%. A atividade natatéria vertical também foi alterada. Estes dados podem
sugerir que a exploracdo do ambiente pelos individuos foi parcialmente prejudicada,
tendo o composto a potencialidade de gerar impactos negativos quando em

concentracdes subletais.

Faimali et al. (2006) monitorou as alteracbes comportamentais em espécies
de craca B. amphitrite expostas a biocidas de acdo antifouling, metais e outros
pesticidas. Os pesticidas methomil, methiocarbo e eserina ndo apresentaram efeitos
nas médias de ensaios de mortalidade (LCsp), diferentemente da estimativa de
ateracbes de velocidade natatéria, comprovando os efeitos subletais destes
contaminantes. Para todos os compostos, a velocidade foi alterada em apenas 24
horas de exposicdo. Neste caso, os valores das CEsy foram menores que o0s
encontrados nos ensaios agudos. Para os biocidas, o monitoramento de atividade
natatoria foi mais sensivel em uma ordem de magnitude que 0s ensaios agudos

conduzidos com algas e moluscos, considerados mais sensiveis a esta classe de
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componentes téxicos. Este resultado €& especialmente interessante, pois
normalmente nos ambientes, os valores de LCsy, sao inferiores aos valores
estimados em laboratorio. A inibicdo de assentamento em resposta ao cobre foi
encontrada apos observacdo comportamental em trés dias de exposicdo. Segundo
Little e Finger (1990), de 1-5% dos valores de LCsy, sdo capazes de provocar
respostas comportamentais significativas. Testando o carbamato, a sensibilidade
das alteracbes comportamentais provocou 95% de inibicdo de natacdo, enquanto
gue nos ensaios agudos com o mesmo componente a mortalidade foi de apenas
10%. Este dado sugere que o comportamento € mais efetivo na determinagdo de
efeitos relevantes destes compostos na biota aquética. Ainda, a hormose foi um
fenbmeno plenamente capaz de ser demonstrado através da andlise de velocidade
natatoria em individuos expostos. Neste trabalho, a velocidade natatéria foi tratada
através dos valores de velocidade da inibicdo natatéria normalizados pela média da
velocidade natatéria apresentadas dos controles.

Seuront e Laterme (2007) observaram as altera¢cfes natatérias de curto prazo
de copépodes da espécie Centropages hamatus ao naftaleno. Os endpoints
utilizados para tal foram a velocidade natatéria, velocidade de afundamento e a
porcentagem de tempo alocado para natacdo, escolhidos respeitando o
comportamento tipico do organismo (com eventos de parada de natacdo seguidos
de afundamento) durante 20 minutos de exposi¢cdo ao contaminante. A porcentagem
de tempo alocado para natagcao ativa caiu de 66-88% nas concentracfes testadas,
indicando diminuicédo de atividade natatoria na presenca do naftaleno. O decréscimo
da complexidade das trajetérias também foi identificado pela estimativa de valores
da métrica “stress exponent”. Biologicamente, seu decréscimo foi explicado a partir
do dano fisiolégico causado: as trajetérias tendem a ser mais complexas em
situacdes onde ndo ha estresse quimico. Durante as situa¢cdes contamina¢do, nédo

ha energia disponivel e a complexidade dos deslocamentos tende a ser reduzida.

A espécie de anfipoda Corophium volutator foi empregado por Kienle e
Gehardt (2008) para elucidar as alteracbes comportamentais apds 2 horas de
exposicdo a fracdes sollveis de hidrocarbonetos e dispersantes. Estes organismos
apresentaram hiperatividade natatéria ligada a resposta de escape/evitacdo apoés a
exposicao a menor fracdo (25% de diluicdo). Para a fracdo de diluicdo de 100%,

sinais claros de narcose foram encontrados (organismos imoveis no fundo dos
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aquarios ou em baixa atividade locomotora) e, em funcdo da variabilidade de
respostas comportamentais na maior fragdo testada, ndo se encontrou diferencas
estatisticamente significativas entre a concentracéo e o controle. No entanto, para a
menor fracdo testada (25%) caracterizada por ser uma concentracdo subletal, a
resposta estressora traduzida no aumento de atividade natatéria foi unanime e
suficiente para indicar efeitos comportamentais. A partir destes dados, sugere-se
gue concentracdes subletais podem preceder efeitos irreversiveis a biota em um

curto periodo de tempo de forma confiavel.

Seuront (2010) testou o comportamento de copépode calandide Temora
longicornis ap6s exposicéo a fragdo soluvel de 6leo disel (hidrocarboneto) apos 15
minutos de exposicdo. Como resposta, 100% das fémeas testadas apresentaram
resposta de escape as manchas de contaminacdo em todas as concentracfes
testadas. A taxa de turning angle foi significativamente maior nas areas com
presenca de contaminante, diretamente relacionada aos movimentos de fuga. Foi
sugerido que organismos planctbnicos passam menos tempo em areas
contaminadas, aumentando de forma proporcional sua resposta de escape frente ao
aumento das concentracdes de compostos. O tempo curto de exposicao e as baixas
concentracfes detectadas pelas fémeas em escape sugerem que a natacdo pode
ser uma forma eficiente e rapida de se acessar os efeitos agudos adversos dos

hidrocarbonetos.

O comportamento de copépodos calandides Labidocera aestiva foi testado
por Cohen et al. (2013) empregando dispersante de Oleo (Corexit EC9500A e
CEWAF) e oléo cru (MC-252). O efeito de narcose foi proposto a partir da
observacéo da migracdo de copépodos para o topo das cubetas de ensaio apés 30
minutos de exposicdo, em resposta de fuga das manchas de contaminacdo. A
exposicao também causou reducdo da atividade natatoria diretamente proporcional
ao aumento do tempo e das concentracbes dos compostos, sugerindo a rapida
narcotizacdo dos sistemas de percepcao e motores destes organismos. O resultado
mais evidente ficou para o MC-252 (10 mg.L™): organismos do controle nadavam a
12 mm.s™ e ap6s 30 minutos de exposicdo ao composto reduziram suas velocidades

para 4 mm.s™.

Seuront et al. (2011) observaram o efeito de hidrocarbonetos no decréscimo

do sucesso reprodutivo do copépode calandide Temora longicornis apés uma hora
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de exposicdo. A habilidade de machos detectarem trilhas quimicas deixadas pelas
fémeas e realizar contatos fisicos diminuiu em fungdo do aumento da concentracéo
do composto. A exemplo, na concentracdo mais alta do componente (1% de
diluicdo), o sucesso de captura diminuiu em 455% (de 26 para 7 eventos
observados), aumentando também o erro na deteccdo das trilhas quimicas das
fémeas: de 41 eventos do controle, quatro foram os eventos onde trilhas quimicas
das fémeas ndo seguidas pelos organismos. E em 39 eventos observados na
concentracdo de 1%, 20 foram as trilhas quimicas ndo seguidas pelos organismos
expostos, provavelmente pela alocacdo de energia para compensar a fisiologia
perturbada pelo composto. Na concentragéo intermediaria (0,01%), os eventos de
mating cairam de 41 do controle para 28 eventos na concentracdo, sugerindo

severos impactos do contaminante no fithess da espécie.

Sha et al. (2014) analisaram as alteragbes comportamentais influenciadas
pela presenca PBDEs em B. plicatilis. Apds 24 horas de exposicdo & 9,695 mg.L™ de
BDE-47, os organismos tiveram sua atividade natatoria inibida em mais de 50%,
com velocidades natatérias abaixo dos 0,27mm.s™. Os resultados do experimento
sugeriram a influéncia aguda do contaminante nas atividades natatérias do

organismo em um curto periodo de tempo.

Gambardella et al. (2014) empregaram nanoparticulas metélicas em
microcrustaceos (Artemia salina) apds 48 horas de exposi¢do. Para todas as classes
guimicas de nanoparticulas testadas, ndo foi possivel a determinacédo da LCsp, pois
constatou-se apenas 20% de mortalidade de individuos, mesmo em altas
concentragbes dos compostos. J4 a ECy (0,08 mg.L™") pode ser calculada ap6s 20
minutos de exposicdo as nanoparticulas de cério. Como resultados, pode-se
observar a diminuicdo da velocidade e inibicAdo natatdria pelo surgimento de
inflamacfes mediadas pelo aumento da enzima colinesterase. Também se
constatou a ingestdo das particulas de cério pelas larvas, incapazes de excreta-las.
Esta ingestdo n&o causou mortalidade em 24 horas, no entanto, alteragbes de
locomocgédo puderam ser percebidas, salientando a importancia da abordagem

comportamental na determinacdo de toxicidade.

Chen et al. (2014) empregou o rotifero pertencente a espécie B. calyciflorus
para monitorar possiveis alteracbes de locomocdo provindas do dimetoato apos

duas horas de exposi¢ao. A ECs encontrada neste estudo foram apenas 40,12% e
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35,35% da ECso do pesticida encontrada apds 48 horas de exposi¢cao sobre a taxa
de crescimento das duas espécies, respectivamente. Como resposta, observou-se o
fendmeno denominado “hormese”, caracterizada pela conversdo da concentragéao
baixa, em estimulo e da concentracdo alta, em inibicdo, (KITCHIN, 2002) nas duas

espécies testadas.

Ren et al. (2015) observou as alteracbes natatérias em D. magna expostas ao
DDVP. Apds 11 horas de exposicdo a concentracdo menor, a frequéncia de
movimentagao nos organismos aumentou, mediados pela inibigdo da enzima AChE,
causando perda da habilidade nervosa, da coordenagdo e levando a graus de

hiperatividade.

Chevalier et al. (2015) comparou a sensibilidade do menor valor de endpoint
comportamental de velocidade natatéria com o endpoint de imobilidade para o
cladocero Daphnia magna em compostos. Para sertralina, cafeina, sulfato de cobre
e carbofuran a 24h-ECsg foi mais sensivel que a taxa de imobilidade dos organismos
apos 48 horas de exposicdo. Para estes compostos, a resposta de efeito foi
encontrada em até cinco horas de exposicao. As concentracdes de efeito causando
imobilizacdo para os compostos foram respectivamente 0,560; 177,8; 0,1754; 0,0182
mg.L™?; jA os valores-limite para observacdo de efeitos comportamentais foram
respectivamente 0,0014; 25; 0,0279; 0,0107 mg.L™. Estes resultados sugerem que o
comportamento pode ser utilizado como detec¢cao de toxicidade destas substancias.
Em termos comportamentais, as respostas foram heterogéneas. Para sertralina, o
comportamento de natacdo foi desacelerado ao longo das cinco horas de
monitoramento, assim como no sulfato de cobre, uma vez que absorcdo do
composto depende da especiacdo do metal, o0 que demanda tempo. J& na cafeina e
carbofuran, a resposta de natacdo provocou intensos e rapidos movimentos,
caracterizado pelo comportamento de fuga, devida a rapida absorcdo e transporte

dos quimicos nas membranas celulares.

Costa et al. (2015) testou diferentes metais no comportamento natatorio de
nauplios Il de cracas Amphibalanus amphitrite, larva instar | de A. salina e rotiferos
B. plicatili. Para a espécie A. amphitrite a alteracdo natatoria foi de 50% a 70% maior
em relacdo aos controles apds 24 horas de exposicéo, confirmado o uso de nauplios
para avaliacdo comportamental de toxicidade. Rotiferos tiveram sua resposta

natatoria hiperestimulada em doses baixas de cobre, ferro e zinco.



48

Os efeitos no padrdo dos movimentos natatorios do cladécero D. magna em
resposta ao fulereno (Ceo) foram propostos por Brausch et al., (2011). Neste estudo,
a velocidade de natacédo dos organismos foi reduzida apos uma hora de exposicao a
menor concentracdo (545,4 pg.L™) de 2,48 mm.s™ dos controles para 1,52 mm.s™
relevando o efeito subletal do composto mesmo em baixas doses. Ainda, quando em
presenca de Raphidocelis subcapitata, a velocidade aumentada dos apéndices
alimentares pode sugerir que estes organismos interpretaram as nanoparticulas

como alimento.

Garaventa et al. (2010) testaram o comportamento de microcrustaceos
Artemia sp. e rotiferos da espécie B. plicatilis para piritionato de zinco, Macrotrol MT-
200 e eserina. Para a primeira espécie, a alteracdo de velocidade natatéria caiu
entre 2-10 mm.s™. Para os autores, uma porcentagem significativa dos valores de
LCso causaram inibicdo da atividade natatoria. Para eserina, a mais alta
concentracdo (100 mg.L™) testada nos dois organismos foi incapaz de prover a
ECso, NO entanto, concentracdes de 45,92 e 9,3 mg.L™" em Artemia sp. e B. picatilis
alteraram o comportamento natatério. Para os microcrustaceos testados, LCsy de
piritionato de zinco foi muito superior a encontrada como ECsy, nos testes
comportamentais (0,07 e < 0,005 mg.L™, respectivamente) ap6s 24 horas, onde a
média da LCso para 0o composto ndo pode ser calculada no mesmo periodo. Este
cenario reforca as respostas comportamentais como um significativo sinal de efeitos
mais severos na populacdo dos organismos quando a mortalidade ndo pode ser

observada.

Cailleaud et al. (2010), expuseram adultos de copépodes de E. affinis em
concentragbes ambientais subletais de nonilfenois (78 PPM de 4-NP e NP1EC)
tendo como resultados maiores periodos de imobilidade natatéria, aumentando de
67% para 80% nas fémeas e de 44% para 60% nos machos. A diminuicdo de
velocidade natatéria foi de 17% para 26% nas fémeas e de 34% para 43% nos
machos. A duragdo da locomocdo também teve diminuigbes significativas em
relacdo aos controles, mensurados com 0s mesmos organismos testados. Quando
em movimento, 0s organismos tiveram aumento da velocidade natatoria ligada a
resposta de escape, seguidos do aumento na taxa de afundamento (sinking),

relevando a instabilidade dos organismos durante a locomoc¢ao na coluna de agua.
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O sinking por longos periodos pode dificultar o acesso destes organismos a chegada

de fitoplancton em &areas mais elevadas no ambiente aquético.

Seuront (2012) utilizou fémeas nao-ovadas e machos de copépodes da
espécie E. affinis para interpretar os efeitos comportamentais da fracdo soluvel de
Oleo disel (hidrocarboneto). Os endpoints analisados foram referentes a capacidade
de escape das manchas (turning angle) de contaminante e da influéncia direta do
composto no padrao de natacédo (dimenséo fractal e velocidade de natacédo). Como
resposta, machos e fémeas tiveram respostas de escape diretamente proporcionais
a concentracdo do composto, no entanto, na maior concentracdo testada, a
capacidade de escape diminuiu, indicando dificuldades de fuga quando em
condicBes muito toxicas. Em relacdo a natacdo, houve diminuicdo da velocidade e
interrupgédo do tempo que 0s organismos exploravam o ambiente (comportamento
denominado “cruising”). Ainda, a complexidade de locomoc¢ado diminuiu, sugerindo
que as respostas de escape contribuiram para quebra de padrbes natatérios

complexos e fundamentais.

Guo et al. (2012) testou os efeitos do dimetoato no rotifero da espécie
calyciflorus. Para o autor, as alteracdes na velocidade de natacao lineares foram
mais sensiveis que as variacfes na velocidade de natacdo angular, uma vez que o
pesticida reduziu em 50% esta métrica natatdria. Constatou-se também a relacéo
entre a dose de contaminante presente na agua e a preferéncia de orientacdo das
rotacdes do organismo (para a esquerda ou para a direita). Rotiferos se locomovem
através de rotacao, e, disfuncbes como estas descritas, provocando preferéncia
rotacional, pode culminar na exposicdo maior dos organismos a predadores ou
influenciar na atividade de forrageamento e exploracdo do ambiente. Neste estudo, a
6h-CEso do comportamento foi de 0,30 mg.L™ (velocidade linear) enquanto que para
24h-LCso encontrou-se 180,51 mg.L™.

A resposta de escape de duas espécies de copépodos (Notodiaptomus
conifer e Argyrodiaptomus falcifer) e trés de cladoceros (D. magna, Pseudosida
variabilis e Ceriodaphnia dudbia) em resposta a metais (cobre e cromo) e ao
endosulfan, ap6s 15 minutos de exposicdo foi descrita por Gutierrez, Paggi e
Gagneten (2012). Para as duas classes de contaminantes, as respostas de escape
foram aumentadas pela hiperestimulacdo das cinco espécies testadas, causada por

concentragcbes baixas das substancias, j& que na presenca destas, o estado de
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alerta foi aumentado. Este quadro pode suprimir a energia alocada para outros
processos biologicos importantes, como a reproducdo. De acordo com o trabalho, a
alta habilidade de fuga das presas pode ser negativa, se considerar-se as relacoes

entre presa-predador.

Artells (2013) testou o efeito de nanoparticulas no comportamento em duas
espécies de cladocero, D. magna e D. pulex. Os endpoints analisados foram
referentes a exposicdo de 0, 1, 10 e 100 mg.L™" apds 48 horas ao diéxido de cério
(Ce0,). Em funcdo da adsorgcdo/acumulacdo das nanoparticulas na cuticula dos
microcrustaceos testados, a velocidade de natacéo foi prejudicada pela exposicéo,
diminuindo-a significativamente. Em D. magna a velocidade em condi¢des
contaminadas diminuiu de 6 mm.s™ para 3 mm.s™. J4 na outra espécie testada, a
velocidade de natacdo modificou-se de 3 mm.s* para 1,5 mm™, observando
reducdo de velocidade de locomocdo em aproximadamente 50% em ambos 0s

casos.

Michalec et al. (2013a) apresentou os efeitos no comportamento do calandida
P. annandalei de uma toxina algacea (2-trans, 4-trans decadienal) ap6s 25 minutos
de exposicdo. Trés estagios adultos foram estudados (machos, fémeas e fémeas
ovadas). Na concentracao intermediaria (3 UM) as maiores alteracfes de velocidade
instantanea foram encontradas para todos os organismos, em fungéo da resposta de
escape frente a toxina (dos controles para a concentracdo, respectivamente: de 5,3
para 3,5 nos machos; de 2,8 para 3,1 nas fémeas e de 4,9 para 4,1mm.s™* em
fémeas ovadas), indicando que a exposi¢cdo ao composto diminuiu a abundancia de
valores altos de velocidade. A relacdo dose-resposta aumentou em funcdo das
velocidades instantaneas. A exposicdo também aumentou a frequéncia de
deslocamentos verticais (com angulos < 40°). Na concentracdo mais alta (12 uM):
mesmo com o comportamento de afundamento, primariamente passivo na coluna de
dgua, o0s copépodos ainda assim permaneciam hiperestimulados. Nesta
concentracdo também foram observados comportamentos erraticos e reducdo de
velocidade instantanea, sugerindo perda da capacidade de escape por alteracdes
fisiol6gicas irreversiveis. A resposta de escape é comum em microcrustaceos
expostos a contaminantes durante os primeiros estagios de exposi¢do aos poluentes

e pode garantir a fuga destes organismos para areas menos estressoras.
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Michalec et al. (2013b) observaram que os trés estagios de adultos do
copépode E. affinis tiveram sua velocidade natatéria aumentada na presenca de 4-
nonilfenol, cloreto de cadmio e PAHs apos 25 minutos de exposicédo. Copépodos dos
trés estagios adultos passaram a maior parte do tempo em natacdo lenta, no
entanto, a frequéncia de estados natatorios foi alterada, isto é, a frequéncia de
observacdo de eventos de natagcdo rapida aumentou em relagdo aos controles,
havendo por consequéncia a diminuicdo da interrupcdo de eventos de natacdo
(“break behavior”). A hiperatividade (aumento de eventos de natag&o rapida) € um
carater fundamental que impede a locagcdo de energia para atividades vitais, tendo
reflexos claros em escala populacional. Em fémeas ovadas, os periodos de
interrupcdo de natacdo foram substituidos por periodos alternados entre natacéo
rapida e lenta (movimento erratico). Em relacdo ao grau de ocupacdo espacial,
fémeas apresentaram natacdes mais tortuosas (aumento da dimenséo fractal das
trajetdrias), ja machos, apresentaram padréo natatério mais retilineo (diminuicéo da
dimensado fractal), indicando efeito prejudicial dos contaminantes por reduzir a

complexidade do repertdrio de locomocao.

Noss et al. (2013) observaram alteracfes natatérias no cladécero D. magna
exposta ao dioxido de titanio (nTiOz). ApGs a insercdo do contaminante, foi
observada uma tendéncia das fémeas se alocarem no centro das cubetas, revelando
um comportamento de agregacdo estimulado pelo contaminante, no entanto
semelhante ao encontrado em resposta ao estresse provocado por predadores e/ou
guando estes organismos estdo em areas de alimentacdo. Organismos diminuiram
sua velocidade de natac&o a partir da concentracéo de 1 mg.L™ logo ap6s a insercéo
do contaminante (tempo zero). A reducdo de velocidade dos organismos expostos
se manteve ao longo do experimento, sendo de 40-96% menor em relacdo ao
controle, ap6s 96 horas. Neste estudo, também foram relatadas variacGes

frequentes de velocidade natatéria.

Manfra et al. (2016) observaram os efeitos subletais no microcrustaceo
Artemia sp. expostas ao sulfato de cobre e ao SDS. As alteragbes comportamentais
na natagcdo ficaram mais evidentes apos 48 horas de exposi¢do. O valor de 48h-
ECso do SDS (7,49 mg.L™Y) foi comparado ao valor encontrado apés exposicéo
crénica a0 mesmo composto por 14 dias (14d-LCso = 8,50 mg.L™). Para o sulfato de

cobre, a média de valor de 48h-ECs (2,51 mg.L™?) foi de 1,5-2 vezes menor que a
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concentracéo de efeito prejudicial na incubacdo de ovos para 0 mesmo organismo,
encontrada por Manfra et al. (2015) (48h-ECso = 4,95mg.L™), demonstrando que os
dados de alteracdes comportamentais sdo sensiveis e comparaveis aos ensaios que
avaliam a incubacdo em microcrustaceos. O sulfato de cobre altera a capacidade de
crustaceos detectarem fontes alimentares, produzindo efeitos na locomocdo que os
expbe a maiores taxas de predacdo. O SDS é caracterizado por sua alta absorcao
em membranas, causando disturbios no balanco iénico celular e estresse oxidativo.
As alteracfes de velocidade natatdria para os dois compostos chegaram a 80-100%

em relacdo aos controles, apés 48 horas de exposi¢ao.

Michalec et al. (2016) observaram que a atividade natat6ria do copépode E.
affinis em exposicéo a nanoparticulas de ouro. A reducéo da média de velocidade foi
clara em fémeas e fémeas ovadas. Os eventos de jump (pulos) comuns durante a
natacdo para reorientacdo e/ou captura de alimento foram menos vigorosos nas

fémeas.

Morgana et al., (2016) puderam observar a alteragdo de atividade natatoria
em larvas de diferentes estagios do equinodermo Paracentrotus lividus, tendo sua
atividade natatéria reduzida até mesmo na menor concentracdo de cloreto de
cadmio (CdCl,) testada. A atividade de natacdo adequada é parte fundamental na
dispersdo de larvas planctonicas destes organismos e, segundo autores, este
resultado expressou que até mesmo 0S estagios iniciais do equinodermos podem
ser utilizados para avaliacdo de endpoints frente as demais substancias, uma vez
gque a CEsp de alteracfes comportamentais de 24 a 96 horas de exposicédo (0,1-
13,42 mg.L™") alinhou-se com os valores encontrados em literatura. No mais,
ressaltou-se que o CdCl, tem um importante efeito inibitério de nata¢do nos estagios
iniciais de desenvolvimento deste organismo. Ainda, a larva em estagio pluteus
apresentou a maior sensibilidade natatoria ao composto testado. Este estagio do
organismo também ¢é avaliado durante ensaios agudos de toxicidade da

ecotoxicologia convencional.

As alteracdes natatorias causadas pelas MPs foram objeto de estudo de
Gambardella et al. (2017). Os efeitos natatérios em espécies de craca A. amphitrite
e A. franciscana foram mensurados ap0s 24 e 48 horas de exposi¢do a 1 e 10 mg.L
! respectivamente. As larvas das duas espécies foram capazes de ingerir particulas

menores que 1 um (micrometro), responsaveis pela diminuicdo da atividade natatoria
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inversamente proporcional a atividade da AChE. ApoOs a exposicao, de 20-30% do
comportamento foi alterado, mas a mortalidade dos organismos, bem como o0s

valores de concentracdo de efeito, ndo puderam ser constatados.

Morgana et al. (2018) puderam observar alteracbes comportamentais em
artemias da espécie A. franciscana apdés 6 horas de exposicdo ao composto em
diferentes temperaturas. De acordo com o0s autores, utilizar-se dos valores de
alteracdo de velocidade normalizados pela média de velocidades do controle
contribui para a urgente necessidade em se ter testes ecotoxicologicos rapidos,
encontrando concentracdes de efeito comportamentais similares as encontradas
apos 24 horas de teste agudo que avaliou a mortalidade de nauplios para dicromato
de potassio (K2Cr,05), sulfato de cobre (Cu(SO,),), hipoclorito de sdédio (NaClO),
SDS e cloridrato de sertralina, com excecdo da ultima substancia, as demais sao
utiizadas de forma comum em ensaios de ecotoxicologia aquatica ha anos,
demonstrando a integracdo entre a ecotoxicologia e a andlise comportamental de

forma aplicavel.

Estes sdo exemplos bibliograficos publicados sobre o uso do comportamento
de natacdo como endpoint de toxicidade em invertebrados marinhos. Espera-se
demonstrar o uso desta ferramenta para acessar a toxicidade presente nas diversas
classes de contaminantes, na maioria dos casos, em conjunto com 0s ensaios de
mortalidade, letalidade, reproducao e crescimento populacional. Embora util, nem
sempre o comportamento é utilizado como via principal de acesso de toxicidade,

indicando um campo novo para estudos futuros.



54

5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O estudo em ecotoxicologia comportamental é uma realidade j4 vista na
ciéncia, refletida na publicacdo de trabalhos cientificos ao redor do mundo. Muito
destes trabalhos tem a grande motivacdo de colaborar com as descobertas feitas
pelos ensaios ecotoxicoldgicos agudos e/ou crénicos, na tentativa de contribuir com
0 crescimento no uso do comportamento para indicar toxicidade de substancias de
diversas fontes, geralmente antropogénicas. Em um panorama historico, a
ecotoxicologia comportamental vem crescendo e integrando areas antes vistas como
distantes, como por exemplo a engenharia, a computacao e a fisica, integracao esta
que tem aumentado o nivel de qualidade e acuracia, bem como a visibilidade da
quantificacdo comportamental como uma ferramenta adequada. As espécies
inseridas no contexto ecotoxicolégico vdo além das empregadas na ecotoxicologia
classica, incluindo vertebrados e invertebrados marinhos e dulcicolas de todos os
niveis troficos, comprovando o grande alcance e relevancia das respostas
comportamentais para 0s ecossistemas. As vantagens da observagdo de
comportamento frente a situagcdes de contaminacdo sdo evidentes e rapidas,
prevendo prejuizos maiores a biota aquatica exposta a concentracdes subletais, que
em alguns casos ndo sdo consideradas de risco. A utlizagdo de indices
convencionais como a mortalidade e letalidade em alguns casos pode ser
guestionavel, contando o esclarecimento das técnicas comportamentais para a
validacdes claras de toxicidade. Como perspectiva, a presente revisdo aponta para o
continuo progresso de técnicas e metodologias que permitam a deteccdo de
alteracbes de locomogcdo em invertebrados aquaticos, principalmente o0s
microcrustaceos, como uma possibilidade acessivel e aplicavel, ndo apenas no
monitoramento ambiental, mas nas rotinas de laboratorio, inserindo-as com maior
frequéncia nas regulamentacdes e diretrizes protetivas e idealmente, propondo a
unido entre as respostas letais e subletais no entendimento mais amplo das

respostas ambientais provocadas pelos contaminantes.
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