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RESUMO

ALCANTARA, Alessandra AraujoMetodologia ndo destrutiva na extracao de gametas
de Arbacia lixula Linnaeus, 1758 (Echinoidea: Arbaiidae) para a utilizacdo de embrides
em bioensaios2023. 77 f. Dissertacao (Mestrado Oceanografiagculéade de
Oceanografia, Universidade do Estado do Rio deirdariio de Janeiro, 2023.

Os embrides de ouricos-do-mar atuam como ferrameigadeteccdo de efeitos de
poluentes quimicos principalmente em agua, e asasda ABNT NBR 15350 recomendam
a devolucdo dos organismos ao mar apos a obterecgandetas, tornando-se importante que
se obtenham procedimentos de inducéo e extracgardetas de ouricos-do-mar adultos que
reduzam a taxa de mortalidade, ou que sejam tatédméio-destrutivos. Observando, assim,
se fez necesséario a obtencdo de métodos menosviosjasu que sejam totalmente nédo
destrutivos, diminuindo as taxas de mortalidade dosnais. Portanto, os objetivos do
presente estudo foi desenvolver metodologia néinudies de extragcdo de gametas utilizando
a espécie nao convenciogbacia lixula, aléem de validar a técnica da reprodugéutro e
desenvolvimento até a fase pluteus, e com issdrilooin para o aperfeicoamento das normas
e da legislacao referente a bioensaios com oudgQasar (Normas ABNT, Deliberacdo do
IBAMA). Foram coletados 386 ouricos-do-mar de dpesas do Rio de Janeiro, as analises
foram realizadas através de inducdo quimica parssémde gametas com injecao de 1b0
da solucdo de KCI 0,5 M nas gdnadas dos animaiss Agdertilizacdo dos animais, as células
foram observados por microscopio oOptico para amaliss estagios de desenvolvimento
embriondrio. Durante 15 meses, entre 0os mesesvdesfm de 2022 a abril de 2023, foram
realizados mensalmente as experimentacdes do métadodestrutivo pard. lixula,
utilizando o minimo de 20 animais, respeitando riop® da primeira quinzena de cada més.
386 ouricos-do-mar receberam o método quimico pédo. Deste montante, apenas dois
animais nao sobreviveram apds os ensaios, engB@8dtalo total de espécimes testados se
mantiveram saudaveis e devolvidos ao seu habitatrataapds os ensaios. Os animais
utilizados na experimentacao tiveram desovas estraeses de fevereiro de 2022 a setembro
do mesmo ano, porém, somente a partir do més dmrdar2022 foi realizado o experimento
com fertilizacdo. Apresentando a maior quantidaelardmais ovados para o més de junho, o
percentual de desenvolvimento a pluteus chegou agpen 30% apdés a incubacao,
apresentando 3% de prisma (estagio embrionariglptéus), 40% para ovos fecundados, e
um percentual de 27% em O6vulos que nado fecunddtfuguanto para o més de julho o
percentual de desenvolvimento a pluteus atingialorvde 80%, considerando este o valor
minimo para utilizacdo em ensaios ecotoxicologeas maior valor atingido durante toda a
experimentacdo. Foi observado também o percemuastagio de prisma em 12%, 4% para
desenvolvimento embrionario, 3% para ovos fecunslagoapenas 1% em Ovulos néo
fecundados. O método néo destrutivo proposto ajdieaespécid. lixula se mostrou eficaz
quanto a preservacdo dos animais, sendo devolgadodaveis ao habitat natural apés os
ensaios, com desovas atipicas para o periodo, cadgzaos estudos anteriorAslixula se
mostrou inviavel neste estudo de reproducdo, ctm mecessita-se de novos estudos para
avaliar a periodicidade reprodutiva da espécie coma duracdo de tempo maior das que
foram realizadas neste trabalho.

Palavras-chave: ABNT; bioindicadores; ecotoxicaggnétodo ndo destrutivo; ourigo-do-
mar; reproducao in vitro.



ABSTRACT

ALCANTARA, Alessandra AraujoNon-destructive methodology in the extraction of
gametes from Arbacia lixula Linnaeus, 1758 (Echindiea: Arbaciidae) for the use of
embryos in bioassays2023. 77 f. Dissertacao (Mestrado em Oceanograftegculdade de
Oceanografia, Universidade do Estado do Rio deirdari@io de Janeiro, 2023.

Sea urchin embryos act as tools for detecting ffieets of chemical pollutants, mainly
in water, and the ABNT NBR 15350 standards recontm@&turning organisms to the sea
after obtaining gametes, making it important toaobprocedures of induction and extraction
of gametes from adult sea urchins that reduce theafity rate, or that are completely non-
destructive. Observing, therefore, it was necestaoptain less invasive methods, or that are
totally non-destructive, reducing the mortalityesof the animals. Therefore, the objectives
of the present study were to develop a non-desteichethodology for gamete extraction
using the unconventional specidacia lixula, in addition to validating the technique iof
vitro reproduction and development up to the pluteusghand with this, to contribute to the
improvement of standards and the legislation raggrioassays with sea urchins (ABNT
Norms, IBAMA Deliberation). 386 sea urchins werdl@ced from two beaches in Rio de
Janeiro, the analyzes were performed through clanmmduction for the emission of gametes
with injection of 150uL of 0.5 M KCI solution in the gonads of the anisalAfter
fertilization of the animals, the cells were obsehby optical microscope for analysis of the
stages of embryonic development. For 15 monthsydest February 2022 and April 2023,
monthly trials of the non-destructive method forixula were carried out, using a minimum
of 20 animals, respecting the period of the fimtrfight of each month. 386 sea urchins
received the optimized chemical method. Of this amoonly two animals did not survive
after the tests, while 384 of the total specimessetd remained healthy and returned to their
natural habitat after the tests. The animals usethé experiment spawned between the
months of February 2022 and September of the saag however, the experiment with
fertilization was only carried out from March 202Rwards. The highest number of ovate
animals was observed the month of June, the pagerdf development to pluteus reached
only 30% after incubation, with 3% of prism (predgus embryonic stage), 40% for fertilized
eggs, and a percentage of 27% in eggs that aremiized. While for the month of July, the
percentage of pluteus development reached the whl88%, considering this the minimum
value for use in ecotoxicological tests and thehésy value reached during the entire
experiment. The percentage in prism stage was a@served in 12%, 4% for embryonic
development, 3% for fertilized eggs and only 1%nan-fertilized eggs. The proposed non-
destructive method applied to théA. lixula is effective in terms of the preservation of the
animals, being returned healthy to the natural taalifter the tests, with atypical spawning
for the period, compared to previous studids,lixula proved to be unfeasible for this
reproduction study, therefore, further studies aeeded to evaluate the reproductive
periodicity of the species with a longer duratidnime than those carried out in this work.

Keywords: ABNT; bioindicators; ecotoxicology; naestructive method; sea urchin;vitro
reproduction.
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INTRODUCAO

Em todo o mundo, ecossistemas marinhos costemoinoam sofrendo pressao
implacével, ocasionados pela a destruicdo dosataptendo a poluicdo por metais pesados,
plastificantes, compostos organoestanicos, farmdedgizantes e pesticidas agricolas como
uma seéria ameaca ao ambiente marinho e costeimdodea sua alta toxicidade e
bioacumulacao (Wells, 1999; Bila & Dezotti, 2003ifdoggi et al., 2017; Gray et al., 2019).
O resultado dessas alteragcdes provoca uma quedaada da biodiversidade marinha, em
funcdo da desestruturacdo do ambiente fisico, qaimialteracdes na dindmica e estrutura
das comunidades bioldgicas (Callisto et al., 2005).

Para cada agente poluidor ou a um fator naturalpgsea ser um potencial poluente
existem grupos taxonO6micos diretamente relacion&@adlisto et al., 2005), atuando como
principais ferramentas na avaliagdo da estrutunidgica de cada comunidade e populagbes
(Docile & Figueird, 2013). Os mais utilizados s@peles capazes de diferenciar fenébmenos
naturais e estresses de origem antropica, que psdemelacionados a fontes de poluicdes
pontuais ou difusas, por possuirem caracterisecadogicas conhecidas, podendo assim,
responder as modificacbes do ambiente através dmmmas na estrutura das populacdes
(Callisto et al., 2005, Prestes & Vincenci, 201@pmo no caso das comunidades
fitoplanctonicas, que pode indicar mudancgelgnaticas ja que estas influenciam a
comunidade em termos da taxa de crescimento ddacébundancia, composicao e
distribuicdo de seus tdxons (Teixeira de Lima et2819), assim como as cianobactérias que
sdo indicadoras do estado tréfico dos ambierdesjue sdo encontradas em ambientes
impactados, especialmente aqueles sujeitos a izaigad (Mesquita, 2019).

Os moluscos bivalves sdo frequentemente usadosstmos de poluicdo, pois sao
bons acumuladores de metais tais como o cobrehatopo caddmio, o chumbo, o niquel e o
zinco (Beiras et al., 2003; Markich, 2017); asswmmo os moluscos gastropodes podem ser
utilizados como bioindicadores dos efeitos biolégicos, como o inggoem fémeas,
ocasionados pelo efeito do tributilestanho (TBTi) paiito tempo utilizado nas composi¢cdes
de tintas antiincrustantes nos cascos de embacégédetos et al., 2009; Toste et al., 2013,
Artifon et al., 2016). Estes compostos organicosstanho provocam o surgimento de érgaos
masculinos ndo funcionais em fémeas, sendo irrieetre provocando a esterilizacdo das
espécies (Fernandez et al., 2002; Fernandez, 28489)n como esses moluscos, os embrides

e larvas de outros invertebrados marinhos, comardgpodas, podem também ser bons
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bioindicadores de efeitos de substancias de medai® o ferro, o cadmio, o cobre, o chumbo
e o0 zinco (Cui et al., 2018).
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Ouricos-do-mar como bioindicadores de poluicdo

Fazendo uma revisédo da literatura especifica, éiy@isdestacar a ampla utilizacao
dos organismos marinhos, desde a década de 19&tbaitoramento e bioensaios utilizados
para avaliacdo ou prevenc¢ao de impactos ambientais.

Os embrides de ourigos-do-mar atuam como ferramel®taleteccéo de efeitos destes
poluentes quimicos, como o cobre e o niquel (Tatisal.,, 2014), e em composi¢cdes
combinadas ou individuais de mercurio dissolvidahre, cadmio e chumbo (Fernandez &
Beiras, 2001).

Estudos de bioensaios realizados com embrides etgame ouricos-do-mar em testes
de desenvolvimento, reproducdo e analises de m®dutimicos, foram desenvolvidos com
sucesso por laboratorios em todo o0 mundo (Manz@4)2@ foram propostos primeiramente
por Douglas P. Wilson no inicio da década de 56 yacam novo indicador de qualidade da
agua, afirmando que embrides podem apresentalizogsjam seu desenvolvimento larval por
agentes toxicantes presentes em agua, indicandobaira qualidade dessa amostragem
(Wilson, 1951). A partir dos dados publicados peltor, inUmeros estudos que corroboram
aos de Wilson (1951), testando-os em fase emhai&al| e em individuos adultos avaliando
a sensibilidade aos efeitos de substancias trdolsagashi, 1971; Quiniou et al., 1999;
Fernandez & Beiras, 2001, Perina et al., 2011jdetlal., 2014; Brown et al., 2020).

Por sua alta sensibilidade em seu estagio langbdm de larva pluteus), séo
utilizados como modelos em estudos celulares, goeupam avaliar suas reacdes diante de
estresses na fase de desenvolvimento, tendo vastayes testes ecotoxicolégicos por
apresentarem um elevado numero de gametas, fegéitiz externa, a alta sincronia de
desenvolvimento e transparéncia embrionaria (Bestasl., 2003). O modelo utilizado
apresenta uma maior praticidade, simplicidade,eztarde caracteristicas indicadoras,
velocidade e uniformidade dos resultados por métanais faceis de serem aplicados,
visando a determinacdo dos efeitos de poluentesicps em campo ou em experimentos em
laboratorio (Kobayashi, 1971; Beiras, 2002; Beetal., 2003; Chiarelli & Roccheri, 2014).
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Em laboratério, os gametas podem ser obtidos atr@dedliversos métodos diferentes,
tais como vivissecgao, estimulo elétrico ou estmguimico (Silva, 2010; Gago & Luis,
2011).

A técnica de vivisseccdo para a extracdo de garnetesste na remocdo nas gonadas
dos ouri¢os, sendo um meétodo inteiramente invasigoessitando sacrificar o animal (Silva,
2010).

A técnica do estimulo elétrico foi primeiramentades por lwata, para obter gametas
de Heterocidaris crassispina (A. Agassiz, 1863). O método consiste na aplicatg@ulsos
elétricos através de uma corrente alternada empdoitos localizados na posicédo aboral do
animal, sobre uma placa de petri contendo aguaatq®ilva, 2010).

Okada et al. (1984) descrevem que a técnica decdio quimica da extragdo de
gametas em ouricos-do-mar é realizada através lizaggp de KCI 0,5 M na area das
gbnadas dos ouricos, feita através do posicionamamitagulhas hipodérmicas na membrana
peristomial desses animais, descrita inicialmentdwata e Fukase (1964, apud Okada et al.,
1984). Séo feitas duas aplica¢gBes, uma opostara, @tapos injetar a substancia, o animal
deve ser agitado suavemente para assegurar qlegdcsatingird as cinco gbénadas (Figura
1). A quantidade a ser injetada depende da magslhume de cada animal, variando de 1 a
10 ml de KCI, afirmam Okada et al. (1984).

Figura 1- Técnica de inducao quimica na extracégadestas em ourigcos-do-mar.

Injegdo de g )
) solugdo de KClI P s e S
o \\‘ & Gonadas R ; ‘~~&— § :

@ 0 Fonte: éil\'a. 2010.
\ \ & &
Mo (%

Fonte: Préprio autor.

Lanterna de Aristoteles

Membrana peristomial

Nota: A técnica de inducdo de gametas por estimulo qoirestd padronizada pela Norma da ABNT NBR
15350 (2006/2012).
Fonte: A autora, 2021.
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Com andlies em laboratério, Soares & Resgalla 3{2d16), testaram para investigar
o grau de sensibilidade entre trés espécies de;osuio-mar,Lytechinus variegatus,
Echinometra lucunter e Arbacia lixula (Linnaeus, 1758), no litoral de Santa CatarinasiBra
aos efeitos contaminantes de cinco substanciasicqpsmCu, Cd, Cr, Pb e SDS (dodecil
sulfato de sodio), molécula utilizada como surfatanidonico com propriedades detergente.

Zuhiga et al. (1995) realizou também bioensaios gametas dérbacia spatuligera
(Valenciennes, 1846) se mostraram eficazes parsesmde amostras de agua poluida na
Baia de San Vicent e Baia de Concepcion, que @oeliespejo de efluentes domeésticos e
residuos quimicos diariamente no Chile.

Embrides de ouricos-do-mar foram utilizados emisesin loco, como descreveram
Quiniou, et al. (1999), em um estudo sobre impad®svarios tipos de substancias, em
ambientes costeiros, tais como na Baia de Breddratanha Ocidental, na Franca, onde
amostras de agua coletadas de varios pontos pissdévpoluicdo foram analisadas atraves de
populacbes de larvas saudaveis de ouricos-do-magsgeacieSphaerechinus granularis
(Lamarck, 1816) ouricos-do-mar encontrados dessleloeste da regido do canal da Mancha
inglés até o golfo da Guiné, incluindo o mar Meudé@ereo. As alteracbes como atrasos e
anormalidades no desenvolvimento embrionarioSdgranularis observadas neste local
podem estar ligadas ao despejo de metais pesadmslas de residuos pirotécnicos, mas
também ao despejo de pesticidas de origem agrizalancentragdes de TBT (tributilestanho)
e HPAs (hidrocarbonetos policiclicos aromaticosadEas urbanas e atividades portuarias de
forma que os ouricos foram utilizados nesse estodw sentinelas ambientais.

Na Italia, Morroni et al. (2018), utilizaram testaés toxicidaden situ com embrides
de Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) como método para investigar sewafragio no
Navio Cruzeiro Costa Concordia na llha Giglio (Tarsa, Italia), poderia ter atuado como
fonte de poluicdo por substancias quimicas. Edtiedesteve como objetivo validar uma
camara de exposicdo especifica para a exposicitu de embrides dP. lividus para obter
uma metodologia definida para a realizacéo do tstxicidade embrionaria de ouri¢o-do-
mar em condi¢cdes de campo.

As normas da ABNT NBR 15350 (2006), recomendadewlucédo dos organismos
ao mar apos a obtencdo de gametas, tornando-setamjgoque se obtenham procedimentos
de inducdo e extracdo de gametas de ouricos-doahaltos que reduzam a taxa de
mortalidade, ou que sejam totalmente nédo-destsytiuwtilizando matrizes destes animais
ovados, afim de evitar desgastes fisicos em matdeasideradas inviaveis para 0s ensaios
(Bastos, 2009).
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Anteriormente, o0s testes ecotoxicoldgicos no iBrasham sendo realizados com a
espécid_ytechinus variegatus, que se mostrava mais facil de se utilizar, cosoda durante o
ano inteiro, embora nédo fosse considerada umaiesg@undante na costa brasileira.

Com 0 uso excessivo da espécie a densidade pagmdhdiminuiu na natureza, e o
seu uso foi suspenso pela portaria do MinistériMdm Ambiente n°445, de 17 de dezembro
de 2014, retificada pela Portaria MMA n° 98, ded#Babril de 2015, sendo substituida por
Echinometra lucunter. Essa espécie, apesar de ser a espécie mais coengosta, tem se
mostrando pouco viavel para bioensaios de rotin@a wez que a espécie apresenta um
periodo de desova sazonalmente marcada, tendoréeife no verdo para emissédo de
gametas, na latitude do Rio de Janeiro (Aradjo8201

Bastos em 2009, realizou estudos no Laboratorieodéoxicologia Marinha da FAOC
(Faculdade de Oceanografia) da UERJ (UniversidadEsiado do Rio de Janeiro) sobre a
viabilidade das técnicas de extracdo de gameta®miaddas pela Norma da ABNT, tais
como estimulo elétrico e estimulo quimico, e compuoque ambos 0s métodos sao
extremamente nocivos as matrizes de ouricos-dotsradtp sido observada uma taxa elevada
de mortandade dos animais para cada experimento.

Sendo assim, se fez necessario a obtencdo de raétmims invasivos, ou que sejam
totalmente ndo destrutivos, diminuindo as taxasdealidade dos animais.

O método nédo-destrutivo originalmente propostio peboratério de Ecotoxicologia
Marinha (FAOC/UERJ), consiste em estabelecer unidine seguranca para que 0s animais
utilizados como matrizes para a extracdo dos ganpeta 0s testes toxicoldgicos entrem na
padronizacdo de bioensaios estabelecidos pelasasodan ABNT de 2006, valendo até o
presente (NBR 15350:2012), que indica a devolugioodganismos ao mar ap0s a obtencgéo
dos gametas.

Silva (2010), desenvolveu uma metodologia natrates aplicada com sucesso para
Echinometra lucunter, que comprovou que o estimulo quimico, realizaolm injecdes de
KCI otimizadas, ou seja, em volumes menores, teenaienos agressivo. Dessa forma se
torna possivel alcancar o objetivo de preservaarimais, seguindo a recomendacédo da
norma ABNT (2006) e devolvé-los vivos ao mar ap8sestudos. O estudo em questdo
também comprovou a eficacia de 93% de acerto préticindice de condi¢cdo adaptado para
ouricos do mar, proposto por Bastos (2009), o gostra que com a utilizacdo desse método

ja seria possivel obter uma enorme preservacaoutaos.
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Como citado anteriormente, existem normas que rdetam quais os tipos de testes e
guais espécies sao liberadas para serem utilizagabioensaios, no Brasil. As espécies
regulamentadas eram apends ®@ariegatus e E. lucunter. Contudo, a ultima versédo da NBR
15350 de 2023 incluirbacia lixula junto com as espécies anteriores. Mas os limites pa
injecdo de KCI, de 5,0 mL para as duas primeirgee@es e 1,0 mL para a segunda
continuam letais, conforme nossos experimentos.

Como vimos, em termos de sobrevivéncia das matriegesa regulamentacao se
mostrou falha, pois os métodos ainda sdo invagiaos os ouricos. Essa problematica é tdo
séria que, com a crescente demanda dos testexieoliigicos e da mortandade que 0s
acompanham, foi preciso proibir o uso da espécigariegatus para este tipo de estudo
(MMA, 2014). A baixa populacional foi tdo grandeeqocasionou a extingdo dessa espécie
em Varios pontos da costa brasileira.

Assim, tem-se a necessidade de utilizar a outr@cespegulamentada. Por também ser
uma espécie muito abundante na costa brasileineeditava-se que seria possivel a
substituicdo da espécie anterior fer lucunter. Porém um novo estudo realizado no
Laboratério de Ecotoxicologia Marinha da FAOC/UERR#aujo, 2018), mostrou que esta
espécie possui seu periodo reprodutivo marcadeate@com a sazonalidade (Grafico 1), o
gue inviabiliza o0 seu uso para este tipo de testerayo do ano.

Gréfico 1- Percentual de desovas da esjxebimometra lucunter entre os anos de 2015 e 2018.

Percentual de E. lucunter com desova ao
longo dos meses
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Fonte: Extraido de Adriana Araujo, Relatduoalitec, 2018.
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Com a problemética da reproducdo sazondt.dacunter, iniciou-se mais uma vez a
busca por uma espécie alternativa, que possuisseiardsticas parecidas com as anteriores e
obtivesse também uma boa abundancia na costaeimaspara que assim fosse possivel
iniciar testes para averiguar a possibilidade de us

Diante dessa demanda, Araujo (2018) comeca os osstomin a espéciérbacia
lixula, a fim de entender suas caracteristicas e seadpearéprodutivo. Os testes preliminares
obtidos foram satisfatérios no que tange ao perimgowodutivo, de acordo com dados
expressados na tabela onde foi possivel realizexmarimentos (Tabela 1).

Tabela 1- Frequéncia de experimentos entre osdm@817 e 2018 cowvrbacia lixula.
Més Abrl7 Mail7 Junl? 17 Agol7 Setl7 Outl? Nov17 Dez217 Janl8 Fevls Marls Abris

Inicio, sem
experimento

Legenda: Linha expressada em verde sinaliza ossnaeseealizacdo dos testes. Linha expressada eneher
marca 0s meses onde 0 experimento precisou seomigdo.
Fonte:Extraido deAdriana Araujo, Relatério Qualitec, 2018.

Pertencente a familia Arbaciidae, a espédibacia lixula descrita por Linnaeus
(1758), possui uma coloracédo que varia do marramresao preto, de carapaca avermelhada
ou negra, e com a ponta de seus finos espinhosneglicada. E caracteristicamente litoranea,
tendo preferéncia por substratos consolidado (Métral., 2008; Morroni et al., 2023).

Sua distribuicdo ocorre em Cabo Verde, Ilhas Casae Acores (llhas da
Macaronésia), Mediterraneo Ocidental e Mediterra@eental (Pérez-Portela et al., 2019),
no Brasil, ocorre na costa Atlantica da Américéddd da Venezuela até a foz do rio da Prata,
sendo uma espécie litoral de habitat rochoso qudisgtebui até 50 m de profundidade
(Maximo et al., 2008).

Vale ressaltar que pdk. lixula ser uma espécie um pouco menor que as outras, nos
experimentos realizados por Aradjo (2018) e expdss a seguir (Grafico 2), o volume
injetado da solucdo de KCI era de apenas 500 plidbeo indice elevado de desova com
este volume e com a finalidade de ser 0 menos sagoggossivel para 0os ouri¢os, a partir de

abril de 2018 os testes passaram a ser otimizadogkimes menores, entre 100 pL e 250

ML.
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Gréfico 2 - Percentual de desovasmbacia lixula.
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FonteExtraido deAdriana Araujo, Relatério Qualitec, 2018.

Para a realizacao dos testes apOs novo aprimorajferam divididos dois grupos
com 10 animais e cada grupo recebeu o volume ciéiatieriormente. Os resultados estdo
expressados a seguir na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultado das desovasudmcia lixula testadas por Aradjo (2018).

Injecdo de 100 pL: (A)  Injecdo de 250 pL: (B)
Animal Massa inicial | Volume Sexo Animal Massa inicial | Volume Sexo
1 38,75 35 — 1 22,25 20 M

2 13,40 10 M 2 30,80 25 F

3 24,20 20 F 3 30,60 25 F

4 30,80 25 — 4 19,15 15 F

5 27,25 20 M 5 24,85 20 F

6 35,20 30 - 6 28,05 20 F

7 25,20 20 F 7 24,70 20 F

8 26,55 20 F 8 27 25 M

9 12,95 10 M 9 25,25 20 M
10 16,75 15 M 10 26,45 20 F

Legenda: Desovas debacia lixula com volumes de 100 uL (A) e com volume de 250 BIL (
Fonte:Extraido deAdriana Arauljo, Relat6rio Qualitec, 2018.

Nota-se na Tabela 4, na lacuna do volume de 25@@ds os animais desovaram,
enquanto com o volume de 100 pL trés ouricos naibram gametas. Por isso, Araujo
(2018) considerou 250 pL um volume padrao e segara a continuagéo dos testes com esta
espécie.

Contudo, ndo foi possivel a continuacdo do propgwido a grave crise que a
Universidade enfrentou.
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S6 foi possivel retomar um projeto cédmnlixula em setembro de 2020. Inicialmente,
s6 foi possivel o aprofundamento da parte tedricapubjeto devido ao fechamento do
laboratorio por conta da pandemia do Coronavirupa/e pratica do estudo (testes com os

ouricos) so foi iniciada em fevereiro de 2022.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Contribuir para o aperfeicoamento das normas egialdcdo referente a bioensaios

com ouricos-do-mar (Normas ABNT, Deliberacdo do NBA).

2.2 Objetivos especificos

a) Desenvolver metodologia ndo destrutiva de extragagametas utilizando
a espécie nao convenciorabacia lixula;
b) Validar a técnica da reproducdo vitro e desenvolvimento até a fase

pluteus.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1Area de estudos

Duas ares distintas foram selecionadas para aacdéet matrizes de ourigcos-do-mar:
Praia Vermelha (Figura 2), localizada na Urca, ade do Rio de Janeiro, RJ; e a Praia de
Itaipu (Figura 3), na cidade de Niter6i, RJ, paadas comparativos de desovas de matrizes
em habitats de costdes rochosos de praias queemossaracteristicas fisicas e ambientes

diferentes.

e anc 2 i
Google O 100%  Data das imagens: 22/02/2022  TerraMetrics 400 m Camera: 2.621 m 22°57'16°S 43°0927°W

Nota: Sinalizacdo da praia em vermelho.
Fonte: Google Earth, 2023.
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Nota: Sinalizacdo da praia em vermelho.
Fonte: Google Earth, 2023.

Matrizes de ouricos-do-mar foram coletadas em p@#os possiveis de acesso no
costdo rochoso esquerdo (Figura 4) da Praia Veanelas coordenadas de latitude -
22°57'23.84” S, e longitude -43°09'47.89” O, lozalda na cidade do Rio de Janeiro,
préximo a entrada da Baia de Guanabara por ong&tara maior parte das embarcacdes que

chegam ao estado do Rio de Janeiro.

Figura 4 - Costao esquerdo da Praia Vermelha.
3 ‘.‘ SN A RSy e
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Google (O 100%

Nota: Observar os trés pontos de coletas destadaedasordo com as condi¢des do mar.
Fonte: Google Earth, 2023.

Possui cerca de 100 metros de comprimento e estdmis costdes rochosos que se

diferenciam na complexidade e declividade (Sihal,®. Possui uma profundidade variando
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entre 2 e 10 metros e normalmente a temperatuéguia é em torno de 18 °C a 24 °C, tendo
uma temperatura média de 23,7 °C e a umidadevielatde 78% ao nivel do mar (Bastos,
20009).

A. lixula € muito abundante e esta distribuida entre osn®,® 5,0 metros de
profundidade (Figura 5).

Figura 5 Coleta da. leula no costéo esquerda da Prala Vermelha Urca

Legenda: Fotografia 5(a): Coleta Aldixula a 3 m de profundidade da superficie. Fotograti: Hxtenséo do
costdo com comunidades Aelixula com artefato de pesca descartado de forma irnegula
Fonte: Fellipe Garcia Leite, Laboratério de Ecotokbgia Marinha, FAOC/UERJ, 2022.

A Praia de Itaipu esta localizada na regido oceadia cidade de Niteréi, com
coordenadas em latitude -22.9667 22° 58' 0" Sngitude -43.0667 43° 4' 0" O, no bairro de
Itaipu, tendo aproximadamente 1000 metros de eXteriSla € a Unica praia oceénica do
municipio a ser caracterizada por suas aguas bastaimas, que ocorre devido a formacgéo
de enseada. O costdo a esquerda (Figura 6) é @elarpelo Morro das Andorinhas, que faz
limite com a Praia de Itacoatiara.

Figura 6 - Costao esquerdo da Praia de Itaipu.

Nota: Observar os dois pontos de coletas destackdasordo com as condicdes do matr.
Fonte: Google Earth, 2023.
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3.2Coleta e aclimatacdo dos ouricos em laboratério

As coletas foram realizadas mensalmente entre gssrage fevereiro de 2022 a abril
de 2023 com periodicidade marcada para a primeirizgna de cada més, com o apoio de
um mergulhador parceiro do Laboratério de Ecotdrigia Marinha (FAOC/UERJ)
(LABTOX), com mergulho em apneia, em profundidad=lia de 3 metros.

Em minimo, 20 animais adultos foram coletados msprartados para o LABTOX em
caixas de isopor refrigeradas.

Apb6s a chegada ao laboratdrio com temperatura atebén 22°C, os animais eram
condicionados para ambientacdo em dois aquariggloe com capacidade de 20 litros cada,
com agua do mar (natural ou artificial) em tempeemeédia de 20°C, aeradores elétricos,
filtros de carvdo ativado e la acrilica. Um tergeaiquario de 10 litros foi utilizado como
“aquario de apoio” (aquario “H” ou “hospital” paanimais que respondessem de forma
negativa aos tratamentos dos bioensaios (Figura 7)

Figura 7 - Aquarios de vidragaondicionamento dos ouricos-do-mar em labomatori
o s 2| —

A | » =

Nota: Aquario H utilizado como apoio pra animaigui@s ou que ndo responderam
de forma positiva @psaios.
Fonte: A autora, 2022.

Todos os animais foram monitorados durante 48 hapas o fim dos ensaios, e 0s
gue apresentavam boa saude, se fixando bem aspatechquario e com perda minima de

espinhos e se alimentando perfeitamente, eramvddeslao seu habitat natural.
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3.3Metodologia de analises

3.3.1 Biometria

3.3.1.1 indice de condi¢do adaptado para ouricoreo-

Como método de medicdo e pesagem da massa codaorahtriz de ourico a ser
induzida, foi feita a pesagem dos animais atraeebalanca semi-analitica com precisdo de
até 0,05 g e medi¢do do volume de cada individtavés do método de deslocamento de
volume. Utilizando o béquer de 2000 mL, foi colozaéigua até a faixa de 1800 mL,
introduzido separadamente cada ourico no béquata®,eo valor final do deslocamento da
agua que foi verificado através das provetas gaaijdoi registrado em planilhas.

Apos isto, € feita a injecdo de 1pD da solucdo de KCI 0,5 M e apds cinco minutos,
com o animal tendo emitido ou ndo gametas, é sefeipesagem descontando a massa
convertida de 15QL de KCI (Figura 8). Para que assim, seja possioehecer a massa do

animal antes e depois da emissao dos gametas.

Figura 8 - Deslocamento de volume e inje@&@l a 150uL através de agulhas
hipodérmicas aplicadas na membrana peristomial teula

Nota: Volume de deslocamento medido em béd@@000 mL e em seguida a aplicacéo de
KCl a 150pL.
Fonte: A autora, 2022.
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Ao final dos experimentos, estes resultados forémtagos em um grafico de trés
variaveis, sendo elas: volume fixo, peso de massali e peso de massa final apés a desova.
As retas foram ajustadas pelo método dos minimagrgdos, utilizando o software Excel,
formando duas linhas, uma com valores mais altess{derados os animais ovados) e uma
com valores mais baixos (para animais que nao demmy, como ocorreu col lucunter

quando esse teste foi realizado no laboratoricu(gig).

Figura 9 - Gréfico do indiceatdicao par&chinometra lucunter

Indice de Condicao y = 0,0538x + 14,913
y = 0,9162x + 13,386
120,00 -
100,00 -+
80,00 +
5 ¢ Massa Inicial(g)
% 60,00 -
% m M Final Corrigida
=
40,00 - ——Linear (M Final
Corrigida)
20,00 - ——Linear (Massa
Inicial(g))
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00
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Fonte: Bastos, 2009. Labatatde Ecotoxicologia Marinha FAOC/UERJ.

3.3.1.2 Inducéo de extracdo de gametas nas madiogasrganismos testados

Foi aplicada a técnica de inducdo quimica na exéralg gametas em ouricos-do-mar,
sendo realizada através da aplicacdo de KCI 0,5aMrea das gbnadas dos ouricos, feita
através do posicionamento de agulhas hipodérmaasambrana peristomial dos animais.

Foram realizadas duas aplicagfes, uma oposta a. Afps injetar a substancia, o
animal foi agitado suavemente para assegurar gselugdo atinja as cinco gonadas. A

guantidade a ser injetada dependeu da massa e evalancada animal. Para a espékie
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lixula, foi usado volume de 150 de KCI como uma adequacdo do estudo original jaral
(2018).

3.3.1.3 Fertilizagan vitro e desenvolvimento embrionario a larva pluteus

A fertilizag&o foi realizada a partir de solucbesdulos e espermatozoides em agua
salina artificial para um melhor desenvolviments @mbrides a pluteus e livres de qualquer
contaminacgdo oriundas do ambiente marinho.

Preparacao da 4gua salina artificial (solucéo deetms e lavagem dos 6vulos):
a) A agua artificial teve sua salinidade igual a dor mas aquarios dos
ouricos-do-mar, entre 33 psu a 34 psu;
b) para o preparo de 33 psu de salinidade é precsar 36g de sal marinho

(Ocean Tech) na balanca semi-analitica para 1dgde destilada.

Extracdo de gametas:
a) Para a extracdo de gametas femininos foi utiliaatiobéquer de 100 mL
com agua salina artificial até a faixa dos 100 figyra 10);
b) a extracdo de gametas masculinos foi realizadeéstida pipeta automatica
500 uL diretamente do orificio aboral do animal e transfo para um béquer
de 100 mL sobre recipiente refrigerado com culeogedo (Figura 10).

Figura 10 - Inducéo por estimulo quimicx&agao de gametas femininos e masculinos.

Fonte: A autora, 2022.
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Lavagem dos 6vulos:
a) Para facilitar a fertilizagdo, a membrana vitelnicdos ovulos foi

desintegrada através de lavagens com agua sdiiin@edr os ovulos coletados

em béquer de 100 mL de agua salina e foram filgao peneira de malha
com mesh de 0,62 um, adicionando mais 100 mL da sajina em béquer de
500 mL;

b) apods a filtragem, os 6vulos permaneceram em deg@nfeor 30 minutos;

c) os 6vulos decantados foram coletados através agtapgutomatica de 500
uL (descartando os 6vulos sobrenadantes) e postdsguer de 500 mL para

a solucao de 6vulos.

Solucéo de 6vulos:
a) Em béquer de 500 mL foi adicionado a quantidadel daL de 6vulos

lavados para 200 mL de &gua salina artificial;
b) o volume de &agua salina artificial foi testada p&a mL, 100 mL e

otimizada para 200 mL.

Solucédo de espermatozoides:
a) Em béquer de 100 mL foi adicionado 0,5 mL de liquedpermatico para

24,05 mL de 4gua salina artificial.

Solucéo de fertilizagéo:
a) Solucdo espermatica a 25 mL foi acrescentada &&mlde Ovulos em
béquer de 500 mL;
b) apos a homogeneizacao da solucao de fertilizagéprdciso aguardar por
1 hora na incubadora a 25 °C para que o desenvaiorembrionario celular
chegasse ao menos a divisdo de duas células. tagta fei constatada por
visualizagado microscopica;
c) A incubacéao foi testada em 27 °C, 26 °C e otimizada °C.
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Separacdo das células fertilizadas para desenvatona pluteus:
a) Com o auxilio da camara de Sedwick-Rafter e obgéovanicroscoépica,
100 células em desenvolvimento celular puderamsseparadas para cada
réplica do experimento, através da pipeta de Padeevidro em quantidade de
1 mL de solugéo de fertilizacdo, e transportadas fpgoos de ensaio a 3 mL de
agua salina artificial;
b) os tubos de ensaio com cada réplica do experimeono 0 total de 4 mL (1
mL solucdo de ovos fertilizados + 3 mL de aguansalartificial) foram
incubados em temperatura a 25°C, otimizados deBGtpara 42 horas para o

desenvolvimento a pluteus.

3.3.1.4 Andlise microscépica do desenvolvimentor@nhrio

Apos o periodo de 42 horas de incubacdo na estufaterial contido nos tubos de
ensaio foi pipetado em 1 mL na camara de SedwidteRa& analisado no microscépio da
marca Nikon e modelo H550S. Todo o material de ¢ata foi analisado nas objetivas de
40x e 100x, respeitando a quantidade maxima de pard.cada observacao.

Para a quantificacdo do resultado dos experimdntasn organizados 5 estagios de
desenvolvimento: 6vulos, ovo fecundado, desenvauim embrionario, prisma e pluteus; de
acordo com estudos de Maximo et al. (2008).

Os estagios de desenvolvimento foram quantificadcsda observacéo de 100 células

e plotados em planilhas de observacéao.
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3.3.2 Experimentacdo complementar de desova

3.3.2.1 Anélise de dados de temperatura da agosado

Para esta andlise, foram utilizados dados ocedimmgala boia RJ4 (22°58'18” S /
43°9'1" O) localizada préxima a Praia Vermelha, Sistema de Monitoramento da Costa

Brasileira (SIMCosta), que foram acessados atrdoéste do programa (Figura 11).

Fortaleza de Santa @
Cruz da Barra

Forte Imbuhy & %
%

Google Ataihos do teciado | Dados cartograficos 82023 Google Imagens 82023, Arbus, CNES / Arbus, Landsat | Copemicus, Maxar

Nota: Boia RJ4 SIMCosta sinalizada em vermelho.
Fonte: simcosta.furg.br. Acesso em 2023.

Foram baixados dados de 28 de agosto de 2017 a fe#heiro de 2023. Entretanto,
foram selecionados somente os dados referentesi@sss em que houveram experimentos
com A. lixula no laboratério de Ecotoxicologia Marinha da FAOERJ, em setembro,
novembro e dezembro de 2017; janeiro, fevereirorié de 2018; de fevereiro a dezembro de
2022 e janeiro de 2023.

Em seguida, os dados foram tratados e separadgagmilihas utilizando o software
Excel.
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Foi calculada a média semanal da temperatura da dg mar, com o intuito de
analisar se existiam diferencas significativas eers médias semanais dos experimentos
realizados por Araujo (2018) e o estudo atual.

Para as temperaturas médias semanais referenfasmamro estudo cond\. lixula,
foram utilizadas as temperaturas médias diariag goaneiros dias de cada més, e com esses
dados foram realizadas as médias da semana enbtipenmos a coleta dos animais.

No entanto, o tratamento dos dados referentestadoeatual foi realizada a partir da
temperatura média diaria da data em que houve etacdlos ouricos-do-mar e para a
realizacdo da temperatura média semanal foramadiis os dados de 7 dias anteriores a data
da coleta. Todas as médias citadas anteriormeram focalculadas através do Excel.

3.3.2.2 Experimento de avaliacao de volume poradagsio

Para os testes de avaliacdo de volume de cadalgumdessecacéao, foram utilizados
14 ourigos-do-mar coletados na Praia Vermelha.

Os animais tiveram dois tipos de tratamentos ndiagé® de perda de massa por
evaporacdo de agua, de 5 e 15 minutos para que araneal pudesse dessecar ao ar,

verificando o seu peso inicial e peso final apdada tipo de tratamento

3.3.2.3 Experimento de comparacéao entre os peritalestudo

Os dados de desovas foram comparados com 0s erpévsnrealizados por Araudjo
(2018) entre os meses de maio, junho, agosto, besemovembro e dezembro de 2017,
janeiro, fevereiro e abril de 2018 e os experimenéproduzidos entre 0os meses de fevereiro
a dezembro de 2022, e entre janeiro a abril de,Z#ftlindo pelas quatro estagdes climaticas

do ano: veréo, outono, inverno e primavera.
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3.3.2.4 Experimento de efeito da agua marinhaa@alife agua marinha natural

Apos a chegada dos animais secos no laboratoradroggrupos de ouricos foram
separados em quatro aquarios de 20 litros parapesimentos de observacdo de desova em
animais aclimatados em dois diferentes tipos dasigdgua marinha artificial e agua marinha
natural.

16 animais coletados na Praia Vermelha foram atdidoes em agua marinha artificial
e 16 em agua marinha natural.

Para os animais coletados na Praia de Itaipuufi8os foram aclimatados em agua

marinha artificial e 19 em agua marinha natural.

3.3.2.5 Experimento de efeito de local de coleta

Foi realizada uma experimentacdo comparativa etii@s praias distintas, Praia
Vermelha, localizada na Urca, e a Praia de Itagm, Niter6i, na avaliacdo dos periodos
reprodutivos dé\. lixula de dois habitats diferentes.

32 animais foram coletados na Praia Vermelha, eniquz8 animais foram coletados
na Praia de ltaipu. Todos os animais foram tranagos até o laboratorio e aclimatados em

diferentes aquérios, onde permaneceram até odusaénsaios.
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4 RESULTADOS

4.1 Método néo destrutivoA. lixula

4.1.1 Eficicia do método ndo destrutivo

Durante 15 meses, entre os meses de fevereiro 22 20abril de 2023, foram
realizados mensalmente as experimentacdes do métadodestrutivo pard. lixula,
utilizando o minimo de 20 animais, respeitando oge da primeira quinzena de cada més
(Gréfico 3).

386 ouricos-do-mar receberam o método quimico pédu. Deste montante, apenas
dois animais ndo sobreviveram apos 0s ensaiosantw384 do total de espécimes testados
se mantiveram saudaveis e devolvidos ao seu hahitatal apds os ensaios (Gréfico 4).

A validacdo da saude dos animais se baseou emvabdercomportamental, onde se
avaliou a sua boa locomocéo, alimentacéao, fixaggmeéedes dos aquarios e minima perda de

espinhos apos dois dias de observacao em labaratoéri

Grafico 3 - Quantitativo de animais utilizadosmealmente em cada experimentagdo

Total de animais testados mensalmente

RI0 22VALOR21 42 20 24 21 20

Animais
testados

0 50 100 150 200 250 300 350 400
mfev/22 Emar/22 mabr/22 mmai/22 ®jun/22 ®Wjul/22 Wago/22 mset/22

Hout/22 Enov/22 mdez/22 WMjan/23 Mfev/23 mWmar/23 W abr/23

Fonte: A autora, 2023.
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Os experimentos mensais foram realizados com umeralamostral de no minimo 20
animais, tendo os meses de outubro de 2022 ed#bP023 um numero amostral bem maior
devido aos experimentos extras realizados nestaslps.

Para 0 més de outubro de 2022 foram realizadoseapisrimentos, contendo 22 e 20
animais respectivamente.

Em abril de 2023 foram realizados quatro experim®mnjue comparamos os testes de
desovas entre duas praias distintas, Praia Verneeth®raia de Itaipu, com aclimatacdao dos
ouricos em agua do mar artificial e em agua do madural, coletada diretamente da Praia
Vermelha. Os animais coletados na Praia de Itaipanf utilizados somente nos

experimentos dos més de abril de 2023.

Gréafico 4 - Quantitativo de animais devolvidos sawgs ao habitat natural e animais mortos apds a
experimentacao

Quantitativo apds os ensaios

400
350
300
250
200
150
100

50

Numero total amostral

ALY

Animais saudaveis devolvidos Animais mortos
ao habitat

Fonte: A autora, 2023.

4.1.2 Dados indice de condicao

Dados do indice de condicionamento realizado araes valores de massa inicial,
medida de volume de deslocamento e valores da nfasslaforam contabilizados e
agrupados em graficos de dispersdo de dois emnaeses para uma melhor visualizacéo
(Graficos 5, 6, 7, 8,9, 10, 11 e 12).
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Gréfico 5 - indice de condicéio adaptado para osrilmmar dos meses de fevereiro e marco de 2022

indice de condicdo fev/mar 2022
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Fonte: A autora, 2023.

Dados expressados no Grafico 5 mostram a emiss&gamietas para 0s animais
coletados entre os meses de fevereiro e marco2f 2@licados pelos pontos azuis e laranjas
gue sinalizam os valores de peso de massa inicigleso de massa final de cada animal apés
serem testados por inducdo quimica na extracdcanetgs, que se distanciam entre eles,
significando valores expressivos de perda de mdssante as desovas. Estes pontos
demonstrativos de animais ovados sobrepfem aa ldasaretas que também se distanciam
entre elas.

Para expressar os dados de animais que ndo dewoeatee 0S meses, 0S pontos
tendem a estarem mais préximos, demonstrando urormator de perda de massa de cada
animal, expressando pouca ou nenhuma desova. bessea diferenca de massa € devida a
perda de agua (ver experimento de dessecacaoadmtdpico 4.1.3.1).

Dos 44 animais utilizados para os testes entre esesnde fevereiro e margo, 100%
dos animais tiveram sobrevida e foram devolvidoseabhabitat natural apos os ensaios.

Os teste de reproducédo foram realizados somentearés de marco, enquanto a
metodologia ainda estava em desenvolvimento no deéievereiro, otimizando apenas 0s

testes de inducéo quimica.
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Gréfico 6 - indice de condicéio adaptado para osrilmmar dos meses de abril e maio de 2022
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Fonte: A autora, 2023.

O Gréfico 6 representa a emissdo de gametas parsdroais coletados entre 0s meses
de abril e maio de 2022, indicados pelos pontossazlaranjas que se distanciam entre eles,
significando valores expressivos de perda de mdssante as desovas. Estes pontos
demonstrativos de animais ovados sobrepfem aa lifesaretas que também se distanciam
entre elas, caracterizando assim, os valores dma#nique desovaram durante 0s
experimentos.

Pontos azuis e laranjas sinalizados mais proximesentam o valor de cada animal
gue expressou pouca ou henhuma desova. Nesseaddiferenca de massa € devida a perda
de agua (ver experimento de dessecacao adianépico #.1.3.1).

Dos 42 animais testados durante os meses de abndie de 2022, todos tiveram

sobrevida e foram devolvidos ao seu habitat naapés$ os ensaios.
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Gréfico 7 - indice de condicéio adaptado para osrilmmar dos meses de junho e julho de 2022.
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Fonte: A autora, 2023.

De acordo com os dados expressados no Graficoifeoca emissao de gametas para
0s animais coletados entre os meses de junho @ ¢lt2022, indicados pelos pontos azuis e
laranjas que se distanciam entre eles, significaralores expressivos de perda de massa
durante as desovas. Estes pontos demonstrativasimi@is ovados sobrepdem ao linear das
retas que também se distanciam entre elas, caracido assim, os valores de animais que
desovaram durante os experimentos.

Para os animais que ndo desovaram ou apresentasmvadndo significativa durante
este periodo dos testes, 0s pontos tendem a sdragrem entre eles, seguindo pelo linear
mais proximos entre aos pesos inicial e final déacanimal ndo ovado. Nesse caso, a
diferenca de massa é devida a perda de agua (perimento de dessecacdo adiante no
topico 4.1.3.1).

Dos 42 animais testados durante os meses de jufiibcede 2022, todos tiveram

sobrevida e foram devolvidos ao seu habitat nagpa$ os ensaios.
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Gréfico 8 - indice de condicéo adaptado para osfitm>mar dos meses de agosto e setembro de 2022
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Fonte: A autora, 2023.

Dados expressados no Grafico 8 mostram pouca emilesgametas para 0s animais
coletados no més de agosto de 2022, indicados plosds azuis e laranjas que se
aproximam entre eles, significando valores de paucaenhuma desova, representados pelo
baixo valor de perda de massa durante os expeoseNesse caso, a diferenca de massa €
devida a perda de 4gua (ver experimento de desgead@nte no topico 4.1.3.1).

Para os animais coletados em setembro de 2023la®y de desovam aumentaram,
sendo demonstrados pelo distanciamento entre deganuis e laranjas representando cada
animal testado, de acordo com o distanciamentdirtkeres.

Todos os 41 animais utilizados na experimentac&tedeeriodo tiveram sobrevida e

foram devolvidos ao seu habitat natural apés osiesns
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Gréfico 9 - indice de condicdo adaptado para osfitmbmar do més de outubro de 2022 com dois testes
experimentais.
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Fonte: A autora, 2023.

Dados expressados no Gréafico 9 mostram pouca dwnenemissdo de gametas para
0s animais coletados no més de outubro de 2022anhas pelos pontos azuis e laranjas que
se aproximam entre eles, significando valores degmu nenhuma desova, representados
pelo baixo valor de perda de massa durante osiegr@os. Nesse caso, a diferenca de massa
€ devida a perda de 4gua (ver experimento de @gesgeadiante no topico 4.1.3.1).

Com duas experimentacdes de desova para o médudwaws dados mostram que
42 animais utilizados neste periodo ndo desovaegularmente, caracterizando uma queda
reprodutiva para a espécie testada, inviabilizansldestes de fecundacdo e reprodugio
vitro.

40 animais responderam bem aos testes, sendo B0 seu habitat natural. No
entanto, dois animais ndo resistiram aos ensalegando a Obito apos a observacdo em

aguario.
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Gréfico 10 - indice de condicéo adaptado para osfitp-mar dos meses de novembro e dezembro de 2022.
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Fonte: A autora, 2023.

O Gréfico 10 demonstra pouca ou nenhuma emissagadetas para 0s animais
coletados no meses de novembro e dezembro de iBdR&dos pelos pontos azuis e laranjas
gue se aproximam entre eles, significando valores pduca ou nenhuma desova,
representados pelo baixo valor de perda de massatduos experimentos. Nesse caso, a
diferenca de massa é devida a perda de 4gua (perimento de dessecacdo adiante no
topico 4.1.3.1).

Os dados expressados apresenta nenhuma desoa deggunimais para os meses de
novembro e dezembro, inviabilizando os testes denf#gacdo e reproducéovitro.

Dos 44 animais utilizados nos testes de inducamniqgaj todos se mantiveram

saudaveis e foram devolvidos ao seu habitat natural
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Gréafico 11 - indice de condicéo adaptado para osfitp-mar dos meses de janeiro e fevereiro de 2023
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Fonte: A autora, 2023.

Dados representados no Grafico 11 demonstram nenkarissdo de gametas para os
animais coletados no meses de janeiro e fever@ra023, indicados pelos pontos azuis e
laranjas que se aproximam entre eles, significaralores de pouca ou nenhuma desova,
representados pelo baixo valor de perda de magssatduos experimentos. Nesse caso, a
diferenca de massa é devida a perda de agua (perimento de dessecacdo adiante no
topico 4.1.3.1).

Os dados expressados apresenta nenhuma deso\a tEgguénimais para os meses de
janeiro e fevereiro, inviabilizando os testes drifelacéo e reproducéovitro.

Dos 41 animais utilizados nos testes de inducamnigaj todos se mantiveram

saudaveis e foram devolvidos ao seu habitat natural
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Gréafico 12 - indice de condicéo adaptado para osfitp-mar dos meses de marco e abril de 2023
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Fonte: A autora, 2023.

Dados expressivos no Grafico 12 demonstram nenlamissdo de gametas para 0s
animais coletados no meses de marco e abril de, #fi8ados pelos pontos azuis e laranjas
gue se aproximam entre eles, significando valores pduca ou nenhuma desova,
representados pelo baixo valor de perda de massatduos experimentos. Nesse caso, a
diferenca de massa é devida a perda de agua (perimento de dessecacdo adiante no
topico 4.1.3.1).

Os dados obtidos n&do apresentaram nenhuma desgwiarrelos animais para 0s
meses de janeiro e fevereiro, inviabilizando otetede fecundacao e reprodugauitro.

90 animais foram utilizados nos testes de indugfimiga, e todos se mantiveram
saudaveis apos os ensaios e foram devolvidos dwagéat natural.

Uma discussao mais detalhada sobre as possivigseiarque implicaram nos

experimentos de desova seré explicada no tépit@ 4.seguir.
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4.1.3 Experimentos complementares de desova

4.1.3.1 Efeito de dessecacao

Os animais utilizados na experimentacdo de deskedagram seus pesos iniciais e
finais comparados aos tempos em que foram subrsedidl@essecamento de 5 minutos e 15

minutos cada, como mostram as Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Teste de avaliacdo de volume por desBeqmr 5 minutos ao ar

Animal Peso Inicial (g) Peso Final (g) Peso do KCI (g) Perda de
volume de agua

@

1 29,80 29,45 0,155 0,195
2 33,90 33,25 0,155 0,495
3 24,45 24,25 0,155 0,045
4 27,35 26,95 0,155 0,245
5 27,75 27,40 0,155 0,195
6 18,85 18,60 0,155 0,095
7 23,90 23,40 0,155 0,345
8 24,05 23,95 0,155 -0,055
9 23,95 23,50 0,155 0,295
10 22,40 22,05 0,155 0,195
11 30,35 30,00 0,155 0,195
12 28,30 27,70 0,155 0,445
13 20,50 20,15 0,155 0,195
14 18,25 17,80 0,155 0,295

Nota: Pesagem para observagdo de perda de magsa @@ evaporagao.
Tempo de evaporacao: 5 minutos ao ar.
Fonte: A autora, 2023.

Os testes de dessecacédo foram realizados a padifeilenciacdo entre os valores de
massa obtidos apds a inducdo quimica para cadaalamjoe se mostrou ndo ovado
comparados aos pesos de massa dos animais ovados pariodo dos testes. Assim, foi
observado que os animais que perderam massa Gagividi mesmo nao estando em periodo
reprodutivo, ndo havendo nenhuma desova, perdegam @durante o processo de pesagem e
inducdo quimica durante 5 minutos fora dos aquéeixjysicando a redugéo no peso final para
animais ndo ovados, que nao apresentaram nenhoimbetigesova significativa para os testes.
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Tabela 4 - Teste de avaliacdo de volume por desBegsor 15 minutos ao ar.

Animal Peso Inicial (g) Peso Final (g) Peso do KCI (g) Perda de
volume de 4gua

@

1 30,00 29,15 0,155 0,695
2 33,65 33,05 0,155 0,445
3 24,00 23,30 0,155 0,545
4 27,15 26,35 0,155 0,645
5 27,75 27,10 0,155 0,495
6 19,10 18,50 0,155 0,445
7 23,90 22,90 0,155 0,845
8 24,10 23,45 0,155 0,495
9 24,15 23,20 0,155 0,795
10 22,15 21,35 0,155 0,645
11 30,60 29,65 0,155 0,795
12 28,20 27,45 0,155 0,595
13 20,80 20,05 0,155 0,595
14 18,00 17,55 0,155 0,295

Nota: Pesagem para observacédo de perda de magsa gdr evaporacao.
Tempo de evaporacao: 15 minutos ao ar.
Fonte: A autora, 2023.

O mesmo teste foi realizado com os mesmos anidesta vez, por 15 minutos de
dessecacao durante todo o processo de pesagenéargliimica e a perda de massa d’agua
foi observada, mas em escala proporcionalmentermaio

Os testes realizados com tempo de dessecacdo dksSmenutos para 0S mesmos
animais comprovaram que durante o processo de grasa&ginducdo quimica fora dos
aquarios ha perda de massa d’agua para 0s ouemsdmesmo que ndo estejam ovados.

Esse foi 0 caso de todos os animais nessa padstuido.

4.1.3.2 Efeito da temperatura da agua do mar (SBW#Jo

As médias geradas através da utilizacdo dos dadoSIMCosta (Anexo) foram
organizadas em tabelas para uma melhor visualizdgdoomparacdo entre as meédias das
temperaturas da agua do mar préxima a Praia Vearwilidas do experimento de Aradjo
(2018) e do estudo atual, como mostram nas tabedaguir.

Médias semanais da temperatura do mar nas senrargseeocorreram coletas de

ouricos dos meses de setembro, novembro e dezelmi2@17 e de 2022 (Tabela 5).
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Tabela 5 - Médias semanais da temperatwagua do mar em setembro, novembro e
dezembro de 2017 e 2022.
setembro novembro dezembro

Ano 2017 2022 2017 2022 2017 2022
Temperatura | 17,64 21,5 19,5 23,85 20,07 21,73
Fonte: A autora, 2023.

Médias semanais da temperatura do mar nas semangsiee ocorreram coletas de
ouricos dos meses de fevereiro e abril em 201828 20no més de janeiro de 2018 e 2023
(Tabela 6).

Tabela 6 - Médias semanais da temperaa agua do mar em fevereiro e abril de 2018
e 2022, e janeiro de 2018 e 2023.

fevereiro abril janeiro
Ano 2018 2022 2018 2022 2018 2023
Temperatura | 23,09 22,98 25,73 21,41 24,43 24,19
Fonte: A autora, 2023.

De acordo com a tabelas 5 e 6 é possivel obsenarngs meses de setembro,
novembro e dezembro as médias semanais do atualoeftram significativamente mais
altas do que as de 2017. Entretanto, nos mesesvdeeiro, abril e janeiro a ocorréncia da

maior média de temperatura é vista nos dados ddasde Araujo (2018).

4.1.3.3 Efeito da comparacao entre os experimgrai@asépoca do ano

Os dados comparados entre os estudos de 2017, ZI2Be 2023 foram organizadas
em grafico de linhas para uma melhor visualizag@opgriodos em que os animais testados

tiveram suas desovas ao longo dos meses em qumdaiiéi aplicado (Grafico 13).
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Grafico 13 — Comparagao de desovas durante odpsréte experimentagdo entre os anos de 2017, 2023,
e 2023

Grafico de desovas durante o periodo de experimentacao
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Nota: Comperagcdo de animais ovados, ndo ovadosredesovas ndo significativas para os experimentos
realizados entre os anos de 2017 e 2018 por A(20f8), com 0s experimentos realizados entre 2022 e
2023 do presente estudo.

Fonte: A autora, 2023.

O Grafico 13 mostra desovas para os estudos dgoA(a018) realizados entre o0s
meses de maio, junho, agosto, setembro, novemideaeambro de 2017 e janeiro, fevereiro e
abril de 2018, apresentando uma pequena quedgaeidade reprodutiva entre os meses de
junho, agosto e setembro de 2017, respectivamenite es periodos sazonais do final do
outono, inverno e inicio da primavera.

Para os experimentos realizados entre fevereir20a82 a abril de 2023, a queda na
capacidade reprodutiva se deu a partir de junh@0®2 e se estendeu até abril de 2023,
passando pelos periodos sazonais do final do outowerno, primavera, verao e inicio do
outono de 2023, correspondendo a uma variacao ideignovados ou ndo comparados aos

mesmos periodos sazonais em épocas diferentes.
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4.1.3.4 Efeito da agua marinha natural e artifieiafeito de local de coleta

N&o houve desova para todos os 32 animais testadl@gua marinha artificial e agua
marinha natural, coletados na Praia Vermelha, ma,l&m abril de 2023. Ambos os animais
tratados nos diferentes tipos de aguas ndo emitgametas apds a indugdo quimica,

indicando uma baixa capacidade de reproducao paestes (Tabela 7).

Tabela 7 - Animais aclimatados em diferentes tgimaguas: marinha natural e agua
marinha artificial para animais coletados na Pv&eanelha, na Urca, no Rio de
Janeiro.

Agua marinha artificial

Agua marinha natural

Animal Desovas Animal Desovas
1 N&o desovou 1 N&o desovou
2 Nao desovou 2 N&o desovou
3 N&o desovou 3 N&o desovou
4 N&o desovou 4 N&o desovou
5 Nao desovou 5 N&o desovou
6 N&o desovou 6 N&o desovou
7 Nao desovou 7 N&o desovou
8 N&o desovou 8 N&o desovou
9 Nao desovou 9 N&o desovou
10 Nao desovou 10 Nao desovou
11 N&o desovou 11 N&o desovou
12 Nao desovou 12 N&o desovou
13 N&o desovou 13 N&o desovou
14 Nao desovou 14 N&o desovou
15 N&o desovou 15 N&o desovou
16 N&o desovou 16 N&o desovou

Nota: Experimento de desova para animais coletadd¥aia Vermelha, na Urca,

testados em dois tipos diferentes de agua pamaatel¢ao durante os ensaios.
Fonte: A autora, 2023.

N&o ocorreu desova para todos os 38 animais coketaal Praia de Itaipu, em Niterai,
em abril de 2023, comprovando que o efeito de ldgacoleta e o tratamento em diferentes
tipos de agua na aclimatacdo durante os ensaiosenawstrou significativo para o periodo

reprodutivo (Tabela 8).
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Tabela 8 - Animais aclimatados em diferentes tigesaguas: marinha natural e agua marinha artiffzaah
animais coletados na Praia de Itaipu, em Nite@Rio de Janeiro.

Agua marinha natural Agua marinha artificial
Animal Desovas Animal Desovas
1 Desova nao significativa 1 N&o desovou
2 N&o desovou 2 N&o desovou
3 Desova ndo significativa 3 N&o desovou
4 Nao desovou 4 N&o desovou
5 N&o desovou 5 N&o desovou
6 Desova ndo significativa 6 N&o desovou
7 N&o desovou 7 N&o desovou
8 Nao desovou 8 N&o desovou
9 N&o desovou 9 N&o desovou
10 N&o desovou 10 N&o desovou
11 Nao desovou 11 N&o desovou
12 N&o desovou 12 N&o desovou
13 Nao desovou 13 N&o desovou
14 N&o desovou 14 N&o desovou
15 N&o desovou 15 Desova nao significativa
16 Nao desovou 16 N&o desovou
17 N&o desovou 17 N&o desovou
18 Nao desovou 18 N&o desovou
19 N&o desovou 19 N&o desovou

Nota: Experimento de desova para animais coletadoPraia de Itaipu, em Niteroi, testados em dpissti
diferentes de 4gua para aclimatacéo durante omensa
Fonte: A autora, 2023.

4.1.4 Desova e fertilizacao

As inducdes para extracdo de gametas na fertibzagévitro foram realizadas
mensalmente e todos os resultados foram contalokza plotados em software Excel.

As observacdes foram divididas em trés aspecteandt® em consideracdo se houve
desova ou nao, e se ela foi significativa, o queesenta um baixo volume de gametas
extraido. O baixo volume de gametas na secado desigaificativo” foi capaz de permitir a
sexagem de cada individuo, porém o volume se mostsoficiente para uma fertilizacao.

Para uma melhor visualizacdo, os dados foram metach graficos de colunas, onde
se destacam os trés aspectos mencionados obsereagasizados de quatro em quatro
meses (Gréficos 14, 15, 16 e 17).
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Gréfico 14 - Resultados da desovapiucdo quimica aplicando o método nédo destrutivo
entre os meses de fevereiro a maio de 2022

Grafico de desovas - feveiro a maio 2022
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Fonte: A autora, 2023.

Para o més de fevereiro foram testados 23 anim@mio 21 ovados e dois animais
gue ndo apresentaram nenhum tipo de desova apdagio quimica.

Em marco, 21 animais utilizados para os testessttderam desovas significativas.

Enguanto para os meses de abril e maio, foi obderalyumas desovas consideradas
nao significativas que representa um baixo valayataeetas extraidos onde é possivel realizar
somente a sexagem dos animais, entretanto o valsighificativo para uma fertilizacéo,
tendo o més de abril 22 animais induzidos, senoaggmais com desovas nao significativas,
enquanto 15 animais desovaram normalmente. Em rB@i@nimais puderam ser testados,

havendo 18 animais ovados, enquanto apenas doabtideram desovas significativas.
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Graéfico 15 - Resultados da desovamqmucao quimica aplicando o método ndo destrutivo
entre os meses de junho a setembro de 2022

Grafico de desovas - junho a setembro 2022

16

[y
[e)]

16

2 12
214 11
E 1
s 10 8 8
S 8 .
° 6
£ 4 >
S 1
z 2 0

0

jun/22 jul/22 ago/22 set/22
Meses
Hovado M ndoovado desova ndo significativa

Fonte: A autora, 2023.

As desovas para 0 més de junho foram observadd$ emimais, enquanto quatro se
apresentaram nao ovados, de um total de 20 aniest#los para o periodo.

Para o més de julho, foram testados 22 animaianitais se mostraram ovados, oito
nao obteve nenhum tipo de desova, enquanto domaaiapresentaram uma desova nao
significativa.

Em agosto, dos 20 animais testados, apenas umeafmesdesova, enquanto 11
animais ndo se mostraram ovados para o periodo earn desovas nao significativas.

Entretanto, os valores para animais ovados aunanmtao més de setembro, dos 21
animais testados, 16 obtivemos desovas, com ciniceags com desovas nao significativas

para o periodo.
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Graéfico 16 - Resultados da desovanmcao quimica aplicando o método nédo destrutivo
entre os meses de outubro a dezembro de 2022.

Grafico de desovas - outubro a dezembro 2022
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Nota: Para o més de outubro foram realizadas dobgas, a primeira com 22 animais para o
experimento para o teste regular dos experimentosi segunda com 20 animais como um
teste extra para confirmacéo de animais ndo ovaekia época.

Fonte: A autora, 2023.

Para o més de outubro foram realizados dois expatoe de inducéo para comprovar
a baixa fertilidade dos animais para o periodorigiro experimento utilizamos 22 animais
para os testes, tendo 20 animais ndo ovados eadmigis com desovas nao significativas.
Para o segundo teste experimental, foi observado dgu20 animais testados, todos se
mantiveram nao ovados para o periodo.

A baixa fertilidade dos ouricos se menteve paranés de novembro e dezembro de
2022, apresentando todos os 20 animais testadogva@los para novembro, enquanto os 24
animais testados para dezembro, 21 se mostrararovados e trés animais tiveram desovas

nao significativas.
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Gréfico 17 - Resultados da desovanmcao quimica aplicando o método nédo destrutivo
entre os meses de janeiro a abril de 2023.

Grafico de desovas - janeiro a abril 2023
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Nota: Para o més de abril foram realizadas quatfetas, totalizando 70 ourigos-do-mar, em novos
testes experimentais de observagéo dos efeitodildaqiio de dgua marinha artificial e agua
marinha natural em duas praias distintas.

Fonte: A autora, 2023.

Assim, os valores de baixa fertilidade se estemilepara os meses de janeiro,
fevereiro, marco e abril de 2022.

Com 21 animais testados em janeiro, 20 se mostra@movados, enquanto um
animal obteve uma desova né&o significativa.

Para os meses de fevereiro e mar¢co, ambos apmsentaesmo numero de 20
animais testados, mostrando-se todos nédo ovados.

Em abril, 70 animais foram testados, e 66 destesobfivemos desovas, enquanto

guatro apresentaram desovas nao significativas.

4.1.5 Desenvolvimento embrionario a larva pluteus

As observacdes tiveram como base os resultadosertibzécéo deA. lixula de
Maximo et al. (2008), ilustrados a seguir na Figiga

Como destacado anteriormente, 0s animais utilizadbbsexperimentacao tiveram
desovas entre os meses de fevereiro de 2022 absetelm mesmo ano, porém, somente a

partir do més de marco de 2022 realizamos o expetorcom fertilizagéo.
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Desta forma, a experimentacéo de fertilizaigéwitro sé péde ser realizada entre os
meses de marco a setembro de 2022, sendo repdEseataeguir na tabela de percentual de

sucesso a pluteus (Gréfico 18).

Figura 12 — Estagio de desbnmento de embrido dé. lixula apés fertilizagcéan vitro.

Nota: Desenvolvimento embddpsal do ourico Arbacia lixula a 25°C (e tempo de
desenvolvimento acumulado). Sendo: A: 6vulo; B: ceen membrana de fertilizagao; C:
estagio de 2 células (50 minutos); D: estagio déldlas (1:30 hora; E: estagio de 8 células
(1:40 hora); F: estagio de 16 células (2:10 hoi@skstagio de 32 células (2:40 horas); H:
mérula (3:30 horas); I: blastula (4:00 horas); l&stula natante (5:30 horas); K: blastula
com mesénquima desenvolvido (7:00 horas); L: giastacém-formada (11:00 horas); M:
gastrula plenamente desenvolvida (12:00 horas)dtigio de prisma (14:00 horas); O:
estagio entre prisma e pluteus (19:00 horas);tBgiesde larva pluteus (22:00 horas).

Fonte: Maximo et al. (2008).
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Gréfico 18 - Resultados da fertilizagidovitro entre os meses de desova, de marco a setembf@2e 2
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Fonte: A autora, 2023.

Apesar de estarem significativamente ovados, abidsgeum percentual de 0% no
desenvolvimento a pluteus, enquanto 49% dos 6wdosforam fecundados, tendo apenas
36% de ovos fecundados e 15% em desenvolvimentoi@mbio para o més de marco,
devido a otimizacédo dos métodos de reprodug&udro paraArbacia lixula no laboratorio.

Apesar de estarem significativamente ovados, abidgeum percentual de 0% no
desenvolvimento a pluteus para o més de abril,septando um percentual de 40% para
desenvolvimento embrionario e 60% em 6vulos naonféados.

Para o més de maio, o percentual de desenvolvinaepiicteus chegou a 42% devido
aos testes de reprodugidovitro, apresentando um percentual de 12% para ovulés,pz8a
ovos fecundados, e 8% para desenvolvimento emlviiona

Apresentando a maior quantidade de animais ovaalasgomés de junho, o percentual
de desenvolvimento a pluteus chegou apenas a 30%amcubacédo, apresentando 3% de
prisma (estagio embrionario pré pluteus), 40% paos fecundados, e um percentual de 27%
em o6vulos que nédo fecundados (Figura 13). Enquaaita o més de julho o percentual de
desenvolvimento a pluteus atingiu o valor de 80&fisierando este o valor minimo para
utilizacdo em ensaios ecotoxicologicos e 0 maiotorvaatingido durante toda a
experimentacéo. Foi observado também o percemuaséagio de prisma em 12%, 4% para
desenvolvimento embrionario, 3% para ovos fecunsladoapenas 1% em Ovulos nédo

fecundados.
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Apresentando desovas nao significativas para odeé&syosto, e somente um animal
apresentou uma desova regular, 0 experimento dedweghioin vitro se tornou inviavel pela
falta de volume de gametas para a fertilizacao.

As desovas se mostraram regulares para o més embsef permitindo assim, a
fecundacao. Entretanto, os valores de reprodugd@® apmcubacdo chegou a 90% de somente
ovos fecundados, 2% para desenvolvimento embrmr# para ovos fecundados e 0% para

desenvolvimento a pluteus.

Figura 13 — Estagio de desbnmento de embrido d&. lixula apés
fertilizag&oin vitro.

Nota: Desenvolvimento embrio-largtalourico-do-maA. lixula apos fertilizacao
invitro. Sendo: A: ovo com mebrana de fertilizagdo; Bagstde 2 células;
C: prisma; D: estagio de larva pluteus.

Fonte: A autora, 2022.
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5DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo deag@n metodologica na avaliagao da
saude e sobrevida dos ouricos-do-mar utilizadosoamatrizes na obtencdo de gametas para
bioensaios, 0 método inicial proposto pelo Lahinrat de Ecotoxicologia Marinha
FAOC/UERJ na otimizacdo do volume de KCI injetadocemprovou eficaz, corroborando
com os estudos realizados por Araujo (2018). D@ &@8mais utilizados para inducédo de
gametas com volume otimizado, 384 destes foramlddes com vida e saudaveis ao seu
habitat natural, enquanto 2 animais nao sobreviveyads 0os ensaios.

Os resultados obtidos comprovaram que a otimizagdeolume de solucdo a ser
injetada se caracteriza como metodologia ndo desirpara as matrizes de ouricos-do-mar,
apresentando uma percentagem de 0,52% em morteg&lorestudo.

Além de se mostrar eficaz para a sobrevivénciaadgsais, o volume otimizado em
150 pL, garante a emissao de gametas para a esgstada, desde que estejam ovados.

Quanto a comparacéo obervada com os estudos desBae09), o volume otimizado
para este estudo se mostra muito menor ao volunZrmde aplicados nos estudos de Silva
(2010), que provocou a mortalidade rapida e coraples animais, considerando a espécie
testadaE. lucunter. Este procedimento se torna padrdo phaytechinus variegatus e
Echinometra lucunter de acordo com Bastos (2009), semdoomendado pela Associacao
Brasileira de Normas Técnicas ABNT NBR 15350 (20@&)a ensaios ecotoxicolégicos com
ourigos-do-mar.

Os testes de indugéo padronizados para bioensasoan seu volume de solugéo de
KCI, aplicado para emissdo de gametas panariegatus e E. lucunter, expandido para no
maximo 5 mL para cada animal, enquanto garbixula, incluida como espécie padrao em
2023, seu volume foi padronizado para 1 mL para esdmal induzido (ABNT NBR 15350,
2023).

O presente estudo confirma uma lacuna a ser olggemras normas de inducdo
quimica para ouricos-do-mar, uma vez que, ha ume fecomendacao para a devolucéao dos
animais apds os ensaios. Entretanto, o volumeaddipara a norma técnica € de 5 e 1 mL,
dependendo da espécie, para cada animal indeperdtepeso de sua massa, inviabilizando a
sobrevivéncia dos mesmos.

Os resultados do indice de condicdo apontaramtaoremte para animais ovados,

mantendo-se 0s seus pontos mais distantes entrpeseude massa incial e peso final,
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enguanto 0s pontos com pouca perda de massa se&versnt mais proximos, indicando
animais nao ovados, sem emissao de gametas.

No entanto, animais que nao apresentaram desovas/eram seus pesos finais com
reducdo de massa mesmo nao emitindo gametas. isgevacao se deu a partir da avaliacéo
da perda de massa d’dgua para cada animal ducaitted tprocedimento de inducédo fora do
ambiente aquético:

[ pesagem inicia}l—»[ volume de deslocamps#e) injecéo de KCl== emissdo de gam

devolugdo ao aquarig==| Pesagem final

Ao comparar os efeitos da dessecacdo, os dadatoshtomprovaram a perda de
massa d’agua durante o procedimento, explicandamacéo do peso final para animais nao
ovados.

Durante o periodo de experimentacdo houve redughovalume de gametas,
inviabilizando os testes reprodutivos em grandeéepdo estudo. Os testes de inducdo que
foram realizados entre fevereiro de 2022 a abrR2@23 e mostraram uma queda, chegando a
nulo ao niamero de desovas regulares, apresentandobaixa capacidade reprodutiva da
espécie testada entre os meses de outubro de 242# de 2023. Pode-se caracterizar um
periodo ndo reprodutivo atipico pafa lixula no litoral do Rio de Janeiro, levando em
consideracao que entre os meses de fevereiroratgetele 2022 os animais se encontravam
expressivamente ovados, com a excessao do mévosi® alg 2022, refutando os dados do
estudo de Araujo (2018), onde a espécie apresaemfgetiodo reprodutivo entre os meses de
maio, junho, agosto, setembro, novembro e dezend2017, e janeiro, fevereiro e abril de
2018.

Ainda sim, vale ressaltar que 0s ouricos-do-mar gAnais sensiveis a altas
temperaturas, contudo, as andlises de dados entaas de 2017 a 2023, adquiridos pelo
SIMCosta mostrou que houve uma distinta difered@atas temperaturas comparadas entre
0s experimentos realizados em setembro, novembiezembro de 2017 e 2022, observado
uma temperatura maior em 2022 em comparac¢do a Edtrétanto, os dados analisados para
0s meses de fevereiro e abril entre 0os anos de®@022, a temperatura se apresentou maior
para o ano de 2018, obtendo desovas regulare®pan@smos periodos, enquanto 0 mesmo
periodo de janeiro comparado entre os anos de 223 se mostraram com temperaturas

praticamente iguais, havendo diferentes resultddatesovas para o ano de 2018 e 2023.
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A hipétese para a interrupcdo de desovas durargstudo € de que a condicdo
atmosférica de La Nifla (NOAA, 2022) estivesse fetardo na temperatura das aguas do
Atlantico Sul. De acordo com o NOAA (2023), em debeo de 2022 e janeiro de 2023, os
valores de anomalia das temperaturas da supedficiear (TSM) foram de -0,8°C e -0,7°C,
respectivamente, permanecendo na categoria desitdele fraca. Hipotese esta, que néo
pode ser comprovada com os dados obtidos e apmdssenteste estudo de acordo com as
temperaturas obtidas pelo SIMCosta. Assim, sercass@rio um estudo mais especifico para
as condicOes climaticas do Rio de Janeiro a firardender a existéncia de alguma anomalia
local que esteja se sobrepondo a anomalia globabniticdo atmosférica e esteja interferindo
na formacéo de gametas Aidbacia lixula.

De acordo com os estudos de Foo et al. (2022),iéesbdeA. lixula submetidos a
altas temperaturas que representam projecoes feeserfuturas para o ambiente marinho
para animais invertebrados, ndo apresentaram a@smao desenvolvimento embrionario
expostos a aclimatacao de baixo pH e temperatates 5 a 34 °C.

Estudos que avaliaram a tolerancia térmica pa@senvolvimento de embrides Ae
lixula se sobrepde as projecdes futuras de aquecimenémubes oceanicas da regidao do
Mediterraneo até 2100 e também indicaram que egtéc se aclimatou ou adaptou sua
biologia reprodutiva & ampla variacdo das condighebientais do Mar Mediterraneo com
exposicfes em altas temperaturas com até 10 °Cfelergta a temperatura atual. Estas
analises a caracterizam como uma potencial espélaptada para as mudancas climaticas
(Visconti et al., 2017).

De acordo com Limatola et al. (2021), 6vulosAldixula podem ser alterados por
osmorregulacdo em mudanca da agua natural portdmjea, impossibilitando a fecundacao
pelo rompimento da membranda plasmatica. Essa aesnede variavel causa alteracbes nos
gametas femininos e masculinos, diminuindo a cdpdei de fertilizacdo pelo
espermatozoide no évulo. O choque causado pelaarmasl dos tipos de agua utilizadas na
fertilizacdo afeta a superficie do ovo, e consetumeeante o desenvolvimento embrionario,
uma hipdtese a ser levantada sobre a baixa capacidgprodutiva dos animais apds o
tratamento com agua salina artificial nos aquarexe estudo.

Por outro lado, estudos realizados cBamnacentrotus lividus, coletados ao longo da
costa sul do Mar Adriatico, e mantidos em aquadom recirculacdo de temperatura
controlada e com condi¢cdes de aporte nutriciorelaglo para a maturacdo das gbnadas em
periodo ndo reprodutivo tiveram sua sensibilidagitatia em bioensaios ecotoxicologicos

para efeitos de contaminacéo por Cu (Fabbrocini’&Bmo, 2011). O tratamento utilizado
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de maturacdo gonodal nas matrizes possa ser uenaagitta viavel pard. lixula, caso seja
comprovado o seu periodo de baixa capacidade neprad

Entretanto, Mauro et al. (2022) destaca os efélitodiclofenaco, anti-inflamatorio n&o
esteroidal, sobre o impacto significativo no deséniento dos embrides dA. lixula,
apresentando uma diminuicdo dos embrides desedeshd aumentando o nimero de ovos
degenerados, bem como os impactos na producaondetagpara a espécie. Este farmaco
esta entre um dos principais poluidores de amlseatpiaticos (Bonnefille et al., 2018;
Ajibola et al., 2021; Pap et al., 2021), tendo estavo despejo de aguas residuais e o descarte
irregular de medicamentos.

Sabe-se que medicamentos como diclofenaco causaitosefnegativos sobre
invertebrados marinhos (Bonnefille et al., 2018gim como, substancias como hormonios
sintéticos formulados em farmacos para uso cort&ce estdo presentes em efluentes das
Estacbes de Tratamento de Aguas Residuais. Essedriios e agonistas de hormonios
liberados em ecossistemas sdo um risco potencial @asalde humana e para 0 meio
ambiente (Desforges et al., 2010). A baixa capdedaprodutiva para @s lixula coletados
na Praia Vermelha e na Praia de Itaipu, podenazaer explicada pelos efeitos da influéncia
da Baia de Guanabara sobre as duas praias, afegmalucdo de gametas da espécie, de
acordo com o descarte irregular de medicamentosalta le melhorias no processo de
tratamento de aguas residuais despejadas direrameiBaia de Guanabara.

Acredita-se que a Baia de Guanabara seja um dadriest mais degradados, sendo
multi impactado por diversos agentes poluidoresddeo plastico, derrames de Oleos
(Baptista-Neto & Fonseca, 2011), altas concentsag@emetais pesados, principalmente Cu,
por atividade naval (Baptista-Neto et al., 2005pedo aporte de efluentes urbanos néao
tratados (Marotta et al., 2020).

De acordo com Souza et al. (2014), um total&enil litros de esgoto desaguam a
cada segundo na Baia de Guanabara, tendo 10 mod testes despejados natura. E a
segunda maior em extensao baia hidrografica dallitvasileiro, apresentando cerca de 11
milhdes de habitantes, da maior parte de municigengegido metropolitana do Rio de
Janeiro (Marotta et al., 2020).

Contudo, é possivel tambégue tenha sido introduzido um ruido ndo esperado no
decorrer do experimento: durante a experimentagddegdovas, em um certo momento, no
més de outubro, quando justamente os animais n&#a@mmais gametas, a agua do mar
utilizada para a aclimatacéo e condicionamentoodiogos foi modificada para agua do mar

artificial. Isto ocorreu pelos seguintes fatos r@iseobservados:
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Primeiro ponto: uso de agua do mar artificial pgenhar tempo na filtracéo:
funcionou perfeitamente com os pluteus. Os maivadsres foram obtidos assim (julho de
2022).

Segundo ponto: Para facilitar o trabalho de canpassamos a usar agua do mar
artificial também nos aquarios. Isso pode ser uwblpma, embora 0 nosso primeiro
experimento nesse sentido ndo tenha sido concl{dados de abril de 2023).

Esse problema foi criado pela dificuldade em olétgra do mar natural em funcédo do
fato de ndo termos acesso aos veiculos propriesgsae tipo de trabalho com facilidade, o
gue nos levou a tentar essa modificacdo nessa etapa

Por causa do limite de tempo da dissertacdo, ess#0 pserd novamente

experimentado usando os projetos IC e de Externséabdratorio.
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CONCLUSOES

a) O método nédo destrutivo proposto aplicado a md#i&. lixula se mostra

eficaz quanto a preservagdo dos animais, sendivitlv®saudaveis ao habitat
natural apGs os ensaios;

b) volumes otimizados de solucdo de KC| garantem assées de gametas
somente para animais ovados, porém se tornam negressivos para 0s
ouricos. Nao faz sentido injetar animais nao ovados

C) a espécie testada possui tempo de reproducdo tactiitando os testes
ecotoxicolégicos;

d) com desovas atipicas para o periodo, comparadossaodos anteriores,
A. lixula se mostrou contudo inviavel para este tipo dedestaprodutivo, ja

gue nao apresenta desova regular ao longo do ano;

e) necessita-se de novos estudos para avaliar a patexte reprodutiva da
espécie com uma duracdo de tempo maior das qum fogalizadas neste
trabalho;

f) € possivel obter mais dados na preservacdo degostdo-mar utilizados
como matriz para os testes de inducdo com o matedimdice de condicao

proposto por Bastos (2009) para animais ovados.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo sobre inovacdo metodologica heaggo de métodos nao
destrutivos na obtencdo de gametas de ouricos-do-otdizados para ensaios
ecotoxicolégicos, com a espédielixula, apresentou resultados positivos para a preservaca
das espécies padronizadas pela Associacdo BrasitEer Normas Teécnicas (ABNT).
Contribuindo assim, para avancar no conhecimerticesoovas técnicas, pouco estudada do
ponto de vista ecotoxicolégico no Brasil e no mymglee permitam a sobrevivéncia ou que
sejam menos invasivas para animais utilizados stegelentro e fora dos laboratorios.

Apesar do método comprovar sua viabilidade, aslteetos revelaram um periodo de
desova atipica pard. lixula, indicando a necessidade de mais estudos paréasasspéecies
padronizadas, comd. lucunter, A. lixula; e L. variegatus, recomendada novamente como
espécie padrédo de acordo com a ABNT NBR 15350:2023.

Levando em consideracdo de que nao foi possivetltifidar a interferéncia na
disponibilidade de gametas dos ouricos testadofazseecessario a integracdo de analises
mais especificas para dados de temperaturas dsal@ibalneabilidade, influéncia quimica de
farmacos, bem como, as influéncias sobre as musadgaaticas como consequéncias
ambientais do aquecimento global.

Se torna importante que se reproduza e amplie @stcmimo este, que viabilizam a

sobrevivéncia e conservacao das espécies, e desistemas marinhos e costeiros.
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ANEXO - Tabela com dados de temperatura a partir dosdbul8 IMCostdratados com as
médias semanais e diarias comparados com os estedoaujo em 2018

ARAUJO (2018) ALCANTARA (2023)

MES SEMANAL MES SEMANAL  DIARIA
maio-17 fevereiro-22 21,41 23,84
junho-17 margo-22 20,92 19,99
agosto-17 abril-22 24,19 23,62

setembro-17 17,64 maio-22 24,78 24,98
novembro-17 19,5 junho-22 22,93 23,16
dezembro-17 20,07 julho-22 22,23
janeiro-18 23,09 agosto-22 22,63 22,61
fevereiro-18 25,73 setembro-22 21,5 22,66
abril-18 24,43 outubro-22 22,18 21.83*
out extra-22 22,78 23,58

novembro-22 23,85 24,14

dezembro-22 21,73 23,39

janeiro-23 22,98 23,64

Fonte: A autora, 2023.



