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Toxicidade do cadmio em uma cadeia alimentar constituida por uma
microalga (Scenedesmus quadricauda), um cladécero (Simocephalus

serrulatus) e um peixe (Hyphessobrycon eques)

RESUMO

Os efeitos da contaminacdo dos ambientes aquaticos por metais sdo preocupantes do ponto de
vista ecotoxicoldgico. Nesses ambientes os organismos sdo expostos aos metais na forma
dissolvida e também através da ingestdo de alimentos contaminados via cadeia trofica. Os
organismos fitoplanctonicos estdo na base das cadeias alimentares dos ambientes aquaticos e
sao responsaveis pela produtividade primdria. O zooplancton constitui um elo entre
produtores primdrios e niveis troéficos superiores, como os peixes. A exposicdo desses
organismos aos metais pode ocasionar mudangas na fisiologia, afetar as taxas de
produtividade, e, consequentemente o equilibrio e dindmica das populagdes ¢ comunidades
aquaticas. Este estudo avaliou os efeitos do metal cadmio (Cd) sobre uma cadeia alimentar
experimental constituida por uma microalga cloroficea Scenedesmus quadricauda, um
claddcero dafinideo Simocephalus serrulatus e o peixe Hyphessobrycon eques. Cultivos de S.
quadricauda em fase exponencial de crescimento foram expostos a 1,6x107; 3,2x10°®; 6,7x10°
8; 1,6x107 e 1,3)(10'6 mol L' de Cd total dissolvido durante 96 h. A concentracao de clorofila
“a”, taxa de crescimento populacional, morfologia dos cendbios e biomassa seca foram
avaliadas durante a exposicdo. Depois de contaminadas as algas foram fornecidas como
alimento aos cladoceros S. serrulatus durante todo seu ciclo de vida em concentragdes entre
3.8x10"* a 59x10"? g Cd célula’. Durante a exposi¢io o tempo de duracdo do
desenvolvimento embrionario, idade da primeira reproducdo, intervalo na producgdo de ovos,
tempo de geragdo, longevidade, taxas de fertilidade, taxas de alimentacdo, produtividade
secundaria e recuperacdo foram avaliados. Em seguida os cladoceros alimentados com algas
contaminadas foram utilizados como alimento para o peixe H. eques por um periodo de sete
dias. A estrutura histologica das branquias e figado e peso fresco dos animais foram avaliados
ao final dessa exposicdo. Em S. quadricauda, houve diminui¢do no conteudo de clorofila “a”
e no crescimento populacional nas maiores concentragdes do metal. Nos claddceros ocorreu
aumento do tempo de duracdo do desenvolvimento embrionario, idade da primipara e tempo

de geracdo; houve diminuicao da longevidade, das taxas de fertilidade, taxas de alimentagdo e
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produtividade secundaria. A producao secundaria foi recuperada apos a retirada do alimento
contaminado. Os padrdes histologicos das branquias e figado dos peixes, assim como o peso
fresco ndo foram afetados pela exposi¢ao ao Cd via cadeia alimentar considerando o periodo
de exposicao e a amplitude de concentragdo de Cd avaliada. Os resultados obtidos indicam
que o alimento pode ser considerado um veiculo importante na transferéncia do Cd do
fitoplancton para o zooplancton nas cadeias troficas aquaticas. O Cd tem elevado potencial de
toxicidade impactando os produtores e consumidores primarios. No entanto, ndo foi detectado
efeitos do Cd no terceiro nivel trofico. Esses estudos sdo importantes para o entendimento do
comportamento do metal Cd nos ambientes aquaticos, bem como seu potencial de toxicidade
sobre os organismos encontrados nesses ambientes. O entendimento desses aspectos contribui
para adequacdo de estratégias de preservacdo dos ecossistemas aquaticos em situagdes de

contaminacdo por Cd.

Palavras-chave: cadeia alimentar; fitoplancton; metal; peixe; producdo secundaria;

zooplancton.
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Cadmium toxicity in an aquatic food chain formed by a microalga
(Scenedesmus quadricauda), a cladoceran (Simocephalus serrulatus) and a

fish (Hyphessobrycon eques)

ABSTRACT

The effects of trace metals contamination in aquatic environments are of concern in the
ecotoxicological point of view. In these environments the organisms are exposed to metals in
the dissolved form and also through ingestion of contaminated food in the food chain. The
phytoplanktonic organisms are the basis of food chains and are responsible for primary
productivity. Zooplankton is a link between primary producers and higher trophic levels, such
as fish. The exposure of these organisms to metals will cause changes in the physiology,
affect productivity rates, and the balance and dynamics of aquatic communities. This study
evaluated the effects of the metal cadmium (Cd) on an experimental freshwater food chain
involving the algae Scenedesmus quadricauda, a cladoceran daphinidae, Simocephalus
serrulatus, and the fish Hyphessobrycon eques. Cultures of S. quadricauda in exponential
phase growth were exposed to 1.6x107; 3.2x10®; 6.7x10®; 1.6x10” and 1.3x10° mol L™ of
total dissolved Cd for 96 h. During exposure chlorophyll "a", population growth, coenobia
size, and dry biomass were evaluated. Then the contaminated algae were given as food to the
zooplankton S. serrulatus during the complete life cycle of the organisms in the concentration
range of 3.8x10™* to 5.9x10™'* g Cd cell”'. During the exposure the embryonic development
time, age at first reproduction, time for egg production, generation time, longevity, fertility
rates, feeding rates, secondary production, and recovery of the animals were evaluated. Then
the cladocerans reared with Cd contaminated algae were used as food for the fish H. eques
duruing a period of seven days. At the end of this exposure, we evaluated the histological
structure of gills and liver, and the fresh weight of the animals. In S. quadricauda, there were
damages on the chlorophyll content, and in the population growth at high concentrations of
the metal. In the cladocerans were detected increase of the embryonic development time, age
at first reproduction, and generation time, whereas a decrease of the longevity, fertility rates,
feeding rates, and secondary production. The rate of secondary production showed recovery
after removal the contaminated food. The histological patterns of gills and liver, as well as the

fresh weight of the fish were not affected by the Cd exposure tested through the food chain



considering the exposure period and concentrations tested. The results indicated that food can
be considered an important vehicle in the Cd transfer from phytoplankton to zooplankton in
aquatic food webs. Cd has a high potential for toxicity, impacting the producers and primary
consumers. However, no Cd effects to the fish, the third trophic level, were detected. These
studies are of great importance for understanding Cd behavior in aquatic environments, as
well as its toxicity to the organisms. The understanding of these aspects contributes to
adaptation strategies for the conservation of aquatic ecosystems in situations of

contamination.

Keywords: fish; food chain; metal; phytoplankton; secondary production; zooplankton.
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APRESENTACAO

Este estudo esta inserido na 4rea de ecotoxicologia aquética e enfoca a
exposicdo de organismos de uma cadeia alimentar experimental ao metal cadmio (Cd). Na
pesquisa, procurou-se avaliar os possiveis efeitos toxicos do metal sobre a alga cloroficea,
Scenedesmus quadricauda, o cladécero dafinideo, Simocephalus serrulatus e o peixe da
familia Characidae, Hyphessobrycon eques, conhecido como mato-grosso. O trabalho aborda
também aspectos da transferéncia trofica do cddmio na cadeia alimentar com trés niveis
troficos, bem como efeitos da exposicao através do alimento contaminado.

O aumento da concentragao dos poluentes nos ambientes aquaticos ¢ motivo de
interesse nos estudos de ecotoxicologia devido a necessidade do entendimento do destino,
efeitos e dindmica dos diversos contaminantes nas cadeias alimentares. Os ecossistemas
aquaticos sdo alvo de uma diversidade de elementos e compostos que, dependendo da
concentracdo ¢ do tempo de exposi¢ao, podem causar prejuizos aos organismos € as suas
interagdes nesses ambientes.

Entre os diversos compostos encontrados nos corpos d’agua, os metais
requerem significante preocupagdo, pois além de se acumularem nos tecidos dos organismos
vivos, eles podem ser transferidos nas cadeias alimentares e eventualmente atingir os seres
humanos. Grande parte dos estudos encontrados na literatura relata os efeitos da toxicidade
por metais através da exposicdo na agua. A transferéncia tréfica do fitoplancton para o
zooplancton, ou seja, através do alimento, assim como a capacidade de biomagnifica¢ao
desses elementos, sdo estudos recentes e cada vez mais importantes na area de ecotoxicologia.
Nesse sentido, uma melhor compreensao dos mecanismos envolvidos na transferéncia trofica
dos metais ¢ de grande importancia para o entendimento do equilibrio, dindmica e
preservagdo da vida nos ecossistemas aquaticos.

As determinagdes dos efeitos de metais sobre as algas permitem compreender
como esses organismos se comportam diante da exposi¢do, se ocorre ou nao acumula¢do nos
tecidos e ainda prever quais os possiveis danos para suas populagdes e, consequentemente, a
organismos de niveis tréficos superiores. A diminuicdo da qualidade do alimento tem
influencia direta sobre a histéria de vida de consumidores primarios e pode resultar em
mudang¢as no desenvolvimento da populagdo, tais como crescimento, reproducdo e
sobrevivéncia, os quais sdo parametros dependentes da entrada de energia proveniente da
alimentagdo. Dessa forma, a presenga de metal através da dieta, mesmo em baixas

concentragdes, pode afetar aspectos importantes do ciclo de vida em organismos



zooplanctonicos e ainda eventualmente acumular-se na cadeia alimentar e alcangar niveis
troficos superiores.

Os possiveis efeitos toxicos causados pela transferéncia de metais nos
ecossistemas aquaticos sdo ecologicamente relevantes. As algas estdo na base das cadeias
alimentares, e 0s organismos zooplanctonicos constituem um elo entre produtores primarios e
niveis tréficos superiores. Esses organismos estdo sujeitos a diferentes niveis de estresse
durante seu ciclo de vida. Caso esses estressores estejam presentes em baixas concentragdes e
por um periodo longo de tempo, eles poderdo alterar a fisiologia dos organismos, influenciar
as taxas de produtividade e a estrutura das populagdes e comunidades.

Estudos recentes na area de ecotoxicologia procuram explorar o potencial do
alimento como importante veiculo de agentes toxicos e causador de impacto nas cadeias
alimentares. Além disso, a biomagnificagdo de elementos como o cadmio entre organismos
aquaticos ainda ¢ vista com cuidado pelos ecotoxicologistas. Por isso, a preservacao do
equilibrio dos ecossistemas aquaticos depende do melhor conhecimento dos mecanismos
envolvidos na transferéncia trofica desse e de outros elementos, assim como uma Visdo
detalhada dos principais efeitos observados sobre os organismos envolvidos.

Para melhor organizacdo, esta tese foi dividida em trés capitulos seguida das

Consideragoes Finais:

Capitulo 1: Toxicidade e bioacumulacdo de cadmio em Scenedesmus

quadricauda.

Capitulo 2: Efeitos da transferéncia trofica de cadmio e recuperagdo no

claddcero Simocephalus serrulatus.

Capitulo 3: Analise histologica de branquias e figado de Hyphessobrycon

eques exposto ao cadmio via cadeia alimentar.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Organismos-teste

Nos estudos de ecotoxicologia, a escolha dos organismos-teste ¢ essencial para
uma boa caracterizagao dos efeitos, assim como para a confiabilidade e comparagao entre os
resultados obtidos para diferentes grupos de organismos (ZAGATTO e BERTOLETTI,
2006). As espécies utilizadas nas avaliagdes devem apresentar sensibilidade ao contaminante,
elevada disponibilidade ¢ abundancia, uniformidade e estabilidade genética nas populagdes,
representatividade em um nivel troéfico, importancia ambiental, ampla distribuicdo, facilidade
de cultivo e adaptacdo as condi¢des de laboratorio (COSTA et al., 2008).

A utilizagdo de espécies nativas nas avaliagdes ecotoxicologicas também ¢
recomendada, uma vez que os organismos fornecem informagdes ecologicas relevantes e
compativeis com as condi¢des ambientais locais, refletindo as caracteristicas dos principais
grupos de organismos encontrados (RODGHER et al., 2008; FREITAS e ROCHA, 2011).

Cloroficeas do género Scenedesmus sdo de ocorréncia cosmopolita e podem ser
encontradas em ambientes oligo-, meso- ou eutroficos. A espécie Scenedesmus quadricauda
(Figura 1A) (Chlorococcales) forma pequenas colonias chamadas de cenobios, cuja
caracteristica peculiar ¢ apresentar numero de células geneticamente definido. No entanto,
dependendo da condigdo fisiologica da alga, esse numero de células por cendbio pode variar,
sendo encontrados cendbios de S. quadricauda com duas, quatro, oito, dezesseis ou mesmo
trinta e duas células. Formas unicelulares também sdao encontradas (GAVIS et al., 1979). Esta
caracteristica ¢ chamada de “plasticidade fenotipica”, ou seja, a capacidade de um genotipo
produzir dois ou mais fendtipos em resposta a mudangas ambientais, tais como variagdes na
disponibilidade de nutrientes, presenca de poluentes derivados de esgoto, estresse por
petroleo, temperatura, forrageamento, ou ainda pelo estresse por metal, como sugerido em
algumas investigagdes no campo e no laboratorio (PENA-CASTRO et al., 2004; LOMBARDI
et al., 2007).

O género supracitado ¢ indicado para estudos de ecotoxicologia (AWASTHI e
RAI, 2005; ZBIGNIEW ¢ WOJCIECH 2006; GORBI et al., 2007; LOMBARDI et al., 2007;
PERALES-VELA et al., 2007) por apresentar sensibilidade a elementos e compostos
potencialmente téxicos e, facilidade de adaptacio e de manutencdo dos cultivos em
laboratério (ABNT, 2005a; ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006). As células de Scenedesmus

quadricauda possuem tamanho entre 4 ¢ 50 pm. As culturas manifestam maior crescimento



quando mantidas em temperatura entre 22 a 25 °C e fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas
de escuro (ABNT, 2005a).

As respostas ecotoxicoldgicas geralmente avaliadas correspondem ao contetido
de clorofila “a” (YU et al., 2007), taxa de crescimento populacional (BAUMANN et al.,
2009), biomassa seca (PERALES-VELA et al., 2007), tamanho dos cendbios (PENA-
CASTRO et al., 2004; LOMBARDI et al., 2007), efeitos sobre os fotossistemas (ZHOU et al.,
2006), contetdo de proteinas (HUANG et al., 2009) e alteragdes na atividade enzimatica
(ZBIGNIEW e WOJCIECH, 2006). A espécie S. quadricauda foi escolhida como organismo-
teste para este estudo por ser amplamente encontrada em diversos corpos d’agua do Brasil.

O cladocero dafinideo Simocephalus serrulatus (KOCH, 1841), utilizado nesta
pesquisa, ¢ encontrado nas regides sul e sudeste do Brasil (BARBOSA e MATSUMURA-
TUNDISI, 1984). E uma espécie nativa de facil manejo em laboratério, ciclo de vida curto,
taxa de reproducdo eclevada e consideravel sensibilidade a elementos toxicos. Espécies do
género Simocephalus que ocorrem em clima tropical ja foram utilizadas em outros estudos de
ecotoxicologia (HOOK e FISHER, 2000; BOSSUYTE e JANSEN, 2005; MUYSSEN et al.,
2005; NOGUEIRA et al., 2005; MARTINEZ-JERONIMO et al., 2008). Além disso, os
dafinideos sao comumente usados em avaliagdes ecotoxicologicas (ABNT, 2005b).

O comprimento de S. serrulatus varia entre 1,8 ¢ 2,3 mm (BARBOSA e
MATSUMURA-TUNDISI, 1984), sao encontrados em aguas com elevada concentracdo de
matéria organica e costumam se alimentar de algas cloroficeas. Em laboratério, sdo de facil
adaptacdo as condigdes de cultivo, preferem pouca renovacdo da cultura e altas quantidades
de alimento. A temperatura favoravel ao cultivo varia entre 22 e 25 °C (observagao pessoal).
Durante as avaliagdes cronicas realizadas com os claddceros, alguns pardmetros do ciclo de
vida dos organismos podem ser avaliados. Entre esses pardmetros, o tempo de duracdo do
desenvolvimento embriondrio, idade para a primeira reproducdo, tempo de geracao,
sobrevivéncia e taxas de fertilidade sdao frequentemente observados (KNOPS et al., 2001; De
SCHAMPHELAERE et al., 2007; GOULET et al., 2007; SOFYAN et al., 2007, RODGHER
e ESPINDOLA, 2008). A produtividade secundaria dos organismos também pode ser medida
(GUSSO-CHOUERI et al., 2011). A producao secundaria de uma espéciec em um dado
periodo de tempo pode ser definida como a soma total dos incrementos investidos em
crescimento de todos os individuos existentes no inicio do periodo investigado e mantido até
o final. O incremento investido em crescimento ¢ definido como a quantidade de energia ou
substancias organicas incluidas na espécie em questdo (WINBERG, 1971). Para este estudo,

foi escolhida uma espécie nativa, Simocephalus serrulatus (Figura 1B), a fim de que as



repostas obtidas possam ser aplicadas para outras espécies zooplanctonicas que ocorrem no
Brasil.

O género de peixe Hyphessobrycon possui aproximadamente 65 espécies e faz
parte dos chamados “tetras americanos”. Sao amplamente utilizados no comércio de peixes
ornamentais, destacando-se pela diversidade de formas, cores brilhantes, comportamento
pacifico e pelo seu tamanho, geralmente pequeno (BERRA, 2001).

A espécie Hyphessobrycon eques (Figura 1C) conhecida como “mato-grosso”,
¢ gregaria; os individuos vivem em grandes cardumes e nunca isolados. Esse peixe ocorre
desde a bacia do Amazonas até¢ o Parand e na regido do pantanal mato-grossense. Sao
encontrados frequentemente em aguas estagnadas e alimentam-se de invertebrados bentonicos
ou zooplanctonicos e de plantas. Esta espécie costuma habitar a parte inferior da coluna
d’4gua, vindo a superficie apenas para buscar alimento (MATHEUS, 2006). Seu modo
reprodutivo € oviparo (WEITZMAN e PALMER, 1997). Em ambientes com vegetagdo, sua
coloragdo ¢ avermelhada, variando entre o rosa-palido e o vermelho escuro (MATHEUS, op
cit.). Quando colocada junto com outras espécies, costuma ser territorialista (WEITZMAN e
PALMER, 1997).

A faixa de temperatura adequada para a essa espécie de peixe varia entre 16 ¢ 33 °C e o
pH entre 4,5 e 8,0, podendo ser bem resistentes a tais variaveis.. A espécie foi escolhida para
este estudo, uma vez que vem sendo utilizada em pesquisas recentes de ecotoxicologia
(SOTERO-SANTOS et al., 2007, CRUZ et al., 2008; CARRASCHI et al., 2011;) e tem
mostrado boas respostas em relagdo a sensibilidade aos agentes toxicos e suscetibilidade a

toxicidade.
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Figura 1. Organismos-teste utilizados nas avaliagdes ecotoxicologicas do presente estudo. Scenedesmus
quadricauda, fonte: www.protist.i.hosei.ac.jp (A). Simocephalus serrulatus, fonte: www.ctb.unh.edu (B).
Hyphessobrycon eques, fonte: www.plantedtank.net (C).




1.2. Testes ecotoxicologicos

A toxicologia tem como objeto fundamental estudar a intoxicag¢do sob todos os
aspectos. Por intoxicacdo entende-se a manifestacdo de efeitos adversos que revelam um
estado patologico causado pela interagdo de um toxicante com um organismo. Os agentes
toxicos sdo, portanto, compostos ou elementos capazes de quebrar o equilibrio organico e
provocar alteragdes na homeostase do organismo (LARINI, 1993).

Desse modo, a toxicidade ¢ uma propriedade potencial que compostos e
elementos possuem, em maior ou menor grau, de instalar um estado patoldégico em
conseqiiéncia de sua introducao e interagdo com o organismo. Esta maior ou menor gravidade
de acdo dependerd de fatores relacionados com a concentragdo, biodisponibilidade, espécie e
meio ambiente (LARINI, 1993).

A preocupacdo com os ambientes aquaticos comegou na década de 1930 a
partir dos primeiros testes de toxicidade aguda com organismos aquaticos. O objetivo era
estabelecer uma relacdo de causa e efeito de compostos e elementos em relagdo a qualidade da
agua. Na década de 1940 foi recomendado o uso de peixes para avaliar a toxicidade desses
compostos e elementos. Porém, um pouco mais tarde, estudos revelaram que havia espécies
de peixes resistentes a certos compostos quimicos. Assim, surgiu a necessidade da utilizagdo
de espécies mais sensiveis e representativas do ecossistema aquatico (RAND, 1995).

A escolha dos critérios e padroes que permitiriam as disposi¢des desses agentes
em niveis compativeis a preservagdo dos recursos hidricos passou a ser o foco principal das
pesquisas na area. Assim, houve grande desenvolvimento de sistemas para a conducao dos
testes de toxicidade, agudo e cronico, utilizando ovos e larvas de peixes na avaliacdo da
toxicidade de compostos e elementos quimicos (RAND, 1995).

Em seguida, iniciaram-se os ensaios de toxicidade de curta duracdo com as
fases mais sensiveis de alguns organismos, a fim de aumentar a eficiéncia e minimizar os
custos. Métodos utilizando microcrusticeos e peixes de aguas continentais e marinhas foram
normalizados e estdo sendo usados mundialmente, fazendo parte das exigéncias legais dos
orgaos ambientais em varios paises (MACEK, 1980).

Os estudos ecotoxicoldgicos podem ser divididos em trés etapas, cada qual
com abordagens distintas. Primeiramente ¢ importante o conhecimento das emissdes e
entradas de poluentes no ambiente, distribuicdo e destino nos diferentes compartimentos. Em
segundo lugar, o conhecimento da entrada e destino nas cadeias bioldgicas e suas formas de

transferéncia como alimento via cadeia trofica. E finalmente um estudo qualitativo e



quantitativo dos efeitos toxicos dos poluentes ao ecossistema com conseqiiéncias para o
homem (THUHAUT, 1977).

De acordo com Zagatto e Bertoletti (2006) os ensaios de ecotoxicidade podem
ser afetados por fatores bidticos e abidticos. Os fatores bidticos estdo relacionados ao estagio
de vida, tamanho, idade e estado nutricional dos organismos. Organismos jovens sdo mais
sensiveis as substancias toxicas que os adultos. Por essa razdo, recomenda-se o uso de
organismos em estagios iniciais de vida. Além disso, todos os organismos utilizados em um
determinado ensaio devem ter aproximadamente a mesma idade e devem ser provenientes de
uma mesma cultura. Os fatores abidticos que podem interferir nos resultados sdo: pH,
concentracdo de oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade e dureza da agua, os quais
devem ser monitorados durante a execu¢do dos experimentos.

Durante avaliacdes de toxicidade cronica geralmente sdo considerados os
efeitos sobre os pardmetros reprodutivos, comportamentais e ainda a sobrevivéncia diante da
exposicado a um agente toxico. Esses critérios permitem diagnosticar os riscos para a
populagdo exposta e ainda propor estratégias de recuperagdo e preservacao dos organismos

ameagados (RAND, 1995).

1.3. Metais nos ambientes aquaticos

A concentra¢do de metais nos ambientes aquaticos naturais aumentou de forma
significativa nos ultimos anos (PESTANA et al., 2007, RODGHER et al., 2009). Atividades
antropicas como processos de drenagem da mineracdo, efluentes domésticos, industriais e
agricolas sdo os principais responsaveis pela entrada desses elementos nos ecossistemas
aquaticos (ZHOU et al., 2006; COSTA et al., 2008). A entrada antropogénica de metais nos
ambientes naturais excede significativamente as fontes naturais e pode apresentar importante
impacto sobre os organismos que vivem na agua (RODGHER et al., 2009).

A 4gua, por sua vez, ¢ um recurso natural indispensavel a sociedade e ao
ambiente; sua qualidade, que pode ser expressa por caracteristicas de natureza fisica, quimica
e bioldgica, possui grande importancia nas pesquisas cientificas (ROSINI et al., 2006; YU e
FLEEGER, 2006; WANG et al., 2009). Dessa forma, existe um crescente interesse por
estudos relacionados a concentragdo, transporte, acumulacdo e destino dos poluentes em
corpos hidricos (PESTANA et al., 2007; SOFYAN et al 2007; RODGHER et al. 2009,
RAINBOW e SMITH, 2010; XIE et al., 2010).



Devido a importancia dos corpos hidricos, estudos tém sido direcionados para
regulamentacdo e protecdo desses ecossistemas (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006).
Geralmente, as concentragdes dos metais nos ambientes aquaticos sdo definidas pela
legislagdo a partir da concentracdo total no ambiente. No entanto, pesquisas cientificas
argumentam que informagoes sobre biodisponibilidade, interagdo com o sedimento, material
particulado e dissolvido, e caracteristicas fisico-quimicas, frequentemente sao deixadas de
lado, apesar da importancia desses aspectos no entendimento do impacto ecotoxicoldgico e da
dinamica dos metais para a biota aquatica (BUFFLE e TERCIER-WAEBER, 2005; COSTA
et al., 2008). Em alguns paises, os padrdes de qualidade da agua sdo baseados na concentragao
soluvel do metal e ndo na sua concentracao total (U.S. EPA, 1996). No Brasil, de acordo com
o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005), a concentracdo soluvel ¢
estabelecida apenas para os metais cobre e ferro na coluna d’agua como base para o padrao de
qualidade da agua. Ja para outros metais, tais como o arsénio, cadmio, chumbo e zinco, os
padrdes ainda sdao baseados na concentragao total do elemento.

No ambiente aquatico, quando na forma dissolvida, o metal pode ter uma
variedade de formas quimicas dependendo da natureza e caracteristicas do ambiente. As
interagdes dos metais na agua incluem espécies associadas com material dissolvido, com
particulas em suspensdo, precipitagcdo e actimulo no sedimento, oxidacdes e redugdes
quimicas, complexacdo com ligantes organicos e inorganicos, absor¢do e/ou adsor¢do por
microrganismos dentro da cadeia trofica (TWISS et al., 2001).

A utilizagdo do sistema de modelagem de equilibrio quimico, o software
MINEQL", permite uma estimativa da especiacdo dos metais nos ambientes aquaticos e,
particularmente em meio de cultura definido, onde consegue-se melhor representacdo da
realidade quimica. Esse modelo leva em consideracdo os componentes quimicos do meio de
cultivo, pH, temperatura e for¢a idnica. Através dessa ferramenta foi possivel calcular a
quantidade de ions metdlicos na forma livre no meio de cultivo e que, portanto, estardo
disponiveis para serem absorvidos ou adsorvidos, e ainda propor hipdteses mais seguras sobre
como os metais interagem com os organismos aquaticos (MINEQL" 4.62.3).

Quando um metal entra no ambiente aquatico, o seu potencial de toxicidade
para biota sera determinado por uma combinacao da especiagdo do elemento e pelo estado
fisiologico dos organismos expostos. As interacdes entre metal e fitoplancton podem ocorrer a
partir da presenca do metal no ambiente externo, circundando a célula, de reagdes com a
membrana bioldgica, ou ainda pelo fracionamento do metal dentro do organismo. (TWISS et

al., 2001). A biodisponibilidade ¢ explicada pela concentragao do metal que ¢ efetivamente



usada pelo organismo e ird agir sobre receptores e sitios fisiologicos especificos e
fundamentais ao metabolismo do organismo, podendo causar toxicidade (BATLEY et al.,
2004). No caso dos elementos nao essenciais, como cadmio, cromo, mercurio, chumbo, etc.,
alguns organismos ndo sdo capazes de reguld-los, e, portanto, os mesmos podem acumular-se
nas células, causando efeitos toxicos (DALLINGER e RAINBOW, 1993; REINFELDER et
al., 1998). Mesmo sendo capazes de regulacdo, hd um limite para tal, que excedido podera
ocasionar qualquer toxicidade (RAINBOW, 2002).

De acordo com Batley et al. (2004), a toxicidade e biodisponibilidade dos
metais estdo relacionadas a sua forma quimica no meio. Agentes complexantes sdo capazes de
decrescer a atividade do ion metalico livre, ¢ diminuir seu efeito toxico. No entanto, ha
excegoes, como por exemplo, os complexos de metais com moléculas lipofilicas, que devido a
sua rapida penetragdo através de membranas celulares e habilidade em transportar o metal,
podem ser mais toxicos que o ion de metal livre.

Tendo sido acumulado nas células dos organismos fitoplanctonicos, o destino
do metal ¢ a entrada na cadeia alimentar. Os invertebrados zooplanctonicos poderdo absorver
elevadas concentracdes de metal a partir de sua dieta (YU e WANG, 2004). Nestes casos, 0s
alvos podem ser as mitocondrias que possuem enzimas e proteinas com fungdes respiratorias,
as quais, ao se ligarem ao metal, perdem sua eficiéncia na conversao de energia e paralisam a
fosforilacdo oxidativa ocasionando danos a célula. Os efeitos toxicos comecam a aparecer
dependendo da concentragdo do metal acumulado e do tempo de exposi¢cdo. Os organismos
podem apresentar alteragdes sobre parametros do ciclo de vida, prejuizos na capacidade de
assimilacdo do alimento, podendo comprometer aspectos reprodutivos e de sobrevivéncia

(BARATA etal., 2002; SOFYAN et al., 2007; RODGHER et al., 2009).

1.3.1 Cadmio

Entre os metais passiveis de exercer efeitos toxicos encontra-se o cadmio (Cd).
Este elemento ¢ visto como um poluente prioritario para 0 monitoramento ambiental e esta
incluido na lista de elementos considerados potencialmente perigosos ao planeta (ZHOU et
al., 2006). O Cd ¢ um metal cinza claro, com brilho metalico e maledvel, cuja superficie
escurece em contato com o ar devido a forma¢dao de uma camada de oxido. Este elemento
quimico ndo teve sua essencialidade comprovada para organismos vivos e possui potencial
toxico (TERRY e STONE, 2002; ZBIGNIEW ¢ WOIJCIECH, 2006). Embora seja conhecido

que esse metal foi utilizado como nutriente substituindo o Zn em algumas diatoméceas
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marinhas (PRINCE e MOREL, 1990). O Cd ¢ um metal frequentemente estudado (BARATA
et al., 2002; DEKKER et al., 2002; WANG e KE, 2002; YU e FLEEGER, 2006; PESTANA
et al., 2007; SOFYAN et al., 2007; WANG et al., 2009; RAINBOW ¢ SMITH, 2010; XIE et
al., 2010; RAINBOW et al.,, 2011) e, quando presente nos ambientes aquaticos, pode
acumular-se no sedimento ou tornar-se disponivel para os organismos aderido a particulas
suspensas (HOFFMAN et al., 1995).

O cadmio pode ser proveniente de fontes naturais, tais como rochas, incéndios
em florestas e vulcdes. No entanto, a principal fonte de Cd decorre de atividades
antropogénicas como a queima de carvao mineral, recobrimento de aco e ferro, estabilizador
para PVC, pigmentos para tinta, plastico e vidro, fabricacao de baterias niquel-cadmio e ligas
metalicas, residuos industriais e domésticos, processos de mineracdo e refino de metais
(HOFFMAN et al., 1995; TERRY e STONE, 2002; RUANGSOMBOON ¢ WONGRAT,
20006). As baterias recarregaveis de niquel-cadmio sdo usadas nos mais diversos segmentos da
sociedade, servindo como suporte no armazenamento de energia elétrica, nas sinalizagdes de
vias férreas, de transito e de muitas unidades industriais de monitoramento e controle de
processo. Atualmente, as baterias portateis tém sido utilizadas, principalmente, em aparelhos
telefonicos e de radio transmissdo representando cerca de 80% da producao de Cd
(RUANGSOMBOON e WONGRAT, 2006).

A contaminacdo das 4aguas ocorre pela disposicdo inadequada dos residuos e
ainda por possivel derrame de residuos e efluentes contaminados (BAIRD, 2002; CHASIN e
CARDOSO, 2003). Em ambientes dulcicolas, o Cd apresenta-se em sua maior parte na forma
i6nica livre (Cd*"), portanto disponivel para ser absorvido e/ou adsorvido pelo fitoplancton.
Hidréxido de cadmio e complexos de carbonato de cddmio também podem ocorrer. Em dguas
com alto teor de matéria organica, mais da metade encontra-se sob a forma de complexos
organicos. Compostos de Cd como sulfito, carbonato e 6éxido sdo praticamente insoliveis em
agua, porém na presenca de acidos, luz ou oxigénio, podem ser transformados em sais
soliveis (CHASIN e CARDOSO, 2003). Em um estudo sobre a especiagdo do Cd no
reservatorio de dgua doce em Barra Bonita (SP — Brasil), Gouvéa et al. (2005) observaram
que no ambiente natural o Cd tem baixa capacidade de complexagdo com MOD (Matéria
Organica Dissolvida) em comparagdao a outros metais como o cobre (Cu); neste estudo a
complexagdo do Cd ocorreu com materiais de alta massa molecular, normalmente excretados
por cianoficeas como Microcystis aeruginosa € Anabaena spiroides.

No Brasil, de acordo com a resolugio CONAMA (2005), o intervalo de
concentracdo de Cd total permitido varia entre 0,001 ¢ 0,01 mg L™ (8,9x10™ ¢ 8,9x10™® mol L~
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") em 4guas de classe L, II e III. Essas 4guas sdo destinadas ao abastecimento para consumo
humano, apds tratamento convencional ou avancgado; protecdo de comunidades aquaticas,
recreagdo de contato primario e secundario, aquicultura, pesca, irrigagdo de culturas arboreas,
cerealiferas e forrageiras e dessendentagdo de animais. Nos Estados Unidos a concentragao
permitida de Cd em 4guas destinadas ao consumo humano ¢ de 0,005 mg L™ (4,5x10™ mol L~
) (U.S. EPA, 1996).

De acordo com o relatorio da CETESB (2009), a concentragdo de Cd nos
ambientes ndo poluidos geralmente ¢ inferior a 0,001 mg L', no entanto, o nivel de Cd
dissolvido em sistemas hidricos pode exceder 0,003 mg L™ em é4reas proximas as atividades
de extragdo de minérios. A emissao de Cd no meio ambiente vem aumentando em uma ordem
de magnitude em relagdo a emissdo por fontes naturais. A dgua potdvel apresenta baixas
concentragdes deste metal, geralmente entre 1x10” e 1x10~ mg L. Em ambientes estuarinos
de baixo e médio impacto antropico os valores de Cd dissolvido podem variar entre 6x10° ¢
2,4x10° mg L' (MALUF, 2009).

O metal Cd foi escolhido para esta pesquisa devido ao aumento da sua
concentragdo nos ambientes aquaticos, decorrente da sua ampla utilizagdo na industria,
agricultura, mineragio e residuos domésticos. E um metal com elevado potencial de
toxicidade, e, ainda, alguns autores questionam a possibilidade de essencialidade para este
metal (PRINCE e MOREL, 1990). A compreensdo do comportamento do cddmio nos corpos
hidricos, bem como dos principais mecanismos de interacdo com oS Organismos Vivos
presentes nesses ambientes sdo importantes para a caracterizagdo das principais relagdes de
equilibrio trofico dos ecossistemas. Considerando que existem numerosas possibilidades de
reacOes quimicas entre os metais e os componentes dos ambientes aquaticos, o bom
entendimento dessas reagdes contribui efetivamente para a protegdo dos ecossistemas

aquaticos naturais ou artificiais.

1.4. Fitoplancton

A interagdo entre um metal e células do fitoplancton pode ocorrer de diversas
maneiras, a partir da formag¢do de complexos soluveis em lipidios devido a rapida difusao
através da membrana plasmatica (TWISS et al., 2001; BATLEY et al., 2004), interagdo com a
ficosfera ou mucilagem no entorno da célula algal (Lombardi et al., 2002), interacdo com
proteinas de membranas (ZBIGNIEW e WOJCIECH, 2006). A membrana plasmatica, de

dupla camada lipidica, consite na maior barreira entre o interior do fitoplancton e seu meio
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externo, podendo atuar como protecao para a célula em relacdo aos elementos toxicos. Na
maioria dos casos, os ions metélicos e seus complexos tém baixa solubilidade em lipidios e,
consequentemente, baixa taxa de difusdo através das membranas celulares. A absor¢do ¢
catalisada em duas fases, consistindo primeiro na ligagdo quimica a um sitio de absor¢ao
especifico da membrana, seguido pela transferéncia e liberacdo do complexo no interior da
célula (MOREL e HERING, 1993). Mecanicamente, os sitios de absor¢ao especifica e o
processo de transporte possuem um limite como mostrado em estudos de exposicdo através da
agua (TWISS et al., 2001).

Nos ambientes aquaticos, o Cd pode ser absorvido ou adsorvido por espécies
fitoplanctonicas. A superficie das algas contém numerosos grupos funcionais com alta
afinidade por ions metélicos e uma carga negativa, devido aos 4cidos carboxilicos e grupos
fosfatados (TWISS et al., 2001). As interagdes entre microalgas e ions metalicos ocorrem
devido as relagdes complexas nos varios compartimentos algais. Essas interagdes envolvem
adsor¢ao passiva do metal na superficie da alga e absorcao ativa (ZBIGNIEW ¢ WOJCIECH,
2006). Embora pouco seja conhecido sobre o modo de a¢do do Cd, devido a sua alta afinidade
por grupos sulfidrila, este metal é considerado um bloqueador de grupos funcionais essenciais
nas biomoléculas, o que resulta na inibigdo de varios processos metabolicos nas células
(GORBI et al., 2007). A toxicidade pode também estar relacionada ao estresse oxidativo,
induzido nas algas tanto pelo aumento da concentracdo de espécies reativas ao oxigénio
(ROS) ou pela reducdo da capacidade oxidante da célula. Em produtores primarios, esses
efeitos podem resultar na inibicdo da producdo de clorofila, da fotossintese e da divisao
celular, reduzindo o crescimento populacional (BAUMANN et al., 2009).

Quando o metal est4 no interior da célula, antes de sofrer a toxicidade, algumas
espécies de algas sdo capazes de utilizar mecanismos para tentar amenizar ou impedir o efeito
toxico. As proteinas do tipo fitoquelatinas sdo reconhecidamente induzidas na presenga de
metais, e apresentam papel importante na detoxificagdo desses elementos nas algas (TSUJI et
al., 2003; KOBAYASHI et al., 2006). A presenga de proteinas do tipo metalotioneinas
induzidas pela presenca de Cd e/ou Zn foi detectada em Chlorella vulgaris (HUANG et al.,
2009). No entanto, quando a concentragdo de metal ultrapassa a capacidade da alga em
detoxificéa-lo, inicia-se o processo de toxicidade, que pode se fazer notar através de falhas
metabolicas (GUANZON et al., 1994; AWASTHI e RAI 2005; ZBIGNIEW ¢ WOJCIECH,
20006), transporte de elétrons, efeitos sobre os fotossistemas e consequente reducdo da

capacidade fotossintética (ZHOU et al., 2006; LOMBARDI ¢ MALDONADO, 2011),
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estresse oxidativo (ZBIGNIEW e WOIJCIECH, 2006), além de prejuizos sobre sistemas
enzimaticos que controlam a bioquimica e fung¢des fisioldgicas, dentre outros.

As conseqiiéncias globais para a alga, como resposta aos distirbios
ocasionados pela toxicidade do metal nas células sdo alteracdes nas taxas de crescimento
populacional, reducdo da biomassa algal, e alteragdo de biomoléculas, mudangas fenotipicas,
taxas respiratorias, tamanho da célula, alteragdes sobre a estrutura e morfologia da célula,
(FARGASOVA et al., 1999; PENA-CASTRO et al., 2004; ZHOU et al., 2006; LOMBARDI
et al.,, 2007; PERALES-VELA et al., 2007; YU et al.,, 2007; BAUMANN et al., 2009,
HUANG et al., 2009; LOMBARDI e MALDONADO, 2011).

Muitos trabalhos na literatura relatam esses efeitos pela presenca de metais,
entre eles o cadmio. Leborans e Novillo (1996) observaram que os niveis de clorofila em
Olisthodiscus luteus diminuiram 86,7% em relacdo ao controle seguindo exposi¢do ao Cd
(4,4x10° mol L) durante 180 horas. Além disso, concentragdes mais elevadas de Cd
reduziram o tamanho da célula e causaram diminuicdo na taxa de crescimento. No entanto,
Nassiri et al. (1997) ndo encontraram inibi¢do do crescimento em Tetraselmis suecica com
concentragdes inferiores a 8,9x10° mol L™ de Cd, mas 1,8x10” mol L™ provocou 10% de
inibi¢do do crescimento apds quatro dias, e 50% de inibigdo do crescimento foi obtido em
8,9x10° mol L' de Cd, respectivamente. Carr et al. (1998) detectaram inibicio do
crescimento da alga unicelular Chlorella vulgaris por 1,4x10™* mol L™ de Cd ap6s 48 horas de
exposicdo. O fotossistema da alga foi danificado e reducdo dos pigmentos fotossintéticos
obtida. Prasad et al. (1998) mostraram que 9,8x10” mol L™ de Cd reduziu linearmente a
concentracdo de clorofila “a” em Chlamydomonas reinhardii e que quando exposta a 1,9x10™
mol L' de Cd, o contetido de clorofila “a” foi reduzido em 76%.

Perales-Vela et al. (2007) verificaram efeitos sobre taxa de crescimento,
conteudo de clorofila, carotenoides, taxa fotossintética, taxa de respiracdo em Scenedesmus
incrassatulus expostas a concentra¢des subletais de cobre (Cu™"). Awasthi e Rai (2005)
demonstraram que a absor¢do de nitrato (NOs’) em células de Scenedesmus quadricauda foi
inibida quando a alga foi exposta aos metais Ni, Zn e Cd durante quatro horas. Pefia-Castro et
al. (2004) avaliaram efeitos da exposicao de Scenedesmus incrassatulus aos metais Cu, Cd e
Cr (VI) e verificaram aparecimento de formas unicelulares, alteragcdes morfoldgicas nos
cendbios, além de prejuizos sobre a fotossintese devido a redu¢do na concentracdo de
clorofila “a” e densidade de células. Esses autores verificaram também que as algas foram

capazes de se recuperar quando os agentes estressores foram retirados.
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O efeito do metal nos organismos ¢ determinado por fatores intrinsecos
relacionados a histdria de exposi¢do prévia e fatores ambientais e, por isso ha uma consideravel
varia¢do das concentracdes que exercem efeitos toxicos no fitoplancton. Concentragdes de Cd
entre 8,9x10™ e 8,9x10” mol L' foram suficientes para causar redugdo significativa nas taxas
de crescimento de populagdes fitoperifiticas (BERE ¢ TUNDISI, 2011). Baumann et al. (2009)
obtiveram reducio do conteudo de clorofila pela exposi¢io a 1x10° mol L™ de Cd nas espécies
Fucus vesiculosus, Cladophora rupestris, Palmaria palmata e Polysiphonia lanosa apds 14
dias. Inibi¢do do crescimento de Chlorella vulgaris apds exposi¢do a 8x10™ mol L' de Cd foi
obtido por Huang et al. (2009). Zbigniew et al. (2007) mostrou que a microalga Scenedesmus
armatus exposta a 9,6x10° mol L' de Cd durante 48 horas apresentou redugdes no
crescimento celular, no conteudo de clorofila e alteragdes ultra-estruturais. Os pardmetros de
crescimento, fotossintese, biomassa e conteudo de clorofila foram afetados pela exposicao a
concentracio de 2x10°® mol L' de Cd apdés 48 horas sobre a cianobactéria Microcystis
aeruginosa (ZHOU et al., 2006). A atividade da enzima superdxido dismutase em células de
Scenedesmus subspicatus, S. obliquus e S. microspina foi significativamente reduzida apos a
exposicao a 1,5x10™ mol L™ de Cd durante 48 horas (ZBIGNIEW ¢ WOJCIECH, 2006).

Considerando as diferentes variaveis envolvidas nos mecanismos de toxicidade
de metais nas microalgas e a propriedade que possuem de acumular os elementos em seus
tecidos, esta pesquisa, que objetiva o estudo de transferéncia de metais em cadeia troéfica com
3 niveis partindo da base fitoplanctonica, vem contribuir para o entendimento dos
mecanismos de regulacdo de metais nos ambientes aquaticos € o modo pelo qual se da a

transferéncia na cadeia trofica.

1.5. Zooplancton

Os efeitos toxicos pela exposicao aos metais para organismos zooplanctonicos
sdo frequentemente abordados na literatura (YU e WANG, 2004; FRAYSSE et al., 2006;
WANG et al., 2009). Os metais causam toxicidade principalmente através da exposi¢do em
sua forma dissolvida, ou seja, através da agua (CANIZARES-VILLANUEVA et al., 2000;
BOSSUYT and JANSSEN, 2005; PESTANA et al., 2007). No entanto, devido a capacidade
que muitos elementos possuem de se acumular nas células algais, eles podem causar
toxicidade a partir de contaminacao via dieta alimentar (HOOK e FISHER, 2000; LIU et al.,
2002; LIAO et al., 2011). Estudos que abordam este aspecto da toxicidade vém sendo cada
vez mais relatados na literatura (BARATA et al., 2002; FISHER ¢ HOOK, 2002; WANG e
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KE, 2002; YU e FLEEGER, 2006; SOFYAN et al., 2007; RODGHER e ESPINDOLA, 2008;
XIE, et al., 2010) e sdo de grande importdncia para a compreensao dos mecanismos
envolvidos na transferéncia trofica desses elementos, assim como a capacidade de
biomagnificacao.

Em relagdo ao cadmio, abordagens recentes (RAINBOW e SMITH, 2010; XIE,
et al., 2010; LIAO et al., 2011; RAINBOW et al., 2011) comprovam a transferéncia deste
alimento nas cadeias alimentares aquaticas, dependendo do tempo de exposi¢do e da
concentragdo do metal no alimento. No entanto, estudos anteriores (MASON, 1991; WREN et
al. 1995; REINFELDER et al., 1998;) tratam o assunto da transferéncia trofica com cuidado,
ja que nem sempre ela ocorre de maneira efetiva.

No conceito de transferéncia trofica, a absorcdo do metal se da através do
alimento (Rainbow et al., 2011). Alguns autores utilizam para isso o termo Metal
Troficamente Disponivel (do ingl€s Trophically Available Metal - TAM). No entanto, ¢
importante observar que um metal pode ser disponivel para outro nivel trofico através da dieta
e nem por isso se biomagnificar (TIMMERMANS et al., 1989; MIHUC e MINSHALL,
1995). A biomagnificacio de um elemento ocorre quando a concentragdo no tecido de um
organismo excede a concentragdo do seu alimento ou de um nivel tréfico adjacente
(REINFELDER et al., 1998).

A precisdo na quantificacdo de pardmetros como contribuicdo das fracdes
dissolvida e particulada, eficiéncia de assimilacdo do alimento ingerido, taxas de ingestdo e
filtracdo e, ainda, concentracdo do elemento na presa permitem uma melhor caracterizagao do
potencial de transferéncia tréfica de certos elementos (REINFELDER et al., 1998). A
caracterizagdo das fragcdes dissolvida e particulada ¢ fundamental para o conhecimento de
qual via de absorcdo ¢ mais importante ao organismo. A eficiéncia de assimilagdo (EA)
caracteriza a passagem de metais através do trato intestinal durante a digestdo e representa a
fracdo do alimento ingerido que permanece acumulada no tecido do animal (GUAN e
WANG, 2006). As taxas de ingestdo e filtracdo contribuem para quantificagdo do alimento
ingerido pelo animal (REINFELDER et al., 1998).

Outro aspecto importante da toxicidade por metais nos ambientes aquaticos se
deve ao fato de que na maioria das vezes a toxicidade ocorre a partir da exposi¢ao cronica, ou
seja, a baixas concentracdes por periodos de tempo prolongados. Eventos agudos podem ter
maior transtorno para os organismos afetados, no entanto sdo raros (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2006; COSTA et al., 2008). Por isso a importidncia de se caracterizar os

possiveis efeitos a partir da exposi¢do a baixas concentragdes através da cadeia trofica.
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O mecanismo de agado toxica do Cd através do alimento ocorre primeiramente
devido a sua alta afinidade por moléculas de enxofre e nitrogénio. O Cd associado a essas
moléculas entrara nas células dos invertebrados. As proteinas sdo constituidas por
aminoacidos, muitos dos quais contém enxofre e/ou nitrogénio. Dessa forma, o metal estd
metabolicamente disponivel. Ele podera entdo afetar a fungdo de moléculas bioldgicas
essenciais, até¢ que processos fisiologicos do organismo afetado iniciem uma tentativa de
excrecdo ou ligacdo a moléculas de alta afinidade da qual ¢ improvavel que o metal se
desprenda (RAINBOW, 2002). A ligagdo a essas moléculas de alta afinidade caracteriza o
metal na forma que serd acumulado.

As moléculas de alta afinidade sdo caracterizadas como proteinas ligantes
celulares, chamadas de metalotioneinas responsaveis pela inativacdo quimica da espécie
metalica. Em seguida, ocorre o sequestro do metal em vesiculas de membrana do tipo corpos
lisossomais, que possuem a funcdo de estocar, transportar ou compartimentalizar o metal
(RAINBOW, 2002; FRAYSSE et al., 2006). A toxicidade celular tem inicio ap0ds a saturagao
desses sitios e 0 organismo ird sofrer inicialmente com efeitos subletais e eventualmente letais
(LAWS, 2000). Estudos indicam que existe uma relagdo direta entre a distribuicdo do metal
no alimento ¢ a absor¢do desse metal. Nos invertebrados herbivoros a absor¢dao do metal é
diretamente proporcional ao conteudo citoplasmatico do elemento nas células algais
(REINFELDER et al., 1998).

Os metais ndo essenciais sdo armazenados em granulos no citoplasma e, em
seguida, eliminados na forma de fezes, ou armazenados para posterior excrecdo. Mexilhdes
marinhos sdo capazes de eliminar metais nao essenciais por egestdo (GUAN e WANG, 2006),
enquanto que copépodas marinhos liberam metais por excrecdo (REINFELDER et al., 1998).
O mecanismo de eliminacdo de metais ndo essenciais em invertebrados aquaticos ainda
necessita de estudos mais aprofundados. No entanto, algumas propostas ja foram descritas e
utilizadas para explicar o0 mecanismo de eliminagao nesses organismos (RAINBOW, 2002).

No caso do Cd e de outros metais ndo essenciais, existem duas possibilidades
apods o sequestro nos corpos residuais lisossomais. Primeiramente o metal pode ser acumulado
em Orgaos especificos do organismo sem que haja qualquer excre¢do (MASON e JENKINS,
1995; LANGSTON et al., 1998). Segundo, existe a possibilidade de acumulagdo com pequena
excrecdo (GALEY e RAINBOW, 1998). No primeiro caso, as células contendo os corpos
residuais lisossomais “enfileiram-se ou acumulam-se” no trato intestinal, impedindo a
excrecdo do Cd absorvido, portanto o metal serd acumulado completamente (MASON e

JENKINS, 1995; LANGSTON et al., 1998). No segundo caso, o processo ocorre da mesma
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forma que nos metais essenciais, ou seja, o organismo consegue “lidar ou regular” esse metal
e excreta-lo em pequenas por¢des (GALEY e RAINBOW, 1998; RAINBOW 2002).

Anfipodas que absorveram cddmio através da dieta tiveram a capacidade de
reguld-lo da mesma forma que ocorre com os metais essenciais (GALEY e RAINBOW,
1998). Elementos ndo essenciais como Ag ¢ Cd podem ser excretados em uma taxa mais
rapida que elementos essenciais e essa velocidade de eliminagdo parece ser dependente
principalmente da quantidade do alimento disponivel e da via de absor¢do no caso de
copépodas, por exemplo. Em contraste, a taxa de elimina¢do de elementos essenciais como Se
e Zn ¢é independente da disponibilidade do alimento e da via de absor¢do (REINFELDER et
al., 1998).

Os efeitos toxicos interferem no ciclo de vida, comportamento, reproducdo e
processos fisiolégicos normais dos organismos (BRULAND et al., 1991). As interferéncias
cronicas irdo afetar o tempo de desenvolvimento embrionario, idade para primeira
reproducao, tempo de geracao (tempo de ovo a ovo), intervalo para producdo de ovos, taxas
de fertilidade, nimero de ovos, ninhadas e neonatos, taxas de filtracao, ingestdo e assimilacao,
taxas de crescimento, longevidade e taxas de produtividade secundaria (KNOPS et al., 2001;
BARATA et al., 2002; DEKKER et al., 2002; HOOK e FISHER 2002; WANG ¢ KE 2002;
GUAN e WANG 2006, De SCHAMPHELAERE et al., 2007; GOULET et al., 2007;
SOFYAN et al.,, 2007; RODGHER et al., 2009; RAINBOW ¢ SMITH 2010; XIE et al.,
2010).

As principais causas para os efeitos da exposicdo ao alimento devem-se a
prejuizos no desenvolvimento do embrido dentro da camara de incubagdo das fémeas
(ORCHARD, et al.,, 2002), devido a falhas no processo de vitelogénese, auséncia de
desenvolvimento dos ovos, diminui¢do do contetido de proteina e reducdo na porcentagem de
eclosdo (HOOK e FISHER, 2002), ou ainda pela diminui¢do do tamanho do corpo dos
organismos (HULSMANN, 2001). Alguns estudos mostraram ainda que os diverticulos do
intestino médio sdo os principais alvos de absor¢do do cadmio e nutrientes como célcio, e que
problemas no metabolismo do célcio podem afetar a fisiologia do intestino (BARATA et al.,
2002). Outros trabalhos mostram que dafinideos coletam e ingerem normalmente células
algais expostas ao cadmio, porém o contaminante dificulta a digestao ocasionando a passagem
de células através do intestino sem serem digeridas ou assimiladas (TAYLOR et al., 1998).

De acordo com Hook e Fisher (2002), a exposi¢do ao alimento contaminado
com 6,4x10® mol Cd g PS™ provocou redugio na producdo de ovos em cladoceros. Efeitos

toxicos foram também observados por Barata et al. (2002), considerando alimento e 4gua como
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potenciais fontes para absor¢ao do Cd, sobre a sobrevivéncia e taxas de alimentagdo de
Daphnia magna. Wang e Ke (2002) sugeriram que o Cd pode ser biomagnificado durante a
transferéncia trofica de bivalves (Ruditapes philippinarum) para gastropodas predadores
Babylonia formosae habei e Nassarius teretiusculus.

De Schampheleare et al. (2004) verificaram que concentracdes entre 130 a 490
ug Zn g PS™ na alga P. subcapitata e utilizada com alimento para D. magna causaram reducio
significativa na reprodugdo e tamanho do corpo dos organismos. Guan e Wang (2004)
demonstraram que juvenis de D. magna acumularam Cd e Zn quando alimentados com algas
expostas a esses metais. O anfipoda Leptocheirus plumulosus e os bivalves Macoma baltica e
Potamocorbula amurensis foram expostos a espécies fitoplanctonicas contaminadas com Se e
apresentaram alteragdes na eficiéncia de assimilagdo do alimento devido a carga toxica
(SCHLEKT et al., 2002). Hook e Fisher (2001) mostraram que a Ag fornecida através do
alimento algal inibiu a reprodu¢@o em claddceros.

Estudos considerando os efeitos subletais pela toxicidade via dieta alimentar
foram realizados também para os metais cobre (Cu), mercurio (Hg), zinco (Zn), selénio (Se),
niquel (Ni) e prata (Ag). Rodgher et al., (2009) observaram reducdo no nimero de neonatos,
nimero de ovos, tamanho do corpo e sobrevivéncia de Ceriodaphnia silvestrii expostas por
sete dias a Pseudokirchneriella subcapitata contaminadas com concentracdes entre 3 e 68 fg
Cu célula”. A porcentagem de Hg ¢ MeHg aumentou a cada nivel trofico, a partir da agua,
algas e macroinvertebrados, indicando acumulagdo e magnificagdo em organismos bentonicos
encontrados em ambientes contaminados (ZIZEK et al.,, 2007). Sofyan et al., (2006)
encontraram que o alimento contaminado com Cd e Cu afetou a taxa de alimentagao,
sobrevivéncia e reprodugdo de Ceriodaphnia dubia. Bielmyer et al. (2006) relataram inibi¢ao
da reprodugdo do copepoda marinho Acartia tonsa quando foram alimentados com diatomacea
contaminada com Ag, Zn, Cu e Ni.

Larvas de Centroptilum triangulifer que foram criadas alimentando-se sobre o
perifiton natural contaminado com concentragdes entre 0 ¢ 10 ug L™ Cd na forma dissolvida
apresentaram significante fator de transferéncia trofica deste metal e, ainda, efeitos sobre a
sobrevivéncia dos organismos (XIE et al., 2010). Rodgher e Espindola (2008) demonstraram
que a sobrevivéncia € o numero de neonatos de Ceriodaphnia dubia diminuiram com a
exposi¢do a alga Psedokirchneriella subcapitata contaminada com 1,0x107 a 5,6x10° mg Cd g
PS". Sofyan et al., (2007) descreveram que a sobrevivéncia, as taxas de alimentagio e
reproducdo de Ceriodaphnia dubia foram significativamente afetadas devido a exposicao

através do alimento contaminado com 0,02 a 5,6 pg Cd g PS”'. Goulet et al., (2007)
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observaram que o alimento ¢ uma importante rota de absor¢cao do Cd, entretanto, esses autores
mostraram que a exposi¢ao cronica de Daphnia magna as algas Chamydomonas reinhardtii e
Pseudokirchneriella subcapitata contaminadas com 5,6x10” ¢ 1,1x10™ g Cd g PS™ ndo causou
efeitos significativos sobre a sobrevivéncia e reproducdo dos organismos. As taxas de
alimentagdo e¢ o tamanho do corpo do anfipoda marinho Leptocheirus plumulosus foram
prejudicados quando esses organismos alimentaram-se com as algas Nitzchia punctata,
Thalassiosira weissflogii ¢ Isochrysis galbana contaminadas com 4,12 pg L' Cd (YU e
FLEEGER, 2006).

De acordo com os trabalhos encontrados na literatura, fica evidente que o
alimento deve ser considerado uma importante fonte de contaminacao por Cd e também por
outros metais. Por isso, uma andlise persistente e aprofundada dos possiveis efeitos toxicos
sobre organismos zooplanctonicos apds exposi¢do cronica ao alimento contaminado ¢
importante para uma melhor caracterizagdo deste tipo de exposi¢ao. Essas informagdes podem
ser uteis para predizer efeitos sobre outros organismos aquaticos expostos ao Cd de maneira
semelhante, e ainda as ameagas que este tipo de exposi¢do pode ter sobre o equilibrio e

dindmica dos ecossistemas aquaticos.
1.6. Peixe

Os efeitos sobre organismos aquaticos podem ser mais amplos e atingir
consumidores de segunda ordem como peixes. Os peixes de pequeno porte fazem parte das
cadeias alimentares aquaticas como consumidores secundarios € sdo organismos com
capacidade para acumular elevadas concentragdes de metais. Quando o Cd contamina o
ecossistema aquatico, ele pode entrar na cadeia alimentar através do consumo direto da dgua
ou da biota, e ainda por meio de rotas ndo dietéticas como a absorc¢do pelo epitélio. Para os
peixes, as branquias, a pele e o trato digestivo sdo os potenciais sitios de absor¢do do Cd
através da agua.

O mecanismo de agdo toxica do metal Cd nos peixes ¢ semelhante ao processo
encontrado nos invertebrados. O Cd possui alta afinidade por moléculas de enxofre e
nitrogénio e, quando associado a essas moléculas, terd capacidade de entrar nas células e
iniciar seus efeitos sobre as moléculas biologicas essenciais. Os peixes também utilizardo
proteinas de alta afinidade como metalotioneinas na tentativa de regular o efeito tdxico
(RAINBOW, 2002). A diferenga aqui é que essas proteinas ligantes sdo mais eficientes,

produzidas em quantidades maiores e, portanto, a toxicidade pode ser controlada dependendo
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do grau de exposicao (RAINBOW, 2002; REINFELDER et al., 1998). Por isso, nos casos de
contaminagao via dieta alimentar, a possibilidade de acimulo do metal ¢ atenuada.

As respostas toxicas em peixes expostos a0 Cd na 4gua sdo bem relatadas
(MATZ et al., 2007; WANGSONGSAK et al., 2007; LIAO et al., 2011; LIU et al., 2011).
Entretanto, estudos sobre a exposi¢do através da dieta sdo menos frequentes
(RUANGSOMBOON e WONGRAT, 2006; NG e WOOD, 2008), embora o alimento seja
uma importante rota de contaminacdo por Cd em peixes sobre condi¢des naturais.
Frequentemente, a acumulacdo do Cd em peixes ocorre em Orgdos como intestino, rim,
figado, branquias e, no caso dos grandes peixes, nos musculos, parte que ¢ destinada ao
consumo humano (RUANGSOMBOON ¢ WONGRAT, 2006). Os efeitos cronicos incluem
alteracdes histologicas, hematoldgicas, comportamentais, mudangas no peso e ainda pode
atingir aspectos reprodutivos e, consequentemente, a sobrevivéncia da espécie (HOFFMAN et
al., 1995; REINFELDER et al., 1998; BERNTSSEN et al., 2001; KRUMSCHNABEL et al.,
2010).

Inicialmente, os estudos de toxicidade por metais para peixes eram realizados
através da exposi¢ao na agua ou na dieta produzida comercialmente. Berntssen et al. (2001)
avaliou a dieta produzida comercialmente na forma de pelets secos enriquecidos com metais e
verificou que de 10 a 125 ug Cd g de alimento seco por um periodo de 35 dias a 4 meses
causou respostas fisiologicas adversas tais como hipocalcemia, aumento no nimero de
enterdcitos e apoptose no intestino, diminui¢@o na digestibilidade de nutrientes e aumento das
células cloreto nas branquias de Sal/mo salar. Em outros estudos, a exposicdo a dietas
contaminadas com 300 a 500 pg Cd g”' durante quatro semanas néo afetou a sobrevivéncia e o
crescimento de truta arco-iris (BALDISSERROTTO et al., 2005). Da mesma forma, a
exposi¢do durante 35 dias a 10 pg Cd g ndo causou mortalidade em tilapia Oreochromis
mossambicus (PRATAP et al., 1989). No entanto, estes estudos ndo avaliaram efeitos
subletais.

Em seguida, iniciou-se a exploragdo de efeitos toxicos devido a transferéncia
de metais através da cadeia tréfica. Estudos sobre a toxicidade do Cd incorporado ao alimento
natural demonstraram que a exposi¢do do verme Lumbriculus variegatus a 0,1; 5; 20 e 200 pg
L' de Cd e oferecido como alimento ao peixe Oncorhynchus mykiss durante 1 més, causou
uma taxa de transferéncia tréfica de Cd do verme para o peixe relativamente baixa.
Entretanto, houve inibicdo do crescimento e acimulo de Cd no intestino, figado, rins,
branquias e carcaga. Os autores relataram ainda que, em comparagdo a absor¢ao e acumulacao

pelo alimento comercial peletizado, houve maior disponibilidade e toxicidade do Cd para o
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peixe quando este foi incorporado ao alimento natural (NG e WOOD, 2008). Da mesma
maneira, Harrison e Curtis (1992) relataram que a eficiéncia de absor¢ao do Cd do alimento
natural por truta arco-iris foi 5 vezes maior que do alimento comercial peletizado. Essas
discrepancias sdo possivelmente causadas por diferengas na ligacdo do metal entre o alimento
natural e artificial, afetando ent3o a absor¢do ou assimilacdo de metais por predadores. De
acordo com Reinfelder et al. (1998), a eficiéncia de assimilagdo do metal pelo predador ¢
afetada pela bioquimica do metal na presa/alimento e na fisiologia do predador.

Experimentos realizados sobre bioacumulagdo de Cd, com concentragdes entre
0,35 ¢ 3,50 mg L', em uma cadeia alimentar aquética experimental envolvendo uma alga
Chlorella vulgaris, um zooplancton Moina macrocopa ¢ o peixe hibrido Clarias
macrocephalus x C. gariepinus, demonstraram que houve transferéncia do Cd entre os
diferentes niveis da cadeia alimentar, sendo encontrados residuos nos musculos dos peixes
sessenta dias apos exposicdo (RUANGSOMBOON ¢ WONGRAT, 2006).

Goto e Wallace (2009) avaliaram mecanismos relacionados aos metais Cd, Cu,
Pb e Zn em presas contaminadas (Palaemonetes pugio e Nerei acuminata) sobre a
transferéncia trofica para o peixe béntico forrageador Fumfulus heteroclitus. Os autores
concluiram que fracionamentos intracelulares dos metais nas presas podem ser parcialmente
responsaveis pela disponibilidade trofica para um predador em habitas poluidos com metal.
Peixes da espécie Danio rerio alimentados com larvas de quironomideos (Chironomus
riparius) expostas através da agua (288 pg Cd g PS™) e sedimento (153 pg Cd g PS™) ao
metal Cd durante sete dias, apresentaram elevadas concentragdes de Cd no rim, figado e
intestino, e baixas concentragdes nas branquias e carcaga, evidenciando que o Cd pode ser
adquirido através do alimento natural em peixe (BECHARD et al., 2008).

A transferéncia trofica de As, Cd, Cr, Hg (II) e MeHg de um anfipoda béntico
(Leptocheirus plumulosus) e um verme (Lumbriculus variegatus) para um peixe (Fundulus
heteroclitus) foi investigada por Dutton e Fisher (2001). Os autores observaram que o Cd e
Hg(Il) foram acumulados principalmente no intestino, e ainda que o MeHg biomagnificou-se
nos niveis tréficos avaliados, enquanto que os demais metais ndo biomagnificaram-se.
Creighton e Twining (2010) avaliaram os efeitos do Cd, Se e Zn sobre o peixe de estudrio
Ambassis jacksoniensis a partir das exposicoes via dgua e alimento. Os metais foram
fornecidos através de Artemia sp. alimentadas com algas contaminadas. O alimento foi uma
melhor via de absor¢do de metal para o peixe que a dgua, no entanto, o potencial de

biomagnificacdo para todos os metais foi baixo. Por isso, estudos de laboratorio sugerem que
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o alimento pode contribuir substancialmente para a absorc¢ao total de alguns metais, mesmo na
auséncia de biomagnificacdo (REINFELDER et al., 1998).

Liu et al. (2011) obtiveram diminui¢ao da sobrevivéncia, crescimento, aumento
do indice hepato-somatico, altera¢do na atividade de enzimas hepéticas, alteragdes histologicas
nas branquias, figado e bago de Synechogobius hasta expostos a concentragdes entre 0 ¢ 0,29
mg L' de Cd na forma dissolvida por 15 dias. A exposicdo sub-cronica do peixe Puntius
gonionotus a 0,06 mg L de Cd na forma dissolvida durante 60 dias provocou hipertrofia e
hiperplasia das lamelas primarias e secundarias das branquias, vacuolizacdo dos hepatdcitos
além de danos sobre os glomérulos e tubulos renais. Os niveis de metalotioneinas no figado
foram elevados mesmo apos os peixes terem sido removidos para agua livre de Cd
(WANGSONGSAK et al., 2007).

Os trabalhos disponiveis refletem a importancia do Cd como causador de
toxicidade, tanto na forma dissolvida como através do alimento, para niveis troficos mais
elevados das cadeias alimentares aquaticas. O alimento natural deve ser investigado como
potencial fonte de Cd para os peixes. Por isso a necessidade de estudos mais aprofundados

sobre a transferéncia trofica desse elemento nas cadeias alimentares dos ambientes aquaticos.

1.7. Recuperacio

Outro aspecto importante sobre a toxicidade dos metais para organismos
aquaticos relaciona-se a existéncia ou ndo de recuperagdo depois de cessada a exposi¢ao dos
organismos a esses toxicos. De acordo com Mangas-Ramirez et al. (2004), cladoceros expostos
a certas concentracdes de metal podem recuperar-se quando as condigdes tornam-se favoraveis,
quer seja através do restabelecimento de um ambiente livre de contaminantes, quer seja pela
maior disponibilidade alimentar. No entanto, sdo poucos os estudos sob esse enfoque.

Muscatello e Liber (2010) observaram que a espécie de quironomideo
Chironomus tetans acumulou uranio (U) ap6s 10 dias de exposi¢do a 300 pg U L™ na forma
dissolvida. No entanto, a concentragdo de U no corpo dos organismos diminuiu apos 3 dias em
que as larvas foram colocadas em agua limpa. O crescimento das larvas de C. fetans também
aumentou significativamente apos serem transferidos para dgua livre de uranio.

Espécimes do caranguejo azul (Callinectes sapidus) coletados em ambientes
contaminados (Cr, Cu, Hg, Pb e Zn) e livres de contaminagdo refletiram concentra¢des dos
metais acumuladas no tecido de acordo com as caracteristicas do ambiente. A concentra¢do de

mercurio acumulado nos musculos dos organismos provenientes da drea contaminada foi maior
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em relagdo ao mercurio acumulado nos musculos dos organismos da area livre de
contaminac¢do. E ainda, quando esses organismos foram transferidos para ambientes livres de
contaminantes, as concentracdes de mercurio no tecido muscular ndao diminuiram. Os
caranguejos das areas limpas diminuiam as concentragdes de Cu, Pb e Zn quando colocados
em agua limpa e com alimento ndo contaminado (REICHMUTH et al., 2010).

Guan e Wang (2006) avaliaram a toxicidade do Cd em trés grupos de cladéceros
da espécie Daphnia magna: clones tolerantes ao Cd, clones sensiveis ao Cd, e grupo de
recuperagdo, cultivados apds a intoxicagdo em agua livre de Cd na forma dissolvida. Os
organismos do grupo de recuperagdo ndo apresentaram diferencas significativas em relagdo ao
tempo de sobrevivéncia e concentragdo das metalotioneinas. No entanto, os claddceros
cultivados no sistema de recuperagdo foram capazes de restabelecer os padrdes de crescimento
e a concentracdao de Cd acumulada no corpo foi menor no grupo cultivado na auséncia de Cd.

O comportamento alimentar de Daphnia magna foi avaliado apos exposicao a
concentragcdes subletais do acaricida tetradifon, seguida de exposi¢do a um periodo de
recuperacdo. Os resultados indicaram que a taxa de filtragdo de D. magna continuou afetada
pelo pesticida mesmo durante o periodo de recuperagdo, porém em menor intensidade
(VILLARROEL et al., 1999).

O bivalve de agua doce Lamellidens marginalis foi exposto experimentalmente
a concentragdes de 10, 20 e 30 mg L de Cd por 40 dias e transferidos para dgua livre de Cd
através de EDTA ou uma espécies de macrofita (Eichornia sp.) conhecida por absorver Cd. Os
organismos transferidos para agua limpa diminuiram as concentragdes de Cd nas branquias,
glandula digestiva (figado), manto e concha (SHAMIK, 1999).

Van Gestel et al. (1993) avaliaram acumulagdo, eliminacdo e efeitos toxicos
sobre crescimento e reprodugdo do verme Eisenia andrei apos exposi¢io a 10 mg Kg™' de Cd
no solo. A reproducao foi significativamente afetada apds 3 semanas de exposi¢do, porém foi
completamente recuperada ao final do periodo de 3 semanas em solo ndo contaminado.

O inseticida carbaril foi aplicado em uma lagoa experimental e as alteragdes na
comunidade zooplanctonica foram investigadas. A aplicacdo do inseticida causou uma reducao
significativa na populagdo de claddceros. Porém apo6s a rapida degradacao do pesticida na agua
a populacao de claddceros foi restabelecida normalmente (HANAZATO e YASUNO, 1990).

A recuperacdo dos organismos aquaticos parece estar diretamente relacionada
aos mecanismos de regulagdo de metais essenciais e ndo-essenciais encontrados nos
invertebrados em geral (RAINBOW, 2002). A tolerancia ou resisténcia a toxicidade por metais

¢ realizada através da especiacao do metal dentro da célula. O seqiiestro por ligantes celulares
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tais como as metalotioneinas, lisossomos e acumulo em organelas especificas sdo estratégias
comuns adotadas pelos invertebrados (WALLACE et al., 2003). Geralmente, as
metalotioneinas sdo responsaveis pela homeostase de metais essenciais, Zn e Cu, e ainda para
elementos nao essenciais como Cd (FRAYSSE et al., 2006).

Dentro dessa tematica, o alimento tem desempenhado um papel positivo nos
processos de recuperagdo das populagdes zooplanctonicas estressadas por substancias toxicas.
Hauri e Horne (2004) mostraram que uma grande quantidade de alimento algal reduziu a
disponibilidade do cobre para C. dubia durante testes cronicos de toxicidade devido a
complexagdo do metal pelas particulas de alimento. Os autores chegaram a conclusdo de que
altos niveis de alimento poderiam suprir energia necessaria para o crescimento e reproducdo
e, a0 mesmo tempo, acentuar mecanismos especificos de detoxificacdo e resisténcia aos
agentes t0Xicos.

A possibilidade de “regulacdo” da concentracdo de metais nos organismos ¢é
considerada efetiva apenas para os metais essenciais como Zn ¢ Cu (De SCHAMPHELAERE
et al., 2004; 2007). No entanto, estudos ja demonstraram a capacidade de “controle” dos efeitos
toxicos, mesmos para metais que ndo sdo essenciais, como o Cd (RAINBOW, 2002). A
existéncia de recuperagdo em relagdo a toxicidade por metais ndo essenciais € pouco conhecida
na literatura devido a crenca no potencial de acimulo e persisténcias nos organismos aquaticos.
Por isso a necessidade de estudos que melhor caracterizem a existéncia ou ndo de recuperacao
para metais ndo essenciais como o Cd.

A contaminagdo dos ecossistemas aquaticos por metais ¢ um fato bastante
preocupante do ponto de vista ambiental. Essas perturbagdes podem trazer efeitos deletérios
toxicos para o ecossistema como um todo. A contaminacdo das algas por metais
possivelmente acarretard a transferéncia para outros niveis tréficos através do alimento. Os
organismos zooplanctonicos, por sua vez, ocupam uma posi¢ao-chave nas cadeias alimentares
aquaticas, por constituirem um elo entre produtores primarios e niveis troficos superiores.
Desta forma, o impacto de possiveis alteragdes em sua composi¢ao bioquimica, ciclo de vida

e produtividade sobre outros niveis troficos deve ser investigado.
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2. OBJETIVOS

O principal objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos toxicos do metal
cadmio em uma cadeia alimentar experimental aquatica constituida por uma microalga
cloroficea, Scenedesmus quadricauda, um cladécero dafinideo, Simocephalus serrulatus € um
peixe da familia Characidae, Hyphessobrycon eques. Para isso, foram delimitados os

objetivos especificos que seguem.

Avaliar os efeitos do cadmio sobre a alga Scenedesmus quadricauda através do
acompanhamento das seguintes variaveis:

e Concentracao de clorofila “a”;

e Crescimento celular (densidade);

e Numero de células por cendbio;

e Biomassa seca;

e Fracdo do metal intracelular (adsorvido/absorvido).

Avaliar os efeitos do cadmio via alimento sobre o cladocero Simocephalus serrulatus
através do acompanhamento das seguintes variaveis:
e Parametros do ciclo de vida:
e Tempo de desenvolvimento embrionario;
e Idade para primipara;
e Intervalo na producdo de ovos;
e Tempo de geracdo (tempo de ovo a ovo);
e Longevidade;
e Taxas de fecundidade;
e Taxa de alimentacdo (Filtracao e Ingestdo);
e Producdo secunddria didria e no periodo experimental:
e Investida em crescimento;
e Investida em reprodugao;
e Fracdo de metal particulado;
e Verificar a existéncia de recuperagdo em S. serrulatus exposto ao cadmio via dieta

apoés tratamento com alimento livre de metal.
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Avaliar os efeitos do cadmio via cadeia trofica sobre o peixe Hyphessobrycon eques
através do acompanhamento das seguintes variaveis:
e (aracteristicas histdlogicas das branquias e do figado;

e Peso fresco.
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CAPITULO 1. Toxicidade e bioacumulagio de cadmio em Scenedesmus quadricauda

RESUMO

O aumento da concentra¢do dos poluentes nos ambientes aquaticos € preocupante do ponto de
vista ecotoxicologico. Espécies fitoplanctonicas podem ser prejudicadas pela presenca de
metais e os resultados s3o refletidos sobre a produtividade primaria nas cadeias alimentares
aquaticas. O objetivo deste estudo foi avaliar os possiveis efeitos toxicos do cadmio (Cd)
sobre parametros fisioldgicos da microalga cloroficea Scenedesmus quadricauda. As algas
foram cultivadas em meio Oligo sob condi¢des controladas de temperatura (221 °C),
intensidade luminosa (100 uE m™ s™) e fotoperiodo (16:8 h claro:escuro). Células em fase de
crescimento exponencial foram expostas durante 96 h & concentra¢des nominais de 107; 3x10"
7 6x107; 10% ¢ 10° mol L' de Cd. A concentracdo do metal acumulado, o contetido de
clorofila “a”, o crescimento, o numero de células por cendbio e a biomassa seca foram
monitorados durante a exposi¢do. Os resultados indicaram que o Cd foi bioacumulado nas
algas e que houve prejuizos no conteudo de clorofila “a” e no crescimento populacional nas
concentragdes mais elevadas do metal. Os parametros danificados sdo importantes, pois
ameagam sistematicamente o equilibrio da estrutura dos ambientes de 4gua doce

frequentemente afetados pela presenca do cadmio, uma vez que o fitoplancton suporta os

niveis troficos superiores.

Palavras-chave: agua, cadeia alimentar, ecotoxicidade, metal, microalga.
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1. INTRODUCAO

O aumento da concentragdo dos poluentes nos ambientes aquéticos ¢
preocupante do ponto de vista ecotoxicologico (PERALES-VELA et al., 2007; ZBIGNIEW et
al., 2007; BERE e TUNDISI, 2011). O cadmio é um metal que contribui para a polui¢do dos
ecossistemas aquaticos devido ao seu uso difundido em processos industriais, fertilizantes
quimicos, galvanoplastia, entre outros (TERRY e STONE, 2002; ZBIGNIEW ¢ WOJCIECH,
2006; ZHOU et al., 2006). Esse elemento ndo possui fun¢do biolodgica conhecida aos
organismos vivos ¢ apresenta caracteristicas de alta solubilidade em 4gua, o que determina
sua ampla distribuicao, capacidade de acumulagdo nos tecidos e elevada toxicidade em varios
niveis de organizacao trofica (ZHOU et al., 2006; BAUMANN et al., 2009).

Nos ambientes aquaticos o Cd pode ser absorvido ou adsorvido por espécies
fitoplanctonicas. A superficie das algas contém numerosos grupos funcionais com alta
afinidade por ions metélicos e uma carga negativa, devido aos acidos carboxilicos e grupos
fosfatados (TWISS et al., 2001). As interacdes entre microalgas e ions metalicos envolvem a
adsorc¢do passiva do metal na superficie da alga e absorcdo ativa intracelular (TWISS et al.,
2001, BATLEY et al., 2004). Embora pouco seja conhecido sobre o modo de agdo do Cd,
devido a sua alta afinidade por grupos sulfidrila, este metal ¢ considerado um bloqueador de
grupos funcionais essenciais nas biomoléculas, o que resulta na inibi¢cdo de varios processos
metabolicos nas células (ZBIGNIEW e WOJCIECH, 2006). A toxicidade pode também estar
relacionada ao estresse oxidativo induzido tanto pelo aumento da concentracdo de espécies
reativas ao oxigénio ou pela reducdo da capacidade oxidante da célula. Em produtores
primdrios esses efeitos podem resultar na inibicdo da producdo de clorofila, fotossintese e
crescimento populacional (BAUMANN et al., 2009).

O Cd ¢ um metal poluente amplamente estudado devido a sua alta toxicidade.
No entanto, os mecanismos que norteiam a toxicidade desse elemento sdo variaveis
dependendo da espécie exposta e, segundo alguns autores nao sdo bem entendidos (TERRY e
STONE, 2002; ZBIGNIEW e WOJCIECH, 2006; PERALES-VELA et al.,, 2007). Nos
estudos ecotoxicolédgicos, ainda € questionado se o Cd pode ter alguma fun¢ao nutritiva sobre
organismos fitoplanctonicos ou ndo. Sabe-se que esse metal foi utilizado como nutriente
substituindo o Zn em algumas diatoméceas marinhas (PRINCE e MOREL, 1990). Espécies
do género Scenedesmus sdo encontradas em todos os tipos de ambiente inclusive em aguas
poluidas por metais. A espécie Scenedesmus quadricauda ¢ conhecida por formar pequenos

cendbios com numero variavel de células dependendo das condigdes ambientais e do estado
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fisiologico (LOMBARDI et al., 2007). O conhecimento dos efeitos do Cd sobre esta e outras
espécies comuns, bem como a possibilidade de essencialidade deste metal ¢ importante para o
entendimento da dinamica desse elemento nos ecossistemas e sua relagdo com a biota. Sabe-
se que a legislagdo brasileira atual permite concentragdes de Cd entre 0,001 ¢ 0,01 mg L™
(8,9x10” ¢ 8,9x10™® mol L") em aguas de classe I, II e III indicadas, entre outras fungdes, na
preservacdo de organismos aquaticos (CONAMA, 2005). Danos sobre o crescimento
populacional, parametros fotossintéticos, morfologia das células e biomassa refletem
diretamente no planejamento de estratégias que visam a protecdo desses ambientes (PENA-
CASTRO et al., 2004; HUANG et al., 2009; BERE e TUNDISI, 2011).

De modo geral, os metais exercem significativo efeito toxico sobre parametros
fisioloégicos das microalgas (PERALES-VELA et al., 2007; ZBIGNIEW et al., 2007). A
produtividade priméria e, consequentemente, dos niveis troficos superiores das cadeias
alimentares sofrem as consequéncias dos efeitos dos metais sobre as microalgas (BAUMANN
et al., 2009; BERE e TUNDISI, 2011). Alteracdes nos parametros populacionais do
fitoplancton assim como na composicdo quimica das células podem afetar o equilibrio e
dindmica dos ecossistemas aquaticos (ZHOU et al., 2006; LOMBARDI et al., 2007; HUANG
et al., 2009). Por isso, o entendimento do comportamento do Cd no primeiro nivel tréfico,
assim como a interagdo com niveis posteriores, contribui para o conhecimento € compreensao
de processos ambientais tais como acumulagdo, transferéncia trofica e efeitos do metal nos
ecossistemas.

Este estudo investigou os efeitos da exposi¢do ao cadmio sobre Scenedesmus
quadricauda. As concentragdes de metal total dissolvido e particulado foram determinadas nos
cultivos, assim como o conteudo de clorofila, crescimento, alteracoes nos cenobios e biomassa
seca da microalga. A especiagao do Cd foi obtida através de simulagdo numérica usando-se o

modelo de equilibrio quimico MINEQL" 4.62.3.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Cultivos da alga Scenedesmus quadricauda
A microalga Scenedesmus quadricauda foi obtida do Centro Canadense de
Cultivo de Microrganismos (University of British Columbia, Departamento de Botanica,

Canadd) e mantida no Laboratério de Plancton da Universidade Federal de Sao Carlos

(UFSCar). Apesar da cepa usada ndo ser nativa, a espécie ¢ cosmopolita e encontrada em
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varios ecossistemas aquaticos do Brasil. Cultivos-estoque das algas foram preparados em meio
Oligo (AFNOR, 1980) utilizando-se agua ultra-pura (Barnstead Easypure Rodi, USA), com pH
ajustado para faixa entre 6,8 ¢ 7,2 através de HNO; ou NaOH 0,1 mol L. O meio Oligo foi
escolhido pois fornecia as exigéncias nutricionais para crescimento de algas verdes (AFNOR,
1980; ABNT, 2005). O meio de cultivo foi autoclavado durante 20 min em temperatura de 121
°C, em Erlenmeyers de 2000 mL de capacidade contendo 1000 mL de meio. Apos 24 h da
autoclavagem, o meio foi inoculado com as células de S. quadricauda em fase exponencial de
crescimento tendo uma concentragdo inicial nas novas culturas de 10° células mL™ de sob
condicdes assépticas em cabine de fluxo laminar (Pachane, Brasil). A cultura foi mantida sob
condi¢des ambientais controladas com 100 pE m™ s de intensidade luminosa, fotoperiodo de
16:8 h (claro:escuro) em temperatura de 22+1 °C (ABNT, 2005). O crescimento dos cultivos
foi acompanhado a cada 48 h através da contagem do nimero de células em hemocitometro
(Fuchs-Rosenthal espelhada) sob microscopio optico (Leica DMLS), desde o dia da inoculagdo

até o final da fase de crescimento exponencial.

2.2. Exposicao ao cadmio

A exposicao de S. quadricauda ao Cd foi realizada com trés réplicas em frascos
de policarbonato com 1000 mL de capacidade contendo 500 mL do meio de cultivo. Os frascos
foram inoculados com células de S. quadricauda oriundas de cultura em fase exponencial de
crescimento em concentragdo inicial de 10* células mL™ e, portanto, 10* células por mL foram
expostas ao metal. Quando a populacdo de S. quadricauda atingiu a fase exponencial de
crescimento, as células foram expostas ao metal Cd por 96 h. As concentragdes nominais de Cd
usadas foram 107; 3x107; 6x107; 10° ¢ 10° mol L™ (0,01; 0,03; 0,07; 0,11 e 1,12 mg L.
Essas concentracdes foram escolhidas a partir de testes preliminares de exposi¢do ao Cd em
relagdo ao efeito sobre o crescimento celular, e ainda por se tratar de concentracdes mais
proximas das encontradas em ambientes naturais. O controle consistiu no cultivo da alga sem
adicao do metal. As condi¢gdes das culturas experimentais foram as mesmas utilizadas nos
cultivos estoque (intensidade luminosa, fotoperiodo e temperatura) e pH ajustado para 6,8-7,2.

As solugdes de cadmio foram preparadas a partir de solucdo estoque na
concentracao de 8,9){10'3 mol L™ (Titrisol, Merck, Alemanha) utilizando-se agua ultra-pura. O
monitoramento das culturas foi realizado a cada 24 h através de contagem do numero de

células em hemocitometro (Fuchs-Rosenthal espelhada) sob microscopio Optico (Leica



32

DMLS). Durante as 96 h de exposi¢cdo ao Cd foram monitoradas as variaveis de concentragao
de clorofila “a”, crescimento populacional, nimero de células por cendbio e biomassa seca.

Os materiais utilizados no cultivo das algas e nos experimentos de exposi¢ao
ao Cd foram previamente lavados com detergente neutro, deixados em solucdo de HCI 10%
por sete dias, enxaguados abundantemente em agua destilada e autoclavados por 20 minutos a

121°C (ABNT, 2005; APHA, 1995).

2.3. Analise do metal

A concentragao de Cd total dissolvido foi determinada no inicio da exposi¢ao
das algas ao Cd (0 h). Para isso, 14 mL de amostras das culturas foram filtradas a vacuo em
filtros de membrana de acetato de celulose com 0,2 pm de didmetro de poro (Sartorius,
Alemanha) previamente lavados com HNO; 1 mol L™ (24 h) e enxaguados com 4gua ultra-
pura. Os filtrados foram acidificados com HNOj ultra-puro (J.T. Baker) em concentracao final
de 0,1 mol L', de acordo com os procedimentos descritos em Lombardi et al. (2002). As
concentragdes de fons Cd livre (Cd*") nos cultivos foram calculadas através do modelo de
equilibrio quimico MINEQL" versdo 4.62.3. Este software forneceu as informagdes sobre a
especiagdo do Cd nos meios experimentais, levando em consideracdo variaveis como pH e
concentragoes do metal.

O Cd total acumulado nas células de S. quadricauda foi determinado ao final
das 96 h de exposi¢do seguindo os procedimentos descritos em Lombardi et al. (2002). Dez
mililitros de amostras dos cultivos, contendo numero de células conhecido, foram filtradas em
filtros de membrana de acetado de celulose com 0,45 pm de didmetro de poro (Sartorius,
Alemanha) previamente lavados em HNO; 1 mol L' ¢ com massa seca inicial conhecida. Os
filtros, contendo a biomassa algal, foram secos a 60 °C em estufa durante 48 h, resfriados em
dessecador e pesados novamente para estimativa do peso seco final. A determina¢ao do Cd foi
realizada apds digestdo acida dos filtros obtida pela adigdo de HNOs:HCI (3:1 — 4gua régia)
com 4cido ultra-puro (J.T. Baker). A digestdo 4cida foi realizada em tubos de Teflon” em
temperatura ambiente durante 72 h. A concentracdo de Cd nas algas foi considerada como a
concentracdo total de metal acumulado e é reportada em g Cd célula™ e g Cd g PS™.

Brancos de procedimentos foram feitos para a fragdo dissolvida e particulada do
metal. Para a dissolvida, amostras do meio de cultura Oligo sem algas foram usadas e a
determinagdo de Cd seguiu o mesmo procedimento que as amostras. Para Cd particulado foram

usados trés filtros de membrana com 0,45 um de diametro de poro (Sartorius, Alemanha)
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previamente lavados com HNOs 1 mol L™. Esses filtros foram digeridos e analisados da mesma
maneira que as amostras € os resultados foram considerados os brancos do material
particulado. As fragdes de Cd total dissolvido e particulado foram determinadas através de
espectrofotometro de absor¢do atomica com forno de grafite (GF-AAS, Varian AA220,

Australia).
2.4. Concentracao de clorofila “a”

As determinagdes do contetudo de clorofila “a” foram realizadas a cada 24 h em
amostras de 10 mL filtradas em filtros de éster de celulose com 0,45 um de poro (Millipore,
Brasil). O procedimento para a extragdo e determinacdo da concentracdo de clorofila “a”

encontra-se descrito em Shoaf e Lium (1976) seguindo-se a formula descrita abaixo.
X
[Clorofila"a"|=[11,47 x (A664nm) — 0,40 x (A630nm)]x v

Onde.: X=volume do solvente utilizado (Dimetilsulféxido - DMSO).

Y = volume da amostra filtrada.

Como parametro de toxicidade, a concentracdo efetiva média (CEso.96n) foi
calculada considerando as concentracdes de Cd total dissolvido em relacdo a resposta de

inibi¢do da concentragdo de clorofila “a” comparado o grupo controle. A CEsoo6n foi

calculada a partir do programa Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON, 1977).
2.5. Crescimento populacional e numero de células por cenobio

O crescimento populacional foi estimado através de contagem de células
(laminas de Fuchs-Rosenthal espelhada) ao microscopio Optico (Leica DMLS) em
amostragens realizadas a cada 24 h. As amostras foram preservadas com solucdo de lugol
acético.

A ocorréncia de formas unicelulares ou cenobios com diferente nimero de
células, sempre comparados ao controle, foi obtida através de contagens em laminas de

Fuchs-Rosenthal sob microscopio Optico (Leica DMLS). Cada amostra foi contada seis vezes,
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e o niamero médio de células por cendbios foi estimado. As contagens foram feitas com
amostras coletadas a cada 24 h durante as 96 h de exposicao.

Como parametro de toxicidade, a concentracdo efetiva média (CEsoo6n) fol
calculada considerando as concentracdes de Cd total dissolvido em relacdo a resposta de
inibi¢do do numero de células por mililitro comparado o grupo controle. A CEsoo6n foi

calculada a partir do programa Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON, 1977).

2.6. Biomassa seca

A biomassa seca das células algais foi avaliada no inicio e final do periodo
experimental de exposi¢dao ao Cd (0 e 96 h). Dez mililitros de amostras dos cultivos foram
filtrados em filtros de membrana de acetato de celulose com 0,45 um de diametro de poro
(Sartorius, Alemanha). Os filtros haviam sido previamente secos em estufa a 60 °C
(FANEM/Orion 515, Brasil) durante 24 h, resfriados em dessecador por 30 min, € seu peso
seco inicial determinado através de balanca microanalitica com legibilidade de 1 pg (Sartorius
MC21S). Apos a filtragem das amostras, os filtros foram encaminhados novamente para
secagem em estufa a 60 °C durante 48 h, resfriados em dessecador por 30 min e, em seguida,
o peso seco final foi determinado em balanga microanalitica. A diferenca entre os pesos final
e inicial forneceu os valores das biomassas secas das células algais em relagcdo ao volume da

amostra filtrada.

2.7. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a um teste de normalidade (7este de
Shapiro-Wilk). Quando apresentaram distribuicdo normal os resultados foram testados quanto a
homogeneidade da variancia (7este de Levene). Em seguida os resultados foram analisados
através de One-way ANOVA para o Teste de Tukey com 95% de confianga, a fim de se
detectar diferencas significativas entre o controle e os tratamentos com o metal. A andlise

estatistica foi realizada através do software Paleontological Statistics (Pasf) versao 2.08.
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3. RESULTADOS
3.1. Analise do metal

As determinag¢des das concentragdes de Cd nominal adicionadas, Cd total
dissolvido e particulado obtidas ao inicio e final do periodo experimental sdo apresentadas na
Tabela 1. Observa-se que os valores usados encontram-se proximos da faixa de concentragdes
permitida pela legislagdo brasileira para ambientes de dgua doce de classe I, IT e I1I (8,9x10” a
8,9x10™ mol L™ ou 0,001 a 0,01 mg L") (CONAMA, 2005). O resultado da modelagem de
equilibrio quimico usado para o célculo da concentracao de ions Cd livre mostrou que a maior
parte do Cd*" adicionado (~ 95%), encontrava-se na forma livre, ndo complexado, portanto,

disponivel para ser incorporado (adsorvido/absorvido) pelas células algais.
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Tabela 1. Médias + Desvio padrdo das concentracdes de Cd nominal adicionadas, total dissolvido
(inicial) e total particulado (final) em S. quadricauda apds 96 h exposigdo.

Concentracoes nominais Cd total dissolvido 0 h Cd Particulado 96 h
Cd (mol L) (mol L) (g Cd célula™) (gCdgPS™
Controle <LD’ <LD’ <LD
1x107 <LD" 3,8x10"*+0,1x107™" 1,6x10*+0,1x10™
3x107 32x10%+0,7x10® 1,8x10™"° + 1,0x10™ 3,5x10™* £ 0,9x10™
6x107 6,7x10® + 1,8x10™ 4,0x10™"° + 3,8x10™ 7,2x10* + 0,2x10™
1x10° 1,6x107+2,3x107 4,4x107"° +6,4x10™ 1,1x107 + 0,5x10™
1x107 1,3x10° + 1,5x107 5,9x10"% + 1,6x10™" 1,4x107+ 0,5x107

< LD indica abaixo do limite de deteccdo. LD = 1,6x10” mol L.

3.2. Concentracao de clorofila “a”

A quantificagdo das concentracdes de clorofila “a” obtida para as algas
expostas ao Cd durante o periodo de 96 h estd mostrada na Tabela 2 e Figura 1(A e B). A
maior concentragdao de clorofila “a” foi obtida no controle, sendo todas as outras menores e,
em geral, tanto menor quanto maior a concentragdo de Cd adicionada (p<0,05) (Figura 1A).
A Figura 1B mostra os resultados para as concentragdes de clorofila “a” apos as 96 h de
exposicao em relacdo a porcentagem de inibicdo da clorofila “a”. Observa-se que houve uma
inibi¢do significativa da concentracio de clorofila de acordo com o aumento das
concentragoes de Cd.

A concentragdo que causou efeito em 50% da populacdo sobre a inibi¢do da

concentragdo de clorofila “a” ap6s 96 h de exposi¢ao ao Cd (CEsg.g6n) foi 3,8){10"8 mol L.
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Cd il(;s(if)ivido Concentracio de clorofila “a” (mg L)

(mol L) Oh 24 h 48 h 72 h 96 h
Controle 0,41 £0,075 0,59+0,076 0,52+0,076 0,55+0,061 0,64+ 0,080
<LD 0,43+0,032 0,50+0,053 0,38+0,016 0,37+0,015 0,37+0,029"
3,2x10° 0,04+0,013 0,18+0,013° 0,21+0,056 0,28+0,067 0,340,017
6,7x10® 0,06+ 0,003 035+0,072° 0,12+0,027° 0,17+0,032° 0,25+ 0,038
1,6x107 0,17+0,040 0,27+0,140° 0,14+0,032° 0,180,005 0,10+ 0,028
1,3x10° 0,16 +0,045 0,18+0,037° 0,13+0,020° 0,12+0,026° 0,03 +0,006"

* Indica diferenga significativa quando comparado ao grupo controle no mesmo tempo de exposi¢ao
(p<0,05 na mesma coluna); < LD indica que o valor ficou abaixo do limite de detec¢do. LD = 1,6x10”

mol L.

3.3.Crescimento populacional e nimero de células por cendbio

O ntimero de células de S. quadricauda por mililitro de cultura apos as 96 h de
exposicdo ao metal esta representado na Figura 2A. Da mesma forma que para a concentragao
de clorofila “a”, houve diminuigdo significativa (p<0,05) do crescimento populacional das
algas em fun¢do do aumento das concentragdes de Cd no meio de cultivo. A Figura 2B
representa as porcentagens de inibicdo do numero de células por mililitro em fun¢do ao
aumento das concentragdes de Cd total dissolvido (mol L) nos meios de cultivo de S.
quadricauda.

A concentragdo que causou efeito em 50% da populacdo sobre a inibicao do

numero de células apos 96 h de exposicao ao Cd (CEsg.gh) foi 6,5);10"8 mol L.
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Figura 1. Toxicidade do Cd em Scenedesmus quadricauda reportada como concentragao de clorofila “a”
(média = desvio padrdo) em funcdo da concentragdo de Cd total dissolvido (A) e porcentagem de inibigdo
da clorofila “a” (B) em relacdo ao controle, apds 96 h de exposicdo. * Indica diferenca significativa

(p<0,05) comparado ao controle. LD = 1,6x10” mol L™".
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Figura 2. Toxicidade do Cd em Scenedesmus quadricauda reportada como numero de células por
mililitro (média + desvio padrdo) em fungdo da concentragdo de Cd total dissolvido (A) e porcentagem de
inibi¢do do crescimento populacional (B) em relagdo ao controle, apds 96 h de exposicdo. * Indica
diferenca significativa (p<0,05) comparado ao controle. LD = 1,6x10™ mol L™
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O numero de células por cendbio de S. quadricauda em fungdo da
concentracdo de Cd acumulado nas células estd apresentado na Figura 3. Normalmente S.
quadricauda apresenta cendbios com 4 células em culturas sob condi¢des saudaveis, em fase
exponencial de crescimento. Apds a exposicdo ao Cd, ndo foi detectada uma influéncia
sistematica desse metal no nimero de células por cenobio, havendo sempre predominancia de
cendbios com quatro células e, raramente foram observadas células livres, sem a formagao de

cendbios, ou cendbios menores.
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Figura 3. Toxicidade do Cd em Scenedesmus quadricauda reportada como tamanho dos cendbios (média
+ desvio padrdo) em relagdo ao nimero de células por cendbio apds 96 h de exposicao.

3.4.Biomassa seca

A cultura exposta a concentracao de 1,6)(10'7 mol L' de Cd total dissolvido,
que resultou em actmulo de 4,4x10"° g Cd célula’, apresentou biomassa seca
significativamente inferior ao controle (p<0,05), mas para as demais concentracdes avaliadas

nao foi obtido algum efeito sobre a biomassa seca (Figura 4).
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Figura 4. Toxicidade do Cd em Scenedesmus quadricauda reportada como biomassa seca (média =+
desvio padrdo) em fun¢do da concentragdo de Cd total dissolvido apds 96 h de exposigéo.

4. DISCUSSAO

As concentragdes de Cd usadas nos experimentos, ainda que abaixo das
permitidas pela legislacdo brasileira, afetaram a sintese de clorofila “a”, densidade
populacional quantificada através do numero de células por mililitro de cultura e biomassa
seca de S. quadricauda. A concentragio de ions Cd*" livre nos meios experimentais foi
calculada e foram obtidos valores proximos de 95%. Por esse motivo, basearemos nossa
discussdo nos valores de Cd total dissolvido quantificado. Sabe-se que em ambientes
aquaticos, o Cd apresenta tendéncia de permanecer na forma idnica, sendo por isso pouco
complexado tanto com materiais inorganicos como organicos, quer em ambientes de agua
doce como marinho (SLAUENWHITE ¢ WANGERSKY, 1991; BATLEY et al., 2004;
ZHOU et al., 2006). Esse comportamento ¢ confirmado pelos nossos resultados, onde a maior
parte do metal dissolvido permaneceu na forma i6nica e disponivel para as células. O acumulo
do metal por S. quadricauda ¢ apresentado na tabela 1, mostrando que quanto maior foi a

concentragdo de Cd usada, maior foi o acimulo do metal nas células. Este resultado esta de

acordo com outros estudos, que também mostram a bioacumulacdo do Cd por espécies
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fitoplanctonicas (TERRY e STONE 2002; ZBIGNIEW e WOIJCIECH 2006; ZHOU et al.,
2006; BAUMANN et al., 2009).

O efeito do Cd sobre o conteudo de clorofila “a” foi significativo durante todo
o periodo experimental, sendo que quanto maior foi o tempo de exposi¢do, maior foi a
quantidade acumulada pelas células; e ainda, o maximo foi obtido apds as 96 h de exposicao.
Estes resultados estdo de acordo com outros da literatura, que demonstraram o efeito inibidor
desse metal sobre o contetido de clorofila “a” (LEBORANS e NOVILLO 1996; PRASSAD et
al., 1998; PENA-CASTRO et al., 2004; ZHOU et al., 2006; ZBIGNIEW et al., 2007;
BAUMANN et al., 2009). Segundo Kiipper et al. (1996) e Baumann et al. (2009) alguns
metais, tais como Hg*", Cu®", Cd*", Zn*" e Ni*" podem substituir o 4tomo central de Mg”" na
molécula de clorofila, o que reduz o rendimento da fotossintese, inibindo assim o crescimento
populacional e a propria sintese de clorofila. Analisando os efeitos do Cd na fotossintese de
células algais, Zhou et al. (2006) observou que o Cd pode alterar a atividade do fotossistema
II, o que ja ¢ suficiente para inibir o aumento populacional segundo Lombardi e Maldonado
(2011). De acordo com Zbingiew et al. (2007) o Cd pode agir sobre o sistema de transferéncia
de elétrons do fotossistema II para os centros de reagdes afetando diretamente o rendimento
fotossintético.

A 1nibicao do conteudo de clorofila “a” devido a presenga do Cd nos cultivos
foi sentida pelas algas logo nas menores concentragdes de exposi¢do, resultando em uma
concentragio efetiva inibitéria a 50% da populagdo (CEsy) de 3,8x10™ mol L™ de Cd total
dissolvido. Esse resultado comprova que mesmo em concentragdes relativamente baixas de
Cd pode haver a interferéncia sobre o sistema fotossintético de S. quadricauda, ja que atua de
modo tdo significativo sobre a concentracdo do principal pigmento fotossintético, a clorofila
“a”. Considerando que a legislacdo brasileira aceita concentragdes de Cd em ecossistemas
aquaticos entre 8,9x10” ¢ 8,9x10™® mol L™ (0,001 ¢ 0,01 mg L), ou seja, proximos do valor
de CEsp96n Obtido nesta pesquisa chama-se a atengdo para a possibilidade de prejuizos a
espécie fitoplanctonica aqui estudada e também de outras que possam estar em risco. Em uma
simples extrapolacdo de concentracdo e toxicidade, a concentragdo maxima permitida pelo
CONAMA (2005), e.g., 8,9x10® mol L", em aguas de classe III, poderia ocasionar o
exterminio de mais de 50% da populacao.

Os efeitos observados poderiam ser caracterizados provavelmente como uma
inibi¢do em cadeia, afetando primeiramente a concentracdo de clorofila “a”, seguido pelo
crescimento populacional de S. quadricauda também prejudicado pela exposi¢ao ao Cd. Sabe-

se que, antes de ser detectavel através da divisdo celular (crescimento populacional), os
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efeitos toxicos de cations metalicos podem atingir a sintese de moléculas especificas ou
induzir alteragdes morfologicas (LOMBARDI et al., 2007; LOMBARDI ¢ MALDONADO,
2011).

Os resultados obtidos nesta pesquisa em relagdo ao efeito inibitério do Cd
sobre a microalga estdo de acordo com outros estudos que comprovam efeitos deste metal
sobre o crescimento de organismos fitoplanctonicos. Zbigniew et al. (2007) mostrou que o Cd
reduziu o crescimento de Scenedesmus armatus em mais de 50% apos a exposi¢do a uma
concentragdo de 9,3x10” mol L. Huang et al. (2009) demonstraram que concentracdes de
2x107 ¢ 4x10” mol L de Cd estimularam o crescimento de Chlorella vulgaris. Porém a
concentracio de 8x10” mol L' teve significante efeito inibitério. Da mesma forma, o
crescimento de Microcystis aeruginosa ndo foi afetado por 5x10” mol L de Cd, mas foi
significativamente reduzido por 4x10° mol L' segundo os estudos de Zhou et al. (2006).

Esses dados da literatura indicam que o crescimento celular parece ser afetado
pelo Cd de forma especifica. Por isso alguns autores consideram que, em pequenas
quantidades, hd a possibilidade de essencialidade do Cd, como demonstrado em algumas
espécies de diatomaceas marinhas (PRINCE e MOREL, 1990). Em nosso estudo os efeitos
sistematicos do Cd foram observados em concentragdes mais baixas do que os outros que
encontramos na literatura e com os quais comparamos nossos resultados, evidenciando que
pode haver diferentes estratégias de defesa diante da exposi¢ao ao Cd nas diversas microalgas
e, por isso, as diferencas observadas na literatura em relagdo as concentragdes e aos efeitos
sobre o crescimento e sintese de pigmentos fotossintéticos.

O parametro biomassa seca nao se mostrou o mais adequado na predi¢ao dos
efeitos causados pelo metal Cd. Em situagdes onde o crescimento celular e o conteudo de
clorofila “a” sdo afetados, esperava-se que ocorresse diminuicao da biomassa celular, fato que
ndo ficou claro nos nossos resultados. Isto pode ter ocorrido possivelmente em raziao do
volume filtrado nao ter sido suficiente para determinagdo da biomassa seca. Sabe-se também
que biomassa seca ¢ variavel de acordo com as condigdes fisiologicas da célula. E possivel
que a célula estressada pela presenca do metal tenha sofrido alteracdo de outros processos
metabolicos como, por exemplo, mudancas no conteudo de proteinas, carboidratos e lipidios e
isso tenha prejudicado a resposta deste parametro (biomassa seca) (ZHOU et al., 2006;
ZBIGNIEW et al., 2007; BAUMANN et al., 2009; LOMBARDI e MALDONADO, 2011).

Alteragdes no niimero de células por cendbio nao foram observadas como uma
resposta sistematica a exposi¢ao ao Cd. Van den HOEK et al. (1995) caracterizam a formagao

de cenobios com numero de células diferente do padrdao, para uma dada espécie, como
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“plasticidade fenotipica”. Existem varios mecanismos que explicam a formagao do cenodbio
(PICKETT-HEAPS, 1975). Segundo esses autores, a clivagem de células no género
Scenedesmus resultando na formagdo dos cenobios, ocorre somente apos a formacao de dois,
quatro ou oito protoplastos seguida pela producdo dos respectivos nucleos dentro da célula
parental, no entanto, 0 mecanismo envolvido na reducdo ou alteracdo do tamanho do cendbio
ainda nao estd bem esclarecido. Nosso estudo mostrou que o numero de células por cendbio
variou dentro da espécie; com cendbios variando de 1 a 4 células, predominando este ultimo.
No entanto, ndo foi obtida nenhuma relagdo significativa entre a concentracdo de Cd e o
numero de células por cendbio.

De acordo com Pena-Castro et al. (2004) a presenca de metais diminui a
disponibilidade de energia para microalgas através de danos fotossintéticos e pela producgao
de radicais livres, podendo diminuir o nimero de células por cenobio. Em oposi¢ao aos
nossos resultados, esses autores obtiveram efeitos sobre o tamanho dos cendbios em
Scenedesmus incrassatulus exposta ao Cd, sendo o nimero de células afetado a partir de
1,2x10 mol L' de Cd. Ressalta-se que essa concentragio ¢ cerca de 100 vezes maior do que
a concentracdo mais alta testada em nossa pesquisa. As respostas obtidas em nosso estudo, em
relacdo ao tamanho do cendbio, diferiram dos apresentados na literatura, no entanto, as
concentragdes aqui utilizadas foram menores e, por isso, mais proximas das concentracdes
encontradas em ambientes aquaticos naturais. A concentragio de 1,2x10™ mol L™ testada por
Pena-Castro et al. (2004) poderia ndo apenas induzir a plasticidade fenotipica como também
causar a destrui¢ao das células. Da mesma forma, Lombardi et al. (2007) observaram efeitos
morfologicos marcados pela troca de cenobios maiores por cendbios menores em

. ~ 2+ -10 -1
Scenedesmus acuminatus exposta a concentragdes de Cu” de 3x10"" mol L.

5. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo indicam que houve bioacumula¢cdo do metal caddmio
nas células da microalga Scenedesmus quadricauda. A presenca do Cd causou alteragdes
significativas sobre o contetido de clorofila “a” e crescimento populacional da espécie
avaliada. O nimero de células por cendbio e biomassa seca ndo apresentaram respostas
relacionadas a presenga do Cd nos cultivos. S. quadricauda mostrou-se sensivel ao Cd, que
foi inibitorio para 50% da populagdo (CE50) em 3,8x10™ mol L. Os resultados obtidos nesta

pesquisa refletem também na necessidade do questinamento da legisla¢do brasileira atual, a
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qual permite concentracdes de Cd que podem ser toxicas a esta espécie e, provavelmente, a
outras espécies fitoplanctonicas. Os parametros afetados pelo Cd em Scenedesmus
quadricauda s3ao importantes do ponto de vista ecotoxicologico, pois ameagam
sistematicamente o equilibrio da estrutura dos ambientes de agua doce frequentemente

afetados pela presenca desse metal.
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CAPITULO 2. Efeitos da transferéncia tréfica de cadmio e recuperagio no cladécero

Simocephalus serrulatus

RESUMO

Nos ecossistemas aquaticos o alimento pode ser um veiculo importante na transferéncia trofica
de metais para o zooplancton. Neste estudo foram avaliados os efeitos toxicos do metal cadmio
(Cd) para o cladocero Simocephalus serrulatus através da exposicdo via dieta usando a
microalga Scenedesmus quadricauda como alimento contaminado. Parametros do ciclo de vida
tais como tempo de dura¢do do desenvolvimento embrionario, idade da primeira reprodugao,
intervalo na producdo de ovos, tempo de geracdo, longevidade, taxas de fertilidade, taxas de
alimentagdo, producdo secundaria e recuperacdo foram avaliados. Microalgas, em fase
exponencial de crescimento, foram expostas durante 96 h a concentragdes de Cd total
dissolvido entre 1,6)(10'9 e 1,3)(10'6 mol L. Apds 96 h, as concentragdes de Cd total
particulado nas algas foram 3,8x10'14; 1,8x107"; 4,0x107"%; 4,4x107" ¢ 5,9)(10'12 g Cd célula™.
A biomassa algal contaminada com Cd foi utilizada como alimento aos claddceros na
concentra¢io de 10* células mL" dia” durante todo o ciclo de vida. O controle consistiu de
alimento sem exposi¢do ao Cd. Houve aumento no tempo de duragcdo do desenvolvimento
embriondrio, idade da primeira reprodugdo e tempo de geragdo dos organismos nas
concentracdes acima de 1,8x10™"° g Cd célula”. A longevidade dos organismos foi reduzida nas
concentra¢des acima de 4,0x107"° gCd célula’’. As taxas de alimentagio e producdo secundaria
individual diminuiram nas concentracdes acima de 1,8x10™"° g Cd celula”. Os resultados
indicam que houve transferéncia tréfica do metal Cd do fito para o zooplancton e que o metal
acumulou-se nos tecidos dos cladoceros. Os organismos afetados apresentaram evidéncias de

recuperagao sobre padrdes reprodutivos na auséncia de contaminagao.

Palavras-chave: bioacumulagdo, bionomia, fitoplancton, metal, produc¢do secundaria, taxas de

alimentagdo, zooplancton.
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1. INTRODUCAO

O aumento da concentragdo de metais nos ambientes aquéticos causa
preocupacdo em relacdo aos efeitos sobre os organismos e suas interagdes nesses ambientes.
As consequéncias da exposicdo aos metais através da agua sdo frequentemente descritas na
literatura (CANIZARES-VILLANUEVA et al., 2000; BOSSUYT e JANSSEN, 2005;
PESTANA et al., 2007). Porém, efeitos sobre da transferéncia de metais via fitoplancton como
fonte de contaminagdo ao zooplancton sdo menos estudados, apesar da importancia desse
processo para o entendimento dos mecanismos de biomagnificagdo desses elementos nas
cadeias alimentares (RODGHER et al., 2008).

Nos ambientes aquaticos, os organismos estdo sujeitos a diferentes fontes e
concentragdes de poluentes. No caso dos metais, a exposi¢do ocorre em baixas concentragdes,
pois eventos agudos sdo raros. Dados da literatura mostram que a exposicdo a baixas
concentragdes de metais por periodos prolongados pode causar prejuizos ao ciclo de vida,
afetar a reproduc¢do e outros parametros populacionais. Rodgher et al. (2009) verificaram que a
exposicdo entre 3 ¢ 68 fg de cobre (10™° g) via alimento, durante o ciclo de vida do claddcero
Ceriodaphnia silvestrii, reduziu a producao de ovos, de neonatos, a sobrevivéncia ¢ o tamanho
do corpo dos organismos. Sofyan et al. (2007) descreveram efeitos sobre a sobrevivéncia, taxas
de alimentacdo e reprodugdo de Ceriodaphnia dubia devido a exposi¢do por sete dias ao
alimento e dgua contaminados com Cd. Efeitos toxicos foram também observados por Barata
et al. (2002), considerando alimento e d4gua como potenciais fontes para absor¢ao do Cd sobre
a sobrevivéncia e taxas de alimentagdo de Daphnia magna. Sabe-se que alteragdes na
qualidade alimentar modificam a atividade alimentar dos consumidores primarios podendo
resultar em mudancas de pardmetros populacionais, tais como crescimento, reproducdo e
sobrevivéncia, os quais, sdo dependentes da entrada de energia proveniente da alimentagdo
(CLEMENT e ZAID, 2004). De acordo com Hook e Fisher (2002), a exposi¢do ao alimento
contaminado com 6,4x10™® mol Cd g peso seco reduziu a produgio de ovos em claddceros.
Reinfelder et al. (1998) demonstraram que o Cd pode acumular-se nos tecidos dos organismos
vivos, entretanto, a transferéncia deste elemento através das cadeias alimentares precisa ser
esclarecida, assim como suas implicagdes sobre organismos de niveis troéficos superiores. Por
essa razdo, ¢ necessario investigar o potencial para biomagnificacdo do Cd nas cadeias
alimentares aquaticas e seus possiveis efeitos sobre os organismos.

O cadmio ¢ usado para a producdo de fertilizantes quimicos, pigmentos,

anticorrosivos, na industria petroquimica e da galvanoplastia (RUANGSOMBOON e
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WONGRAT, 2006). Devido a sua ampla utilizacao e potencial toxicidade, ha necessidade de
avaliagdes de seus efeitos sobre a biota, bem como a realizagcdo de estudos aprofundados sobre
as consequéncias de sua contaminagao nas cadeias alimentares aquaticas.

A utilizagdo de organismos nativos em avaliagcdes ecotoxicologicas ¢€
recomendada, pois tais organismos fornecem informacdes ecologicas relevantes e compativeis
com as condigdes ambientais locais, refletindo as caracteristicas dos principais grupos de
organismos encontrados (RODGHER et al.,, 2008). Além disso, os dafinideos sdo
internacionalmente aceitos ¢ comumente usados em avaliagdes ecotoxicoldgicas. Eles
apresentam facilidade de manejo em laboratdrio, ciclo de vida curto, elevada taxa de
reproducao e sensibilidade a elementos toéxicos (KNOPS et al., 2001; ORCHARD et al., 2002;
ABNT, 2005; De SCHAMPHELAERE et al., 2007). O claddécero dafinideo Simocephalus
serrulatus, usado nesta pesquisa, ocorre nas regides sul e sudeste do Brasil (BARBOSA e
MATSUMURA-TUNDISI, 1984).

O entendimento dos efeitos do Cd em diferentes niveis de organizagdo bioldgica
¢ importante nos estudos de ecotoxicologia. O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade
do Cd fornecido através do alimento para o claddcero Simocephalus serrulatus. Alguns efeitos
toxicos sobre o crescimento dos organismos podem refletir na transferéncia de energia para
reproducao e alterar a dindmica das populagdes. Esta informagdo ¢ fundamental para a
compreensdo dos mecanismos envolvidos nas respostas dos cladoceros a exposi¢do via
alimento, transferéncia trofica deste metal e principais danos causados pela exposicao cronica.
O potencial de toxicidade do alimento com Cd ao S. serrulatus levou em consideragdo uma
sistematica avaliagdo dos parametros do ciclo de vida como tempo de duragao do
desenvolvimento embrionario, idade da primeira reprodugao (primipara), intervalo na produgao
de ovos, tempo de geracdo (tempo de ovo a ovo), longevidade, taxas de fertilidade, taxas de
alimentagdo, producdo secundaria e recuperagdo. Estes parametros ainda ndao haviam sido

estudados nessa espécie.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Cultivos de Simocephalus serrulatus e Scenedesmus quadricauda

Cladoceros da espécie S. serrulatus foram coletados no reservatorio do Lobo

(Broa) localizado entre os municipios de Itirapina e Brotas (SP, Brasil). Os claddceros foram
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obtidos com auxilio de rede para coleta de zooplancton com malha de 68 pm. Em laboratorio,
os organismos foram triados, identificados e transferidos para béqueres de vidro com
capacidade para 2000 mL com agua coletada do proprio reservatorio. Apds o periodo de
adaptacdo as condi¢des laboratoriais, os organismos passaram pelo processo de aclimatagdo a
agua de manuten¢do de cultivo ou dgua reconstituida. A 4gua reconstituida foi preparada com
agua destilada e adicionando-se 1500 mg L' CaSO,. 2H,0; 200 mg L' KCI; 4800 mg L™
NaHCO; e 6100 mg L' MgSO,. O pH foi ajustado para 7,2-7,6 usando-se 0,1 mol L' NaOH
ou HNOs; a condutividade foi de160 puS cm’' e a dureza entre 40-48 mg L' de CaCO5. O meio
de cultivo dos cladoéceros foi renovado parcialmente (50%) a cada sete dias. A cada 15 dias,
novos lotes de organismos foram montados com 50 individuos com idade em torno de 24 h.
Esse procedimento tinha por finalidade manter lotes de organismos com idades controladas. Os
cultivos foram mantidos em camaras incubadoras sob condi¢des controladas de temperatura
(22+1 °C) e fotoperiodo de 16:8 h (claro:escuro) (ABNT, 2005).

Linhagens da alga cloroficea S. quadricauda foram obtidas do Centro
Canadense de Cultivo de Microrganismos (University of British Columbia, Departamento de
Botanica, Canada) e mantidas no Laboratorio de Plancton da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar). Os cultivos-estoques da cloroficea foram mantidos em meio de cultura Oligo
(AFNOR, 1980) com pH ajustado para faixa de 6,8-7,2 usando-se 0,1 mol L' NaOH ou HNOs.
Os meios de cultivo foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 20 minutos. Os cultivos
foram mantidos em frascos tipo Erlenmeyer contendo 1 L de meio, no qual eram inoculados
cerca de 10° células mL™ de algas em fase de crescimento exponencial. As culturas algais
foram mantidas em condicdes controladas de intensidade luminosa (100 puE m? s™),
fotoperiodo de 16:8 h (claro:escuro) e temperatura (22+1 °C). Células de S. quadricauda em
fase exponencial de crescimento foram centrifugadas a 1000 rpm durante 10 min (centrifuga
Eppendorf 5702R), ressuspendidas em é4gua reconstituida e usadas como alimento para os
claddceros, na quantidade diaria de 10* células mL™' (ABNT, 2005). As algas foram mantidas
em geladeira a 4 °C durante o periodo experimental. Para alimentacdo dos cladoceros, as algas
eram retiradas da geladeira e aclimatadas a temperatura do cultivo. Antes do fornecimento das
algas, o cultivo foi ressuspendido com auxilio de uma pipeta de Pasteur com o objetivo de
disponibilizar as células algais depositadas no fundo do recipiente como alimento aos

cladoceros. Em seguida o alimento fresco foi adicionado.
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2.2.Controle da sensibilidade para Simocephalus serrulatus

O controle da sensibilidade da espécie de claddcero utilizada foi realizado a
cada 15 dias durante o periodo experimental com a substancia de referéncia NaCl (Cloreto de
Sédio). O NaCl foi escolhido como substincia de referéncia por atender aos critérios
recomendados para sua utilizagdo nesta finalidade e também por ser uma substancia menos
danosa ao meio ambiente. O teste de sensibilidade foi realizado com as seguintes
concentragdes de NaCl: controle; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0e 4,0 g L' com durancao de 24 h.
Os resultados foram expressos através de uma carta controle (Figura 1) e servem de referéncia
para o acompanhamento das condi¢des dos organismos cultivados no laboratorio e utilizados
nos experimentos. A concentragdo efetiva média CEsg_p4n foi calculada através do programa
Trimmed Sperman-Karber (HAMILTON et al., 1977). Foram realizados 10 testes de
sensibilidade durante a fase experimental. A partir dos testes, a média para a CEspo4n
calculada para o NaCl foi de 0,71 g L™'; o limite inferior foi de 0,50 ¢ o limite superior foi de

1,06.

Sensibilidade ao NaCl para Simocephalus serrulatus
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Testes

Figura 1. Carta controle da sensibilidade de Simocephalus serrulatus ao NaCl.

2.3. Exposicao da alga ao cadmio

Células de S. quadricauda em fase exponencial de crescimento foram expostas
por 96 h a cinco concentragdes de cadmio total dissolvido: 1,6x10"9; 3,2x10'8; 6,7x10"8; 1,6x10°
Te 1,3)(10'6 mol L' equivalente a 1,4; 3,6; 7,5; 17,4 e 146,0 ng L. O controle consistiu de

meio Oligo sem adicdo de caddmio. As culturas experimentais foram mantidas nas mesmas
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condi¢gdes controladas usadas para os cultivos-estoques (temperatura, intensidade luminosa e
fotoperiodo). Os valores de pH nos meios foram ajustados para 6,8-7,2. As solugdes-estoques
de Cd** foram preparadas a partir de uma solugéo padrio de Cd em concentragio de 8,9x107
mol L (pH 5,0) (Titrisol, Merck, Alemanha) usando-se dgua ultra-pura (Barnstead Easypure
Rodi, Estados Unidos). A exposi¢cdo ao Cd foi realizada com trés réplicas em frascos de
policarbonato contendo 500 mL de meio de cultivo. Apds 96 h de exposigdo, as células algais
foram centrifugadas a 1000 rpm durante 10 min (centrifuga Eppendorf 5702R), ressuspendidas
em agua reconstituida e fornecidas como alimento aos cladoceros. A suspensdo algal foi
mantida em geladeira a 4 °C em recipientes de policarbonato durante o periodo de

experimento.
2.3.Exposicao do cladécero ao cadmio
2.4.1. Ciclo de vida

Neonatos de S. serrulatus (24 h de vida) foram mantidos em recipientes de
policarbonato com 80 mL de agua reconstituida e expostos ao alimento contaminado com
3,8x10™% 1,8x10™"; 4,0x107"; 4,4x107" and 5,9x10"% g Cd célula™. Dez réplicas contendo um
neonato cada foram preparadas por tratamento. A agua reconstituida e as condi¢des usadas
para o experimento com o claddcero foram as mesmas descritas para a manutencdo das
culturas-estoques. Os animais foram expostos ao alimento contaminado com Cd durante todo o
ciclo de vida. A agua de cultivo e o alimento foram renovados a cada 24 h e as condigdes do
meio monitoradas através da determinacdo do pH, condutividade e dureza. Durante a
exposicdo ao contaminante foram avaliados diariamente os seguintes parametros:

e Tempo de duracdo do desenvolvimento embriondrio: desde a postura dos ovos na
camara de incubagdo das fémeas até a eclosdo, ou seja, tempo para que se complete o
desenvolvimento do ovo.

e Idade da primeira reproducgdo (primipara): ¢ o periodo de desenvolvimento do individuo
até a primeira postura de ovos, também chamado de tempo de desenvolvimento pos-
embrionario.

e Intervalo na producdo de ovos: intervalo entre uma postura de ovos e a postura

seguinte.
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e Tempo de geracdo (tempo de ovo a ovo): ¢ a soma do tempo de duragdo do
desenvolvimento embriondrio com o tempo para a primipara ou tempo de
desenvolvimento pos-embrionario.

e Longevidade: tempo de vida dos organismos, desde o nascimento até a morte.

e Fertilidade: nimero de ovos e ninhadas produzidos durante a vida dos organismos.

As observagdes e medi¢des do tamanho do corpo dos animais foram realizadas
sob estereomicroscopio (Leica MZ6) munido de ocular micrometrada. As variaveis biondmicas
foram observadas em intervalos de 24 h, evitando-se ao maximo as condi¢des de estresse dos
individuos. Para cada tratamento, foram mantidas dez réplicas adicionais, nas quais 0s
organismos nao eram medidos, com o objetivo de garantir que as respostas obtidas ndo eram
provocadas pelo estresse da manipulagdo excessiva dos animais experimentais. Os resultados
foram considerados validos quando a sobrevivéncia dos organismos do tratamento controle foi

superior a 80% (ABNT, 2005).
2.4.2. Taxas de alimentacio (Filtracio e Ingestao)

As taxas de filtracdo e ingestdo de S. serrulatus foram determinadas em dez
recipientes de policarbonato contendo 80 mL de 4gua reconstituida com um organismo na fase
jovem (aproximadamente sete dias) por recipiente. As condigdes experimentais (temperatura,
intensidade luminosa e fotoperiodo) foram as mesmas mantidas durante as avaliagdes do ciclo
de vida. As algas contaminadas com Cd e ndo contaminadas (controle) foram fornecidas como
alimento aos cladéceros durante 24 h. Em seguida, os organismos foram removidos dos
recipientes-teste € esses foram vigorosamente agitados para ressuspender as células decantadas.
Uma aliquota de um mL foi coletada de cada frasco experimental e fixada com lugol acético
para contagem das células. Foram determinadas as concentragdes das células algais (células
mL™) no inicio (0 h) e ao final (24 h) do experimento através de contagem em cAmara de
Fuchs-Rosenthal espelhada, sob microscopio optico (Leica DMLS) de acordo com Clément e
Zaid (2004). As taxas médias de filtragdo (F) (mL animal” h™) e ingestao (I) (células animal’
h") foram calculadas a partir de uma equagdo adaptada de Gauld (1951) descrita em Villarroel

et al. (1999).

F — v (lnCo;lnCt) _ A
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A — InCo-InC’t
t

[ =FACo.Ct

Onde, Co e Ct representam as concentragdes inicial e final das algas (células
mL™), ¢ representa o tempo (h) equivalente ao periodo experimental ¢ v é 0 volume em mililitro
(mL) do recipiente teste. 4 representa um fator de correcdo para mudancas no controle com

concentragdo final C 't apds o tempo ¢.
2.4.3. Producio secundaria

O comprimento do corpo dos individuos experimentais foi medido durante as
avaliagdes do ciclo de vida através de estereomicroscopio (Leica MZ6) munido de ocular
micrometrada, durante aproximadamente 20 dias. Para estimar a producdo secundaria investida
em crescimento (Pc), o comprimento do corpo foi convertido em biomassa por meio da relagao
entre peso e comprimento. A produgdo secundaria individual (Pc) didria e no periodo

experimental foi calculada de acordo com a seguinte equagao:

_ Bf-Bi
t

Pc

Onde:
Bi ¢ a biomassa média do animal no tempo zero.

Bf ¢ a biomassa média do animal apos o tempo ¢ (dias).

A biomassa média dos animais experimentais foi estimada indiretamente a partir
de equacdo matematica relacionando comprimento e peso seco dos individuos. O peso seco foi
determinado em cada fase de desenvolvimento do cladécero: neonato, jovem, adulto e adulto
com ovos. Para isto, utilizaram-se recipientes de papel aluminio previamente secos em estufa a
60 °C (FANEM - Orion 515) por 24 h, resfriados por 30 min em dessecador, e a massa foi
quantificada em balanga microanalitica com legibilidade de 1 pg (Sartorius - MC21S,
Alemanha). Para a determinacdo do peso seco de cada fase, foram utilizados quinze neonatos,

dez jovens, cinco adultos e trés adultos com ovos. Os individuos foram medidos em seis
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réplicas e adicionados aos recipientes de aluminio, os quais seguiram para secagem em estufa
(60 °C, 48 h). Os comprimentos foram plotados num grafico juntamente com o peso seco para
obtengdo de uma curva (Figura 2A). Em seguida, a partir do Ln das massas (mg peso seco)
obtidas pela pesagem direta dos animais € do Ln dos seus comprimentos (mm), foi feita uma
regressao linear relacionando LnPeso (mg) e LnComprimento (mm). Através dessa equagao foi
calculado o acimulo de biomassa individual diario e no periodo experimental para cada
concentragdo de cadmio (Figura 2B). A equagdo linear LnPeso Seco x LnComprimento

utilizada foi a seguinte:

Lny =-3,187+5,047 Lnx

y=0,041x>"
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Figura 2. Curva Comprimento x Peso Seco para as diferentes fases de crescimento do claddcero (A).
Regressao linear e coeficiente de correlagao obtidos apos a plotagem dos valores de LnComprimento (mm)
e LnPeso Seco (mmg) dos animais experimentais (B).
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A producdo individual total média (Pt) foi estimada a partir de conceitos
descritos em Edmondson e Winberg (1971), Winberg (1971) e Downing e Rigler (1984) e
correspondeu a soma da produgdo didria para crescimento somatico (Pc) e para reprodugado (Pr)

ao longo de todo o periodo experimental.

Pt = Pc+ Pr

A producdo investida em reproducdo (Pr) foi estimada a partir da quantificagao
dos ovos produzidos diariamente por cada individuo experimental e da determinacdo do peso
seco médio de cada ovo. Os pesos médios dos ovos foram determinados através da subtragdo
do peso dos animais com ovos em relacdo ao peso dos animais sem ovos, divido pelo numero

de ovos.

2.4.4. Experimentos de recuperacio

A avaliagdo do padrio de recuperagdo dos organismos foi realizada com
neonatos de S. serrulatus (24 h de idade) em frascos de policarbonato contendo 80 mL de agua
reconstituida e 10* células mL™' de alimento. Os experimentos foram realizados em dez
réplicas com um neonato em cada réplica. Inicialmente os organismos foram alimentados com
as algas S. quadricauda previamente contaminadas com duas concentracdes de Cd: 1,8x10™ e
4,0x10™" g Cd célula™. O controle consistiu no alimento livre de contaminago. As condigdes
experimentais foram as mesmas mantidas para as avaliagdes do ciclo de vida. O meio de
cultivo e o alimento foram renovados a cada 24 h.

Quando os organismos atingiram a fase jovem (aproximadamente sete dias) o
alimento contaminado com Cd foi substituido por alimento sem contaminacdo. As taxas de
filtragdo e ingestao foram medidas através da contagem do nimero de células algais inicial (0
h) e final (24 h) quando os animais estavam sendo alimentados com as algas contaminadas. Em
seguida, apos o alimento contaminado ser substituido, as taxas de filtracdo e ingestdo inicial (0
h) e final (24 h) foram novamente determinadas. Subamostras de um mL foram retiradas de
cada uma das dez réplicas experimentais, fixadas com lugol acético para posterior contagem
em camaras de Fuchs-Rosenthal espelhada, e determinacgdo da taxa de filtracdo e ingestdo dos
organismos de acordo com o modelo adaptado de Gaud (1951) e citado por Villarroel (1999)

conforme descrito anteriormente.
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ApoOs a substituicdo do alimento, os animais continuaram sendo alimentados
com as algas S. quadricauda nao contaminadas durante aproximadamente 10 dias. Os
parametros avaliados foram: taxas de fertilidade (niimero de ovos e ninhadas) e produgdo
secundaria investida em crescimento (Pc) e producdo total (Pt) crescimento e reproducao (Pr),
conforme descrito anteriormente. Os demais parametros como tempo de duragdo do
desenvolvimento embriondrio, idade para primeira reprodugdo, intervalo na producao de ovos e
tempo de geracdo ndo foram avaliados, pois as medidas dessas varidveis ocorrem antes da

substitui¢do do alimento contaminado por alimento livre de contaminagao.

2.5.Analise do metal

A concentragio de fons cadmio livre (Cd*") nos meios de cultivo das algas e dos
cladéceros foi estimada com auxilio do modelo de equilibrio quimico MINEQL" versio 4.62.3.

A concentragao de Cd total dissolvido foi determinada no inicio da exposi¢ao
das algas ao Cd (0 h). Da mesma forma o Cd total dissolvido foi determinado nos cultivos dos
cladoceros durante a exposi¢do. Para isso, 14 mL de amostras das culturas foram filtradas a
vacuo em filtros de membrana de acetato de celulose (0,2 um de poro, 47 mm de diametro)
(Sartorius, Alemanha). Os filtros foram previamente lavados com HNOs 1 mol L™ durante 24 h
e enxaguados em agua ultra-pura. Os filtrados foram acidificados com HNOs ultra-puro (J.T.
Baker) para uma concentragdo final de 0,1 mol L™, de acordo com os procedimentos descritos
em Lombardi et al. (2002).

O Cd total acumulado pelas algas S. quadricauda foi determinado ao final das
96 h de exposi¢do seguindo os procedimentos descritos em Lombardi et al. (2002). Dez
mililitros de amostras dos cultivos, contendo niimero de células conhecido, foram filtradas em
filtros de membrana de acetado de celulose (0,45 um do poro, 13 mm de diametro) (Sartorius,
Alemanha) previamente lavados em HNO; 1 mol L™ e peso seco inicial conhecido. Os filtros
foram secos a 60 °C em estufa durante 48 h, resfriados em dessecador e pesados novamente
para a dterminacdo do peso seco final. A determina¢do do Cd foi realizada a partir da digestao
acida dos filtros pela adicdo de HNO;:HCI (3:1 — agua régia) (acido ultra-puro, J.T. Baker). A
digestdo 4cida foi realizada em tubos de Teflon” durante 72 h em temperatura ambiente. A
concentragdo de Cd nas algas foi considerada como a concentracdo total de metal acumulado
em g Cd célula’ e g Cd g PS™.

O Cd total acumulado nos cladoceros S. serrulatus foi determinado ao final da

exposicao. Para isso, foram utilizados filtros de membrana de acetato de celulose previamente
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lavados com HNO; 1 mol L' por 24 h, enxaguados em 4gua ultra-pura, secos em estufa a 60
°C por 24 h, resfriados em dessecador por 30 min e pesados em balan¢a microanalitica com
legibilidade de 1 pg (Sartorius MC21S). Ao final do experimento de bionomia, ou seja, apos a
morte dos individuos experimentais, os mesmos foram colocados sobre os filtros (seis
individuos em cada filtro), em trés réplicas. Os filtros foram secos novamente em estufa a 60
°C por 48 h, resfriados em dessecador por 30 min ¢ em seguida pesados novamente em
balanca microanalitica para obtencdo do peso seco dos individuos. Posteriormente, os filtros
foram mantidos congelados até o momento da extracdo da fragdo particulada do metal. A
extragdo da fraco particulada do metal nos cladéceros foi realizada em frascos de Teflon®,
onde foram adicionados com 200 uLL de HNOs concentrado (acido ultra-puro, J.T. Baker); em
seguida os filtros foram mantidos em estufa por 48 h a 90 °C. Posteriormente, foram
adicionados oito mL de 4gua ultra-pura e encaminhados para a andlise. A concentragdo de Cd
total particulado foi determinada com g Cd g PS™.

Brancos de procedimentos foram determinados usando amostras dos meios de
cultura Oligo e agua reconstituida, para a fracdo dissolvida. Além disso, trés filtros nao
usados, previamente lavados com HNOs; 1 mol L'l, foram digeridos e analisados como
brancos para as determinacdes da fragdo particulada e teste das condi¢des do equipamento
(APHA, 1995). As fracdes de cadmio total dissolvido e particulado foram determinadas
através de espectrofotometro de absor¢do atomica com forno de grafite (GF-AAS, Varian
AA220, Australia).

As concentracdes de Cd total particulado determinadas nas algas (S.
quadricauda), ao final das 96 h de exposi¢do, e utilizadas como alimento para os claddceros (S.
serrulatus) foram: 3,8x10™%; 1,8x107™°; 4,0x107"°, 4,4x10™" ¢ 5,9x10™" g Cd célula™ (1,6x10™,
3,5x10'4, 7,2x10'4, 1,1x10° e 1,4)(10'2 gCdg PS'I). O controle consistiu no alimento nao

contaminado com metal.

2.6.Analise estatistica

Os resultados obtidos para os parametros do ciclo de vida, taxa de alimentagao,
taxas de variagdo da producdo secundaria e recuperacdo foram submetidos ao teste de
normalidade Teste de Shapiro-Wilk e ao teste de homogeneidade da variancia, Teste de Levene.
Em seguida, os resultados foram analisados através da ANOVA e Teste de Tukey com 95% de

confianga, a fim de se detectar diferengas significativas entre o controle e os tratamentos com o
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metal. A analise estatistica foi realizada através do programa Paleontological Statistics (Past)

versao 2.08.

3. RESULTADOS

3.1. Ciclo de vida

Os efeitos do Cd sobre os parametros do ciclo de vida estdo mostrados nas
Figuras 3, 4, 5 e 6; ¢ Tabela 1. A menor concentra¢io de Cd estudada (3,8x10™* g Cd célula™)
nao causou efeito significativo (p>0,05) sobre os parametros do ciclo de vida dos cladoceros.
Os animais expostos 1,8x10™° g Cd célula™ e 4,0x10™" g Cd célula™” apresentaram aumento
significativo (p<0,05) no tempo de duragdo do desenvolvimento embrionario, idade da
primeira reprodugao e tempo de geracao. O intervalo para producao de ovos nao foi afetado em
qualquer tratamento com o Cd. A longevidade foi significativamente diminuida (p<0,05) nas
concentragdes de 4,0x10"° g Cd célula” e 4,4x10™"° g Cd célula’. A maior concentragdo
testada, 5,9x107"2 g Cd célula’ causou a morte dos organismos em menos de 24 h de
exposicdo. A Tabela 1 mostra que houve diminuigdo significativa (p<0,05) no nimero de ovos,
numero de ninhadas e na razao nimero de ovos por ninhada produzidos pelos cladoceros nas
concentracoes de 1,8)(10'13 g Cd célula’ e 4,0)(10'13 g Cd célula’. Na concentracao de 4,4x10
" o Cd célula™ os organismos nio atingiram a fase reprodutiva.

A comparagdo entre os tratamentos revelou aumento significativo (p<0,05) dos
parametros tempo de duragdo do desenvolvimento embrionario e tempo de geracdo para os
organismos expostos as maiores concentragdes (1,8x10™° ¢ 4,0x10™° g Cd célula™). Da mesma
forma, houve diminuigdo significativa entre os tratamentos sobre a longevidade, nimero de
ovos, numero de ninhadas e razdo nimero de ovos por ninhada nas mesmas concentragdes

avaliadas.
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Figura 3. Toxicidade do Cd via alimento em Simocephalus serrulatus reportada como tempo de duragéo
do desenvolvimento embrionario (média = desvio padrdo) em funcdo da concentracdo de Cd total
particulado. * Indica diferenca significativa (p<0,05) comparado ao controle.
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Figura 4. Toxicidade do Cd via alimento em Simocephalus serrulatus reportada como idade para
primipara (média + desvio padrdo) em fun¢do da concentragdo de Cd total particulado. * Indica diferenca
significativa (p<0,05) comparado ao controle.
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Figura 5. Toxicidade do Cd via alimento em Simocephalus serrulatus reportada como tempo de geracao
(ovo a ovo) (média + desvio padrdo) em funcdo da concentragdo de Cd total particulado. * Indica
diferenca significativa (p<0,05) comparado ao controle.
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Figura 6. Toxicidade do Cd via alimento em Simocephalus serrulatus reportada como longevidade (média

+ desvio padrdo) em funcdo da concentragdo de Cd total particulado. * Indica diferenca significativa
(p<0,05) comparado ao controle.
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Tabela 1. Numero médio de ovos, ninhadas e ovos/ninhada produzidos por S. serrulatus exposto ao
cadmio via alimento.

Tratamento
(g Cd célula™) Ovos Ninhadas Ovos/Ninhada
Controle 36,08 5,52 6,54
3,8x10™" 22,70 4,60 4,93
1,8x10" 9,56%* 3,17% 2,95%
4,0x 10" 7,76* 2,35% 3,30*

*Indica diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) comparado ao controle.

O comprimento méaximo do corpo atingido pelos individuos adultos também

apresentou redugio estatisticamente significativa (p<0,05) nas concentragdes de 1,8x107"°;

4,0x10" ¢ 4,4x10™" g Cd célula™ (Figura 7). A comparagio entre os tratamentos demonstrou

que o tamanho do corpo nessas concentragdes foi significativamente menor (p<0,05)

comparado a menor concentracdo de 3,8x10™"* g Cd célula” e que a concentragio de 4,4x107"°

g Cd célula™ apresentou tamanho inferior (p<0,05) ao tratamento de 1,8x10" g Cd célula™.
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Figura 7. Toxicidade do Cd via alimento em Simocephalus serrulatus reportada como comprimento do
corpo (média + desvio padrdo) em fungdo da concentragdo de Cd total particulado. * Indica diferenca

significativa (p<0,05) comparado ao controle.
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3.2.Taxa de alimentacao (Filtracio e Ingestiao)

A exposi¢do ao alimento contaminado com Cd causou redugdo significativa
(p<0,05) na taxa de filtragio (mL individuo™” h™) e na taxa de ingestdo (célula animal™ h™) dos
claddceros experimentais nas concentragdes de 1,8x107" g Cd célula’; 4,0x10™" g Cd célula’®

e 4,4x10™" g Cd célula’ (Figuras 8A ¢ B).

3.3.Produciao secundaria

A producao secundaria individual didria investida em crescimento (Figura 9A)
foi siginificativamente diminuida (p<0,05) nas concentracdes mais elevadas do metal via
alimento. Da mesma forma, a producdo secundaria total (Pt) investida em crescimento e
reproducdo (Figura 9B), por animal, durante todo o periodo experimental também foi afetada
(p<0,05) pelas concentragdes 1,8x10™"°; 4,0x10™" ¢ 4,4x10™"° g Cd célula™.

A produg¢do individual total (Pt) acumulada ao longo do periodo experimental
também sofreu diminui¢io nas concentragdes de 1,8x10™"° g Cd célula” e 4,0x10™"° g Cd
célula” (Figura 10). Na concentragdo de 4,4 x 10™° g Cd célula” ndo foi estimada a producio

individual total, pois os organismos viveram em média apenas 5,8 dias.
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Figura 8. Toxicidade do Cd via alimento em Simocephalus serrulatus reportada como taxa de filtracdo (A)
e taxa de ingestdo (B) (média + desvio padrao) em func¢do da concentragdo de Cd total particulado. * Indica
diferenca significativa (p<0,05) comparado ao controle.
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Figura 10. Toxicidade do Cd via alimento em Simocephalus serrulatus reportada como producdo total
acumulada em relag@o ao tempo de exposi¢do em dias.

3.4.Experimentos de recuperacio

Nao houve diferenga significativa (p>0,05) para as taxas de filtracdo e ingestdo

avaliadas 24 h apds a substitui¢do do alimento contaminado com Cd pelo o alimento livre de

contaminagdo (Figura 11A).
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Figura 11. Toxicidade do Cd via alimento em Simocephalus serrulatus reportada como taxa de filtracdo
(A) e taxa de ingestdo (B) (média + desvio padrdo) nas diferentes concentragdes, durante 24 h de exposi¢io
ao Cd via alimento, € 24 h ao alimento livre de Cd.
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A Tabela 2 apresenta os resultados para as taxas de fertilidade avaliadas para os
cladoceros apos a retirada do alimento contaminado com Cd. As varidveis, nimero de ovos,
nimero de ninhadas e a relacdo ovos/ninhada ndao apresentaram diferenga siginificativa
(p>0,05) apo6s a substituicao do alimento. No entanto, pode-se observar que antes da retirada da
contaminagdo essas varidveis haviam diminuido significativamente (p<0,05), mas apos a
auséncia do contaminante essas variaveis nao sofreram diminuigdo significativa em nenhum

dos tratamentos.

Tabela 2. Numero médio de ovos, ninhadas e ovos/ninhada produzidos por S. serrulatus exposto ao
cadmio via alimento antes e depois da retirada do contaminante.

Tratamento Ovos Ninhadas Ovos/Ninhada
(g Cd célula™) Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Controle 36,08 22,00 5,52 5,25 6,54 4,38
1,8x10™° 9,56* 15,50 3,17* 4,50 2,95% 3,25
4,0x10™" 7,76* 12,67 2,35% 4,33 3,30% 2,98

* Indica diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) comparado ao controle.

A producdo secundaria investida em crescimento (Pc) didria ndo apresentou
diferenca significativa (p>0,05) para os experimentos de recuperagdo. Mesmo apds a substitui¢ao
do alimento contaminado por alimento livre de contaminagdo, o crescimento dos organismos no
periodo avaliado foi significativamente inferior ao do grupo controle (Figura 12). Quando se
comparou os dois grupos controle, os organismos da recuperagdo apresentaram Pc
significativamente menor (p<0,05). No entanto quando se comparou os dois grupos tratados antes e
depois da recuperacdo ndo houve diferenca entre eles (p>0,05), indicando mais uma vez a

inexisténcia de recuperagao para a producao investida em crescimento.
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Figura 12. Producdo secundaria investida em crescimento (média = desvio padrao) em S.
serrulatus antes e depois da retirada do contaminate. * Indica diferenga significativa (p<0,05)
comparado ao controle do mesmo grupo.

A Figura 13 apresenta os resultados obtidos para producao secundaria total (Pt)
investida em crescimento e reprodugdo por individuo durante todo o periodo experimental. Os
organismos submetidos ao experimento de recuperacdo apresentaram diminui¢do significativa
(p<0,05) da produgdo investida em crescimento e reproducdo em comparagdo aos organismos
controle do mesmo grupo. No entanto, os organismos que tiveram o alimento contaminado
substituido pelo alimento livre de Cd apresentaram uma produgdo total significativamente
maior (p<0,05) em comparacdo aos organismos alimentados com alga contaminada durante o

ciclo de vida.
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Figura 13. Produgdo secundaria total investida em crescimento e reproducdo (média + desvio padrdo) em
S. serrulatus antes e depois da retirada do contaminante. * Indica diferenga significativa (p<0,05)
comparado ao controle do mesmo grupo. ** Indica diferenga significativa (p<0,05) comparado ao mesmo
tratamento do grupo antes da recuperagao.

3.5.Analise do metal

A estimativa dos ions Cd livre através do programa MINEQL" demonstrou que
a maior parte do Cd*" adicionado (~95%) encontrava-se na forma livre, ou seja, ndo
complexado, portanto, disponivel para ser absorvido e/ou adsorvido pelas células algais. As
concentragdes do Cd total acumulado pelas algas foram apresentadas na metodologia.

A concentragdo de Cd total dissolvido na agua de cultivo dos cladéceros, agua
reconstituida, mostrou que a contribuicdo do Cd dissolvido em relagdo ao Cd particulado
fornecido como alimento ndo ultrapassou os 3,6%. Portanto, a exposicdo ocorreu
principalmente através do alimento.

A concentragdo do Cd total particulado acumulado pelos cladoceros esta
apresentada na Tabela 3 e Figura 14. Os cladoceros submetidos aos tratamentos abaixo de
4,0x10™"° g Cd célula”, assim como o grupo controle, apresentaram concentragdes de Cd total
particulado acumulado nos tecidos inferior a 270,29 pg Cd g PS™. Os claddceros submetidos

ao tratamento de 4,4x10™"° g Cd célula’ apresentaram resultados muito varidveis entre as
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réplicas 1, 2 e 3. Os claddceros expostos a 5,9x10"° g Cd célula”’ ndo sobreviveram ao

tratamento.

Tabela 3. Concentragdes de Cd total particulado acumuladas nos claddceros durante o ciclo de vida devido
a exposic¢do ao alimento contaminado.

Tratamentos Cd Particulado
(g Cd célula™) (gCdgPS™
Controle (1) 8,4x107
Controle (2) 4,5x107
3,8x1074(1) 1,3x10™
3,8x107(2) 1,1x10™
1,8x10™ (1) 2,7x10™
4,0x10™" (1) 1,5x10™
4,4x10™" (1) 1,4x10™
4,4x10™"(2) 4,4x10™
4,4x10" (3) 1,0x10°
1100
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Figura 14. Concentra¢des de Cd total particulado acumuladas nos cladoceros durante o ciclo de
vida em fun¢do da exposi¢ao ao alimento contaminado.
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4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que concentragdes de Cd
acima de 1,8x10™"° g Cd célula™ (3,5x10™ g Cd g PS™) fornecidas ao cladocero Simocephalus
serrulatus através do alimento (Scenedesmus quadricauda) provocaram efeitos deletérios.
Esses danos foram manifestados através de alteragdes nos parametros do ciclo de vida, taxa de
alimentacdo e producdo secunddria. Estes resultados estdo de acordo com a literatura
(REINFELDER et al., 1998; BARATA et al., 2002; PESTANA et al., 2007; SOFYAN et al.,
2007; RODGHER e ESPINDOLA, 2008), onde ha diversas demonstragdes de toxicidade do
Cd para organismos zooplanctonicos por diferentes mecanismos fisiologicos e vias

independentes de absorcdo, sendo uma delas a ingestdo de alimento contaminado.

4.1. Ciclo de vida

A comparacdo entre nossos resultados e os dados encontrados na literatura
reflete a importancia da consideragdo do alimento como fonte de toxicidade do metal. Sofyan
et al. (2007) observaram elevado potencial de toxicidade através do alimento contaminado com
2,0x10™® a 5,6x10° g Cd g PS™" que promoveu a reducio da reproducio e da sobrevivéncia em
Ceriodaphnia dubia. Rodgher e Espindola (2008) também verificaram diminuicdo da
sobrevivéncia e do numero de neonatos pela exposicdo do claddcero C. dubia a alga
Pseudokirchineriella subcapitata contaminada com 1,0x107 a 5,6x10° g Cd mg PS™. Goulet et
al. (2007) nao relataram efeitos toxicos da exposicdo de Daphnia magna as algas
Chamydomonas reinhardtii ¢ P. subcapitata contaminadas com concentragdes entre 5,6x107 a
1,1x10™ g Cd g PS™ e posteriormente usadas como alimento. Barata et al. (2002) avaliaram
diferentes vias de exposicao ao Cd, sendo agua, alimento (alga) ¢ a combinacdo de agua e
alimento para D. magna. Esses autores mostram que a absor¢do do Cd ocorreu
independentemente da via, porém os organismos absorveram o dobro de Cd quando na
combinag¢do agua e alimento contaminados em comparacao ao alimento somente.

A principal fonte de toxicidade por Cd aos animais do presente estudo foi o
alimento (fitoplancton); isto sugere transferéncia do metal na cadeia alimentar da alga S.
quadricauda para o zooplancton S. serrulatus. Entretanto, a transferéncia do Cd nas cadeias
alimentares ainda ¢ motivo de discussdes na literatura. Alguns autores (RAINBOW e SMITH
2010; XIE et al., 2010; RAINBOW et al., 2011) acreditam que o Cd se bioacumula nos tecidos

dos organismos vivos e¢ pode ser transferido para consumidores. Entretanto, outros autores
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(MASON, 1991; WREN et al., 1995; REINFELDER et al., 1998) obtiveram poucas evidéncias
de biomagnifica¢ao do Cd ao longo da cadeia tréfica. Portanto, um conhecimento detalhado da
transferéncia trofica e dos efeitos do Cd no ciclo de vida dos organismos ¢ importante para a
proposta de preservagdo e manutencdo da biodiversidade das comunidades aquaticas
(REINFELDER et al., 1998, RAINBOW e SMITH, 2010; XIE et al., 2010).

Para claddceros, os efeitos das contaminagdes cronicas podem permanecer no
individuo durante todo seu ciclo de vida. Isto pode ter implica¢des na estrutura das populagdes
e comunidades aquaticas em ambientes naturais como foi sugerido em outros estudos
(BARATA et al., 2002; SOFYAN et al., 2007; RODGHER et al., 2009) e agora confirmado
por nossos resultados. Demonstramos que a exposi¢ao através do alimento aumentou a duracao
do desenvolvimento embrionario, idade da primeira reproducdo e o tempo de geragdo dos
organismos durante 20 dias de exposicao. Além disso, a sobrevivéncia e fertilidade (nimero de
ovos e ninhadas) foram reduzidas nas concentragdes mais elevadas de Cd. Os efeitos deletérios
observados no ciclo de vida dos organismos estdo diretamente relacionados com a manutengao
do numero de individuos das populagdes, que na qualidade de consumidores primarios,
suportam os niveis troficos superiores em ambientes naturais (COSTA et al., 2008). Portanto,
contaminagdes cronicas podem desencadear processos desestabilizadores do equilibrio
ecologico nos ambientes naturais através da reducdo persistente do nimero de individuos da
populacdo afetada.

As redugoes das taxas de reproducdo podem ser consideradas consequéncia de
prejuizos no desenvolvimento do embrido dentro da camara de incubagdo das fémeas
(ORCHARD, et al., 2002). Ou ainda pela diminui¢do do tamanho do corpo dos organismos,
pois de acordo com Hiilsmann (2001), a taxa de reproducgdo dos crustaceos ¢ proporcional ao
tamanho corporal. Em nossos estudos, uma reducdo do tamanho do corpo também foi
observada. Outro aspecto importante seria a inibicdo na taxa de alimentagdo que poderia

refletir indiretamente sobre o tamanho do corpo (KNOPS et al., 2001).

4.2. Taxa de alimentacao (Filtracao e Ingestio)

Em relagdo as taxas de filtragdo e ingestdo, as alteragdes observadas neste
estudo poderiam ser causadas pela tentativa do claddcero em evitar o alimento contaminado ou
por dificuldades na digestdo do mesmo, o que concorda com os resultados de Orchard et al.
(2002). Esses autores verificaram que a concentracio de 1,4 pg L™ (1,2x10® mol L™") de Cd na

forma dissolvida causou significante inibicdo da taxa de filtracdo do cladocero tropical
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Moinodaphnia macleayi apo6s 20 h de exposicdo. Similarmente, Sofyan et al. (2007)
observaram inibicdo da taxa de alimentacdo em C. dubia na exposicao ao Cd através do
alimento. Taylor et al. (1998) relataram que a causa primdria da redu¢do da alimentagdo em D.
magna, ap6és ser exposta ao alimento com Cd, foi a dificuldade da digestdo. Alguns estudos
mostraram que em claddceros, os diverticulos do intestino médio sdo os principais alvos de
absor¢ao de cadmio e nutrientes como calcio, € que problemas no metabolismo do célcio
podem afetar a fisiologia do intestino e eventualmente causar mortalidade (BARATA et al.,
2002). Dafinideos sdo capazes de coletar e ingerir normalmente células algais expostas ao
cadmio, porém o contaminante interfere na digestdo ocasionando a passagem de células através
do intestino sem serem digeridas (TAYLOR et al., 1998). Isto resultaria em mudangas em nivel
de populagdo, pois os principais pardmetros para crescimento e sobrevivéncia da populagio
dependem da entrada de energia através da alimentacao.

A taxa de alimentagdo foi um parametro bastante sensivel a toxicidade pelo Cd.
A seqiiéncia de eventos iniciou-se com a diminui¢ao da taxa de alimentagdo, em seguida afetou
o tempo de desenvolvimento embrionério, o tempo de geracdo, o nimero de ovos e ninhadas.
Isto foi comprovado pelo tratamento com 4,4x10™"* g Cd célula” onde houve forte inibigdo da
taxa de filtracdo, refletindo efeitos sobre a longevidade e os animais ndo atingiram a fase
reprodutiva. As causas para os danos da exposicdo através da dieta em S. serrulatus, no
presente estudo, podem ser consideradas uma agdo conjunta dos aspectos fisiologicos
investigados, e ainda, que nenhum fator isolado pode ser responsavel pelos efeitos toxicos
observados. Eles ocorreram simultaneamente e juntos contribuiram para toxicidade do Cd

através da dieta.

4.3. Producao Secundaria

Baseados no presente estudo, podemos dizer que o alimento com metal resultou
em efeitos sobre o fluxo energético na cadeia alimentar. A producdo secundaria alocada para
crescimento individual (Pc) diaria e no periodo experimental foi significativamente reduzida
nas concentracdes acima de 1,8x10™"° g Cd célula™. Portanto, a exposi¢io dos animais ao Cd
via alimento resultou na diminuig¢do do crescimento e, consequentemente, em menor biomassa
acumulada no periodo. A produgdo investida em reprodugao (Pr) também foi reduzida nas
maiores concentragdes de Cd como decorréncia da reducgdo significativa na fertilidade (nimero
de ovos e de ninhadas). Como consequéncia, a produgdo total (Pt) dos individuos

experimentais também foi substancialmente reduzida. A biomassa acumulada pelos animais
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esta diretamente relacionada com a quantidade de energia assimilada pelos organismos,
proveniente da ingestdo do alimento (KNOPS et al.,, 2001; RODGHER et al., 2009). Os
toxicantes podem diminuir a aquisi¢do de energia devido a inibi¢do da ingestao de alimento ou
da eficiéncia de assimilacdo do mesmo (ALLEN et al., 1995). No presente estudo, observou-se
alteracdo do comportamento alimentar evidenciada pela redugdo da taxa de filtracdo. O
aumento do consumo de energia pode ser devido a resisténcia ao estresse pelo toxicante
juntamente com a inibicdo da alimentagdo o que resultaria em diminui¢do do crescimento e
reproducdo. O aumento do consumo de energia poderia ser requerido, em processos de
detoxificagdo tais como a producdo de metalotioneinas (AMIARD et al., 2006) ou
armazenamento de Cd em granulos (De SCHAMPHELAERE et al., 2007).

Os resultados observados neste estudo sobre vdarios aspectos da biologia da
espécie avaliada podem ser atribuidos aos efeitos que os metais provocam sobre a organizacao
fisiolégica geral dos organismos (REINFELDER et al., 1998). Hook e Fisher (2002)
observaram prejuizos sobre a reprodug¢do em cladoceros e copépodos marinhos expostos a
metais via alimento, devido a falha no processo de vitelogénese, auséncia de desenvolvimento
dos ovos, diminui¢do do conteudo de proteina e reducdo na porcentagem de eclosdo. Neste
estudo, ficou evidente a importancia do alimento com fonte de toxicidade do metal cadmio
para o cladécero S. serrulatus, suportanto entdo a hipotese da transferéncia do Cd via alimento

na cadeia alimentar no primeiro e segundo niveis troficos (S. quadricauda para S. serrulatus).

4.4. Experimentos de recuperacio

As avaliagdes da recuperagdo apds a auséncia do contaminante revelaram que a
taxa de filtragdo e ingestdo ndo apresentaram evidéncias de recuperagdo. Esse resultado pode
ser atribuido ao tempo de exposi¢do dos organismos ao alimento livre de Cd. A avaliagdo da
possibilidade de recuperagdo da taxa de alimentacdo foi realizada apds 24 h na presencga de
alimento livre de Cd. Este periodo provavelmente ndo foi suficiente para o restabelecimento da
taxa de alimentacdo. Villarroel et al. (1999) observaram também que o comportamento
alimentar de D. magna exposta ao acaricida tetradifon continuou afetado mesmo durante o
periodo de recuperagdo. Pode-se dizer que a taxa de alimentagao ¢ um parametro que ndo se
recupera em um curto periodo de tempo.

A taxa de fertilidade avaliada a partir do nimero de ovos e ninhadas ndo
apresentou sinais significativos de recuperacao na auséncia do contaminate. No entanto, esse

parametro também ndo sofreu redugdes significativas, na auséncia do alimento contaminado,
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em oposicdo ao que foi observado durante a avaliagao na presenca do alimento com Cd. Este
resultado pode ser um indicativo de inicio de recuperagdo dos aspectos reprodutivos do animal
na auséncia do Cd. E possivel que a taxa de fertilidade fosse restabelecida se as avaliagdes
tivessem ocorrido por um maior periodo de tempo.

A produgdo secundaria investida em crescimento (Pc) foi significativamente
menor para os organismos alimentados com alga sem Cd, da mesma forma que ocorreu com o0s
cladoceros alimentados com Cd. Pode-se dizer que este pardmetro de investimento em
crescimento ndo apresentou sinais recuperagdo. Em oposicdo aos nossos resultados, Guan e
Wang (2006) verificaram recuperagdo do crescimento em clones de Daphnia magna apos
exposicio ao Cd. E possivel que os sinais de recuperagio do crescimento ndo foram evidentes
em decorréncia também do periodo de tempo na qual a avaliagdo foi realizada. Muscatello e
Liber (2010) observaram que espécies de quironomideos (Chironomus tetans) que acumularam
uranio foram capazes de diminuir a concentragdo deste elemento no corpo ap6s 3 dias em que
as larvas foram colocadas em agua limpa, e ainda que o crescimento aumentou apds serem
transferidos para agua livre de uranio. Da mesma forma, ¢ possivel que a recuperacdo do
crescimento seja mais demorada em claddceros da espécie S. serrulatus.

Por outro lado, a produgdo secundaria total (Pt), soma das producdes investidas
em crescimento e reprodugdo, demonstrou taxa significativamente maior (p<0,05) no grupo no
qual o alimento com Cd foi substituido por alimento sem Cd, indicando a existéncia de
recuperagdo. De acordo com Mangas-Ramirez et al. (2004), cladoceros expostos a metais em
determinadas concentragdes podem recuperar-se quando as condigdes tornam-se favoraveis.
Diante desses resultados, acredita-se que para essa espécie de cladocero o investimento em
reproducdo seja mais importante que o investimento em crescimento. De acordo com nossos
estudos, ¢ possivel inferir que a substituicdo do alimento contaminado com Cd por alimento
livre de contaminac¢do pode ser capaz de melhorar os parametros reprodutivos da espécie
avaliada. A recuperacdo iniciou-se a partir da melhora no desempenho reprodutivo dos
organismos. Por isso, a reprodugdo foi o parametro que se recuperou mais rapidamente.
Acredita-se que a soma de investimentos em reprodugdo e crescimento, nessa ordem, € que

reflete resultados positivos ao organismo.

4.5. Analise do metal

Em relacdo as concentragdes de Cd acumuladas pelos cladoceros, podemos

considerar que a transferéncia trofica deve ser vista com cuidado. As concentragdes de Cd
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acumuladas pelo cladocero foram irregulares. As concentragdes acumuladas entre as réplicas
testadas apresentaram grandes variagdes. Durante as analises nao foi possivel determinar com
precisdo a concentracdo de Cd nos claddceros nos tratamentos com 3,8X10'14; 1,8){10'13 e
4,0x10"° g Cd célula™. E possivel que os organismos expostos ao Cd pelo alimento tenham
sofrido alteragdo do comportamento alimentar, o que ocasionou a ingestdo de alimento
contaminado de forma irregular e dificultou as determinagdes das concentragdes acumuladas
nos cladoceros. Este fato pode ser evidenciado pela diminui¢do da taxa de alimentacdo obtida
em nossos resultados.

No tratamento de 4,4x10™"° g Cd célula” houve aumento das concentragdes de
Cd acumuladas entre as réplicas. Este resultado ocorreu possivelmente em virtude da elevada
concentragdo de Cd no alimento e do tempo de exposi¢cdo dos organismos. Geralmente, a
acumulacdo de Cd varia em funcdo da concentragdo e do tempo de exposi¢ao. Wang e Ke
(2002) observaram que a concentragcdo de Cd no caracol Littorina littoranea foi diretamente
proporcional a concentracdo de Cd e linear em relagdo a duracdo da exposi¢do. Brooks et al.
(2004) verificaram que a exposi¢do a 25 pg L' de Cd por 10 dias resultou em uma
concentragio de Cd de 600 pg g PS™. Por outro lado, Ivorra et al. (2002) demonstrou que 64
pg L' de Cd resultram em uma concentragio de 1000 pg g PS™ por trés semanas. A
determinagdo da concentragdo de Cd total acumulado entre as réplicas no tratamento de
4,4x10™" g Cd célula™ ocorreu ao final do ciclo de vida dos organismos. A réplica 1 representa
0s organismos expostos ao metal que tiveram menor longevidade. Provavelmente estes foram
organismos mais sensiveis a exposi¢ao. Esses individuos sobreviveram poucos dias devido ao
tratamento e acumularam menor concentracao do metal. Por outro lado, a réplica 3 representa
organismos que sobreviveram maior tempo alimentados com a alga contaminada.
Possivelmente, foram organismos mais tolerantes ao metal. Eles ingeriram células algais
contaminadas, acumularam o metal e resistiram maior tempo de exposi¢do, por isso tiveram
uma carga toxica mais elevada do metal. De acordo com o modelo de acumulagao de metais
ndo essenciais descrito por Rainbow (2002), nos claddceros existe a possibilidade de
acumulacdo desses metais com uma pequena excrecdo. Segundo esses autores, as células
contendo os corpos residuais lisossomais com Cd podem ‘“acumular-se” no trato intestinal,
impedindo a excre¢ao do Cd absorvido (MASON e JENKINS, 1995; LANGSTON et al., 1998;
RAINBOW, 2002), ou ainda, da mesma forma que ocorre com 0s metais essenciais, 0O
organismo consegue “lidar ou regular” esse metal e excretd-lo em pequenas porgdes

gradualmente (RAINBOW 2002; GALEY e RAINBOW, 1998). De acordo com esses autores,
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a toxicidade inicia-se quando as concentracdes do metal sdo elevadas e a “regulacdo” ¢
impossibilitada.

Diante desses resultados pode-se dizer que em baixas concentragdes € possivel
que os organismos tenham sido capazes de “regular” a concentragdo de Cd no corpo, com
alguma excrecdo do metal. Por isso a dificuldade na determinagdo da concentragdo de Cd
acumulada nos tratamentos com menores concentracdes. Na concentragdo mais elevada ainda
pode continuar havendo regulagdo. No entanto, a quantidade de metal que ¢ ingerida pelo
animal ¢ muito maior do que a quantidade excretada, por isso existe uma falsa impressao de
que o metal esta sendo acumulado e ndo regulado. O que ocorre ¢ que em altas concentragdes
de metal a regulacdo parece ser menos eficiente e mais lenta. Contudo, como os resultados nao
foram precisos, sugere-se que esta questdo ainda seja tratada com cuidado, e estudos mais

aprofundados devem ser realizados para maiores esclarecimentos.

5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que o metal cadmio
causou efeitos toxicos para o cladécero dafinideo Simocephalus serrulatus através da
exposicao a alga cloroficea Scenedesmus quadricauda como fonte de alimento contaminado.
Nos observamos que os efeitos do Cd ocorrem sobre diferentes parametros do ciclo de vida,
taxas de alimentagdo e produtividade. O Cd no alimento ¢ uma importante fonte de toxicidade
para o cladocero Simocephalus serrulatus. Esses resultados destacam para a importancia da
avaliacdo dos efeitos de contaminantes durante todo o ciclo de vida dos organismos e ainda
para a possibilidade de recuperacdo diante da auséncia de contaminagdo. A pesquisa foi
fundamental para avaliagdo das alteragdes subletais sobre os claddceros, os mecanismos
envolvidos na transferéncia tréfica e os principais danos apds a exposi¢do cronica. As
informacodes apresentadas permitem o melhor entendimento do comportamento do cadmio nos

ambientes aquaticos.
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CAPITULO 3. Anilise histolégica de branquias e figado de Hyphessobrycon eques

exposto ao cadmio via cadeia alimentar

RESUMO

Alteragdes histoldgicas induzidas pelo cadmio (Cd) foram estudadas no peixe Hyphessobrycon
eques conhecido como mato-grosso, o qual foi exposto ao metal através de uma cadeia
alimentar experimental. A fonte alimentar do peixe (consumidor secundario) foi o cladocero
Simocephalus serrulatus (consumidor primario) que, por sua vez, foi alimentado com uma
microalga cloroficea (Scenedesmus quadricauda) — produtor primario, contaminada com Cd.
Cultivos de S. quadricauda foram expostas a 6,8x10™ mol L' de Cd na forma dissolvida
durante 96 h. Ao final desse periodo, a biomassa algal foi centrifugada e utilizada como
alimento ao cladocero S. serrulatus na concentragio de 4,0x10™"° g Cd célula™, equivalente a
7,2x10™* g Cd g PS™, durante sete dias. Em seguida, os cladoceros foram coletados e fornecidos
como alimento ao peixe H. eques durante sete dias. A concentracdo de Cd acumulada no
cladécero e fornecida ao peixe foi de 1,26x10° g Cd dia™. Ao final da exposigdo, os peixes
foram mortos e as branquias e figado coletados. A andlise histologica realizada através do
Valor Médio de Alteragdo (VMA) e do Indice de Alteragdo Histopatologica (IAH) desses
orgdos revelou que os organismos nao apresentaram evidéncias de alteragdes estruturais nas
branquias e no figado. Os organismos de ambos os grupos, controle e tratado, apresentaram
ligeiras alteracdes morfologicas nos oOrgdos estudados, mas sem comprometimento do
funcionamento normal dos mesmos. Os resultados indicam que o Cd via cadeia tréfica nas
condi¢des experimentais avaliadas no presente estudo ndo foi capaz de causar alteragdes
histopatologicas nas branquias e no figado de H. eques apods sete dias de exposicao. Esses
estudos sugerem a necessidade de exposi¢des por periodos de tempo superiores a sete dias, ou
exposicdo a concentracdes mais altas de metal, e/ou ainda analises mais aprofundadas para que

os efeitos sejam perceptiveis.

Palavras-chave: cadeia tréfica, metal, microalga, toxicidade, zooplancton.
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1. INTRODUCAO

A exposi¢do aos metais através da dieta nem sempre ¢ considerada como causa
de toxicidade para espécies aquaticas. No entanto, a transferéncia tréfica pode ser o principal
caminho de entrada de metais para alguns organismos aquaticos (RUANGSOMBOON e
WONGRAT, 2006; BECHARD et al., 2008; NG ¢ WOOD, 2008; GOTO ¢ WALLACE, 2009;
LIAO et al., 2011). A absor¢ao de metais através do alimento pode reduzir a sobrevivéncia, o
crescimento e a reproducdo de invertebrados e peixes (BARATA et al, 2002;
RUANGSOMBOON e WONGRAT, 2006; SOFYAN et al.,, 2007; NG e WOOD, 2008).
Devido a importancia da transferéncia trofica, a toxicidade de metais via alimento para a biota
de ecossistemas aquaticos necessita ser melhor compreendida.

A presenca de metais nos ambientes aquaticos pode ser atribuida a processos
naturais. Porém, nos Ultimos anos, a contamina¢ao dos ecossistemas aquaticos por metais tem
aumentado mundialmente como resultado de despejos industriais (RUANGSOMBOON e
WONGRAT, 2006). O cadmio (Cd) ¢ um metal toéxico encontrado frequentemente nos corpos
d’agua (BECHARD et al., 2008). As utilizagdes mais comuns para esse metal sio em
fertilizantes quimicos, pigmentos, anti-corrosivos, recobrimento de aco e ferro, fabricacdo de
baterias niquel-cadmio e ligas metalicas (RUANGSOMBOON ¢ WONGRAT, 2006; LIU et
al., 2011). Quando presente no ambiente aquatico, o Cd pode causar toxicidade aos organismos
diretamente através da dgua, ou pode ser acumulado pelos organismos pela obsorcao através da
cadeia alimentar (LIU et al.,, 2002; SEEBAUGH et al., 2005). Durante os processos de
contaminagdo por metais, organismos fitoplanctonicos, zooplanctonicos e peixes sofrem
consequéncias a curto e a longo prazo. No caso dos peixes, os 6rgios frequentemente afetados
sdo as branquias, figado e trato digestorio (LIAO et al, 2011; LIU et al., 2011).

A exposicao do verme Lumbriculus variegatus, a concentracdes entre 0,1 e 200
ng L' de Cd e oferecido como alimento, durante um més, ao peixe Oncorhynchus mykiss,
causou inibi¢do do crescimento e acumulo de Cd no intestino, figado, rins, branquias e
carcaca (NG e WOOD, 2008). Concentracoes de Cd entre 0,35 e 3,50 mg L'l, em uma cadeia
alimentar aquatica experimental envolvendo uma alga Chlorella vulgaris, um zooplancton
Moina macrocopa e o peixe hibrido Clarias macrocephalus x C. gariepinus, demonstraram
que houve transferéncia do Cd entre os diferentes niveis da cadeia alimentar, sendo
encontrados residuos nos musculos dos peixes sessenta dias apds exposi¢do
(RUANGSOMBOON e WONGRAT, 2006). Larvas de quironomideos (Chironomus riparius)
expostos ao Cd através da agua (288 pg Cd g PS™) e do sedimento (153 pg Cd g PS™), e
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usados como alimento para o peixe Danio rerio durante sete dias, apresentaram elevadas
concentragdes de Cd no rim, figado e intestino, e baixas concentragdes nas branquias e
carcaga (BECHARD et al., 2008). Dutton e Fisher (2011) observaram que Cd e Hg(IT) foram
acumulados durante a transferéncia trofica de Leptocheirus plumulosus e Lumbriculus
variegatus para o peixe Fundulus heteroclitus. Creighton e Twining (2010) avaliaram que
Artemia sp. alimentadas com algas contaminadas foi uma melhor via de absor¢cdo de metais
como Cd, Se e Zn para o peixe Ambassis jacksoniensis em relacdo a dgua, no entanto, o
potencial de biomagnificacdo para os metais foi baixo. Liu et al. (2011) obtiveram diminui¢ao
da sobrevivéncia e crescimento, aumento do indice hepato-somatico, alteragdo na atividade de
enzimas hepaticas, alteragdes histoldgicas nas branquias, figado e bago de Synechogobius
hasta expostos a concentragdes entre 0 ¢ 0,29 mg L™ de Cd na forma dissolvida por 15 dias.
A exposicdo sub-cronica do peixe Puntius gonionotus a 0,06 mg L' de Cd na forma
dissolvida durante 60 dias provocou hipertrofia e hiperplasia das lamelas primarias e
secundarias das branquias, vacuoliza¢do dos hepatocitos além de danos sobre os glomérulos e
tubulos renais (WANGSONGSAK et al., 2007).

O peixe Hyphessobrycon eques conhecido como mato-grosso € um consumidor
secundario encontrado em diversos ambientes de agua doce do pais. Esta espécie possui
pequeno porte, faz parte das cadeias alimentares e sdo capazes de acumular elevadas
concentragdes de metais em ambientes contaminados. Esta espécie vem sendo indicada em
pesquisas na area de ecotoxicologia por apresentar sensibilidade aos agentes toxicos e facil
manejo em laboratério (SOTERO-SANTOS et al., 2007; CRUZ et al., 2008; CARRASCHI et
al., 2011). No entanto, esses estudos apresentam as respostas de toxicidade a partir da
exposi¢ao através da agua. Por isso, esta pesquisa procurou investigar os efeitos toxicos da
exposi¢ao ao Cd através de uma cadeia trofica.

E importante observar que o tempo, a concentra¢io e a via de exposi¢do sdo
fatores importantes na determinagdo dos efeitos toxicos do Cd sobre os peixes. O objetivo
desse estudo foi avaliar os efeitos do cadmio sobre o peixe Hyphessobrycon eques a partir da
exposicdo através de uma cadeia alimentar constituida por cladoceros (Simocephalus
serrulatus) e algas (Scenedesmus quadricauda) contaminados com esse metal. Como os
efeitos de metais como o Cd sobre peixes através da agua ja foram bastante relatados na
literatura (MATZ et al., 2007; WANGSONGSAK et al., 2007; KRUMSCHNABEL et al.,
2010; LIU et al., 2011), o entendimento da toxicidade desse metal através da dieta ¢ de grande
importancia para o esclarecimento do potencial de impacto ecolégico nos ecossistemas de

agua doce e os efeitos em niveis superiores da cadeia trofica.



91

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Peixe Hyphessobrycon eques

Os peixes utilizados durante os experimentos foram obtidos comercialmente
em uma loja de peixes ornamentais na cidade de Sao Carlos (SP, Brasil). Cinqlienta peixes
adultos entre machos e fémeas foram transportados ao Laboratério de Plancton da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) e aclimatados as condigdes laboratoriais em
um aquario com capacidade para 50 L. O aquério foi abastecido com agua livre de cloro sob
aeragdo constante. Os peixes permaneceram em observagdo durante um periodo de 15 dias,
destinado a verificagdo da sanidade dos organismos e recuperagdo do estresse de transporte. A
temperatura da agua foi mantida em 2542 °C com auxilio de termostato. O fotoperiodo da
sala de manuten¢do dos peixes 12:12 h (claro:escuro). As variaveis de pH e concentracao de
oxigénio dissolvido da dgua foram monitoradas durante o periodo experimental. Durante a
aclimatacdo, os peixes foram alimentados com racdo comercial para peixes ornamentais
(Tetra Collor Flakes) com 42% de proteina bruta fornecida uma vez ao dia ad libtum. A
alimentacdo dos peixes era complementada duas vezes por semana com organismos
zooplanctonicos da espécie Simocephalus serrulatus. Sobras de racdo e fezes foram retiradas

diariamente do aquario de manutencao com auxilio de um sifao.

2.2. Exposicao do peixe ao cadmio

Apo6s o periodo de aclimatagdo, os peixes foram transferidos para os aquarios
experimentais 24 h antes do inicio dos experimentos. A alimentagdo com racdo foi entdo
interrompida. Os aquarios foram preenchidos com 3 L de agua livre de cloro onde os peixes
foram adicionados, totalizando cinco réplicas com um peixe por aquario. O peso médio dos
organismos utilizados nos experimentos foi de 0,76 = 0,11 g e tamanho médio de 4,34 + 0,86
cm.

A exposicdo dos peixes ao Cd se deu através de uma cadeia alimentar
experimental composta por um cladocero dafinideo da espécie Simocephalus serrulatus
previamente alimentado com uma alga cloroficea da espécie Scenedesmus quadricauda
intoxicada por Cd.

Cultivos de S. quadricauda foram expostos a uma concentragdo de Cd total

dissolvido de 6,8x10™® mol L'durante o periodo de 96 h. Ao final das 96 h de exposicdo, a
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concentracio de Cd total particulado acumulado pelas algas foi aproximadamente 4,0x10™"° g
Cd célula™ ou 7,2x10™* g Cd g PS™". O controle consistiu de cultivos da alga ndo contaminados
com Cd. Apds as 96 h, os cultivos foram centrifugados a 1000 rpm durante 10 min
(centrifuga, Eppendorf 5702R), sendo o sobrenadante descartado e as células ressuspendidas
em agua de cultivo de cladoceros e armazenadas em geladeira a 4 °C para posterior utilizagao
como alimento para os claddceros.

Cultivos de S. serrulatus foram alimentados com as algas S. quadricauda
previamente expostas ao Cd durante um periodo de sete dias. As algas foram fornecidas
diariamente na concentra¢io de 10* células mL™ de cultivo. O controle consistiu em cultivos
alimentados com algas ndo contaminadas com Cd. Durante a exposi¢ao, a agua de cultivo dos
organismos era parciamente renovada a cada dois dias. A concentragdo de Cd total
particulado acumulado nos claddceros, ao final da exposicdo, foi de 1,5x10* g Cd g PS™.

Apbs os sete dias de exposicao dos claddceros as algas contaminadas com Cd,
os organismos foram coletados dos cultivos com auxilio de uma pipeta de Pasteur e
fornecidos como alimento aos peixes previamente separados nos aquarios experimentais.

Cada peixe recebeu uma quantidade de 100 unidades de cladoceros adultos por
dia. O peso médio dos claddceros adultos foi em média 87x10° g por organismo. Entdo os
peixes foram alimentados com 8,7x10~ g de cladéceros contaminados com Cd por dia,
equivalente a aproximadamente 1,15% do peso corporal do peixe. Todos os peixes
adicionados foram consumidos ndo havendo sobras de alimento durante os experimentos.

A concentra¢io aproximada de Cd fornecida aos peixes foi de 1,26x10° g Cd
dia™ (Tabela 1). Os peixes foram alimentados com os claddceros previamente contaminados
por sete dias. Os aquarios experimentais foram mantidos sob as mesmas condi¢cdes de
temperatura e fotoperiodo dos cultivos sob aeracdo constante. As fezes foram sifonadas dos
aquarios a cada dois dias. O volume de agua perdido por evaporacdo ou durante o
sifonamento foi reposto a cada dois dias. O peso dos organismos foi monitorado antes e
depois do periodo de exposigao.

As determinagdes das fragoes de Cd total dissolvido no cultivo das algas e Cd
total particulado acumulado nos organismos (algas e claddceros) foram realizadas através de
espectrofotometro de absor¢ao atdmica com forno de grafite (GF-AAS, Varian AA220,

Australia).
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Tabela 1. Concentragdes de Cd acumuladas nos organismos experimentais e utilizadas como alimento

para o peixe Hyphessobrycon eques.

Concentragoes de Cd Scenedesmus quadricauda Simocephalus serrulatus
Total dissolvido 6,8x10™ (mol L™) -
Total particulado 4,0x10™" (g Cd célula™) 1,5x10™ (g Cd)
Peso cladéceros . 87x10° (2)
Niimero de cladéceros dia™ - 100
Peso cladéceros dia™ - 8,7x107 (g)
Cd total acumulado dia™ - 1,26x10°° (g Cd dia™)

2.3. Avaliac¢ao histologica

Ao final dos sete dias de exposicdo, os peixes foram coletados, mortos por
seccdo medular e as branquias e o figado foram removidos. Os 6rgdos foram lavados em
solugdo salina NaCl 0,9% e fixados por 24 h em glutaraldeido 2,5%, e em seguida
glutaraldeido 0,5% em tampao fosfato 0,1 mol L'l, pH 7,3 e armazenados.

As amostras de branquias e figado foram desidratadas em séries crescentes de
alcool etilico 70, 80, 90 e 95%, permanecendo 1 h em cada solugdo perfazendo um total de 4
h. Em seguida, foram imersas em solugdo de alcool etilico 95% com methacrilato (Historesina
Leica) por 4 h. As amostras foram deixadas “overnight” somente em methacrilato para
posterior inclusdo do tecido.

Os cortes histologicos das amostras incluidas em historesina foram efetuados
com 3 um de espessura para a confec¢ao das laminas. Os cortes foram corados em azul de
toluidina no caso das branquias, e azul de toluidina mais fucsina bésica no caso do figado. Os
cortes foram avaliados aleatoriamente em 10 campos para cada amostra sob microscopio
optico (Olympus BX51) em aumento de 400 vezes. As imagens foram fotodocumentadas com
camara de video acoplada para registro digital utilizando-se o software Motic Images Plus 2.0.

A ocorréncia de alteragdes histopatologicas nas branquias e figado foi avaliada
de duas formas:

1) A partir do calculo do Valor Médio de Alteracdo (VMA) baseado na
incidéncia de lesdes, de acordo com Schwaiger et al. (1997). Para isso, atribuiu-se um valor
numérico para cada animal conforme a lesdo na seguinte escala:

a) Grau 1: auséncia de alteracdes histopatologicas;
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b) Grau 2: ocorréncia de lesdes pontualmente localizadas;

c¢) Grau 3: lesdes amplamente distribuidas pelo 6rgao.

2) Pelo calculo do Indice de Alteragdes Histopatologicas (IAH), com base na
severidade de cada lesao (POLEKSIC e MITROVIC-TUTUNEDZIC, 1994). Para tanto, as
alteragdes foram classificadas em estagios progressivos quanto ao comprometimento das
funcdes teciduais (Tabela 2).

a) Estagio I: que ndo comprometem o funcionamento do tecido;

b) Estagio II: mais severas e que prejudicam o funcionamento normal do 6rgao;

c) Estagio III: muito severas e irreversiveis.

O valor de TAH foi calculado para cada animal através da formula:

leooza:aiﬂolzb:biﬂozici
i=l i=1 i=1

Onde a = alteragdes de estagio I; b = alteracdes de estagio II; ¢ = alteracdes de
estagio III. O valor de I ¢ dividido em categorias: 0-10 indicam um funcionamento normal do
orgado; 11-20 indicam danos leves a moderados no 6rgado; 21-50 indicam danos de moderados

a severos; valores superiores a 100 indicam danos irreparaveis no tecido.
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Tabela 2. Alteracdes histopatologicas para avaliagdo de branquias e figado e respectivos estagios
baseados no grau de possibilidade de restauracdo das lesdes.

Alteracoes
Estagio I Estagio 11 Estagio 111
Hipertrofia do epitélio lamelar
Hiperplasia do epitélio lamelar
Congestao vascular
. Dilatagao capilar
5_ Descolamento epitelial Aneurisma lamelar Necrose
£ focal
4 Constrigdo capilar Ruptura epitelial (hemorragia) Necrose
total
Células cloreto
Células mucosas
Fusdo das lamelas
Edema
Hipertrofia nuclear / celular
Atrofia nuclear /celular Degeneragdo nuclear
Aumento da frequencia do numero de Ntcleos picndticos
vasos
Deformagao do contorno nuclear / Auséncia de nucléolo / nicleo Necrose
= celular focal
& Nucleos na periferia da célula Rompimento celular Necrose
<= total
Desarranjo dos corddes hepaticos Estagnacao biliar
Presenga de melanomacrofagos Ruptura de vasos
Vacuolizagdo citoplasmatica Congestdo
Granulos eosinofilos

2.4.Analise estatistica

As médias entre os resultados obtidos para os padrdes observados nos dois
grupos avaliados foram submetidas ao teste de normalidade Teste de Shapiro-Wilk e ao teste de
homogeneidade da variancia, Teste de Levene. Em seguida, os resultados foram analisados
através da ANOVA e Teste de Tukey com 95% de confianca, a fim de se detectar diferencas
significativas entre o controle e o tratamento com o metal. A andlise estatistica foi realizada

através do programa Paleontological Statistics (Past) versao 2.08.
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3. RESULTADOS

Nao foi observada diferenca significativa (p>0,05) para o peso fresco médio
dos animais ao final do periodo de exposi¢do. O peso fresco médio final dos organismos do
grupo controle foi de 0,73 + 0,05 g, enquanto que o peso fresco médio final dos organismos
do grupo tratado foi de 0,68 + 0,09 g.

As branquias dos peixes avaliados tém organizagdo estrutural comum aos
teleosteos. O epitélio do filamento branquial ¢ constituido de sete a dez camadas de células,
sendo que a camada mais externa € constituida por células pavimentosas, células de cloreto e
mucosas. O epitélio das lamelas € constituido por uma camada de células pavimentosas em
contato com o meio aquatico e uma camada de células indiferenciadas apoiada na membrana
basal e no sistema de células pilares por onde passa o sangue para as trocas gasosas (Figura
1A).

A exposicao ao Cd através da cadeia trofica ndo causou alteragcdes severas no
tecido branquial de Hyphessobrycon eques (Figura 1B, C e D). Os organismos expostos ao Cd
através do alimento apresentaram uma ligeira hipertrofia do epitélio lamelar, com presenga de
células cloreto e de células mucosas. De acordo com a classificagdo pelo Valor Médio de
Alteracao (VMA) em fung¢do da incidéncia de lesdes, pode-se observar que os efeitos sao
classificados em grau 1, ou seja, indica auséncia de alteragdes histopatoldgicas.

Na Tabela 3, sdo apresentadas as frequéncias das alteracdes histopatoldgicas
observadas nas branquias ao final do periodo de exposi¢do. As alteragcdes ocorreram tanto nos
animais tratados com Cd quanto nos animais controle. De acordo com o Indice de Alteragio
Histopatologica (IAH), os valores calculados foram entre 2,8 e 3,2 indicando lesdes de estagio
I, portanto, ndo comprometem o funcionamento do o6rgdo. Na compara¢do entre os dois
grupos avaliados, ndo houve diferengas estatisticamente significativas (p>0,05) em relagdo

aos efeitos observados.
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Figura 1. Fotomicrografia das branquias de Hyphessobrycon eques. Controle (A). Visao
panoramica do filamento branquial (F), lamelas (L) e seio venoso central (SVC). Controle
(B). Células cloreto. Histopatologias encontradas em branquias dos peixes expostos ao
cadmio via alimento na concentracdo 1,26x10° g Cd dia™! (C, D, E e F). Hipertrofia do
epitélio lamelar (C e D). Células cloreto (E). Células mucosas (F). Escala: 20um. Coloragao:
Azul de toluidina.



98

Tabela 3. Frequéncias de alteracdes histopatoldgicas encontradas nas branquias de Hyphessobrycon eques
submetidas ao cadmio via alimento.

Alteracgoes Estagio das alteracdes Controle | 1,26x10° g Cd dia™
Hipertrofia do epitélio lamelar I ++ +++
Hiperplasia do epitélio lamelar | 0 0

Fusao das lamelas I 0 0
Dilatagao capilar | 0 0
Descolamento epitelial | 0 0
Constrigdo capilar | 0 0
Células mucosas | + +
Células cloreto | ++ ++
Congestao vascular I 0 0
Edema | 0 0
Aneurisma lamelar 11 0 0
Ruptura epitelial (hemorragia) 11 0 0
Necrose pontual I 0 0
Necrose total I 0 0

0 = ausente; + = raramente frequente; ++ = frequente; +++ = extremamente frequente.

O figado de Hyphessobrycon eques ¢é constituido de tiibulos anastomosados
com parénquima homogéneo. Os hepatdcitos tém formato hexagonal levemente arredondado
com um nucleo esférico e central e nucléolo tnico também na posi¢do central. Observa-se
arranjo cordonal dos capilares sinusdides organizados.

As alteragdes histopatologicas do figado foram observadas tanto nos peixes
expostos ao Cd através da dieta alimentar quanto nos organismos do tratamento controle. De
acordo com a Figura 2 (A, B, C e D), observou-se a presenca de vacuolos no citoplasma,
hipertrofia celular, deformacao e degeneracdo da parede nuclear. De acordo com o VMA,
podemos classificar a incidéncia das lesdes como sendo de grau 2, ou seja, lesdes
pontualmente localizadas.

Na Tabela 4, sdo apresentadas as frequéncias das alteracdes histopatoldgicas
encontradas no figado. Observa-se que as lesdes manifestaram-se no grupo controle e tratado.
De acordo com o IAH, as lesdes apresentadas podem ser classificadas nos estagios I e Il e
indicam a possibilidade de comprometimento do funcionamento normal do o6rgdo. A
comparagdo entre os dois tratamentos indica que ndo houve diferenca estatisticamente

significativa (p>0,05) entre os dois grupos avaliados.
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Figura 2. Fotomicrografia de figado de Hyphessobrycon eques. Controle (A); a seta indica vacuolizagdo
citoplasmatica. Histopatologias encontradas no figado dos peixes expostos ao cadmio via alimento na
concentragio 1,26x10° g Cd dia” (B, C e D). Hipertrofia celular (B). Seta preta: vacuolizagio citoplasmatica;

Seta vermelha: degeneragdo nuclear (C). Deformagao da parede nuclear (D). Escala: 20um. Coloragdo: azul de
toluidina e fucsina basica.
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Tabela 4. Frequéncias de alteragdes histopatologicas encontradas nos figados de Hyphessobrycon eques
expostos ao cadmio.

Alteracgoes Estagio das alteracées | Controle 1,26x10° g Cd dia™
Hipertrofia nuclear I 0 0
Hipertrofia celular 0 +

Atrofia nuclear I 0 0
Atrofia celular I 0 0
Aumento da frequéncia I 0 0
do numero de vasos
Deformacdo do contorno nuclear 1 + +
Deformacao do contorno celular 1 ++ ++
Nucleos na periferia da célula I 0 0
Desarranjo dos corddes hepaticos I 0 0
Presenca de melanomacrofagos I 0 0
Presenca de vacuolos no citoplasma I +++ +++
Granulos Eosinofilos I 0 0
Gordura I 0 0
Degenerag@o nuclear 11 + +
Nucleos Picnéticos I 0 0
Auséncia de nucleo 11 0 0
Auséncia de nucléolo 11 0 0
Rompimento celular 11 0 0
Auséncia de membrana celular 1 0 0
Estagnagdo biliar 11 0 0
Ruptura de vasos 1I 0 0
Congestao 1I 0 0
Necrose Focal 11 0 0
Necrose Total 11 0 0

0 = ausente; + = raramente frequente; ++ = frequente; +++ = extremamente frequente.
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4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos das andlises histologicas das branquias e figado de mato-
grosso (Hyphessobrycon eques) indicam que a exposicao ao metal cddmio via cadeia trofica
no periodo estudado ndo causou alteragdes significativas que levassem ao comprometimento
dos orgaos estudados. As branquias e figados apresentaram caracteristicas histologicas
normais e poucas evidéncias de lesdes patologicas manisfestadas tanto pelo grupo controle
quanto pelo grupo tratado. O peso fresco dos organismos avaliado ao final da exposi¢ao
também nao sofreu alteracdo em virtude do tratamento.

Durante as avaliagdes, foram observadas nas branquias dos organismos
controles e tratados uma ligeira hipertrofia do epitélio lamelar, com presenga de células
cloreto e células mucosas. Esses resultados indicam que as branquias ndo foram afetadas pelo
Cd através da dieta alimentar nas condigdes experimentais do presente estudo. Esta
constatacdo se deve provavelmente a via de exposicdo a qual os organismos foram
submetidos. Os animais foram expostos ao Cd através do alimento contaminado. Portanto, as
branquias ndo entraram em contato direto com o metal. Diferentemente de estudos por
exposicdo através da agua, onde ocorre contato direto com o metal na forma dissolvida e
efeitos deletérios sdo mais evidentes.

O Cd ¢ acumulado principalmente em tecidos metabolicamente ativos, tais
como, rim, figado e branquias (LIU et al., 2011). De acordo com Wangsongsak et al., (2007)
em comparagdo ao rim e ao figado, as branquias sdo os 6rgdos com menor capacidade de
acumulagdo de Cd. No entanto, as branquias t€ém mais da metade do seu desempenho
funcional comprometido devido a presenga de Cd seja através da dgua ou alimento (LIAO et
al., 2011). Nas branquias ocorrem os sitios de respira¢do envolvidos na osmoregulacdo, sendo
que o acumulo de metais nesses sitios tem efeitos sobre as fungdes relacionadas as trocas
gasosas. Os danos frequentemente observados pela presenca de Cd na dgua incluem
hiperplasia das células pilares e epiteliais nas lamelas, hipertrofia do epitélio da lamela
primaria (WANGSONGSAK et al., 2007), edema das células epiteliais, aneurisma, hipertrofia
e hiperplasia das células cloreto e células mucosas (THONPHON et al., 2003). A distancia de
difusdo respiratdria, ou seja, a distdncia de difusdo sangue-agua, ¢ a distdncia que separa a
lacuna de sangue das lamelas em relagdo ao meio externo. O levantamento do epitélio ou
hiperplasia do epitélio resulta em aumento dessa distancia de difusdo, afetando entdo a troca
de gases (WANGSONGSAK et al., 2007). Alguns estudos apontam que a hiperplasia das

células cloreto ocorre em resposta a necessidade de eliminar o Cd absorvido pelas branquias.
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O Cd afeta o equilibrio do célcio e induz danos a estrutura das branquias devido a reducao do
consumo de oxigénio e interrupc¢ao da funcao osmoregulatéria (THOPHON et al., 2003; LIU
et al., 2011;). Liu et al. (2011) relataram fusdo, edema, hipertrofia e aumento do epitélio
lamelar nas branquias de Synechogobius hasta devido a exposi¢do a 0,29 mg L' de Cd
durante 15 dias. Nao foram encontrados relatos na literatura de efeitos semelhantes nas
branquias devido a presenga do Cd via alimento.

Da mesma forma, a analise histologica do figado dos organismos expostos ou
ndo ao Cd através da dieta ndo apresentaram diferencas significativas em relagdo aos efeitos
observados. Os animais apresentaram em ambos 0s grupos presenga de vacuolos no
citoplasma, hipertrofia celular, deformag¢dao da parede celular e nuclear. Esses efeitos ndo
foram relacionados ao tratamento, no entanto, indicam possibilidade de comprometimento do
orgdo afetado.

A auséncia de sinais patoldgicos evidentes poderia ser atribuida ao tempo de
exposicao dos organismos ao Cd através do alimento. A exposi¢ao ao Cd ocorreu apenas
durante sete dias. Acredita-se que esse tempo ndo foi suficiente para induzir alteragdes
histolégicas no grupo tratado. Grande parte dos trabalhos na literatura relaciona os efeitos do
Cd, seja através da agua ou da dieta, ao tempo de exposi¢do (BERNTSSEN et al., 2001;
RUANGSOMBOON e WONGRAT, 2006; NG e WOOD, 2008; LIU et al, 2011).
Geralmente o tempo necessario para obter efeitos sobre varidveis estruturais sdo superiores a
um més de exposicdo. No presente estudo, o tempo de exposicdo foi limitado devido as
condi¢des experimentais. A quantidade de claddceros utilizados durante o periodo
experimental foi muito elevada, os cultivos, tanto do grupo controle quanto do grupo tratado,
ndo possuiam organismos suficiente para o prolongamento dos experimentos.

Por outro lado a auséncia de sinais patologicos no figado dos peixes poderia ser
devido a carga de Cd acumulada nos cladéceros (primeiro nivel tréfico). De acordo com
Rainbow (2002) claddceros expostos a metais ndo essenciais em baixas concentragdes, sao
capazes de “regular” o acumulo do metal no organismo e excreta-lo gradualmente, da mesma
forma que ocorre com metais essenciais. Se o cladocero S. serrulatus foi capaz de controlar o
acimulo de Cd, possivelmente esse metal ndo passaria para o segundo nivel troéfico na
concentracgao utilizada nesse estudo.

Wangsongsak et al., (2007) observaram hipertrofia dos hepatdcitos, presenga
de goticulas lipidios no citoplasma, dilatagdo do nucleo dos hepatdcitos e necrose focal
durante a exposicdo a 0,06 mg L™ de Cd na forma dissolvida por 60 dias. Da mesma maneira,

Thonphon et al. (2003) relataram que o figado de Lates calcarifer expostos 0,8 mg L™ de Cd
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na adgua durante 90 dias apresentou congestao sanguinea nos vasos sinusoéides, hipertrofia dos
hepatocitos e vacuolos de lipidios. Berntssen et al. (2001) verificaram que a dieta produzida
comercialmente contaminada com 10 a 125 pg Cd g de alimento causou aumento de
enterocitos e apoptose no intestino em Salmo salar. Estudos demonstraram que a exposi¢ao
do verme Lumbriculus variegatus a concentragdes entre 0,1 ¢ 200 ug L™ de Cd e oferecido
como alimento, durante 1 més, ao peixe Oncorhynchus mykiss, causou inibicdo do
crescimento e acumulo de Cd no intestino, figado, rins, branquias e carcaca (NG e WOOD,
2008). Larvas de quironomideos (Chironomus riparius) expostos através da dgua (288 pg Cd
g PS™) e sedimento (153 pg Cd g PS™) contaminados e usados como alimento para o peixe
Danio rerio durante sete dias apresentaram elevadas concentracdes de Cd no rim, figado e
intestino, e baixas concentragdes nas branquias e carcaca, evidenciando que o Cd pode ser
adquirido através do alimento natural em peixe (BECHARD et al., 2008). Liu et al. (2011)
verificaram em Symnechogobius hasta congestdo sanguinea, formagdo de vacuolos no
citoplasma, pequenas hemorragias e presenca de lipidios no figado desses peixes expostos a
concentragdes entre 0 ¢ 0,29 mg L' de Cd na forma dissolvida, por 15 dias.

Os resultados encontrados na literatura indicam que o figado de peixes pode ser
alvo da toxicidade pelo metal Cd, seja através da agua ou via dieta alimentar. No entanto, o
tempo de exposi¢do e a carga de metal acumulado no primeiro nivel tréfico, podem ser
determinantes no caso da toxicidade por baixas concentragdes. Como observado no presente
estudo, onde os organismos ndo evidenciaram alteracdes histopatologicas no figado de H.
eques expostos por sete dias ao Cd via cadeia trofica. E possivel que se a exposi¢do
permanesse por mais tempo, ou ainda, se a carga de metal acumulado fosse maior, alteragdes
histopatologicas pudessem ser detectadas. A andlise histoldgica utilizada também ndo se
mostrou eficiente na predicdo dos resultados. Um exame mais aprofundado de outras
variaveis como a atividade da enzima metalotioneina, ou ainda, analise histoldgica do
intestino e tecido muscular dos organismos, € a determinagdo do acimulo de Cd nos 6rgaos
estudados poderiam apresentar sinais de possiveis efeitos provocados pela presenga do Cd

através do alimento.
5. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo evidenciam que o Cd fornecido através de uma
cadeia trofica ndo causou alteracdes sobre a estrutura histologica de branquias e figado de

Hyphessobrycon eques apds sete dias de exposicdo. Esses resultados sugerem que
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provavelmente o tempo de exposicao e a carga de Cd acumulada nos claddceros nao foram
suficientes para afetar os peixes, segundo nivel da cadeia alimentar. Efeitos do Cd através do
alimento podem ocorrer em peixes, no entanto, analises mais aprofundadas devem ser

utilizadas para determinacdo de sinais sutis de toxicidade.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo foi de grande importancia para o entendimento do comportamento
do metal Cd nos ambientes aquaticos, bem como do seu potencial de toxicidade aos
organismos expostos. A pesquisa apresentou aspectos fundamentais da toxicidade através de
uma cadeia alimentar, sendo de grande relevancia para a compreensdao dos principais
parametros toxicos apresentados pelos organismos envolvidos e as interferéncias nas suas
interagdes, assim como nas interagdes com o ambiente.

A alga Scenedesmus quadricauda teve como caracteristica uma elevada
capacidade de acumulagdo de Cd, e ainda sofreu danos significativos sobre parametros
fisiologicos importantes, como contetido de clorofila “a” e crescimento populacional. As algas
desempenham importante fungdo como produtores primarios nos ambientes aquaticos, €
eventuais efeitos sobre seus parametros fisioldgicos acarretardo prejuizos a outros organismos
que dependem da produtividade primaria. O metal cadmio pode entdo causar toxicidade a
organismos zooplanctonicos forrageadores devido a ingestdo do alimento contaminado.

Quando o Cd acumula-se na cadeia alimentar aquatica, o seu potencial de
toxicidade ¢ ampliado, devido a caracteristica de persisténcia nos tecidos dos organismos
vivos. Organismos zooplanctonicos como os cladoceros constituem uma ligacdo entre os
produtores primarios e os niveis troficos superiores como os peixes. Os efeitos causados pelo
Cd nesses organismos sdo capazes de ameacgar a integridade bioldgica dos ecossistemas
aquaticos. Varios parametros do ciclo de vida dos organismos foram afetados indicando que a
toxicidade por esse metal pode causar o desequilibrio das cadeias alimentares aquaticas
devido a redugdo persistente do numero de individuos, evidenciada pelas significativas
reducdes das taxas de alimenta¢do, produtividade e longevidade dos cladoceros estudados.

A transferéncia trofica do metal da microalga Scenedesmus quadricauda para o
cladocero Simocephalus serrulatus foi caracterizada por alteragdes dos parametros do ciclo de
vida. No entanto, devido as concentragdes testadas terem sido relativamente baixas, houve
dificuldade na determinacdo das concentracdes de Cd total acumulado pelos cladoceros
expostos ao alimento contaminado. Este resultado mostra que o metal causou efeitos toxicos a
partir da exposi¢ao via alimento, mas ndo apresentou evidéncias de acumulagdo nos
cladoceros. E possivel que o metal tenha causado a toxicidade, mas a0 mesmo tempo tenha
sido “regulado” pelos organismos da mesma forma que ocorre para metais essenciais como,

por exemplo, o cobre e o zinco (RAINBOW, 2002).
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Esta constatagdo ¢ suportada pelos sinais de recuperacao apresentados pelos
organismos diante da substituigdo do alimento contaminado por alimento livre de
contaminagdo. A concentragdo do cadmio possivelmente foi “controlada” pelos organismos,
os quais em condicdes ambientais favoraveis iniciaram a recuperacdo dos aspectos
reprodutivos avaliados. Dessa forma, pode-se dizer que o Cd entrou na cadeia tréfica via
alimento, causou efeitos sobre os claddceros, mas ndo permaneceu nos organismos e,
portanto, ndo foi biomagnificado. Nesse caso, os cladoceros foram capazes de “regular” a
concentragdo do Cd.

Esta hipotese ¢ reforgada pela resposta observada na exposi¢do dos peixes ao
Cd via cadeia trofica. O metal ndo foi capaz de causar alteracdes na estrutura morfologica das
branquias e figado dos peixes avaliados, sugerindo que o Cd ndo foi transferido para este
nivel da cadeia alimentar. Portanto, os peixes ndo foram alvos da toxicidade do Cd via cadeia
trofica no periodo de tempo e na concentragao avaliada.

Consideramos que este estudo apresentou aspectos importantes da transferéncia
trofica do metal caddmio em uma cadeia alimentar aquética experimental. Os resultados
obtidos apresentam informacdes ecologicamente relevantes e de extrema importancia para o
entendimento dos principais efeitos toxicos do cadmio nos ecossistema de dgua doce. As
questdes que foram discutidas nesta pesquisa contribuem para o enriquecimento dos
conhecimentos atuais sobre o Cd e apontam para uma perspectiva, nem sempre considerada
relevante nos estudos ecotoxicologicos, que consiste no controle da concentragdo de metais
ndo essenciais em organismos zooplanctonicos. Acrescentamos ainda que estudos mais
aprofundados que considerem essa possibilidade devam ser realizados no intuido de maiores

esclarecimentos.
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