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RESUMO

A aquicultura ¢ um dos setores de producao de alimentos que mais cresce e Penaeus
vannamei ¢ o camardo mais cultivado no mundo. S3o vérios os problemas ambientais que
atualmente podem colocar a biodiversidade e a aquicultura em risco, como metais,
microplastico e mudangas no clima. No presente trabalho investigamos os efeitos
fisiologicos de diferentes concentracdes do metal cddmio (Cd) na fisiologia de P. vannamei.
Os animais foram expostos a duas concentracdes de Cd presentes na natureza (0,1 mg/L e
0,5 mg/L) ou a agua livre do metal (grupo controle) durante 30 dias e foi avaliada uma
malha de processos fisioldgicos (mortalidade, crescimento, ingestao, egestdo, metabolismo,
excrecdo, tipo de substrato energético oxidado, indice hepatossomatico, osmorregulagdo e
quantificagdo de metal). Foi observada uma mortalidade de 30% em ambas as concentragdes
do metal (0,1 mg/L e 0,5 mg/L), indicando que o Cd, mesmo que presente em baixas
concentragdes pode gerar mortalidade, principalmente associada a periodos do ciclo de muda
em que o animal se encontra vulnerdvel, como a pré e a pé6s muda. Houve redugdo do
consumo de oxigénio (-12%) nos animais expostos a 0,1 mg/L de Cd, bem como reducdo na
excre¢dao de amonia e troca do substrato energético oxidado (de proteinas para lipidios) nos
animais expostos a 0,5 mg/L sugerindo a oxidagdo de um substrato mais energético. Foram
encontradas também concentracdes de Cd nos animais expostos a 0,1 mg/L no corpo (0,167
+ 0,012 mg/L) e na exuvia (0,151 = 0,036 mg/L) semelhantes ao que os animais estavam
expostos (0,1 mg/L) e nos expostos a 0,5 mg/L, concentragdes no corpo (0,256 = 0,056
mg/L) e na exuvia (0,252 + 0,027 mg/L) de cerca de metade da quantidade a qual estavam
expostos no tratamento (0,5 mg/L).

Palavras-chave: Contaminagao; Cadmio; Fisiologia; Bioacumulacao; Aquicultura.



ABSTRACT

Aquaculture is one of the fastest growing food production sectors and Penaeus
vannamei is the most cultivated shrimp in the world. There are several environmental
problems that can currently put biodiversity and aquaculture at risk, such as metals,
microplastics and climate change. In the present work we investigated the physiological
effects of different concentrations of cadmium (Cd) on the physiology of P. vannamei. The
animals were exposed to two concentrations of Cd present in nature (0.1 mg/L and 0.5 mg/L)
or to metal-free water (control group) for 30 days and a network of physiological processes
were evaluated (mortality , growth, ingestion, egestion, metabolism, excretion, type of
oxidized energy substrate, hepatosomatic index, osmoregulation and metal quantification). A
mortality of 30% was observed in both metal concentrations (0.1 mg/L and 0.5 mg/L),
unfortunately, Cd, even if present in low concentrations, can cause mortality, mainly
associated with periods of the molting cycle in which the animal is vulnerable, such as pre-
and post-molt. There was a reduction in oxygen consumption (-12%) in animals exposed to
0.1 mg/L of Cd, as well as a reduction in ammonia excretion and exchange of oxidized energy
substrate (from proteins to lipids) in animals exposed to 0.5 mg/L suggesting the oxidation of
a more energetic substrate. Cd concentrations were also found in animals exposed to 0.1 mg/L
in the body (0.167 = 0.012 mg/L) and in the exuvia (0.151 + 0.036 mg/L) similar to what the
animals were exposed to (0.1 mg/L) and in those exposed to 0.5 mg/L, concentrations in the
body (0.256 + 0.056 mg/L) and in the exuvia (0.252 + 0.027 mg/L) of about half the amount
they were exposed to in the treatment (0.5 mg/L).

Key-words: Contamination; Cadmium; Physiology; Bioaccumulation; Aquaculture.



1. INTRODUCAO

A aquicultura se tornou uma fonte importante de frutos do mar, que possuem papel
fundamental na manutengao da seguranga alimentar e provendo nutricdo ao redor do mundo,
tendo esse setor um crescimento rapido e exponencial no ramo da produ¢do de alimentos,
enquanto a demanda mundial por alimentos aumenta e o setor pesqueiro ndo supre a demanda
sozinho, especula-se que a aquicultura consistird num setor determinante para o cumprimento
da demanda de alimento esperada para os anos seguintes (Bjorndal et al., 2024; Chan et al.,
2024; Yadav et al., 2024). A producdo por meio da aquicultura tem crescido largamente
comparado a pesca, tendo um aumento de 6.6% desde a producdo do ano de 2020, possuindo
uma producdo total de 130.9 milhdes de toneladas no ano de 2022, sendo aproximadamente
12.7 milhdes de toneladas referente a producao de crustaceos (FAO, 2024). Apesar de ser um
setor essencial e extremamente importante, muitos problemas podem colocar a produgado
aquicola em risco, sendo eles: as mudangas climaticas, as doengas, os medicamentos, drogas
ilicitas, os micro e nano plasticos, os metais, etc. (Blong et al., 2023; Buchmann, 2022;
Emenike et al., 2022; Theanacho et al., 2023; Shen et al. 2024; Yadav et al., 2024).

Camardes marinhos dominam a produgdo de crusticeos na costa (FAO, 2023).
Segundo dados da FAO (2024), o camardo marinho Penaeus vannamei foi a espécie mais
cultivada no ano de 2022, com uma produgdo de 6.8 milhdes de toneladas. P. vannamei ocupa
ambientes marinhos de clima tropical com temperaturas superiores a 20°C e sua cultura para
meio comercial se iniciou na década de 70 na América Central e do Sul e avancando para os
Estados Unidos, além de se tornar o camardo dominante em cultivos de camardes peneideos
em paises do continente asiatico (Albalat et al., 2022). E uma espécie ideal para cultivo, pois
possui caracteristicas favoraveis como: rapido desenvolvimento, uma necessidade menor de
nutrientes comparado a outras espécies de camardes, apresenta maior resisténcia a doengas e
alto poder de adaptacdo as condi¢cdes ambientais adversas (Barajas-Sandoval et al., 2024; Ye
et al., 2024).

Por ser um animal importante economicamente e largamente consumido, se torna uma
preocupacao o fato de que a saude e qualidade do camardo possa ser alterada quando exposto
a metais presentes na agua em que estdo sendo cultivados e que entram no corpo por meio da
absorc¢do da dgua e da assimilagdo por meio do alimento e sedimento. Além disso, metais nao
essenciais, como o Cd possuem efeitos toxicos mesmo que em concentragdes mais baixas, se

acumulam nos tecidos e geram efeitos carcinogénicos e nao carcinogénicos aos humanos que
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0s consomem, ja que muitos metais presentes no ambiente tem a capacidade de aumentar sua

concentragdo através da teia tréfica, onde os humanos, com frequéncia sao os consumidores
finais (Arisekar et al., 2022; Yu et al., 2020; Wang et al., 2023). Os metais ndo essenciais
como o Cd estdo presentes naturalmente no ambiente em concentragdes mais baixas, mas as
atividades humanas urbanas, agricolas e industriais como galvanizacdo, fertilizantes,
algicidas, inseticidas, suplementos alimentares e quimicos usados nos meios de cultivo,
plésticos e tintas, descarte incorreto de lixo eletronico, fontes atmosféricas, efluentes
industriais ¢ domésticos, usinas ¢ mineracdo aumentam suas concentracdes no ambiente
(Arisekar et al., 2022; Azar e Vajargah, 2023; Sonone et al., 2021). Crustaceos costumam ser
mais suscetiveis a polui¢do por metais principalmente devido ao seu estilo de vida associado
ao sedimento, portanto, tendem a acumular mais metais do que outros organismos aquaticos
(Waqas et al., 2024). Segundo a resolugdo CONAMA n° 357/2005 em daguas salobras de
classe 1, o valor maximo para o Cd é de 0,005 mg/L. Aguas salobras de classe 1 podem ser
destinadas a aquicultura, pesca, recreacdo e prote¢ao das comunidades aquaticas. O Cd ¢
conhecido pela sua relativa alta taxa de retencdo na biota, com uma meia vida de 25-30 anos
em humanos por exemplo, o que também € pertinente para a sua toxicidade (Genchi et al.
2020).

Os crustaceos possuem diversos mecanismos de eliminacdo do excesso de metal no
corpo, entre eles estd a metalotioneina, encontrada amplamente na natureza com potencial de
detoxificagdo de metais por quelacdo de ions metélicos, pois a sua expressdo genética €
estimulada por eles e, que possui grande papel na detoxificagdo de Cd (Yang et al., 2024).
Além disso, a deposicdo de Cd na exuvia ja foi observada em algumas espécies de
crustaceos, indicando que a troca de exoesqueleto pode significar uma rota de eliminagao do
excesso de metal no corpo, possivelmente durante a pds muda, fase de remineralizagdo do
novo exoesqueleto onde, devido a semelhanga i6nica, o Cd e o célcio podem competir pelos
transportadores de calcio na membrana das células epidérmicas (Butler e Zou, 2021; Ramos
e Leite, 2022). O objetivo do trabalho foi avaliar se a exposi¢do cronica ao Cd gera
alteragdes dos parametros fisiologicos (mortalidade, ingestdo e egestdo, crescimento,
consumo de oxigénio, excre¢do de amonia, substrato energético oxidado, indice
hepatossomatico e osmolalidade da hemolinfa) de P. vannamei e se o exoesqueleto ¢ um
depositério de metal, o qual foi avaliado por meio da quantificacdo de Cd presente no corpo

e a exuvia dos animais.



2. MATERIAIS E METODOS

Coleta de animais

Camardes marinhos adultos da espécie Penaeus vannamei (machos e fémeas) foram
coletados na fazenda de cultivo sustentavel PRIMAR, no Rio Grande do Norte. Os animais
foram transportados de Natal/RN até Guarulhos/SP por avido. Em seguida, foram
transportados para o campus da UNESP em Sao Vicente, SP, em carro oficial da UNESP. O
trajeto total costuma ter cerca de cinco horas e os animais foram acondicionados em sacos de
pléstico contendo agua aerada do local de coleta e acondicionados em caixas de isopor. Os
animais foram mantidos em sala imida do Laboratorio de Aquicultura Sustentdvel durante
quatro dias para aclimatagdo antes de se iniciarem os experimentos (Ramaglia et al., 2018).
Foram aclimatados as condi¢des laboratoriais em aquarios individuais contendo dgua com
salinidade (20S) e temperatura (25°C) semelhante a do local de origem. Durante esse periodo
os animais foram alimentados todos os dias com racdo comercial para camardo marinho
(Guabi, 40% de proteina) com cerca de 7% da sua biomassa. Todos os camardes utilizados
estavam na fase de intermuda. Os experimentos foram realizados com um total de 10 animais

por tratamento (N=10).
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Tabela 1. Peso Umido Inicial dos Animais (g) do tratamento controle e (Omg/L) e dos expostos as duas

concentragdes de Cd (0,1 mg/L e 0,5 mg/L)

Animal 0 mg/L 0,1 mg/L 0,5 mg/LL
1 10,9 8,7 11
2 12,2 9,2 10,8
3 13,1 10,5 9,7
4 12,3 12,8 12,1
5 9,9 9,9 11,3
6 10,6 9,8 9,8
7 11,9 10,9 10,8
8 10,6 9,2 7,3
9 9,3 11,3 12,6
10 10,9 9,3 10,2

Exposicao dos animais em laboratoério ao cadmio

De acordo com a Legislacdo Brasileira as concentragdes de Cd ndo devem ultrapassar
0,005 mg/L em aguas salobras. No entanto, no litoral sul do estado de Sao Paulo, ja foram
detectadas concentragdes de até 2,5 mg/L em Cubatdo (Ortega et al, 2022). Em outras
localidades, como o golfo do México, ja foram constatadas concentragdes de até 0,26 mg/L
(Arcega et al. 2021). Segundo dados obtidos por Wu e Chen (2004), a LC 50 de Cd em P,
vannamei em 24h, 48h, 72h e 96h, valores de 2,58, 1,30, 1,14 ¢ 1,07 mg Cd L’
respectivamente. Os camardes deste trabalho foram expostos a duas concentracdes subletais
do metal Cd, 0,1 ¢ 0,5 mg/L (Dinamica). O grupo controle permaneceu em agua sem adi¢ao
do metal. O Cd foi diluido em 4gua salobra 20S preparada a partir da mistura de dgua doce
filtrada com sal marinho (Hiker Ocean Prosea Salt). Os animais foram mantidos em aquarios

individuais contendo 5L de 4dgua sob aeracdo constante. A cada trés dias, a 4gua dos aquarios
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foi trocada a fim de evitar o aumento da concentracdo da amonia ¢ manter o controle da

concentracdo do metal. Os animais foram mantidos durante 30 dias sob tais condig¢des
experimentais para avaliagdo dos parametros fisioldogicos. Durante esse periodo foram
alimentados com ragdo comercial para camardo marinho (Guabi, 40% de proteina) com cerca

de 7% da sua biomassa.

Avaliacio da taxa de mortalidade

A sobrevivéncia dos animais foi verificada durante os 30 dias de experimento, trés
vezes ao dia 8:00, 13:00 e 18:00. Todos os animais que morreram foram retirados dos
aquarios. Visto que as datas das eventuais mudas foram anotadas, foi possivel identificar se o

animal morto estava na p6s muda ou intermuda.

Taxa de ingestao

Foram oferecidos 7% da biomassa total de cada individuo como alimento uma vez ao
dia durante 30 dias. O alimento foi oferecido no periodo da manha e sifonado apds 3 horas a
fim de evitar lixiviagdo (Augusto & Masui. 2014; Augusto & Valenti, 2016). Aquarios
controles sem animais dentro também foram usados para quantificarmos possiveis perdas de
racdo na agua para lixiviacdo (Soares et al., 2020). As amostras foram secas a 60°C (Estufa
Nova Etica) durante um periodo de 48 horas, pesadas (Metler Toledo Mod. UMX2, precisdo
de 1 pg) e guardadas em freezer. A taxa de ingestdo foi determinada pela diferenga entre o

alimento oferecido e as sobras.

Taxa de egestiao
As fezes foram quantificadas diariamente por meio da coleta do material com o uso de
um sifio. As amostras de fezes foram secas a 60°C (Estufa Nova Etica) durante um periodo de

48 horas e pesadas em balanga analitica (Metler Toledo Mod. UMX2, precisdo de 1 ug).

Crescimento

Os animais foram pesados no inicio e no ultimo dia do experimento (30° dia), visando
evitar o estresse decorrente da manipulacdo. No ultimo dia do experimento, eles foram
eutanasiados em gelo, secos em papel absorvente, colocados em uma estufa (Estufa Nova

Etica) a 60° durante 48 horas e pesados em balanga analitica (Metler Toledo Mod. UMX2,
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precisdo de 1 pg) (da Costa et al., 2024).

Consumo de oxigénio e excrecao nitrogenada

O consumo de oxigénio foi avaliado em uma camara respirométrica fechada equipada
com oximetro e monitor YSI modelo 53 e 5905, respectivamente. Os animais ficaram
aclimatados por 30 minutos, com aeracao constante, salinidade e temperatura da dgua iguais
as do tratamento em que estavam. Apods esse periodo, a aeracdo foi retirada e realizada a
medig¢do inicial da concentracdo de oxigénio dentro das camaras. Apds 60 minutos, foi feita
uma nova medicdo. Camaras controle sem animais dentro foram mantidas nas mesmas
condi¢les experimentais. A determinagdao do consumo de oxigénio foi feita pela diferencga
entre a concentracao de oxigénio dentro das cdmaras no inicio e no final do experimento de

acordo com a seguinte formula:

TR = {[(Co — Cf). V/AT] - f}/MS

Onde,

TR: taxa respirométrica (ug O,/mg MS/h)

Co: concentragdo inicial de oxigénio na camara (ml O,/1)

Cf: concentracao final de oxigénio na cadmara (ml O,/1)

V: volume da camara respirométrica (L)

AT: duragao do experimento (h)

f: alteragc@o na concentracdo de oxigénio nas cadmaras controles

MS: massa seca do animal (mg)

A excregao foi avaliada pela quantificacdo de amonia total que € o principal produto
do catabolismo protéico dos crustaceos. A excre¢do foi medida a partir de amostras de agua
obtidas das camaras respirométricas no final de cada experimento do consumo de oxigénio
(Augusto e Masui, 2014; Augusto e Valenti, 2016). As variagcdes na concentragao de amonia
total foram calculadas pela diferenga entre os valores obtidos nas amostras € na camara
controle (sem animal). A concentragdo de amonia foi determinada por colorimetria
(Koroleff, 1983).

O consumo de oxigénio e a excrecao de amodnia total foram expressos com taxas

individuais (mg ind"! dia ') e massa seca especifica (ug. mg MS™).
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Avaliacio do substrato energético oxidado

O tipo de Substrato Energético Oxidado foi calculado por meio da relacdo atomica
O/N que consiste na relagdo entre os atomos de oxigénio consumidos, divididos pelos atomos
de nitrogénio excretados (Mayzaud e Conover, 1988). De acordo com Mayzaud e Conover
(1988), valores entre 3 e 16 indicam um catabolismo de proteinas puras, entre 50 ¢ 60, um
catabolismo de lipidios e proteinas e acima de 60, uma predominancia no catabolismo de

lipidios.

Avaliacio do indice hepatossomatico

O hepatopancreas de cada animal foi dissecado apos os animais serem eutanasiados,
mantidos em estufa (Nova Etica) a 60°C durante 48 horas e pesado. O restante do corpo de
cada animal também foi seco e pesado (Ramaglia et al., 2018). O indice hepatossomatico foi
calculado de acordo com a férmula a seguir:

fndice Hepatossomatico = (Peso seco do 6rgio/peso seco do animal) x 100.

Avaliacao da osmolalidade da hemolinfa

Foram retiradas cerca de 30 pl de de hemolinfa da regido cardiaca de P. vannamei,
utilizando-se seringa de insulina e agulha #25-8 (Augusto et al, 2009; Ramaglia et al, 2018).
A osmolalidade da hemolinfa foi medida em amostras de 10 pl em um micro-osmometro de
pressdo a vapor (Wescor, Modelo 5500) e os resultados foram apresentados em mOsm/Kg

agua.

Quantificacio de cadmio na agua, corpo e exuivia dos animais

As amostras de dgua, corpo e extuvia de P. vannamei foram transportadas em caixas
térmicas contendo gelo para o Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu e a
quantificagdo do Cd foi realizada em colaboragdo como o Prof. Dr. Pedro Padilha. As analises
foram realizadas por um espectrometro de absor¢ao atdmica Shimadzu, modelo AA-68 que
determinou os metais presentes nas amostras. Ele foi equipado com um corretor de absor¢ao
de fundo com uma lampada de deutério e com um sistema de reversdo automatica (SR), um

tubo de grafite pirolitico com uma plataforma integrada e um visor automatico ASC- 6100.
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Analise estatistica

O efeito do Cd nos aspectos fisiologicos de P. vannamei e a quantificacao de metal na
agua, corpo e exuvias foi avaliado por ANOVA de 1 Fator (concentragdo de metal) seguido
pelo teste de médias multiplas de Student Newman-Keuls (SNK) para localizar as médias
estatisticamente diferentes. As analises foram realizadas utilizando o programa Sigma Stat 3.5
e utilizando como base um nivel de significdncia minimo de P<0,05. As figuras foram

apresentadas através dos dados inseridos no programa Graphpad.
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3. RESULTADOS

Mortalidade

Durante os 30 dias de experimento ndo houve mortalidade nos animais controles. No
entanto, houve 30% de mortalidade nos animais expostos ao Cd (0,1 mg/L e 0,5 mg/L). Nos
animais expostos a 0,1 mg/L de Cd as mortalidades ocorreram no mesmo dia da muda, mas

nos animais expostos a 0,5 mg/L as mortalidades ocorreram entre 10 e 13 dias apds a muda.

Crescimento, taxa de ingestiao e egestao, metabolismo e excre¢ao nitrogenada

Os animais nao cresceram e ndo apresentaram diferenga estatistica nas taxas de
ingestao e egestao durante o periodo do experimento. A relagdo fezes/ingestdo (F/C) também
ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos e apresentou valores entre 30 e 35%
(Tabela 2).

O consumo de oxigénio individual dos animais controles foi 63, 21 + 4,83 mg O,
ind! dia "' mas nos animais exposto a 0,1 mg/L de Cd apresentaram uma redugio de cerca de
12%, (Tabela 2). Nao foram observadas diferencas significativas quanto ao consumo de
oxigénio expresso em massa seca especifica (Figura 1). A excrecdo de amonia individual nos
animais controles foi 0,62 = 0,04 mg NH, ind"! dia "' mas nos animais expostos a 0,5mg/L de
Cd houve uma redugdo de 56% (Tabela 2). A excrecdo de amodnia em massa seca especifica
nos animais controle foi de 0,014 ug. mg MS™' mas nos animais expostos a 0,5mg/L de Cd

houve uma reducdo de 50% (Figura 2).
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Tabela 2. Crescimento (P), Taxas diarias de ingestdo (C), defecacdo (F), relagdo fezes/ingestdo (F/C),

fmetabolismo (R) e excre¢do (U) de P. vannamei mantido em agua controle (Omg/L) ou exposto ao Cd (0,1

mg/L e 0,5 mg/L) durante 30 dias. Os dados sdo apresentados como Média + Erro Padrio da Média. N = 10.

Letras diferentes indicam diferenga estatistica.

Omg/L 0,1 mg/L 0,5 mg/L

P (g) 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00
C/MUi (%) 1,85+0,10 1,59+ 0,10 1,83 +£0,10
C (g MU dia™) 0,18 £0,01 0,14 +£0,01 0,17+ 0,02

F (mg MS dia™) 67,45+ 3,0 63,71 £2,74 65,27 +£ 4,05
F/C (%) 30,11 +£ 1,54 35,46 + 1,65 31,39+ 1,72

R (mg O, ind™ dia™) 63,21 +4,834 55,49 + 6,408 69,33 £ 5,534
U (mg NH; ind! 0,62 +0,04* 0,63 +0,06* 0,27 + 0,03

dia™)

o
=
(]

[
n
1

=
n
1

Consumo de oxigénio (ug.mg MS'I)
=
1

2
)

Controle 0,1 mg/L

Concentracio de cadmio

0,5 mg/L

Figura 1. Taxa de consumo de oxigénio em massa seca (ug. mg MS™) do camardo P. vannamei exposto a

diferentes concentra¢des de Cd (controle, 0,1mg/L ¢ 0,5mg/L).
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0.025+

0.020+

(ug.mg ms '1)

0.015+ A

onia

A

0.0101

0.005+

0.000

Excrecao de am

Controle 0,1 mg/L 0,5 mg/L

Concentraciao de cadmio

Figura 2. Excre¢do de amodnia em massa seca (ug. mg MS™) do camardo P. vannamei exposto a diferentes

concentragdes de Cd (controle, 0,1mg/L e 0,5mg/L). Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Tipo de substrato energético oxidado, indice hepatossomatico e osmolalidade da
hemolinfa

Os célculos de relagdo atomica O:N sugerem que os animais controles e os expostos a
0,1mg/L oxidaram proteinas e lipidios, enquanto os expostos a 0,5mg/L passaram a oxidar
apenas lipidios. O indice hepatossomatico ¢ a osmolalidade das hemolinfas ndo foram
alterados em funcao da exposicao ao Cd e os animais de todos os tratamentos se mantiveram

hiperregulando (Tabela 3).
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Tabela 3. Razdo atomica (O:N), indice hepatossomatico e osmolalidade da hemolinfa (mOsm/Kg agua) de P.

vannamei exposto a diferentes concentragdes de Cd durante 30 dias. Os dados sdo apresentados como Média +

Erro Padrio.
Concentracio de Cadmio
0 mg/L 0,1 mg/L 0,5 mg/L
O:N 40,57 £ 2,64° 46,15 + 3,98° 102,21 + 10,54°
LP LP L
indice 4,51 +0,25° 4,50 +0,28° 4,66 +0,17°
Hepatossomatico
Osmolalidade 663,71 £4,78° 649,40 £ 6,37° 660,33 + 4,56

Letras diferentes indicam diferenga estatistica. L: lipidios e P: proteinas. Osmolalidade da agua: 620 mOsm/kg.

Quantificacio de caAdmio na agua, corpo e exuvia

As concentracdes de Cd presentes na dgua dos aquérios ¢ mostrada na Tabela 4. Nos
animais expostos a 0,1 mg/L de Cd foi quantificado 0,167 + 0,012 mg/L no corpo e 0,151 +
0,036 mg/L na exuvia. No entanto, nos animais expostos a 0,5 mg/L, as amostras de corpo
(0,256 + 0,056 mg/L) e exuvia (0,252 + 0,027 mg/L) apresentaram metade da concentragao

do Cd presente na agua.

Tabela 4. Concentracdo de Cd na agua, corpo e extvia de P. vannamei. Média + Erro Padrdo. Letras diferentes
indicam diferenga estatistica. ND: ndo detectado. 0,1 mg/l: 0,087 £+ 0,001. 0,5 mg/l: 0,427+0,005. Limite de
quantifica¢@o do método: 0,044 pg/L.

0 mg/L 0,1 mg/L 0,5 mg/LL
Agua ND 0,087 £+ 0,001* 0,427 +0,005"
Corpo ND 0,167 +0,012% 0,256 + 0,056"

Extvia ND 0,151 +0,036% 0,252 +0,027°
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4. DISCUSSAO

Mortalidade e relacdo com o ciclo de muda

Aqui nos observamos que em P. vannamei ha um aumento na taxa de mortalidade
quando expostos ao metal Cd em periodos de pré muda, pois os animais expostos a 0,5 mg/L
apresentaram mortalidade entre 10 e 13 dias apods a ultima muda e os animais expostos a 0,1
mg/L apresentaram suas mortalidade no dia da muda, apds a eliminag@o do exoesqueleto. Isso
pode estar relacionado com o fato dos crusticeos estarem mais permeaveis e suscetiveis a
absorver mais metal durante esses periodos. A exposicdo ao Cd parece aumentar a
probabilidade de morte em algumas etapas do ciclo de muda dos crustaceos (Arce-Funk et al,
2018). Durante a pré muda, em muitos crustaceos parte do calcio ¢ removido da cuticula
durante esse periodo e armazenado dentro do corpo para ser redepositado posteriormente
(Brusca et al., 2018). O exoesqueleto dos camardes possui em sua composicao quitina e
proteina que formam uma matriz mineralizada por sais carbondticos que em grande parte
consistem em carbonato de calcio e carbonato de magnésio que se encontram ao redor da
matriz organica (Butler e Zou, 2021). A taxa que relaciona o carbonato de calcio na forma de
carbono inorganico particulado em quantidade elevada e o carbono orgénico particulado, que
sdo as quitinas e proteinas sdo responsaveis pela dureza e redugdo da flexibilidade do
exoesqueleto que representa papel importante para a sobrevivéncia e prote¢ao dos crustaceos
(Tong et al., 2024). Portanto, as mortalidades observadas em P. vannamei podem estar
relacionadas diretamente com o periodo de muda. A permeabilidade do corpo do animal em
periodos de pré muda aumenta, pois o exoesqueleto estd mais maleavel antes que o animal se
utilize do cdélcio armazenado no corpo para remineraliza-lo. Nesse periodo o animal se utiliza
de dgua do entorno para inflar o novo exoesqueleto, estando o corpo suscetivel a absorver Cd

dessa 4gua utilizada.

Metabolismo e excrec¢io nitrogenada

O metabolismo ¢ considerado a soma das reagdes quimicas que ocorrem em um
organismo e pode ser determinado pelo consumo de oxigénio. A razdo pela qual o consumo
de oxigénio pode ser usado como uma medida pratica da taxa metabolica se deve ao fato de
que a quantidade de calor produzido para cada litro de oxigénio usado no metabolismo
permanece quase constante, independente do substrato oxidado (Schmidt-Nielsen, 2013).

Em animais expostos a condi¢des estressantes o metabolismo pode aumentar devido a maior
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demanda energética (Camacho-Jiménez et al., 2023; Wagqas et al., 2024) ou diminuir devido

a danos branquiais, inatividade, dentre outras situagdes (Xu et al., 2021; Liang et al., 2024).
Aqui nos observamos alteragcdes no metabolismo em massa umida individual de P. vannamei
exposto ao Cd. Em experimentos realizados com o lagostim Cambaroides dauricus exposto
a Cu (Bao et al., 2020), o camardo Exopalaemon carinicauda exposto a Cd e Cu (Zhang et
al., 2014), o camarao Palaemon macrodactylus exposto a Cd (Zhang et al., 2021), o camarao
Penaeus vannamei exposto a Cd (da Costa et al., 2024) e o carangueijo Sinopotamon
henanese exposto a Cd (Xuan et al., 2013) e Xiphopenaeus kroyeri exposto a Cd e Zn
(Barbieri et al., 2013) também foram observadas redu¢des no metabolismo. As alteragdes no
consumo de oxigénio podem ocorrer em animais expostos ao Cd porque o metal pode se
associar a hemocianina, diminuindo a capacidade respiratéria da espécie (Xuan et al., 2013).

Os crustaceos sdo amoniotélicos, ou seja, eliminam principalmente amdnia por meio
das branquias. A excre¢do de amoénia também pode ser alterada em situagdes que impdem
desafio a homeostase dos animais. A amoénia ¢ oriunda do catabolismo proteico e qualquer
situagdo que o altere pode afetar a excregao nitrogenada. Aqui nods observamos uma redugao
expressiva da excre¢do de amonia em animais expostos a 0,5 mg/L de Cd (Figura 2 e Tabela
2). A exposi¢ao ao Cd pode alterar mecanismos fisioldgicos relacionados ao transporte de
compostos nitrogenados através das membranas das branquias que se caracteriza como um
orgdo multifuncional que realiza uma gama de processos fisiologicos como transporte
16nico, balango acido-bésico e excrecdo de amdnia. Além disso, € o primeiro 6rgao a entrar
em contato com o ambiente e, portanto, o primeiro a ser atingido pelo poluente, o que pode
gerar uma disfuncdo do controle da excrecdo de amonia pelo 6rgdo (Bao et al., 2020; Henry
et al. 2012). Dados semelhantes de redugdo da excrecao de amodnia apds a exposicdo a metais
foram encontrados em experimentos realizados com o lagostim Cambaroides dauricus
exposto a Cu (Bao et al., 2020) e o peixe Hyphessobrycon Callistus exposto a Cd (Damato e
Barbieri, 2012).

Substrato energético oxidado, indice hepatossomatico e osmolalidade da hemolinfa

Os animais necessitam de energia quimica obtida principalmente por meio da
oxidacdo dos alimentos para realizar suas fun¢des por meio do metabolismo energético que
ocorre nas mitocondrias (Schmidt-Nielsen, 2013). Os animais do grupo controle e os

expostos a 0,1 mg/L de Cd oxidaram proteinas e lipidios, enquanto os animais do grupo
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exposto a 0,5 mg/L de Cd oxidaram apenas lipidios. Tal troca indica que os animais optaram

por oxidar um substrato que fornece mais energia que proteinas. Enquanto as proteinas
fornecem 4,3 kcal g' de energia, os lipidios podem fornecer até 9.4 kcal g’
(Schmidt-Nielsen, 2013). Tal acréscimo pode ser usado para fornecer energia para os
mecanismos regulatorios da homeostase. Tais trocas de substrato energético também ja
foram observadas em outros crusticeos expostos a ambientes estressantes como Leptuca
thayeri exposto a pH reduzido 6.3 combinado com uma temperatura de 30°C alterou a
oxidacdo de apenas lipidios para para uma mistura de proteinas e lipidios (de Andrade et al.,
2022) e Penaeus vannamei exposto a pH de 7.3 e salinidade 30 foram de apenas proteinas
para uma mistura de proteinas e lipidios (Ramaglia et al., 2024).

O indice hepatossomatico de P. vannamei nao foi afetado pela exposi¢ao ao Cd em
nenhuma das concentragdes, sugerindo que as reservas energéticas estocadas no
hepatopancreas ndo foram usadas para lidar com o desafio da exposicdo ao Cd. O
hepatopancreas ¢ responsavel por processos metabdlicos importantes relacionados ao
estoque de energia, sinete de enzimas digestivas, ciclo de muda, excrecao de metabolitos e
detoxificagdo de metais nos crusticeos, portanto, o indice hepatossomatico ¢ uma medida de
estresse hepatico, sendo usado como pardmetro para presenca de contaminantes
(Hauser-Davis et al., 2021; Paschoal et al., 2019). Condigdes estressantes podem gerar uma
alteracdo do indice hepatossomatico, como a encontrada por de Andrade et al. (2022) que
observou uma redu¢ao em animais expostos a salinidade de 30 ¢ 50 em pH reduzido (6.3).

A osmorregulacdo ¢ um dos mecanismos fisioldgicos mais importantes nos animais
porque possibilita a ocupacdo de diferentes gradientes salinos pelas espécies. A
osmorregulacdo pode envolver mecanismo fisioldgicos ativos e ser prejudicada diante de
estressores ambientais. Aqui ndés observamos que o Cd ndo afetou a capacidade
osmorregulatorio de P. vannamei, o qual manteve-se hiper-regulando a osmolalidade da
hemolinfa. Costa et al, (2024), também observou que juvenis de P. vannamei ndo sao
afetados pelo Cd (concentragdo de 0,1 mg/L). Outros metais como cobre podem afetar a
capacidade osmorregulatoria de espécies como Minuca Rapax e Macrobrachium
Rosenbergii. Os autores atribuem tal alteracdo devido a uma capacidade regulatoria de ions
prejudicada pela exposicdo ao metal e danos estruturais mas branquias (Asih et al., 2013,

Capparelli et al., 2020).
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Concentrac¢io do cadmio no corpo e exiivia

Metais presentes no corpo € na exuvia sdo provenientes da bioacumulagdo pois ao
adentrar o corpo de um organismo sdo armazenados e dificilmente metabolizados ou
excretados. Eles entram no corpo dos animais através das superficies permeaveis e também
pela alimentacdo. (Sonone et al., 2021; Wang et al., 2023). Dados da literatura indicam ainda
que o Cd pode competir pelos transportadores de calcio na membrana celular (Figura 3)
(Butler e Zou, 2021; Ramos e Leite, 2022). A taxa de acumulagdo depende das vias de
remocao dos metais no corpo, além do fato de que, se ndo sdo metabolizados e eliminados, as
concentragdes tendem a aumentar ao longo da cadeia trofica, o que gera biomagnificacao
(Acharya et al.,, 2023; Saidon et al.,, 2024). Como ¢ possivel observar na Tabela 5, a
concentracdo de Cd no corpo e exuvia de P. vannamei sao semelhantes. Assim, ¢ possivel que
a troca de exoesqueleto durante o processo de muda sirva também para os animais eliminarem
o excesso de metal presente no corpo. Butler e Zou (2021) mostraram que Callinectes sapidus
usa o processo de muda para eliminar o excesso do metal Cd presente no corpo. De acordo
com os autores, 0 Cd se incorpora ao exoesqueleto durante a fase de pds muda no momento
em que o crusticeo estd remineralizando seu novo exoesqueleto através de transportadores de
calcio da epiderme.

Nos também observamos que em animais expostos a altas concentragao de Cd (0,5
mg/L), a concentragdo deste metal no corpo e exuvia de P. vannamei correspondem a apenas
50% deste valor. Ha varias explicagdes para tal resposta as quais incluem um limite de
armazenamento do Cd no corpo dos animais e saturacdo dos transportadores de membrana
Yang et al., (2024), sugere que a metalotioneina gera detoxificagdo de metais por meio do seu
potencial de quelagdo com os ions metalicos e a sua agdao pode reduzir o acimulo de Cd nos
animais expostos a maior concentragdo. Outros autores ja mostraram que a sintese de
metalotioneina em crustaceos ¢ induzida pela exposicdo ao Cd(Bjerregaard et al., 2021; Li et
al. 2021). Outra hipotese para os animais desse tratamento acumularem cerca de 50% do valor
da exposicao (0,5 mg/L) € de que os crustaceos regulam a taxa de absor¢cao de metal como um
mecanismo de evitar o acumulo de metais no corpo. Para isso eles reduzem a taxa de absorcao
e aumentam sua taxa de excre¢cdo, minimizando os efeitos do metal no corpo desses animais

(Xu et al., 2021).
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Figura 3. Imagem retirada de Butler ¢ Zou (2021) que exemplifica como o Cd passa da hemolinfa para a extivia

através dos transportadores de calcio nas membranas das células epiteliais.
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5. CONCLUSAO

A exposicao de P. vannamei a concentragdes de Cd encontradas na natureza gera
mortalidade associada a fases do seu ciclo de muda, principalmente a pré e pos-muda,
ocasides em que o organismo se encontra vulneravel e permedvel ao meio externo. As
alteracdes no metabolismo, excrecdo de amodnia e substrato energético estdo relacionadas a
energética de P. vannamei ¢ a longo prazo podem afetar o crescimento, reproducdo e
imunidade. Além disso, a exposi¢ao ao Cd gera bioacumulagcdo no corpo do animal e na
exuvia, sugerindo que a troca de exoesqueleto pode ser uma via de eliminagdo do metal. Por
ser um dos crustaceos mais cultivados do mundo a exposi¢do e acumulacdo de metais no
corpo desses organismos sao fatores que devem ser levados em consideracdo, pois podem
colocar a biodiversidade e aquicultura em risco, além de expor a saide humana aos riscos da

toxicidade deste metal através da sua ingestao.
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