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Resumo

As regides estuarinas vém historicamente sofrendo impactos negativos devido ao
aumento da carga poluidora, onde niveis aumentados de metais, principalmente por atividades
industriais, e de amonia, pelo aporte de esgoto e efluentes domésticos, t€ém sido reportados
tanto em dgua quanto no sedimento. Embora essas substincias sejam reconhecidas como
relativamente toxicas a invertebrados estuarinos quando testadas isoladamente; poucos
estudos tém avaliado como niveis aumentados de amodnia afetam a toxicidade de metais.
Assim, o presente estudo avaliou os efeitos toxicos da exposicao a niveis sub letais de amdnia
na dgua sobre a toxicidade aguda do cobre e cddmio em duas espécies de invertebrados:
Artemia salina e Litopenaeus vannamei. Primeiramente a toxicidade dos metais e da amonia
foram avaliadas por meio da determinagdo da concentragao letal média (CLso) em 24 e 48 h
de exposi¢do, para ambas as espécies aclimatadas em salinidade 15 ppm. Além disso, testes
de toxicidade para cddmio e cobre foram realizados na presenca de niveis sub letais de amdnia
na agua, representando 25% e 50% dos valores da CLso-48 h calculada para cada espécie.
Para A. salina a substancia mais toxica foi o cobre, seguido pelo cddmio e amdnia, enquanto
para L. vannamei, o cadmio foi a substancia mais téxica, seguido pelo cobre e amdnia. Para
ambas as espécies, a toxicidade dos xenobidticos testados foi aumentada apds 48 h de
exposicao, em relacdo as primeiras 24 h, como visto pelos menores valores de CLs50-48 h. Para
A. salina, a toxicidade do cobre e do cddmio diminuiu durante a exposi¢ao a niveis sub letais
de amonia, particularmente nas primeiras 24 h de exposi¢ao, sugerindo um efeito antagonista
entre a amonia e os metais para esta espécie. Por outro lado, a exposicao a niveis sub letais de
amonia ndo teve influéncia sobre a toxicidade aguda do cddmio para L. vannamei. Ja a
presenca de amodnia aumentou significativamente a toxicidade do cobre para L. vannamei,
como visto pela dréastica redugdo dos valores de CLso em 24 e 48 h (em média 60% e 93% nos
testes na presenca de 25% e 50% da CLso de amonia, respectivamente), indicando um efeito
téxico sinérgico entre a amoOnia e o cobre para a espécie. Em conjunto, nossos dados sugerem
que o aumento da concentragdo de amonia na 4gua pode ter efeito diferencial sobre a
toxicidade de metais para espécies de invertebrados, podendo levar ao aumento da toxicidade

de metais como cobre, particularmente em condi¢des de salinidade reduzida do meio.

Palavras-chave: CLso; Camardo branco; Artemia salina; cobre, cadmio e misturas.
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Abstract

Estuarine regions have been historically impacted by the augment of pollutant load,
where increased levels of metals, mainly by industrial activities, and ammonia, by both
domestic sewage and effluents, are reported in both water and sediment. Although these
substances are recognized as relatively toxic to estuarine invertebrates when tested isolated;
few studies have evaluated how increased levels of ammonia affect the toxicity of metals.
Thus, this study evaluated the influence of exposure to sub-lethal levels of ammonia in water
on acute toxicity of copper and cadmium to two invertebrate species: Artemia salina and
Litopenaeus vannamei. Firstly, the toxicity of metals and ammonia were evaluated by
determining the mean lethal concentration (LCso) at 24 and 48 h of exposure for both species
acclimated at 15 ppm of salinity. In addition, toxicity tests for cadmium and copper were
performed in the presence of sub-lethal levels of ammonia in water, that represents 25% and
50% of the calculated LCs0-48 h values for each species. For A. salina the most toxic
substance was copper, followed by cadmium and ammonia, while for L. vannamei, cadmium
was the most toxic substance, followed by copper and ammonia. For both species, the toxicity
of the xenobiotic was increased after 48 h of exposure, in comparison to 24 h, as seen by the
lower values of LCs0-48 h. For A. salina, the toxicity of copper and cadmium decreased
during exposure to sub-lethal levels of ammonia, particularly during the first 24 h of
exposure, suggesting an antagonistic effect between ammonia and both metals for this
species. On the other hand, exposure to sub-lethal levels of ammonia had no influence on the
acute toxicity of cadmium to L. vannamei. The presence of ammonia significantly increased
copper toxicity for L. vannamei, as seen as by the marked reduction of LCso values in both 24
and 48 h of exposure (on average 60% and 93% in tests with 25% and 50% LCso of ammonia,
respectively), indicating a synergistic toxic effect between ammonia and copper for the
species. Overall, our data suggest that increased ammonia concentration in water might have a
differential effect on metal toxicity to invertebrate species, and might result in increased
toxicity of such metals as copper, particularly in environments under reduced salinity

conditions

Keywords: LCso; White shrimp; Artemia salina; copper, cadmium and mixtures.
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1. Introducao

Um Sistema Estuarino é considerado um ecossistema que inclui dreas marinhas
costeiras e estuarinas, reconhecidas como dreas de bercdrio, reproducdo, crescimento e
alimentacdo de muitas espécies aqudticas, e destinadas a usos multiplos como abastecimento
publico e industrial, portudrio, recreacdo, navegacdo, geracdo de energia e pesca de
subsisténcia, mas que também recebe o lancamento de efluentes industriais e domésticos
(Miranda et. al., 2002; Campos, 2016; Lamparelli et. al., 2001 e Perina, 2006). No Sistema
Estuarino de Santos-S@o Vicente estd localizado o maior porto da América Latina (Santos-
SP), e o maior pdlo industrial do pais (Cubatdo-SP), que vem sofrendo intensa degradacao
ambiental causada principalmente pela polui¢dao hidrica e atmosférica das industrias, devido
ao grande volume e diversidade de poluentes langados, presenca de portos, dragagem do

sedimento e grandes centros urbanos (Campos, 2016; Lamparelli et. al., 2001 e Perina, 2006).

Sistemas estuarinos estdo expostos a descarga de rios, deposi¢do atmosférica, efluentes,
escoamento de dgua superficial, aos processos regionais (climdticos, sedimentagcdo e
hidrodinamicas), apresentando variabilidade longitudinal e temporal (maré, sazonal, anual e
de longo periodo), sendo suas caracteristicas fortemente influenciadas por diferentes
processos, tais como descarga fluvial, vento e circulagdo da regido costeira adjacente
(Parreira, 2012; CETESB, 2005; Hortellani, 2008 e Miranda et. al., 2002). A interacdo entre
os diferentes processos que atuam nas regides estuarinas controla diretamente as
caracteristicas fisicas e quimicas do ambiente aquético, particularmente na salinidade e
temperatura, que sdo caracteristicas de cada estudrio (Parreira, 2012; CETESB, 2005;

Hortellani, 2008 e Miranda et. al., 2002).

Em estudo de monitoramento ambiental conduzido na regidao do Estudrio de Santos-
Sao Vicente, a Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB) identificou as
principais fontes de poluicdo por espécies metdlicas na regido, a saber: uma inddstria
siderdrgica com potencial de emissdo dos elementos metalicos como cobre (Cu), manganés
(Mn), niquel (Ni), e zinco (Zn); duas refinarias de petréleo com potenciais de emissao de Cu,
cromo (Cr), Ni, mercurio (Hg) e Zn; onze industrias quimicas e petroquimicas com potenciais
de emissdo de cddmio (Cd), Cu, Cr, Mn, Ni, chumbo (Pb), Zn e Hg; e sete industrias de
fertilizantes com potenciais de emissdo de Pb, Ni e Zn (CETESB, 2005).
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Do ponto de vista ambiental, e de acordo com Relatérios da CETESB (2017), a partir
da andlise dos compartimentos dgua e sedimento, em pontos de monitoramento e frequéncia
pré-estabelecidos e em concordancia com as atividades econdmicas da regiao, detectou-se em
2017 na 4gua do Canal de Santos, Canal de Sao Vicente e Rio Piacaguera 0,009 mg/L de
cobre dissolvido e de cddmio total, limite acima do estabelecido pelo CONAMA (357) de
0,005 mg/LL para ambos metais. Para cddmio e cobre a porcentagem de resultados nado
conformes de 2012 a 2016 em diferentes pontos amostrais foram 7 e 5 (71%), tanto para o Rio
Moji quanto para o Rio Piacaguera. Ja o nitrogénio amoniacal, em 2017 e média historica de
2012 a 2016, ficou em 3,1 e 3,2 mg/L no Rio Piagaguera, 7,5 e 7,1 mg/L no Rio Sabod, 8,6 e
9,3 mg/L no Rio Moji e 1,0 e 1,0 mg/L no Rio Cubatdo, todos importantes rios da regiao do
Litoral Paulista. De acordo com o indice de qualidade das &4guas costeiras (IQAC) da

CETESB (2017) o limite de Nitrogénio amoniacal deve ser de 0,4 mg/L.

Para sedimentos no Canal de Santos, a CETESB detectou minimo de 11,8 e maximo de
22,30 mg/kg de cobre total e min/max de 0,5 mg/kg de cddmio total, e no Canal de Sao
Vicente minimo 5,0 e maximo 21,8 mg/kg de cobre total e min/max de 0,5 mg/L de cddmio
total. Os valores mdximos de cobre e cddmio encontrados nos sedimentos estdo acima do
ISQG (Interim Sediment Quality Guidelines) que ¢ de 18,7 mg/kg para cobre total e 0,7
mg/kg para ciddmio total, e PEL (Probable effect level) de 108 mg/kg de cobre total e 4,2
mg/kg de cobre total (Padrio CCME, 2002 - Legislacdo Canadense) demonstrando

aumentada carga poluidora na regido.

Os efeitos toxicoldgicos dos metais sobre os organismos aqudticos estdo diretamente
relacionados a sua acumulag@o em tecidos-alvo que, em geral, precedem efeitos fisioldgicos e
histopatoldgicos nos animais (Niyogi & Wood, 2004). O actimulo de metais pelos organismos
aqudticos ¢é fortemente associado a quantidade de metal biodisponivel, sendo esta
biodisponibilidade marcadamente dependente de parametros fisicos e quimicos da dgua tais
como o pH, dureza, alcalinidade, salinidade, presenca de quelantes organicos e inorganicos,
concentracdes de particulas e coloides e a concentracdo de carbono organico dissolvido
(COD), que controlam a concentracdo da forma quimica téxica dos metais em solucao

(Niyogi & Wood, 2004).

A amonia é um dos principais produtos liberados no ambiente aquético por meio de

fertilizantes, emissdes atmosféricas, degradacdo microbiana de efluentes domésticos,
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metabolismo de nitrogénio em animais e plantas, sendo também produzida como resultado da
decomposicao de organismos e atividades vulcanicas (Randall & Tsui, 2002; Souza-Bastos et.
al., 2017 e Bucking, 2016). No ambiente aquéatico, a amOnia estd presente na forma gasosa
(NHs) e na forma idnica (NH4"), sendo a amdnia total (7umm), ou nitrogénio amoniacal,
denominacgdes utilizadas para a soma das concentracdes de ambas as formas de amonia (NH3
+ NH4%). Uma vez liberada no ambiente, altas concentragdes de amdnia provocam o aumento
do consumo de oxigénio dissolvido a ser oxidado biologicamente, conhecido como DBO de
segundo estagio, sendo a concentragdo de nitrogénio amoniacal um importante parametro para
a determinacdo de indices de qualidade das dguas (CETESB, 2007). A quantidade relativa de
amonia nio ionizada aumenta com o pH na maioria dos ambientes aqudticos, e também nos
fluidos corpoéreos dos organismos, em que, a amoOnia se encontra preferencialmente na forma
ionica (NH4"), uma vez que o equilibrio entre as duas formas, medida através do pK da reagio
NH; + H3O" < NH4" + H20, € de cerca de 9.5. No entanto, a forma gasosa (NH3) é
considerada a mais téxica para 0s organismos aqudticos, uma vez que, as membranas
bioldgicas (como as branquias) sdo muito permedveis ao NH3, devido a sua natureza
lipofilica, e relativamente impermedveis a forma i6nica (NH4*) da amdnia (Randall & Tsui,

2002).

Durante a exposicdo a altas concentracdes de amoOnia o gradiente de NHs entre o
ambiente aquético e os fluidos corpdéreos dos animais € reduzido, levando a uma marcada
inibicdo da excrecdo de amdnia (Jumn = NH3*NH4") pelos organismos aquaticos, resultando
em um fluxo positivo (absor¢do) de NH3 em direcio ao sangue dos animais e,
consequentemente, aumento da concentragdo total interna de amoénia (7umn) (Randall & Tsui,
2002 e Bucking, 2016). Nesse contexto, os efeitos toxicos agudos e cronicos da exposi¢do a
niveis sub letais de amoOnia na dgua t€m sido relacionados a um aumento significativo da
concentracdo total de amoénia (7unm) no plasma dos animais. Entre os principais efeitos
téxicos da amdnia nos organismos aquaticos destacam-se a redu¢do das taxas de crescimento,
alteracdes no metabolismo energético, hiperventilagdo, hiperexcitabilidade, além de profundas
alteracOes nas taxas de transporte de sais pelas branquias dos animais, resultando em severos
desequilibrios i0nicos e osméticos dos animais (Randall & Tsui, 2002 e Bucking, 2016). A
amonia tem sido demonstrada por ser relativamente téxica a invertebrados marinhos e
estuarinos, embora os valores de CLso (i.e. a concentragdo letal de amonia que produz 50% de

mortalidade de uma populagdo-teste) sejam bastante varidveis entre as espécies. Por exemplo,
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a toxicidade da amoénia, determinada por meio da CLso-48 h, em duas espécies de decdpodas
peneideos foi de 42,65 mg/L para Peneaus chinensis (Chen & Lin, 1992) e 61,09 mg/L para
Peneaus monodon (Chen & Lei, 1990), enquanto para o decdpoda Chasmagnathus granulata

esse valor foi de 250,07 mg/L em salinidade 20 ppm (Rebello et. al., 1999)

O aumento da liberacdo e da concentracdo de amodnia nos ambientes aquiticos pode
alterar a toxicidade de outros xenobidticos jad presentes nesses locais, particularmente em
areas estuarinas devido a grande pressdo antrépica nessas regides (Campos, 2016). Os metais
estdo presentes naturalmente no ambiente aquatico em concentracdes que variam de mg/L a
Mg/L, sendo importantes e necessdrios pois participam do metabolismo dos seres vivos
(Campos, 2016). No entanto, o aumento de diferentes metais no ambiente, como: Cadmio
(Cd), Chumbo (Pb), Cromo (Cr), Cobalto (Co), Cobre (Cu), Mercirio (Hg), Niquel (Ni),
Aluminio (Al), Ferro (Fe) e Zinco (Zn) pode acarretar em profundos efeitos toxicos, além de
bioacumular nos tecidos, provocando efeitos deletérios sobre os organismos, tais como
alteracOes na atividade enzimdtica, tumores e danos neuroldgicos (Fontes et. al., 2008). Em
geral, os metais sdo de baixa solubilidade e, ao alcangarem a coluna d’4gua, sdo incorporados
ao material particulado rico em matéria organica, se acumulando e residindo por muito tempo

no sedimento dos ecossistemas aquaticos (Felix & Cardoso, 2004 e Piedras & Oliveira, 2006).

N

A biodisponibilidade dos metais em solu¢do corresponde a parte moével (ndo
complexada) e que pode ser incorporada pelos organismos, por meio da alimentagcdo e de
processos fisioldgicos. Ja a concentracdo total dos metais no sedimento estd relacionada ao
tamanho do grdo e sua capacidade de adsorver os metais (Grosell et. al, 2002). Nos
organismos, os metais sdo absorvidos através da membrana celular, processo que envolve
mecanismos de transporte associadas a atividade de proteinas seletivas que, em geral, sdo
responsdveis pela absor¢do de outros cétions, como Na* e Ca**, sendo reconhecidos como
disruptores da homeostase i0nica e osmética dos organismos aquaticos (Grosell et. al., 2002 e

Grosell & Wood, 2002).

Nesse contexto, o cobre (Cu) vem sendo considerado um dos principais contaminantes
dos ambientes aquaticos costeiros. O padrao de potabilidade adotado pelo Ministério da Saide
para o cobre € de 2 mg/L (CETESB, 2007), e o valor mdximo de emissdo para o padrdo de
qualidade da dgua ¢ 0,005 mg/L (CONAMA, 2005). Os invertebrados marinhos e estuarinos

sdo altamente sensiveis a exposi¢do ao cobre, como visto pelos reduzidos valores de CLsg
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determinados para diferentes espécies ja avaliadas. As espécies de copépodos do gé€nero
Acartia apresentaram CLso-96h entre 31 e 52 mg/L, enquanto os valores de toxicidade
encontrada para os misidadceos Mysiodopsis bahia ¢ Holmesimysis costata variaram de 17 a 77
mg/L. (Eisler, 1998). Ja para as espécies de anfipodas Gammarus aequicauda e Corophium
insidiosum a CLs0-96 h, em 36 ppm de salinidade, foi de 0,82 mg/L e de 0,47 mg/L, enquanto
para os isépodos Sphaeroma serratum e Idotea bdltica esses valores foram de 4,60 mg/L de
1,45 mg/L, respectivamente (Prato, 2006). Além disso, a interagdao do cobre com a matéria
organica na coluna d’agua influencia diretamente sua biodisponibilidade e solubilidade

(Eisler, 1998).

Tal como visto para o cobre, o cddmio € um metal pesado téxico e ndo essencial aos
organismos vivos e suas concentragdes t€m sido aumentadas nos ambientes costeiros, o que
tem levado a uma maior preocupacdo sobre os riscos associados a toxicidade aos organismos
aqudticos (Koutsaftis & Aoyama, 2007). Em humanos ndo fumantes, a principal fonte de
contaminac¢do por cddmio € pela ingestdo por alimentos sendo o cddmio acumulado nos rins,
resultando em pronunciados efeitos nefrotéxicos, causando inicialmente danos morfoldgicos
nos tubulos renais (Jarup & Akesson, 2009). Os sistemas de tratamento de efluentes nao
eliminam o cddmio, mas apenas reduzem a quantidade total presente na dgua. Das avaliacdes
em dgua doce, 95% dos efeitos letais relatados para cddmio ocorrem em concentragdes
maiores que 2 ug/L, enquanto na d4gua do mar a concentracdo correspondente seria maior que
95 ug/L (Taylor, 1983). Concentragdes de cddmio em dguas ndo poluidas, normalmente sao

inferiores a 1 pg/L (CETESB, 2007).

A exposi¢do cronica do cddmio € mais problemdtica do que a exposi¢do aguda e ha
evidéncias de bioacumulagao (Burger, 2008). A toxicidade do cddmio também € altamente
varidvel em funcao da espécie estudada, sendo observados valores de CLso-24 h, em 20 ppm
de salinidade, de 15 mg/L para o caranguejo (Decapoda) Pagurus longicarpus, 32,0 mg/L
para o molusco (Bivalve) Mya arenaria, de 71,0 mg/L para a estrela do mar (Echinodermata)
Asterias forbesi, de 56,0 mg/L para o invertebrado (Polychaeta) Nereis virens, de 175,0 mg/L
para o caramujo (Gastropoda) Nassarius obsoletus e de 220,0 mg/L para o peixe

(Cyprinodontiformes) Fundulus heteroclitus (Eisler & Hennekey, 1977).

Entre os parametros de qualidade da dgua que alteram diretamente a biodisponibilidade

e toxidade dos metais pesados se destaca a salinidade, sendo que tanto o cddmio quanto cobre

10
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tém sua toxicidade aumentada em salinidades reduzidas (Zhang et. al., 2014, Wu & Chen,
2004 e Wang et. al., 2017). As concentragdes totais de metais, assim como sua
biodisponibilidade, sdo reduzidas em ambientes com alta salinidade pela maior presenga de
anions complexantes, onde em salinidades mais altas ocorre uma maior competi¢do de fons
metélicos com cdtions, como Na*, Mg?* e Ca?*, por seus sitios de ligacdo na superficie das
membranas bioldgicas (Grossel et. al., 2002; Schwartz, 2007), particularmente nas branquias
(Grossel et. al., 2007). Dessa forma, no ambiente natural a mortalidade dos organismos
aqudticos em face da exposicdo aos metais estaria associada a distirbios na manutencdo da

homeostase idnica e osmotica dos animais (Grossel et. al., 2002).

Assim, o aumento da toxicidade em baixas salinidades esta diretamente relacionado ao
aumento da biodisponibilidade do metal, o que pode ser explicado pela menor complexagao
de cddmio aos ions cloretos, que normalmente forma complexos com cddmio, zinco e em
menor grau com o cobre, diminuindo a concentracdo do metal livre (Barbieri & Paes, 2011).
Em salinidade maior, hd competicao entre o metal e os cétions pelos sitios de ligacdo nas
membranas dos organismos, como ocorre com o cobre que € absorvido através das
membranas nos mesmos sitios de ligacdo que citions Na*, Mg?* e Ca* (Figura 1), por isso a
interferéncia na homeostase de Na* ¢ o um fator importante na toxicidade aguda do cobre
(Grossel et. at., 2007, Schwartz, 2007 e Leonard et. al., 2011). As branquias dos crustaceos
marinhos e estuarinos desempenham diversas funcdes fisiologicas, e alteragdes morfo-
funcionais em fun¢@o da exposi¢do a xenobidticos nesse 6rgao podem resultar em profundos

distirbios respiratdrios, metabdlicos, na excre¢do de produtos nitrogenados, no equilibrio

16nico e osmotico e na regulacdo dcido-base dos animais (Henry et. al., 2002).
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Figura 1. Esquema representativo dos mecanismos de competi¢do entre metais pelos sitios de

ligacdo de cétions (Na* e Ca®*) nas branquias de crustdceos (retirado de Henry et. al., 2002).

Nesse contexto, a utilizagdo de invertebrados aqudticos na avaliacdo da toxicidade
aguda de compostos € extremamente importante, uma vez que estes organismos representam a
base da cadeia tréfica dos ecossistemas aqudticos. Por esse aspecto sdo considerados
importantes na avaliagdo dos efeitos dessas substidncias e para estabelecimento de
concentracdes aceitdveis nos despejos de efluentes no ecossistema (Bevilacqua et. al., 2008).

O microcrustidceo braquiépoda Artemia sp., conhecida como camardo-de-salmora, é
um dos organismos mais utilizados em ensaios de toxicidade aguda de contaminantes, sendo
considerado bem adaptado a ambientes com interferéncia antrépica devido a relativa
resisténcia a fatores de estresse ambiental, como variacOes abruptas de salinidade, de
temperatura e de oxigénio dissolvido (Bevilacqua et. al., 2008).

Ja espécies de crusticeos decdpodas do género Litopenaeus, representado por
Litopenaeus schmitti, ou camarao-branco, ocorrem no litoral brasileiro; embora nos ultimos
anos sejam relatadas ocorréncias do L. vannamei, também conhecido como camarao-cinzento
e camarao-branco, espécie nativa do Pacifico que foi introduzida no Brasil pela carcinicultura
(Neto, 2011). Sua origem e distribuicdo natural vao desde as dguas do Oceano Pacifico na
Provincia de Sonora, México, até o Sul de Tumbes no Peru (Santos, 2007).

As duas espécies de invertebrados selecionadas t€m sido descritas como relativamente
sensiveis a exposi¢do aguda a metais. A espécie L. vannamei demonstra menor sensibilidade
para o cobre com CLs0-48 h de 56,8 mg/L em salinidade 34 ppm (Frias-Espericueta et al.
2003) em comparagdo a A. salina que apresenta CLso-48 h de 2,34 em 30 ppm (Resgalla &
Laitano 2002). J& para o cddmio L. vannamei mostrou ser mais sensivel com CLso- 24 h de
2,58 em 26 ppm (Wu & Chen, 2004) em comparagdo com A. salina com CLso- 24 h de 151,1
em 33 ppm (Sarabia, 2002).

Os testes de toxicidade vém sendo utilizados no Brasil desde a década de 70 em
andlises da qualidade ambiental e, a partir dos anos 90, para estudos metodoldgicos, de
impacto e monitoramento ambiental. Esses testes sdo aplicados para avaliar a sensibilidade
relativa de uma populacdo de organismos expostos a diversas concentracdes de uma
substancia padrao, sendo que a sensibilidade da populacdo € avaliada através da comparagao
com dados pré-existentes do laboratério (Resgalla & Laitano, 2002 e Abessa, 2003). A

padronizacdo dos experimentos laboratoriais, tanto para cultura dos organismos e as
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condi¢des do meio de forma constante sdo importantes a fim de garantir a reprodutibilidade
dos resultados. Os parametros para determinacdo e controle da qualidade da dgua baseiam-se
em dados obtidos a partir de testes de toxicidade com substancias isoladas. No entanto, do
ponto de vista ambiental, essa abordagem pode ser inadequada pois ndo considera a agdo
conjunta de diferentes substancias que podem ser encontradas em niveis elevados no ambiente
aquatico.

Recentemente, estudos tém demonstrado efeitos acentuados nos testes realizados com
misturas de substincias, onde os xenobidticos em conjunto podem apresentar acdo aditiva ou
sinérgica (Koutsaftis & Aoyama, 2007 e Wang et. al., 2017). Esses efeitos observados
indicam que os parametros de qualidade da 4gua podem subestimar os efeitos combinados das
diferentes substancias lancadas no ambiente aquético, e suas possiveis interagdes junto aos
sitios de acdo toxica dos contaminantes nos organismos aqudticos (Verslycke et. al., 2003 e
Frias-Espericueta er. al, 2008). No entanto, estes testes sdo geralmente realizados em
condicdes controladas, onde as concentracdes de amodnia sao mantidas em niveis reduzidos.
Assim, o efeito da presencga de niveis aumentados de amonia devido a agdes antrépicas nos

ambientes aqudticos, sobre a toxicidade de xenobidticos permanece pouco estudado.
2. Objetivos
2.1 Objetivos Gerais

O objetivo principal deste trabalho foi verificar a influéncia de niveis sub letais de
amodnia na 4gua sobre a toxicidade dos metais cobre e cddmio para duas espécies de
crusticeos, Artemia salina e Litopenaeus vannamei, aclimatados em salinidade reduzida,
contribuindo para o melhor entendimento da interacdo entre contaminantes no ambiente

natural.

2.2 Objetivos Especificos
I Determinar a concentracao letal média (CLso) da amodnia, do cobre e do cidmio em 24 e
48 h para as espécies de crustaceos Artemia salina e Litopenaeus vannamer,

II.  Determinar a concentragao letal média (CLso) do cobre e do cddmio em 24 e 48 h para o
invertebrado Litopenaeus vannamei na presenga de niveis sub letais de amonia (25% e

50%) na agua;
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III. Determinar a concentragdo letal média (CLso) do cobre e do cddmio em 24 e 48 h para
invertebrado Artemia salina, na presenca de niveis sub letais de amdnia (25% e 50%) na

agua.

3. Material & Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Ecofisiologia e Ecotoxicologia
Aquadtica (LECTA), do Instituto de Biociéncias (IB/CLP) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), e no laboratério de Aquicultura da Universidade Federal de Sao Paulo (Unifesp),
campus Baixada Santista. Os ensaios de toxicidade aguda com amonia, cobre e cidmio foram
realizados com duas espécies de invertebrados, a saber: Artemia salina (microcrusticeo) e
Litopenaeus vannamei (crusticeo). Para realizacdo dos testes de toxicidade aguda com A.
salina foi utilizado o protocolo descrito por Veiga & Vital (2002), e para L. vannamei

utilizado por Wu & Chen (2004).

As pos-larvas de L. vannamei foram obtidas do incubatério comercial Aquatec,
localizado no Rio Grande do Norte, ¢ mantidas no campus da Unifesp Baixada Santista, em
Santos. As pds-larvas foram aclimatadas sob condi¢des laboratoriais por 2 semanas, em agua
do mar com as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: temperatura 27 °C, salinidade 20
ppm, pH 7,0 — 7,5, com aeracdo constante, em tanques de polietileno de 500 L, sendo
alimentados a cada 3 h pela equipe do laboratério de aquicultura da Unifesp. Antes dos
experimentos as pos-larvas foram aclimatadas a 19 ppm por 2 h, depois 17 ppm por 2 h e 15
ppm por 2 h. J4 os exemplares de A. salina foram adquiridos na forma de cistos junto a
comércio de aquicultura Maramarpet, e eclodidas diretamente em dgua do mar diluida a 15
ppm no laboratdrio, mantidas em aeragdo constante e em temperatura entre 26 e 27°C, sendo

os testes realizados 48 h ap6s a eclosao (fase larval metanatplio II).

Para realizacdo dos testes de toxicidade aguda concentracdes crescentes das
substancias foram preparadas através da diluicdo de uma soluciao-padrdao em dgua mar diluida
a 15 ppm, sendo cada teste realizado em triplicata para A. salina, devido a facilidade de obter
0s organismos, € em apenas uma réplica para L. vannamei. Ao todo, em cada teste de
toxicidade, foram testadas 10 concentracdes das substancias, além do grupo controle sem a
adicao dos xenobidticos, sendo 10 organismos expostos a cada concentragdo testada. Os
controles foram expostos a 4gua do mar filtrada diluida a 15 ppm (d4gua do mar ajustada com

dgua doce deionizada). A 4gua utilizada nos ensaios foi previamente filtrada, sendo usados

14



oo UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 7“ unesp

unesp v “JULIO DE MESQUITA FILHO” ;\r‘/ﬁ IB-CLP

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

filtros de 30 um, depois 5 um e depois 1 pm para os experimentos com L. vannamei, e filtros
de 0,45 um para os experimentos com A. salina. O sistema foi mantido a temperatura
constante de 26-27 °C com iluminacao 12:12 luz-escuro. Apds 24 e 48 h de exposicdo aos
xenobidticos, foram determinadas a mortalidade em cada concentracio testada, € os animais

mortos foram retirados dos recipientes experimentais.

Para A. salina, as concentragdes nominais do cobre neste estudo foram selecionadas a
partir do estudo realizado por Gajbhiye & Hirota (1990), onde a CLso-24 e 48vh foi de 9,5 e
4,0 mg/L, nas concentragdes testadas de 0,5; 5; 10; 15 e 20 mg/L em 33 de salinidade. Assim
como para o cddmio onde a CLs0-24 e 48vh foi de 1,7 e 1,5 mg/L nas concentracdes testadas
de 0,5; 1; 2,5; 3 e 4 mg/LL em 33 ppm (Gajbhiye & Hirota 1990). Para a amdnia foi utilizado
como base o estudo de Chen e colaboradores (1989), onde a CL50-24 e 48vh foi de 839,50 e
334,70 mg/L nas concentragdes testadas de 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 mg/L em 30 de
salinidade. Assim, as concentragdes nominais testadas de amonia nos testes para A. salina
foram: 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 mg/L, para o cobre foram: 0,1; 0,2;
0,3; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 1,0 e 2,0 mg/L e para o cddmio foram: 5, 10, 20, 40, 60, 80, 120, 180,
240 e 300 mg/L.

Para L. vannamei, as concentragdes nominais do cobre neste estudo foram
selecionadas a partir do estudo realizado por Frias-Espericueta (2003), onde a CLs0-48 h foi
de 56,80 mg/L nas concentracoes testadas de 12, 16, 32, 48, 64, 80, 96, 112 e 128 mg/L em 34
de salinidade. Ja para o cddmio foi utilizado como base o estudo de Wu & Chen (2004), onde
a CLs0-24 e 48 h foi de 2,58 e 1,30 mg/L nas concentragdes testadas de 0,5; 1; 2; 3;4; 5e 8
mg/L em 15 ppm, enquanto para a amonia a CLso-24 e 48 h foi de 59,72 e 40,58 mg/L, nas
concentracoes testadas de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 e 125 mg/L em 15 de salinidade
(Lin & Chen, 2001). Para L. vannamei, as concentracdes de amonia testada foram: 6,0; 12,0;
18,0; 30,0; 60,0; 90,0; 120,0; 150,0; 180,0 e 210,0 de mg/L; ja para o cddmio foram: 0,1; 0,2;
0,3; 0,4; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 e 3,0 mg/L; enquanto as concentragdes de cobre foram: 0,5; 1,0;
2,0; 3,0; 4,05 5,0; 10; 20; 40 e 80 mg/L.

Ap6s os primeiros testes para a determinagdo da toxicidade da amdnia para os animais,
foram selecionadas duas concentracdes sub letais de amonia, referentes a 25% e 50% do valor
da CLs50-48 h para A. salina e L. vannamei e a realizagdo de novos ensaios para a

determinagdo da toxicidade do cobre e do cddmio. Em cada ensaio de toxicidade foram
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avaliados, ao longo do periodo de teste, parametros fisicos e quimicos da dgua, tais como:
temperatura, pH, salinidade e niveis de amonia na d4gua. Amostras de dgua de cada recipiente
experimental foram retiradas para posterior determina¢do da concentracdo real de cobre e
caddmio nos experimentos. J4 a concentracdo total de amoOnia na dgua em cada um dos
recipientes experimentais, em cada um dos testes realizados, foi determinada por meio de
ensaio colorimétrico baseado na formacgao de indofenol, pela reagao de grupos fendélicos com
hipoclorito, e lidos em espectrofotdmetro (Versamax, Molecular Devices) a 650 nm
(Verdouw et. al., 1978). Apés a determinacdo da concentracdo de amonia total, a
concentracdo de amodnia ndo ionizada, ou amodnia tdéxica, foi calculada em funcdo da
temperatura ¢ pH, medidos durante o teste, baseado no cdlculo proposto por Emerson e

colaboradores (1975).

As CLso em 24 e 48 h de exposicao a cada um dos xenobidticos avaliados, na presenca
e auséncia de niveis sub letais de amoOnia na dgua, foram determinadas a partir da mortalidade
observada e da concentracdo das substidncias na 4gua, por meio do método Trimmed
Spearman-Karber (Hamilton et. al., 1977). Diferengas significativas entre os parametros
fisicos e quimicos dos testes foram avaliados por meio de uma andlise de varidncia de um
fator (ANOVA one-way), onde foram analisados os dados de temperatura e pH em fun¢do do

tempo de exposicdo (24 e 48 h), sendo mantido nivel de significancia de 95%.

4. Resultados

As concentracdes letais médias de amoOnia, cobre e cddmio apds 24 e 48 h de
exposi¢do para a espécie Artemia salina estdao representadas na Figura 2. Nao foi observada
mortalidade dos animais nas condi¢des controle (i.e sem contaminante) ao longo das 48 h de
teste para os trés contaminantes testados isoladamente, em cada uma das trés réplicas. O cobre
foi o elemento mais toxico para A. salina, seguido do cddmio e amonia. As CLsso do cobre em
24 e 48 h de exposicao foram de 0,37 (limite superior 0,43 — limite inferior 0,24 mg/L) e 0,24
(0,28 — 0,21 mg/L), representando um aumento de 35% na toxicidade do metal entre os dois
periodos analisados. Ja as CLsso para o cddmio foram de 50,21 (61,89 — 40,73) e 24,93 (91,58
— 6,5 mg/L) apds 24 e 48 h de exposicao, respectivamente. Isso representa uma reducdo de
cerca de 50% nos valores de CLso entre os dois periodos. A amonia apresentou valores de
CLs0-24 h de 837,78 (900,47 — 779,46 mg/L) e CLs0-48 h de 327,61 (385,90 — 278,12 mg/L),

indicando um aumento na toxicidade de cerca de 61% entre os periodos analisados. Em
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relacdo a concentragdo de amodnia ndo-ionizada (NH3), esses valores de CLso em 24 e 48 h

representam 109,66 mg/L e 104,94 mg/L. de aménia ndo ionizada, respetivamente. Os dados

de temperatura e pH nos ensaios com cobre, cddmio e amdnia para A. salina estdo

representados na Tabela 1. A temperatura média dos testes foi 26,06 °C durante as 48 h,

enquanto a média de pH do experimento foi de 7,58.
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Figura 2. Valores da concentracio letal média (CLso), e limites inferiores e superiores, apos

24 e 48 horas de exposicdo ao cobre, cidmio e amdnia (mg/L) para a espécie Artemia salina

mantida a 15 ppm. Valores de CLso foram calculados pelo método trimmed Spearman-Karber.

Tabela 1. Valores de temperatura, pH e da concentracdo letal média (CLso) apds 24 e 48

horas de exposi¢do aos xenobidticos nos ensaios com Artemia salina.

Teste de Tempo de o Clso
toxicidade exposicao (h) Temperatura (°C) pH (mg/L)
24 26.00 + 0,00 773 £ 0,00 0.37
(0,24-0,43)
Cobre 0.4
48 26.00 + 0,00 7.58 + 0,02 0ol
24 26.96 + 0,08 7.55 + 0,00 50,21
, . (61,89-40,73)
Cadmio 2493
48 26.48 + 0,08 7.57 + 0,01 e
Ambnia 24 25.45 + 0,02 7.55 + 0,00 837,78

(779,16-900,47)
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327,61

48 25,49 0,01 7,54 +0,01 (1,44-15,80)

ApO6s a determinagdo da CLso-48 h de amonia, novos testes de toxicidade para o cddmio
e cobre, foram realizados utilizando niveis sub letais de amonia, representando 25% (82
mg/L) e 50% (164 mg/L) dos valores da CLso-48 h calculada para a espécie. A CLso-24 h do
cobre para A. salina na presenga de 25% da CLso-48 h de amonia (i.e. 82 mg/L) foi de mais de
2,00 mg/L, indicando diminui¢do de 400% na toxicidade do cobre (0,37 mg/L) no mesmo
periodo na auséncia de amoéOnia na 4gua. J4 a CLs50-48 h foi de 0,64 (0,53-0,78 mg/L)
representando diminui¢cdo de 166% na toxicidade do metal (0,24 mg/L) no mesmo periodo de
exposi¢do sem a presenca de amonia. No teste na presenca de 50% da CLso-48 h de amdnia
(i.e. 164 mg/L), a CLs0-24 h do cobre foi de 1,81 mg/L (1,44 — 15,80 mg/L) e a CLs0-48 h foi
de 0,35 (0,18 — 0,68 mg/L), indicando redugdo de 79% e 31% na toxicidade do cobre apds 24
e 48 h, respectivamente, em relacdo ao teste na auséncia de amoénia na dgua (Figura 3). A
temperatura média dos testes de toxicidade com cobre na presenca de niveis sub letais de
amonia foi 25,97°C durante as 48 h, enquanto a média de pH do experimento foi de 7,61

(Tabela 2).
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= 48 ] —e— Cobre
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o 35
E ]
= 3.0
o ]
E 25 ‘
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On ]
@ ]
is 1.5 1
= 7
8 ]
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o 1
© 05 -

0.0 - ‘ :

24 48
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Figura 3. Valores da concentracio letal média (CLso), e limites inferiores e superiores, apos

24 e 48 horas de exposicdo ao cobre isoladamente, e na presenga de niveis sub letais de

18



oo UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 7“ unesp

unesp v “JULIO DE MESQUITA FILHO” ;\r‘/ﬁ IB-CLP

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

amonia na dgua (mg/L), para a espécie A. salina mantida a 15 ppm. Valores de CLso foram

calculados pelo método trimmed Spearman-Karber.

Nos testes com cddmio foi observado uma leve reducdo da toxicidade do metal nas
primeiras 24 h de exposi¢cdo na presenca dos niveis sub letais de amodnia na dgua, enquanto
ap6s 48 h os valores de CLso de cddmio determinados na presenca e auséncia de amoOnia
foram bastante similares (Figura 4). A toxicidade do cddmio na presenca de 25% da CLso-48
h de amdnia, determinada como CLso-24 h, foi de 73,40 mg/L (65,64-82,07 mg/L), sendo
31% maior que nos testes iniciais sem amonia (50,21 mg/L), enquanto a CLso-48 h foi de
27,51 (19,21-39,40 mg/L) sendo 9% maior que nos testes iniciais sem amoOnia (24,93 mg/L).
No teste com 50% da CLso-48 h de amonia, as CLsso apds 24 e 48 h de exposicdo ao cddmio
foram de 70,80 (63,56-78,86 mg/L) e 34,55 (19,62-60,83 mg/L), indicando um aumento de
29% e 28% na toxicidade do metal em relacd@o aos testes iniciais sem amonia na dgua (50,21 e
24,93 mg/L, respectivamente, Figura 4). A temperatura média dos testes toxicidade com
cadmio na presenca de niveis sub letais de amonia foi 25,13 °C durante as 48 h, enquanto a

média de pH do experimento foi de 7,56 (Tabela 2).

90
] —e— Cadmio
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1 —a&— Cadmio e 50% de Amdnia
70
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50 |
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24 48
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Figura 4. Valores da concentracio letal média (CLso), e limites inferiores e superiores, apos

24 e 48 horas de exposi¢do ao cddmio isoladamente, e na presenca de niveis subletais de
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amonia na dgua (mg/L), para a espécie Artemia salina mantida a 15 ppm. Valores de CLso
foram calculados pelo método trimmed Spearman-Karber.

Tabela 2. Valores de temperatura, pH e concentracdo letal média (CLso) apés 24 e 48 horas
de exposicdao nos testes de toxicidade com cobre e cddmio na presenca de dois niveis sub

letais de amoOnia na d4gua com Artemia salina.

Teste de Tempo de Temperatura Clso
toxicidade exposicao (h) °C) pH (mg/L)
Cobre 4 25% 24 26,64 + 0,04 7,55 + 0,00 2,00 (-)
Amonia 48 25514002  7,68+001 0
Cobre + 50% 24 26,30 + 0,04 7,55 + 0,00 " 4};_?51’80)
Amonia 48 2543+008  7,67+001 o)
Cadmio 4 25% 24 25684012 753£000 (D
Amonia 48 25015008 7612001 20
Cadmio + S0% 24 25,01 + 0,04 7,53 + 0,00 ( 6&%?3 %
Ambnia 48 24,84 + 0,03 7,59 + 0,02 34,55

(19,62-60,83)

As concentragdes letais médias de cobre, ciddmio e amonia em 24 e 48 h para a espécie
Litopenaeus vannamei estdo representadas na Figura 5. Os controles nao apresentaram
mortalidade ao longo do periodo de exposi¢do. Para a espécie o cddmio foi o elemento mais
toxico, seguido do cobre e da amodnia. As CLsso do cobre em 24 e 48 h de exposicao foram de
51,31 (limite superior 73,30 — limite inferior 35,90 mg/L) e 11,61 (20,72 - 6,50 mg/L),
representando um aumento de 77% na toxicidade do metal entre os dois periodos analisados.
Ja para o cddmio os valores de CLso foram de 1,29 (1,64 - 1,01) e 0,64 (0,80 - 0,51 mg/L)
apos 24 e 48 h de exposi¢do, respectivamente. Isso representa uma reducdo de cerca de 50%
nos valores de CLso entre os dois periodos. A amdnia apresentou valores de CLso-24 h de
100,87 (123,34 — 82,49 mg/L) e CLs0-48 h de 81,30 (96,30 — 68,64 mg/L), que indicam um
aumento na toxicidade de cerca de 19% entre os periodos analisados. Em relacdo a
concentracdo de amodnia nao-ionizada (NH3), esses valores de CLso em 24 e 48 h representam
2,73 mg/L e 2,20 mg/L. de amonia ndo ionizada, respetivamente. Os dados de temperatura e

pH nos ensaios com cobre, cddmio e amodnia para L. vannamei estdo representados na Tabela
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3. A temperatura média durante esses ensaios de toxicidade foi de 26,67°C durante as 48 h,

enquanto a média de pH foi de 7,67.
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Figura 5. Valores da concentracdo letal média (CLso), e limites inferiores e superiores, apos

24 e 48 horas de exposicao ao cobre, cddmio e amodnia (mg/L) para a espécie Litopenaeus

vannamei mantida a 15 ppm. Valores de CLso foram calculados pelo método trimmed

Spearman-Karber.

Tabela 3. Valores de temperatura, pH e concentracdo letal média (CLso) apés 24 e 48 horas

de exposi¢cdo aos xenobidticos nos ensaios com Lifopenaeus vannamei.

Teste de Tempo de Temperatura H Clso
toxicidade exposicao (h) °C) P (mg/L)
24 51,31
26,79 + 0,03 7,64 +0,02 (35.90-73.30)
Cobre 13 1161
26,96 + 0,03 7,67 +£0,02 65 0_’20,72)
24 2505+0,03 7,71 £0,01 1,29
, . (1,01-1,64)
Cadmio 12 0.64
27,13 £0,03 7,75 + 0,01 (0,5f-0,80)
24 100,87
. 26,88 + 0,06 7,66 + 0,02 (82.49-123.34)
Amonia 31.30
48 27,22 +0,06 7,64 +0,03 ’

(68,64-96,30)
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Ap6s a determinagdo da CLso-48 h de amonia, novos testes de toxicidade para o
cadmio e cobre, foram realizados utilizando niveis sub letais de amonia, representando 25%
(20,32 mg/L) e 50% (40,65 mg/L) dos valores da CLs0-48 h calculada para a espécie. O valor
da CLs0-24 h do cobre para L. vannamei na presenca de 25% da CLso-48 h de amonia (i.e.
20,32 mg/L) foi de 18,65 mg/L (limite inferior 10,36 - limite superior 33,56 mg/L), indicando
um aumento de 63% na toxicidade do cobre (51,31 mg/L) no mesmo periodo de exposicao na
auséncia de amonia na dgua. J4 a CLs0-48 h foi de 4,77 (1,44-15,8 mg/L) representando um
aumento de 59% na toxicidade do metal (11,61 mg/L). No teste na presenga de 50% da CLso-
48 h de amonia (i.e. 40,65 mg/L), a CLs0-24 h do cobre foi de 4,77 mg/L (1,44 — 15,80 mg/L)
e a CLso-48 h foi de 0,58 (0,12 — 2,95 mg/L), indicando um aumento de mais de 90% na
toxicidade do cobre nos dois periodos analisados, em relagdo a toxicidade do metal na

auséncia de amonia (Figura 6).

80
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—4&— Cobre e 50% de Amoénia
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Figura 6. Valores da concentracao letal média (CLso), e limites inferiores e superiores, apos
24 e 48 horas de exposicao ao cobre isoladamente, e na presenca de niveis sub letais de
amoOnia na dgua (mg/L), para a espécie Litopenaeus vannamei mantida a 15 ppm. Valores de

CLso foram calculados pelo método trimmed Spearman-Karber.
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Embora o cddmio tenha sido mais téxico que o cobre para L. vannamei nos testes
realizados sem a presencga de niveis sub letais de amdnia, ndo foi observado forte efeito da
amonia na dgua sobre a toxicidade do metal. Além disso, a exposicao a 50% da CLso-48 h de
amonia fez com que a toxicidade do cddmio fosse ligeiramente reduzida, em relagdo ao cobre,
apos 48 h de exposicao. A toxicidade do cddmio na presenca de 25% da CLs0-48 h de amonia,
determinada como CLso-24 h, foi de 1,55 (0,67 — 1,97 mg/L), sendo 11% mais téxico que nos
testes iniciais sem amodnia, enquanto a CLs0-48 h foi de 0,49 (0,37 — 0,67 mg/L) representando
um aumento de 23,5% na toxicidade do cddmio nesse periodo. No teste com 50% da CLso-48
h de amonia, as CLsso apds 24 e 48 h de exposi¢do ao cddmio foram de 1,42 (1,02 — 1,99
mg/L) e 0,61 (0,44 — 0,84 mg/L), indicando uma redu¢do de 10% na toxicidade do metal em
24 h, e um aumento de 4,7% apds 48 h (Figura 7). Os valores médios de temperatura e pH
nos testes para determinagdo da CLso de cobre e cddmio na presenca de niveis sub letais de
amOnia para L. vannamei estio demonstrados na Tabela 4. A temperatura média durante
esses ensaios de toxicidade foi de 27,17°C durante as 48 h, enquanto a média de pH foi de
7,66.

2,2
2,0 - —e— Cadmio

—l— Cadmio e 25% de Amobnia

18- —A— Cadmio e 50% de Amonia

1,6

1.4 4

1,2

1,0

0,8

Concentragao letal média (mg/L)

0,6

0,4

0,2 T T
24 48
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Figura 7. Valores da concentracdo letal média (CLso), e limites inferiores e superiores, apés
24 e 48 horas de exposi¢do ao cddmio isoladamente, e na presenca de niveis sub letais de
amoOnia na dgua (mg/L), para a espécie Litopenaeus vannamei mantida a 15 ppm. Valores de

CLso foram calculados pelo método trimmed Spearman-Karber.
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Tabela 4. Valores de temperatura, pH e concentracdo letal média (CLso) apés 24 e 48 horas
de exposi¢do ao cobre e cadmio na presenca de dois niveis sub letais de amoOnia na 4gua com

Litopenaeus vannamei.

Teste de Tempo de Temperatura Clso
toxicidade exposicao (h) °C) pH (mg/L)
Cobre 4 25% 24 27,42 + 0,06 7675001 0,13%235, %

Amonia 48 27254004 1722001 ST
Cobre + 50% 24 28,09 + 0,05 766+001 | 4‘;’};80)
Amonia 48 27.99£004 7662002 (8
Cadmio 4 25% 24 26,44 + 0,04 7,65 + 0,01 o 617’_515,97)
Amonia 48 26,67 0,03 7,68 + 0,02 (0’27{‘09’67)
Cadmio 4 50% 24 26,63 + 0,04 7625002 1’0;_’;%9)
Amonia 48 26,90 + 0,04 7,67 +0,02 (0’2;_601’8 Y

5. Discussao

Para ambas as espécies de invertebrados utilizadas no presente estudo, e aclimatadas a
15 ppm, a amoénia foi o elemento menos toxico, seguido do cobre e cddmio para A. salina,
enquanto para L. vannamei o cddmio foi o elemento mais téxico seguido pelo cobre (Figuras
2 e 5). Além disso, os valores de CLso 24 e 48 h de cddmio e cobre determinados para ambas
as espécies de invertebrados em salinidade 15 ppm foram, em geral, fortemente reduzidos em
comparacgdo a estudos prévios utilizando as mesmas espécies e xenobidticos em salinidades
mais elevadas. Por exemplo, estudos prévios determinaram a CLs0-48 h de cobre para A.
salina em 2,34 mg/L (Resgalla & Laitano, 2002), e em 4,80 mg/L (Gajbhiye & Hirota, 1990),
em testes de toxicidade conduzidos em dgua do mar com salinidade 30 ppm. Em comparagdo
com esses estudos realizados em salinidade entre 30-35 ppm, os valores de CLso de cobre em
24 e 48 h de exposicdo para A. salina em salinidade 15 ppm sdo cerca de 13 e 79 vezes

menores.

Para L. vannamei, Frias-Espericueta et. al., (2003) determinaram a CLso de cobre apés
48 h de exposicao, em salinidade 34 ppm, em 56,8 mg/L. Para larvas e pds-larvas da espécie

de camardo Metapenaeus ensis mantidas em dgua do mar em salinidade 30-34 ppm, a CLs0-48
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h do cobre variou entre 0,16 e 4,76 mg/L para os diferentes estdgios de vida testados (Wong
et. al., 1993), enquanto o camario-branco legitimo (Palaemon serratus) apresentou CL50-48 h
de 3,30 mg/L (Marifio-Balsa et. al., 2000). Por outro lado, os exemplares de L. vannamei
mantidos a 15 ppm neste estudo apresentaram CLso de 51,31 e 11,61 mg/L apds 24 e 48 h de
exposicdo ao cobre. Assim, nossos dados indicam que a espécie L. vannamei pode ser
considerada menos sensivel aos efeitos toxicos do cobre, em relacdo a outras espécies de
crustidceos decdpodes, mesmo quando aclimatados em salinidades reduzidas. Em relagdao ao
cddmio, Chen & Wu (2004) determinaram valores de CLso-24 h para L. vannamei de 2,58
mg/L, e CLs0-48 h de 1,30 mg/L, em testes com salinidade variando entre 23 e 26 ppm. Em
p6s larvas de L. vannamei mantidos em salinidade 34 ppm a CLso do cddmio variou entre 11 e
4 mg/L apds 24 e 72 h de exposi¢do, sendo determinada posteriormente CLs0-96 h de 2,49
mg/L. (Frias-Espericueta et. al., 2001). Neste estudo, com salinidade 15 ppm, obtivemos
valores de CLs0-24 e 48 h para o cddmio de 1,29 mg/L e 0,64 mg/L, respectivamente. Em
conjunto, os valores de CLso de cobre e cddmio para A. salina, e cddmio para L. vannamei, em
salinidade 15 ppm, em comparagdo com estudos prévios, corroboram achados que
demonstram que a redu¢do da salinidade do meio pode levar ao aumento da toxicidade dos
metais para os invertebrados, e que isto estaria relacionado a maior biodisponibilidade dos

metais em menores salinidades (Barbieri, 2010).

Similarmente, estudos t€ém demonstrando que a toxicidade aguda da amonia é
aumentada com a reducdo da salinidade do meio para diferentes espécies de crustaceos
decdpodas, tais como para o camarao carnudo Penaeus chinensis onde foi observada CLs0-48
h de amo6nia em 30 ppm de 53,94 mg/L, enquanto em 20 e 10 ppm os valores foram de 42,65
mg/L e 34,77 mg/L, respectivamente (Chen & Lin, 1992). Embora os valores de CLso para a
amonia total apds 24 e 48 h de exposi¢ao no presente estudo (i.e 100,87 e 81,30 mg/L) sejam
em média 1,85 vezes maiores do que observado por Chen & Lin (2001) para a L. vannamei
em salinidade 15 ppm, a concentracdo letal média de amonia ndo-ionizada estimada em
ambos os estudos sao bastante similares. Segundo Chen & Lin (2001) a CLso-24 e 48 h de
amoOnia ndo-ionizada para L. vannamei em salinidade 15 ppm foi de 2,95 e 2,00 mg/L,
respectivamente, enquanto no presente estudo determinamos valores de 2,73 e 2,20 mg/L nos
mesmos periodos de exposicdo, indicando que concentracdes de amonia nao-ionizada (NH3-
N) acima de 2,0 mg/L sdo suficientes para promover efeitos toxicos para a espécie em

salinidade reduzida. Por outro lado, para A. salina, os valores de CLso de amonia total em 24 e
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48 h de exposi¢ao determinados em salinidade 15 ppm no presente estudo (i.e 836,20 e
327,83 mg/L) foram similares aos observados por Chen e colaboradores (1989) para a mesma
espécie em salinidade 30 ppm (839,5 e 334,7 mg/L, respectivamente), sugerindo que a
reducdo da salinidade ndo interferiu significativamente na toxicidade da amoOnia para a

espécie.

Neste estudo pudemos observar que a presenca de niveis sub letais de amonia (25 e
50%) na 4gua alterou diferencialmente a toxicidade dos metais para as espécies testadas. Para
A. salina, a toxicidade do cobre e cddmio foi fortemente reduzida nos testes na presencga de
25% e 50% da CLso-48 h de amonia, particularmente nas primeiras 24 h de exposi¢do. Da
mesma forma, apés 48 h, a exposi¢ao a 25% da CLso-48 h de amonia reduziu a toxicidade do
cobre para A. salina (i.e. aumento da CLso-48 h de cobre), enquanto nao foi observado um
efeito da presenca de amodnia na dgua na toxicidade do cddmio apds 48 h de exposicdo. Esses
resultados sugerem que a presenca de niveis sub letais de amdnia na dgua resultaram em
efeito antagonista com o cobre e cddmio sobre a mortalidade de A. salina, onde o efeito

resultando da interagcdo entre os contaminantes foi menor do que o esperado.

Efeitos antagdnicos da exposi¢do a amdnia e nitrito foram observados em poés larvas
do camarao branco Penaus setiferus, onde a mistura de amonia e nitrito foi menos toxica (i.e
maiores valores de CLso-72 h) do que o nitrito sozinho, especialmente nas maiores
concentracoes de amonia testadas (Alcaraz et. al., 1999). Similarmente, efeito antagénico da
mistura de amonia, nitrito e nitrato foi observado sobre a mortalidade de L. vannamei
mantidos em baixa salinidade (3 g/L), particularmente entre as primeiras 24 e 72 h de
exposicdo a mistura dos compostos (Valencia-Castafieda et. al., 2019). Uma vez que a
toxicidade aguda de metais € fortemente relacionada com a tomada e acimulo desses
xenobidticos nos 6rgao-alvo dos organismos aqudticos (Niyogi & Wood, 2004), o efeito
antagodnico entre a amonia € o cobre/cddmio sobre a mortalidade de A. salina sugere um
menor acimulo dos metais pelos animais na presenca de niveis sub letais de amoOnia na dgua,
levando a uma reducdo da toxicidade nessas condi¢des. Por outro lado, foi observado um
dréastico aumento da toxicidade do cobre para L. vannamei na presenca de niveis sub letais de
amoOnia em ambos os periodos analisados, sendo esse efeito mais proeminente na maior
concentracdo de amonia testada (i.e 50% da CLso-48 h de amonia). J4 nos ensaios com
cddmio, ndo foi observado um efeito aparente da presenca de amonia na 4gua sobre a

toxicidade do metal para os exemplares de L. vannamei.
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Em conjunto, esses resultados indicam que a presen¢a de amodnia na 4gua pode resultar
em efeitos sinérgicos sobre a toxicidade do cobre, mas ndo do caddmio, para a espécie L.
vannamei. A presenga de altos niveis de amonia na dgua pode levar ao aparecimento de danos
nas branquias, a principal rota de entrada de contaminantes (como metais) nos organismos
aquaéticos, levando a disturbios no funcionamento do 6rgdo, tal como aumento da excrecao de
amodnia e do consumo de oxigénio (Barbieri, 2010). Além dos efeitos respiratérios e
osmorregulatérios, a exposicdo a altos niveis de amonia, particularmente em salinidades
reduzidas e pH préximo a 7.0, pode levar a distirbios no balanco hidrico dos organismos
aqudticos, e favorecer a tomada de amonia do meio externo, aumentando a sua reten¢do nos
fluidos corpéreos dos animais (Eddy, 2005). A respiracdio e a excre¢do sdo fungdes
fisioldgicas essenciais no metabolismo dos organismos e, por isso, sao fun¢des consideradas
importantes indicadores para avaliacdo do efeito que as substancias podem causar nos
organismos. A exposi¢cdo a metais pesados, como o cobre e ciddmio, também tem sido
demonstrada por promover danos na estrutura das branquias de organismos aquaticos,
particularmente em condicdes de baixa salinidade (Asih et. al., 2013). Para a espécie L.
vannamei, alteracdes morfo-estruturais nas branquias, tais como necrose, perda da estrutura
regular e infiltracdo de hemdcitos no tecido, foram tempo e dose dependentes da exposicao ao
cobre, muita embora a espécies tenha sido considerada altamente tolerante (i.e. maiores
valores de CLsp) em comparagdo com outras espécies de camardo mantidas em salinidade 25

ppm (Frias-Espericueta et. al., 2008).

No camardo branco Exopalaemon carinicauda a exposi¢ao por 24 h a concentracdes
crescentes de cobre em salinidade 10 ppm promoveu a reducdo significativa na taxa de
consumo de oxigénio e na razao O:N, mas ndo na taxa de excrecdo de amonia, indicando um
maior recaimento do metabolismo aerébico sobre a oxidacdo de proteinas (Zhang et. al.,
2014). Interessante notar que esses distirbios respiratérios e metabdlicos observados nos
exemplares de E. carinicauda foram dose dependentes, e fortemente associados a um
aumento significativo no acimulo de cobre no corpo dos animais (Zhang et. al., 2014). A
exposicdo a diferentes concentragdes de cobre resultou na perda da capacidade hipo-
osmoregulatoria (salinidade 36 ppm) e hiper-osmoregulatéria (salinidade 17 ppm) dos
animais, resultando em pressdo osmoética (osmolaridade) da hemolinfa significativamente
menor em relagdo ao grupo controle, sendo esses efeitos marcadamente dependentes do tempo

e dose de exposi¢ao (Bambang et. al., 1995).
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Henry e colaboradores (2012) demonstraram que a tomada de cobre pelas branquias
dos crustaceos marinhos e estuarinos envolve mecanismos associados a regulacdo de Na* e
CI" dos animais, e que o aciumulo de cobre nas branquias resulta em severos distirbios
ionoregulatérios associados a inibi¢do da atividade da enzima Na*/K*-ATPase. Além disso, os
autores evidenciaram que os mecanismos de excre¢ao de amoOnia nesses animais € diretamente
dependente da absorcdo de Na*, utilizando diferentes tipos de transportadores dependendo da
salinidade do meio, tais como a Na'/K*-ATPase, V*-ATPase, anidrase carbdnica, co-
transportador Na*/H* e canais de NH3z (Rhcg proteins) (Henry et. al, 2012). Assim, o
aumento da toxicidade do cobre na presenga de niveis sub letais de amodnia para a espécie L.
vannamei estaria relacionado a acdo sinérgica dos contaminantes sobre os sitios de transporte
de Na*, tanto quanto a distirbios respiratérios e metabdlicos promovidos pela exposi¢do
aguda a amonia e ao cobre. Estudos futuros avaliando se a exposi¢do concomitante ao cobre e
amonia resultam em distirbios osmo-ionoregulatérios e/ou respiratorios € metabdlicos em L.
vannamei sao fundamentais para se elucidar os mecanismos de acdo téxica sinérgica dos

xenobidticos para a espécie.

Similarmente, a exposicdo aguda ao cddmio tem sido demonstrada por promover
distirbios respiratorios € metabdlicos, assim como na manutencdo do equilibrio id6nio de
crustidceos. Zhang e colaboradores (2014) determinaram a CLso-24, 48, 72 e 96 h de cddmio
para a espécie Exopalaemom carinicauda, em salinidade 10 ppm, em 0,66; 0,38; 0,34 ¢ 0,26
mg/L, sendo observado apds 24 h de exposi¢do ao cddmio uma inibicao de 21,1% no
consumo de oxigénio, € um aumento na excrecao de amonia de 47%. J4 para exemplares de L.
vannamei expostos por 24 h a 3 mg/L cddmio em salinidade 15 ppm foi reportada a inibicao
do consumo de oxigénio em 91,3%, associada a um aumento da excrecdo de amodnia de
153,7% (Chen & Wu, 2004). Barbieri e Paes (2011) demonstraram que a toxicidade do
cadmio (determinada como CLso) aumentou significativamente em salinidade 5 ppm para a
espécie de camardo Farfantepenaeus paulensis, em relacao aos ensaios conduzidos em 20 e
36 ppm, e que a exposicdo a concentracdes crescentes de ciddmio na dgua (0,5, 1,0 e 2,0
mg/L) promoveram a inibicdo do consumo de oxigénio associada a estimulacdo da excrecdo

de amoOnia pelos animais.

Segundo Henry e colaboradores (2012) a taxa de absor¢do de cadmio pelas branquias
dos crusticeos é altamente dependente da concentracdo livre de Cd** na solucdo, e isso ocorre

por meio de mecanismos relacionados a homeostase do Ca**, onde os fons Cd** competiriam
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pelos sitios ativos dos canais de Ca’" nas branquias dos animais. Assim, a falta de efeito
aparente dos niveis sub letais de amonia testados sobre a toxicidade do cddmio para L.
vannamei pode estar relacionada aos diferentes modos de agdo téxica da amonia e do cddmio
nas branquias dos animais, ou ainda a baixa disponibilidade de Cd** livre em funcio da
salinidade testada, ndo resultando em maiores distirbios respiratdrios e metabdlicos em

funcdo da presenca de amoOnia na dgua.

Tendo em vista que a presenca de amodnia na dgua pode levar ao aumentado da
toxicidade de metais presentes do meio externo, tal como visto para o cobre em L. vannamei,
ambientes degradados onde ocorre acimulo de amonia no sedimento podem apresentar um
maior risco aos organismos aquaticos. Isso se d4 pelo fato de que atividades antrépicas, como
processos de dragagem, podem levar a um aumento transiente na concentracdo de amonia na
dgua (Simpson & Batley, 2009), junto com a resuspensdo de metais adsorvidos ao sedimento,

0 que pode aumentar a sua toxicidade a fauna de invertebrados aquéticos nessas regioes.

6. Conclusoes

Para os exemplares de A. salina aclimatados a 15 ppm a substancia mais téxica foi o
cobre, seguido pelo cddmio e amonia. Ja para L. vannamei, o cddmio foi a substincia mais
téxica, seguido pelo cobre e amonia. Além disso, a toxicidade do cobre, cidmio e amonia (na
auséncia de niveis sub letais de amonia) para A. salina e L. vannamei foi aumentada ap6s 48 h
de exposicdo, em relacdo as primeiras 24 h, como visto pelos menores valores de CLso-48 h.
Os valores de CLsp 24 e 48 h de cddmio e cobre determinados para ambas as espécies de
invertebrados em salinidade 15 ppm foram, em geral, fortemente reduzidos em comparacgdo a
estudos prévios utilizando as mesmas espécies e xenobidticos em salinidades mais elevadas.
No entanto, esse efeito da salinidade, em comparagdo com outros estudos, ndo foi observado

para a amOnia para ambas as espécies em estudo.

Os resultados do presente estudo sugerem que a presenca de niveis sub letais de
amonia (25 e 50% da CLso - 48 h) na dgua influenciou diferencialmente a toxicidade dos
metais para as espécies testadas. Para A. salina, a reducdo na toxicidade aguda do cobre e
cadmio na presenca de niveis sub letais de amOnia na dgua, particularmente nas primeiras 24
h de exposicdo, sugere um efeito antagonista entre a amoOnia € os metais para a espécie. Por

outro lado, o forte aumento da toxicidade do cobre para os exemplares de L. vannamei na
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presenca de niveis sub letais de amonia, em ambos os periodos analisados, indicam um efeito
téxico sinérgico entre a amoOnia e o cobre para a espécie. A falta de efeito aparente da
presenca de amoOnia na dgua sobre a toxicidade do cddmio sugere que a amonia nao influencia

diretamente na toxicidade aguda do metal para L. vannamei.
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