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CARVALHO, M. M. ESTUDO DA ATUAQAO DOS METAIS ZINCO E CADMIO
SOBRE OS ASPECTOS REPRODUTIVOS DA ESPECIE CERIODAPHNIA
DUBIA GERA(;AO PARENTAL E F1. 2016. 74 f. Dissertacao (Mestrado Ciéncias
Ambientais) Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sorocaba, UNESP -
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Sorocaba, 2016.

RESUMO

Poluentes metélicos sdo considerados substancias potencialmente toxicas
capazes de interferir no sistema biolégico, causando efeitos adversos no
organismo exposto e em seus descendentes. Os efeitos de cadmio e de zinco em
microcrustaceos sao pouco descritos na literatura e a realizacdo de estudos com
concentragbes semelhantes as detectadas nos ambientes naturais possibilita
respostas mais proximas da realidade. Diante dessa questdo, a presente
pesquisa tem como objetivo avaliar os efeitos de metais, sobre Ceriodaphnia
dubia, em exposicdo crbnica (via agua e alimento), por meio de testes
ecotoxicolégicos, avaliando-se o0s aspectos reprodutivos, Vviabilidade e
recuperacao biologica da geracédo F1. Foram realizados testes de toxicidade com
duas diferentes concentracdes dos metais Cd e Zn, sendo essas concentracdes
ambientalmente seguras para a protecdo da vida aquatica com base na legislacao
nacional vigente e concentracdes detectadas em ambientes naturais brasileiros.
Posteriormente, a geracao F1 exposta por curto periodo foi mantida em condicao
livre de contaminante, seguindo-se a avaliacdo toxicoldégica por andlise
guantitativa e morfologica de neonatos, analise de metais em tecidos biolégicos
de C. dubia geracao parental e F1. As analises das concentracbes de Zn foram
feitas em Espectrometria de Emissdo Otica com Plasma Indutivamente Acoplado
(ICP OES), enquanto as de Cd em Espectrofotometro de Absor¢cdo Atbmica —
Forno de Grafite/EEA, no entanto, para ambos os metais ndo foram detectados
bioconcentracdo de elementos metélicos. Os resultados demostram que Zn e Cd
alteram o padréao reprodutivo de C. dubia, causando toxicidade crbnica, sendo
assim, pode-se concluir que tanto as concentracfes encontradas no meio
ambiente, quanto as consideradas seguras para a protecdo da vida aquatica
comprometeram a reproducdo do organismo-teste, bem como o desenvolvimento
dos descendentes. Porém, quando a geracdo F1 é colocada em ambiente livre de
contaminante pode apresentar maior chance de se recuperar e prosseguir
gerando descendentes viaveis.

Palavras-chave: toxicidade; metais; Ceriodaphnia dubia; recuperacao bioldgica.



CARVALHO, M.M. STUDY OF PERFORMANCE THE METALS ZINC AND
CADMIUM ON REPRODUCTIVE ASPECTS OF SPECIES CERIODAPHNIA
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Environmental Sciences), Institute of Science and technology of Sorocaba,
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ABSTRACT

Metallic pollutants are considered potentially toxic substances that can
interfere with the biological system, causing adverse effects on the exposed
organism and its descendants. The effects of cadmium and zinc in
microcrustaceans are not very described in the literature and studies with similar
concentrations to those found in natural environments allows closer to reality
answers. Faced with this question, this research aims to evaluate the effects of
metals on Ceriodaphnia dubia, in chronic exposure (via food and water) through
ecotoxicological tests, by evaluating reproductive aspects, viability and biological
recovery of the F1 generation. Toxicity tests were performed with two different
concentrations of Cd and Zn, and these environmentally safe concentrations for
the protection of aquatic life based on current national legislation and
concentrations detected in Brazilian natural environments. Thereafter, the F1
generation was exposed for a short period kept contaminant-free condition,
followed by the toxicological evaluation by quantitative and morphological
examination of neonates, metals analysis of biological tissues of C. dubia parental
and F1 generation. Analysis of the Zn concentrations were made in Spectrometry
Optical Emission Inductively Coupled Plasma (ICP OES), while Cd in Atomic
Absorption Spectrophotometer - Furnace Graphite / EEA, however, for both metals
were not detected bioconcentration metallic elements. The results demonstrate
that Zn and Cd alter the reproductive pattern C. dubia, causing chronic toxicity,
and can therefore be concluded that both the concentrations found in the
environment, for the considered safe for the protection of aquatic life committed
reproducing the test organism as well as the development of the offspring. But
when the F1 generation is placed in contaminant-free environment may be more
chance to recover and continue producing viable descendents.

Keywords: Toxicity; metals; Ceriodaphnia dubia; biological recovery.
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1 INTRODUCAO

A qualidade da &gua e o controle dos impactos ambientais estdo
assumindo papel de elevada importancia para sociedade, pois a degradagéo, que
na maioria das vezes é antropogénica, leva a diminuicdo consideravel de sua

disponibilidade, desencadeando na perda dos seus multiplos usos.

As atividades agricolas e industriais geram excessiva carga poluidora e em
conjunto com as atividades domésticas tornam-se as principais responsaveis pela
degradacdo dos ecossistemas aquaticos, devido ao lancamento de seus residuos
em mananciais, sendo a grande maioria sem nenhum tipo de tratamento. Ao
longo do curso d’agua essas acdes continuas alteram as caracteristicas fisicas,
quimicas e biolégicas do ecossistema, interferindo na estrutura natural do

sistema.

A poluicdo de ambientes aquaticos por produtos quimicos inorganicos e
organicos € um dos principais fatores que representa uma ameaca para a
sobrevivéncia de organismos aquaticos. Dentre os poluentes, 0s metais
apresentam grande importancia ecolégica devido ao seu potencial de acumulacdo
e toxicidade, uma vez que esses elementos ndo sdo biodegradaveis (BAIRD,
2002; NURBERG, 1984, apud JESUS, 2008).

Existem cerca de vinte elementos considerados toxicos para a saude dos
seres humanos incluindo Hg, Cd, Pb, As, Mn, Tl, Cr, Ni, Se, Te, Sb, Be, Co, Mo,
Sn, W e V. Destes, os dez primeiros sdo os de maior utilizacdo industrial e, por
este motivo, sdo os mais estudados do ponto de vista toxicologico. Tais
elementos reagem com macromoléculas e com ligantes presentes em
membranas o0 que, muitas vezes, lhes conferem as propriedades de
bioacumulacéo, biomagnificacdo na cadeia alimentar, persisténcia no ambiente e
distarbios nos processos metabdlicos dos seres vivos (TAVARES & CARVALHO,
1992).

Segundo Zagatto (2008), agente toxico é qualquer substancia que cause

dano grave ou morte, através de uma interacéo fisico-quimica com o tecido vivo,
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engquanto a toxicidade é a capacidade que uma substancia tem de produzir dano
a um organismo vivo, quando entra em contato com 0 mesmo. A toxicidade
depende da dose, tempo de exposicdo, da forma fisica e quimica do elemento e

da via de administracdo/adsorcao, além da biologia dos organismos expostos.

De forma geral, diversas substancias quimicas, incluindo os elementos
metélicos, tem demonstrado toxicidade alterando o sistema biolégico dos seres
vivos e seus descendentes. Os efeitos dos metais em organismos aquaticos tém
sido estudados em diferentes grupos de pesquisas nacionais e internacionais,
devido a presenca dos elementos metélicos em ambientes aquaticos do mundo
todo (REIS et. al., 2006; SODRE et. al., 2007; HUTCHINSON, 2007; VERSLYCKE
et. al., 2007; BRITTO, 2011; SOUZA, 2012; PLAUTZ & SALICE, 2013). Este fato,
associado a entrada constante de elementos metalicos no meio ambiente,
demonstra a necessidade da producdo de dados cientificos que possamos
ampliar o conhecimento sobre os riscos desses contaminantes no meio ambiente

a fim de garantir a protecdo da vida aquatica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metais potencialmente téxicos no meio ambiente aquatico

Os metais sao geralmente definidos segundo suas propriedades fisicas no
estado solido, como: alta condutividade elétrica, decrescente com o aumento da
temperatura e alta condutividade térmica. Metais no estado solido também sé&o
caracterizados pela sua estrutura cristalina, pelas ligacées quimicas especificas e
pelas propriedades magnéticas. Porém, para a compreensdo dos efeitos toxicos
dos metais, sdo mais importantes as propriedades dos metais quando em solucao
aguosa. Desta forma, metais podem ser definidos como elementos que, em
sistemas bioldgicos, reagem perdendo um ou mais elétrons para formar cations
(NORDBERG et al., 2007).

Todos os seres vivos necessitam de alguns metais em doses pequenas,
sendo esses metais chamados de micro nutrientes (Figura 1), como o caso do
zinco, magnésio, cobalto e ferro (constituinte da hemoglobina). Esses metais,
mesmo sendo essenciais, quando em altas concentragdes podem apresentar
efeitos adversos para os organismos, dependendo do contaminante, da
concentracdo, do tempo de exposicdo e da susceptibilidade individual. Assim, o
monitoramento de espécies metalicas nos diversos compartimentos ambientais se
tornou uma ferramenta de particular importancia, pois todos os seres vivos, de
alguma forma, estdo expostos a essas substancias (DORNFELD, 2002;
QUINAGLIA, 2006; NORDBERG et al., 2007; SARKAR, 2002).

Figura 1. Indicacdo dos Elementos Metdlicos Essenciais com bordas em negrito na Tabela
Periddica e destaque em preenchimento cinza para os elementos potencialmente toxicos.

H He |
Li [Be B [C [~ [Jo [F [Ne
Ma | Mg Al | S0 P 5 Cl | Ar
K [Ca [S Ti JV JCr |MuFe [Co [N JCu §Zn | Ga ] Ge | As . Se | Br | kr
Bbh | Sr [Y | Zrv | Xb Mo Tc JRu | Rh JPd JAg JCd|In | Sn |5 JTe I Ne
Cs | Ba JLa |l Hf J Ta W Ee JOs | Ir Pt Au | He | 11 § Pb | Bi Po | At | En
Fr J Ra | Ac | RF | Ha

Lantanideos Ce |Pr | Nd |Pm | Sm|Eu [ Gd | Tb | Dv | Ho | Er | Tm [ Yb | Lu |
Actinideos Ih | Pa | I Ap | Pu | Am | Cm | Bk | Cf | Es | Fm | Md | Xo | Lw

FONTE: Adaptado de tabelaperiodica.org
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Alguns metais recebem uma atencdo maior, devido a capacidade de
produzirem efeitos adversos aos organismos por si préprios ou pela interacéo
com outros elementos. A figura 1 apresenta na tabela peridédica os elementos
considerados toxicos em diversos documentos (periodicos, conferéncias
internacionais e Organizagdo Mundial de Saude - OMS). Dentre os diversos
contaminantes ambientais estudados, os metais sdo amplamente citados, pois é
um dos grupos mais antigos que afetam o meio ambiente, devido ao grande uso

desses elementos pelo homem, desde a antiguidade até a vida moderna.

Os metais sdo encontrados nas mais variadas formas quimicas (elementar,
dissolvidos, adsorvidos a particulas sélidas, complexados, entre outras) e estdo
distribuidos nos mais diversos compartimentos ambientais, tais como solo, agua,
ar, sedimento e organismos vivos. Os elementos metalicos sdo encontrados em
todos os organismos vivos e desempenham uma variedade de fungdes, podendo
ser elementos estruturais, estabilizadores de estruturas bioldgicas, componentes
de mecanismos de controle, como nervos e musculos e, em particular, sédo
ativadores em reacfes de transferéncia de elétrons, como reducédo-
oxidac&o ou oxirreducdo (QUINAGLIA, 2006; LEEWEN et. al, 2007; NORDBERG
et. al., 2007).

2.2 Metais: Um problema ambiental

Nas ultimas décadas o mundo tem seguido um modelo de desenvolvimento
caracterizado pela fabricacdo e utilizacdo de diversos produtos formados por
compostos quimicos de uso doméstico, industrial e agricola, como inseticidas,
detergentes, repelentes, desinfetantes, fragrancias, solventes, remédios, entre
outros. Segundo a Sociedade Americana de Quimica ha cerca de 10 milhdes de
substancias quimicas estdo disponiveis comercialmente e mencionadas na
literatura cientifica. Estima-se que cerca de 70 mil sdo de uso cotidiano, sendo 2
mil novas substancias sdo adicionadas a essa lista anualmente (MOZETO &
ZAGATTO, 2008).

Algumas dessas substancias podem alterar o funcionamento do sistema
bioldgico dos organismos expostos, afetando a saude, o crescimento, reproducao

e até mesmo seus descendentes. Os metais estdo presentes no meio ambiente
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sendo metabolizados de maneira diferente causando implicagdes biologicas
irreversiveis. Por isso 0os numeros de pesquisas cientificas relacionadas aos

efeitos dos metais aumentaram significativamente nos ultimos anos.

Os efeitos biolégicos dependem da substéncia, dose ou concentracao,
duracdo do contato, via de exposicdo e periodo do desenvolvimento no qual o
organismo foi exposto (DAMSTRA, 2002; BILA & DEZOTTI, 2007). Segundo Baird
(2002), quando o organismo em fase de desenvolvimento é exposto pode
desencadear anomalias, desenvolvimento desordenado de células, dentre outros,
pois esses poluentes podem ser transferidos da mé&e para o feto (efeito
teratogénico).

Atualmente os metais sdo encontrados no mundo todo em diferentes
compartimentos de um ecossistema aquatico. Podem ser encontrados na agua,
em materiais particulados em suspensdo, no sedimento e na biota. Esses
compartimentos possuem forte interacdo entre si. Os metais em solugdo podem
adsorver-se ao material particulado e transportar-se para o sedimento. Este por
sua vez, ao ser resuspenso ou a partir de alteracdes nas caracteristicas fisico-
quimicas do ambiente, pode disponibilizar metais para o corpo d’agua. Em geral,
a mistura e deposicdo de substancias quimicas em ambientes aquaticos ocorrem
nos sedimentos, os quais desempenham um importante papel nestes ambientes,
funcionando como fonte de metais para a coluna d’agua, dependendo das
condicdes fisico-quimicas locais (BERRYMAN, 202; CAMPBELL et. al., 2004;
NORDBERG et al., 2007) (figura 2).

Muitas destas substancias, embora banidas, ainda permanecem e
permanecerao por muito tempo na natureza, pois sdo normalmente substancias
persistentes de elevada estabilidade. Observa-se que mesmo em pequenas
quantidades seu efeito pode ser magnificado através da cadeia alimentar
comprometendo todo ecossistema (CAMPBELL et. al.,, 2004, SOFYAN et. al.,
2007).
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Figura 2. Destinos dos metais no meio ambiente.
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FONTE: Adaptado Campbell et. al., 2004.

Alguns elementos metéalicos possuem capacidade de se misturar a outras
substancias, sendo assim a sua capacidade de alterar o sistema metabdlico do
organismo exposto pode ser inativado ou potencializado, tornando ainda mais
complexa a molécula quimica, aumentando a dificuldade de prever os impactos
no ecossistema (DAMSTRA, 2002; BILA & DEZOTTI, 2007, CARVALHO &
FRACACIO, 2013).

De modo geral os metais sao fontes importantes de danos causados aos
ambientes aquaticos, e qual segundo Castro (2005) influencia na reducédo da
biodiversidade levando a um desequilibrio ambiental. Neste sentido faz se
necessario repensar em medidas de reducao dos teores de contaminantes téxicos
lancados, visando a recuperacao do ecossistema.

2.3 Metais em organismos: énfase para atuacao bioldgica

Y

Com vistas a protecdo da vida aquatica, mais importante do que a
concentragdo total dos contaminantes no ambiente é a sua biodisponibilidade,

que é a fracdo de metal livre para ser assimilada pelos organismos. Os metais
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langados nos corpos d’agua nem sempre estao igualmente biodisponiveis para os
organismos aquaticos. Um das formas de se medir a biodisponibilidade é
determinar a concentracdo dos metais acumulados na biota, diretamente nos
organismos expostos a estes contaminantes presentes na agua e sedimento
(AMADO-FILHO et al., 2008; BORGMAN, 2003; DORNFELD, 2002).

Segundo Rainbow (2002), todos os invertebrados aquéticos acumulam
metais em seus tecidos, sejam estes metais essenciais ou nao para o seu
metabolismo. Algumas espécies acumulam metais traco em diferentes
concentracbes em seus tecidos, 6rgados e em seus corpos. Desta forma, podem
ser encontradas concentragdes corporais de metais traco muito diferentes entre
os invertebrados aquaticos que vivem no mesmo habitat. Portanto, torna-se
essencial utilizar diversos organismos para avaliar a contaminacdo do ambiente
(AMADO-FILHO et al., 2008).

Segundo Castro et al.(2005), metais integram os ciclos biogeoquimicos do
planeta, onde observa-se que fenbmenos naturais como a erosao podem
provocar a dissolucdo de diversos componentes promovendo a transmissdo de
metais aos solos, ao ar e a agua. Dependendo das condi¢cdes ambientais podem
comegar a ser liberados na coluna d’agua tornando-se biodisponiveis, correndo o
risco de serem incorporados na biota por meio de contato superficial, ingestao,
alimentacdo e cadeia alimentar, consequentemente podendo causar danos
também a saude humana (KHAN et al., 2005).

Naturalmente os organismos necessitam de quantidades variadas de
alguns metais para desenvolverem suas atividades metabdlicas, porém em
concentracbes inadequadas tais elementos podem ser altamente toxicos,
dependendo dos fatores individuais do organismo e do grau de exposicdo
(DAMSTRA, 2002; RAND E PETROCELLI, 2004). Relata-se na literatura que
mesmo em pequenas quantidades de metais, seu efeito podera ser potencializado
através da ascensdo na cadeia alimentar devido ao potencial de acumulacdo no
organismo. Nesse sentido, os efeitos dos metais ainda ndo foram bem descritos e
sao variaveis em funcdo das caracteristicas quimicas peculiares, considerando-se
os sitios de acao de cada metal (LAVICOLLI, et. al. 2009).
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Alguns metais podem se acumular no tecido dos organismos e afetar as
funcBes de algumas enzimas, inibindo sua acdo metabdlica entre outras, sendo
assim os efeitos podem ser bastante variaveis e devem ser investigados
(PATNAIK, 2002; FERREIRA, 2003). Recentemente estudos experimentais
mostraram que mesmo baixas doses dos metais, como o cadmio e zinco podem
causar alteracdes nas funcdes do sistema biolégico no organismo. S&o relatadas
alteracdes no sistema reprodutivo em populacdes de pequenos vertebrados,
diversas espécies de peixes e outros microinvertebrados (JESUS & CARVALHO,
2008; LAVICOLI et. al., 2009; SOUZA, 2012; MOREIRA, 2010).

Metais como muitos outros contaminantes podem inibir a aquisicao de
alimentos em D. magna, interferindo na taxas de crescimento e reproducéo,
prejudicando severamente a idade da primeira reproducdo (BARATA e BAIRD,
2000; EVENS et. al.,, 2009). Para o organismo C. dubia efeitos reproducao
também podem ser observados, quando ocorre o aumento do tempo de
exposicao a capacidade reprodutiva diminui. Os efeitos causados em crustaceos
e outros organismos aquaticos podem afetar tanto a geracdo parental quanto o
desenvolvimento de outras geragdes. Alteracdes na sobrevivéncia, crescimento,
reproducdo, comportamento, fisiologia e morfologia s&o recentemente
evidenciadas por diversos grupos de pesquisa (TSUI & WANG 2005; MARSHALL
2008).

2.3.1 Zinco

O Zinco esta dentre os metais potencialmente toxicos e apesar de ser um
elemento essencial na dieta de plantas e animais, tendo papéis enzimaticos,
estruturais e regulatérios em muitos sistemas biolégicos, pode tornar-se toxico
quando esses organismos estdo expostos a uma concentracdo elevada
(BIELMYER, 2006; CONDESSA, 2009; SANTOS, 2009).

Raramente é encontrado zinco naturalmente em seu estado metalico, mas
muitos minerais contém Zn como um componente principal a partir do qual o
metal pode ser economicamente recuperado (OMS, 2001). O zinco € usado
principalmente como um revestimento de protecdo de outros metais, tais como

ferro e aco, mas as aplicagdes mais importantes sdo as de moldagem de corante,
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a indastria da construcdo e outras ligas. Este metal € como um catalisador e 0s
seus compostos inorganicos tém varias aplicagbes para 0 equipamento

automotivo, de armazenamento de pilhas secas e tubos (OMS, 2001).

Os efeitos ocasionados pela acdo toxica desse metal em peixes estao
relacionados ao desenvolvimento e a maturacdo sexual. Retardo na maturagéo e
decréscimo na taxa de crescimento podem ser observados tanto em niveis
fisiolégicos quanto morfolégicos (CAMPOS, 1999, citado por LINS et al, 2010),
além de causar alteracfes nas branquias dificultando a respiracédo e levando a
morte dos individuos (SANTOS, 2009), bem como alteragdes fisioloégicas no
figado (CONDESSA, 2009).

Zaroni et al. (2012) afirmam que o Zn é responsavel por impactos na
comunidade aquética em geral e mencionam que em Nitokra sp, um copépode
estuarino, o Zn afetou a eclosdo de ovos, interferindo na reproducdo deste que é
um elo da cadeia tréfica bentdnica, como de outros compartimentos do ambiente
aquatico. Outros estudos com pequenos crustaceos aquaticos como D. magna e
C. dubia expostos a diferentes concentracdes de Zn demonstraram efeitos
significativos na taxa de alimentacdo, o que consequentemente refletiu no
crescimento e em seguida na reproducdo dos organismos, comprometendo ndo
apenas as espécies expostas como também seus descendentes (MUYSSEN E
JANSSEN, 2001; MUYSSEN E JANSSEN, 2007; DE SCHAMPHELAERE et. al.,
2004).

2.3.2 Cadmio

O cadmio € um metal considerado como néo essencial e de alta toxicidade,
sendo que 38 dos seus sais podem ser cancerigenos (QUINAGLIA, 2006, OMS,
2001). Estd amplamente distribuido pela crosta terrestre, ocorrendo naturalmente
associado ao zinco e chumbo em minérios. Pode ser encontrado em altas
concentracdes em rochas sedimentares e fosfatos marinhos. E encontrado como
subproduto do processamento de zinco, cobre e chumbo, sendo frequentemente
encontrado em altas concentragcdes nas areas de mineracdo e deposito desses
metais. Elevadas concentracbes podem ocorrer em agua, ar e solo préximo a

fontes de emissdes industriais. Compostos inorganicos de cadmio, em sua
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maioria, sdo sollveis em agua, por exemplo, cloreto, sulfato, acetato, enquanto
que o6xidos e sulfetos tém baixa solubilidade, sendo considerados como espécies
insoliveis de Cd. Formam com muita facilidade ions aminocomplexos e
cianocomplexos, além de complexos com grupos de enxofre, como por exemplo,
tiocarbamato (CETESB, 2011; NORDBERG et al., 2007; QUINAGLIA, 2006;
SARKAR, 2002).

Entre os usos do cadmio citam-se 0s anticorrosivos, eletrodeposi¢do sobre
ferro, cobre, latdo, aco e outras ligas, além do uso em pigmentos, tintas e
esmaltes. CaAdmio e seus compostos também sdo usados em baterias elétricas,
componentes eletronicos, fotografia, fotogravura e reatores nucleares. Devido a
possibilidade da substituicdo do Cd por outros materiais menos toxicos, a
utilizacdo do Cd tem sido limitada por lei em alguns paises (MUNGER&HARE,
1997; NORDBERG et al., 2007; QUINAGLIA, 2006; SARKAR, 2002).

O aporte de cadmio em sistemas aquéticos deve-se a fatores como
intemperismo e erosdo de solos e rochas, precipitacdes atmosféricas, operacdes
industriais, vazamento de aterros e locais contaminados, pelo uso de lodos e
fertilizantes na agricultura além de efluentes industriais, principalmente de
galvanoplastias, producdo de pigmentos, soldas, equipamentos eletrénicos,
lubrificantes e acessorios fotograficos. Nos sedimentos o cadmio € incorporado
por adsorcao a particulas minerais, 6xidos hidratados e matéria organica e a
forma quimica como se encontra pode determinar sua biodisponibilidade e
remobilizacdo (QUINAGLIA, 2006).

Considerando-se o cadmio em sistemas de aguas doces, podem residir na
coluna de agua por longos periodos de tempo. Esse metal é bioacumulativo ao
longo do tempo, e por consequéncia a concentracdo nos sistemas biolégicos
tende a aumentar com a idade. Pode ser prejudicial a cladoceros (Simocephalus
serrulatus) alimentados com algas expostas ao metal, causando efeitos sobre o
ciclo de vida, taxas de alimentagéo e reproducéo (SOUZA, 2012) e o mesmo
também apresentou efeito sobre o comportamento do anfipoda Gammarus
aequicauda, diminuindo a sua atividade de natacdo no periodo noturno
(MORILLO-VELARDE et al, 2010).
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Ramirez (2002) ainda destaca que o Cd € um dos maiores agentes toxicos
associados a contaminacédo industrial e ambiental, por ser persistente no meio e
ter a capacidade de se deslocar por quilbmetros colocando em risco o meio

ambiente e 0s seres Vivos.

Segundo revisao realizada por Lavicoli et. al. (2009), sobre a atuacdo de
metais potencial toxicos em pequenos vertebrados terrestres, 0s autores
concluiram que alguns aspectos sdo indispensaveis na busca por ampliar o
conhecimento, tais como: 1) Necessidade de relacionar a atuacdo de metais em
sistemas biologicos de diferentes niveis troficos e fazer a relagdo dose-resposta;
2) E necessario compreender os efeitos aditivos, sinérgicos e antagonicos dos
metais, com énfase para as questdes reprodutivas; 3) Necessita-se avaliar os
potenciais efeitos adversos no sistema bioldgico em baixo nivel de exposices a
metais, de forma que sejam representativos de ambientes naturais, uma vez que
a maioria das informagdes disponiveis atualmente esta relacionada com niveis de
exposicao elevadas. A compreensdo dessas questbes deve atender uma ampla
classe de organismos e métodos de estudos dindmicos entre os niveis tréficos
para de fato serem estabelecidas concentragfes mais proximas as que protegem

a biota aquatica.
2.4 Ecotoxicologia Aquéatica

A ecotoxicologia aquatica pode ser definida como o estudo dos efeitos dos
agentes tdxicos nos organismos aquaticos a nivel celular, individual, populacional
e nas comunidades (ADAMS, 1995). Considerando-se a avaliagdo e o
monitoramento dos poluentes aquaticos, as analises quimicas e fisicas detectam
e quantificam as substancias nos ambientes. Porém, para uma melhor
compreensao deste significado, é recomendavel a utilizacdo dos ensaios
ecotoxicolégicos que permitam prever os efeitos das mesmas substancias sobre a
biota. Este fato torna a interpretacdo dos estudos mais relevante e aplicavel
(ZAGATTO, 2008).

Os ensaios de toxicidade permitem determinar: a) a toxicidade de agentes
quimicos, efluentes liquidos, lixiviados de residuos solidos; b) estabelecer critérios

e padrdes de qualidade de agua e sedimento; c) avaliar a toxicidade relativa de
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diferentes substancias; d) avaliar a sensibilidade relativa de organismos
aquaticos; e) subsidiar programas de monitoramento ambiental, dentre outras
aplicacdes (ARAGAO & ARAUJO, 2008).

A escolha de um organismo-teste, para avaliacdo da toxicidade, deve ser
realizada com base em alguns critérios, destacando-se: ampla faixa de
sensibilidade a substancias toxicas; abundancia e disponibilidade de aquisi¢ao;
importancia comercial ou ecoldgica; facilidade de cultivo em laboratério;
informacdes literarias sobre a biologia da espécie; ciclo de vida curto;
representatividade dos compartimentos ambientais, e ser nativa do sistema de
estudo (HOFFMAN, 2003).

O conhecimento dos efeitos biolégicos resultantes da exposicdo as
concentracdes reais de poluentes € essencial para predizer uma analise de risco
ambiental confiavel. No entanto, concentracdes relativamente altas, tém sido
aplicadas em ensaios de toxicidade laboratoriais para obtencdo da curva
concentracdo-resposta, em curtos periodos de exposi¢cdo, ndo condizendo com a
realidade ambiental (FUCHSMAN et. al., 2000). Por este motivo, 0s ensaios de
toxicidade devem basear-se nas concentra¢cdes minimas capazes de provocar
algum efeito biol6gico (crescimento, mobilidade, reproducdo, quantidade de
filhotes por fémea, histopatologia, atividades enziméticas, alteracbes na
expressao génica, dentre outros) por periodos de tempo prolongados, e nao

tomar como base somente os efeitos letais.

Neste contexto, varios ensaios de toxicidade crénica ja estdo bem
estabelecidos e alguns métodos ja foram padronizados, por associacfes ou
organizacdes de normalizacdo como a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT); Environmental Protection Agency (EPA); Organization for Economic Co-
operation and Development (OECD); International Organization for
Standardization (ISO); American Society for Testing and Materials (ASTM), dentre
outras (ARAGAO & ARAUJO, 2008).

7

Assim, além dos ensaios ecotoxicolégicos ja padronizados € importante
identificar a biodisponibilidade, a extensédo da concentragdo do contaminante na

biota, e considerar seu impacto potencial na cadeia tréfica e seu risco para o
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ecossistema. Isto porque o contaminante, neste caso 0s metais potencialmente
toxicos, quando entram no meio ambiente, podem sedimentar ou ser liberados na
coluna d’agua, e ser incorporados pela biota em concentragbes maiores do que o
organismo pode eliminar permanecendo bioacumulado nos tecidos desse

organismo tornando se toxico e interferindo no seu sistema metabolico.

Para Chen & Folt (2010), a concentracdo de um contaminante em agua
nem sempre prediz a concentracdo na biota, pois o contaminante pode mover-se
nos niveis tréficos subsequentes tornando-se muitas vezes superior a que foi
inserido (MASSON & JENKIS, 1995; MISHRA et al., 2008, SOFYAN et. al., 2007).
Uma vez agregados ou incorporados os contaminantes podem ser transferidos na
cadeia alimentar e transformados elevando sua toxicidade (LAWSON & MASON,
1998), podendo provocar também a diminuicdo da biodiversidade deste

ecossistema.

Nesse sentido, a legislagéo brasileira e internacional estabelecem limites
maximos permissiveis de diferentes classes de compostos quimicos, em funcao
do uso pretendido do recurso hidrico (CONAMA 357/05, USEPA, 2000). Na
legislacdo brasileira os metais potencialmente téxicos apresentam limites
maximos em corpos de aguas classificados como 1 e 2, que dentre outros usos
tem como objetivo a protecdo da vida aquatica. Tais limites foram estabelecidos
seguindo-se os padrbes da Agéncia de Protecdo Norte Americana (EPA), que se
basearam em respostas agudas e cronicas diante da exposicdo de diferentes
organismos-teste, nas décadas de 1970 e 1980. Porém, na época em que se
estabeleceram tais concentragcbes maximas ndo havia na literatura os métodos
padronizados sobre respostas em organismos de diferentes niveis tréficos, sendo
necessaria uma reavaliacdo de parametros diante dessas novas abordagens

toxicologicas.

Diante da problematica, a presente pesquisa objetiva avaliar os efeitos dos
elementos quimicos cadmio e zinco, por meio da exposicdo de organismos de
diferentes niveis troficos a concentragBes limites, permitidas em legislacdo

nacional vigente e concentragdes encontradas no meio ambiente.
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Por tratar-se de uma abordagem envolvendo riscos biolégicos diante da
exposicdo a poluentes metalicos atraves de diferentes vias de exposigéo, estudos
associados ao seu comportamento e interacdes nos sistemas aquaticos, bem
como a sua atuacao nos sistemas biologicos e capacidade de recuperacao,
devem ser realizados. Para tanto, os fatores relevantes que devem ser
considerados e que serdo contemplados no presente trabalho, s&o: 1) As
concentraces permitidas em corpos de agua por legislacdo nacional asseguram
a protecdo da vida aquética? 2) As concentracfes encontradas no meio
ambiente, mesmo que relativamente baixas podem causar efeito toxico para
organismos aquaticos? 3) A toxicidade por metais € potencializada quando as
vias de exposi¢cdo ocorrem simultaneamente? 4) E possivel haver recuperacéo
bioldgica depois de interrompida a exposicdo dos organismos a esses toxicos,
destacando-se a capacidade reprodutiva da geracdo F1? 5) Esses elementos
metélicos podem acumular nos tecidos biolégicos organismos aquéticos, mesmo

em baixas concentracdes (ppb)?
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial toxico dos
metais Cd e Zn sobre o0s aspectos reprodutivos de Ceriodaphnia dubia, expostas
as concentracdes consideradas ambientalmente seguras para vida aquatica e a
concentragdes representativas de ambientes naturais do Estado de S&o Paulo -

Brasil.
3.2 Objetivos especificos

- Averiguar se concentracfes de Cd e Zn permitidas em legislacdo nacional para
rios de classe 2 e se concentracdes encontradas em corpos d’agua do estado de
SP podem apresentar toxicidade para espécie de microcrustaceo C. dubia e alga

verde R. subcapitata.

- Avaliar a toxicidade causada por esses metais potencialmente toxicos em
organismos espécie C. dubia expostos por via aquosa (geracfes parental),

através do parametro reprodutivo.

- Avaliar a viabilidade de C. dubia (geracdo F1) em condicdo livre de
contaminante e capacidade de se recuperar apés curto periodo de exposicdo, por

meio de parametro reprodutivo;

- Analisar se a toxicidade por metais é potencializada quando a exposicéo ocorre

de forma concomitante, via aquosa e alimentar em C. dubia.

- Analisar a bioconcentracdo de Cd e Zn em microcrustaceos (C. dubia) apos

ensaios croénicos tradicionais;
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4 METODOS

4.1 Organismo-teste: Cultivo e manutencao

4.1.1. Ceriodaphnia dubia

Ceriodaphnia dubia (figura 3) € uma espécie de microcrustaceo de agua
doce da ordem Cladocera bastante usada em testes ecotoxicolégicos por
apresentar caracteristicas como sensibilidade as substancias quimicas, facil
manutencdo em laboratorio, biologia conhecida, ciclo biolégico curto e também
sdo representativos no meio ambiente aquatico, requisitos para representar um

organismo-teste.

Figura 3: Organismo-teste Ceriodaphnia dubia

100 pm

FONTE: http://cfb.unh.edu/Organisms/Cladocera/Daphnidae/Ceriodaphnia_dubia/_600x600.jpg

Os cladéceros apresentam vantagens competitivas em determinados
ambientes, pois gastam menos tempo para atingir a maturidade com ciclo de vida
reduzido pela reprodugdo partenogenética, acelerando o crescimento de suas
populacdes. O padréo reprodutivo dos cladéceros envolve a ecloséo de fémeas
de ovos partenogenéticos por geracdes, em condi¢cdes favoraveis, e reproducao
sexuada em condi¢bes desfavoraveis. O desenvolvimento é direto e os jovens

sao liberados da camara incubadora por meio de flexdo ventral do pés-abdome da
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fémea, processo que é seguido por ecdise e nova postura de ovos. O nimero de
neonatos pode variar muito, diminuindo nos ultimos estagios da vida até cessar a
producéo de ovos (MELAO, 1999).

O sucesso da espécie depende das estratégias competitivas que l|he
permitam sobreviver e se reproduzir no ambiente, sendo assim o crescimento e
reproducdo de um organismo dependem exclusivamente da sua morfologia,
comportamento, qualidade do alimento e adaptacdo aos fatores ambientais.
Entender o padrdo reprodutivo do organismo-teste faz se necessario, pois 0s
dados da reproducgéo ao longo dos testes sdo considerados importante parametro
para avaliagdo de toxicidade cronica. Pelo fato de existirem normas nacionais e
internacionais padronizadas para a referida espécie, dados confiaveis na literatura

podem ser obtidos, demonstrando a importancia do seu uso.

No LATHIS (Laboratério de Toxicologia de Contaminantes Ambientais e
Histologia) da UNESP campus de Sorocaba, os organismos estdo sendo
mantidos em agua de cultivo reconstituida, proveniente de 4gua mineral, em pH
minimo e maximo de 7,2 e 7,6 e dureza com variacao entre 40 e 48 mg CaCOg/L.
A quantidade de organismos é de 30 individuos em 500mL de agua de cultivo
mantidos em cubas de vidro, que permanecem em incubadoras com controle de
temperatura (25°C + 2°C) e fotoperiodo (16 horas de luz e 600 lux). Os itens
alimentares sdo algas unicelulares da espécie Raphidocelis subcapitata,
adicionada diariamente as culturas em quantidade equivalente a 10°
células/organismo e alimento composto ministrado 2 vezes por semana, na
proporcao de 0,02 ml/individuo, seguindo-se as recomenda¢cBes da ABNT NBR
13373 (2011). Teste de sensibilidade foram realizados regularmente garantindo a

gualidade dos organismos-testes, sendo apresentado carta controle no ANEXO 2.

4.1.2. Raphidocelis subcapitata

A Raphidocelis subcapitata, anteriormente chamada de Pseudokirchneriella
subcapitata, € uma alga unicelular (Figura 4), pertencente a Classe das
Cloroficeas. Encontram-se geralmente em aguas doces, em ambientes

considerados oligotroficos e eutroficos (BRITTO, 2011).
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A utilizacdo de algas em ensaios de toxicidade € das mais recomendadas,
por se tratar de uma espécie classificada na cadeia alimentar como produtores
servindo como fonte de alimento para outras espécies aquaticas bem como a
facilidade em relacdo a manutencdo de culturas e crescimento em meios
sintéticos bem definidos. Além disso, apresentam ciclo de vida curto, facilitando
estudos relacionados a avaliacdo de exposicdo de varias geracfes e taxas de
crescimento. Um dos testes empregados rotineiramente visando a avaliacdo da
toxicidade aquatica para as algas esta relacionado a inibicdo do crescimento algal
(COSTA et. al., 2008, CUNHA, 2010).

Figura 4: Alga Raphidocelis subcapitata vista em microscépico éptico.

10 um
—

FONTE: http://ccala.butbn.cas.cz/en/raphidocelis-subcapitata-korshikov-et-al

O organismo-teste R. subcapitata esta sendo cultivado no Laboratério de
Toxicologia de Contaminantes Ambientais e Histologia da UNESP, no campus de
Sorocaba, sob condicdes ambientais recomendadas pela ABNT NBR 12.648
(2011). A manutencédo dessa cultura é feita através do preparo de um especifico
composto de nutrientes selecionados para o desenvolvimento das algas,

seguindo-se a norma acima citada, conforme tabela 1.
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Tabela 1: 7 solugBes usadas no meio de cultura liquido para algas.

Solucgéao Reagente Quantidade (mg) Preparo
Dissolver e completar para 100mL
1 Ca(NOs),. 4H,0 4000 com 4gua processada
Dissolver e completar para 100mL
2 KNO; 10000 com 4gua processada
Dissolver e completar para 100mL
3 MgSO,.7H,0 3000 com agua processada
Dissolver e completar para 100mL
4 KoHPO, 4000 com &gua processada.
CuS0,.5H,0 30
(NH4)sM07024.4H,0 60
ZnS0,7H,0 60
5 CoCl,.6H,0 60 Dissolver e completar para 1000mL
MN(NO3) 4H,0 60 com agua processada.
CeHgO, H,0O 60
H3BO; 60
CeHsFeO7.5H,0 1625
6 FeCl;.6H,O 625 Dissolver e completar para 1000mL
FeSO,. 7H,0 625 com agua processada.
Dissolver e completar para 1000mL
7 NaHCOs 15000 com 4gua processada.

Fonte: ABNT NBR 12648 (2011).

Para a preparacdo do meio de cultura, colocar 500mL de agua ultrapura
em um baldo volumétrico de 1000mL e adicionar as solu¢cdes na ordem e

guantidade conforme a tabela seguinte:

Tabela 2: Sequéncia das solugBes para preparo de meio oligo liquido.

Solucéo 1 2 3 4 5 6 7
Volume
1,0 1,0 1,0 1,0 0,5 0,5 1,0
(mL)

Fonte: ABNT NBR 12648 (2011).

Completar com 1000mL com agua processada e ajustar pH do meio entre
6,0 e 8,0 com acido cloridrico (HCI) ou Hidréxido de sodio (NaOH). Ajustado o pH

agitar por 1h e autoclavar por 15 min a 121°C, seguindo-se a inoculagédo das
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amostras de alga, com auxilio de uma pipeta autoclavada, em ambiente estéril
(respeitando a proporcao que a norma se refere, de 10ml de alga/L de meio de
cultura), coloca-se um respirador autoclavado para manter em aeracéo. O sistema
€ disposto em incubadora com luz constante a temperatura variando entre 23 e
27°C até que o meio apresente coloracao de verde intenso, que demonstre a fase
exponencial da cultura. Retira-se 0 meio e armazena-o em geladeira para
posterior contagem de células em microscopio 6ptico, que permite maior controle
sobre a cultura. Nessa fase, essas algas sdo utilizadas para alimentacdo da

cultura de C. dubia.

4.2 Desenho experimental

4.2.1 Teste de toxicidade crbnica

A. Testes de toxicidade com os metais Cd e Zn por via de
exposicao aguosa com o organismo-teste C. dubia: geracdo parental e

geracao F1.

Os individuos da espécie C. dubia com idade entre 6 e 24 horas de vida
(neonatos) foram expostos durante 8 dias a concentracdes individuais dos
metais Cd e Zn, consideradas ambientalmente seguras para rios de classe 2
em legislacdo nacional vigente (CONAMA-357/05), conforme tabela 3.
Também foram analisadas as concentracdes detectadas em ambientes
naturais brasileiros, representativos do estado de S&o Paulo, segundo
relatérios de qualidade de aguas superficiais da CETESB (2012). Os corpos
de agua avaliados apresentaram concentracdes de zinco e cadmio 50% em
desacordo com os padrdes estabelecidos pela legislacdo nacional para rios
de classe 2, que tem como uma das finalidades a protecdo da comunidade
aquatica. Na tabela abaixo, destacam-se as concentracdes utilizadas nos
testes ecotoxicolégicos.

Tabela 3. Concentracdes dos contaminantes utilizadas nas
solucdes-testes para 0s ensaios ecotoxicoldgicos.

FONTE CONCENTRACAO DE METAIS
Cadmio Zinco
CONAMA 357/05 0,001 mg/L 0,18 mg/L
CETESB (2012)* 0,0015 mg/L 0,27 mg/L

*Concentragdes detectadas em ambientes naturais (SP), segundo relatérios de qualidade de aguas (CETESB).
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A solucdo-estoque foi preparada com agua mili-Q e armazenada em
recipientes plasticos por 6 meses em refrigeracdo. Para solu¢do-estoque de Zn
pesou-se 87,9 mg do sal de Sulfato de Zinco P.A. — ACS (ZnS04.7H,0) e colocou-
se em 1L de &gua mili-Q, para de obtencdo 200mg/L, em seguida ficou em
agitacao por aproximadamente 1 hora para dissolver completamente o sal. Para a
solucdo-estoque do Cd pesou-se 2,28 mg do sal de Sulfato de Cadmio P.A. —
ACS (CdS0,4.8/3H,0) e colocado em 1L de agua mili-Q, para obtencdo de 1mg/L
e também deixado em agitacdo por 1 hora. As solucdes-estoque foram levadas

para analise analitica para confirmar as concentragfes antes dos testes.

A solucdo-teste foi feita com agua de cultivo e mantidas em garrafas
plasticas em refrigeracdo durante o periodo do teste. Para solucéo-teste Zn
Conama foi utilizada pipeta automatica para retirar 900 ul da solucédo-estoque e
colocar no baldo volumétrico de 1L, onde foi avolumado com agua de cultivo.
Para Zn Meio Ambiente foi pipetado 1350 pl da solucdo-estoque e também
avolumado em 1L de agua de cultivo. Da mesma forma se sucedeu para a
solucéo-teste de Cd, foi retirado 1000 ul para concentracdo Conama e 1500 pl
para concentracdo do Meio Ambiente, ambas foram avolumadas em 1L de agua

de cultivo.

Para cada concentracdo estudada bem como para o controle (mantido
apenas com agua de cultivo, livre de contaminantes) foram realizadas 10 réplicas
com 1 organismo-teste de idade entre 6 e 24 horas em cada recipientes plasticos
com capacidade para 40 ml. O volume de solucéo teste foi de 20 ml, em cada
recipiente (solugdo com o0s metais preparada conforme tabela 3). Os
experimentos foram mantidos em incubadoras com temperatura (25°C + 2°C) e
fotoperiodo (16 horas de luz e 600 lux por 8 dias), em regime semi-estatico, com
troca de agua a cada 3 dias e os parametros pH, dureza e oxigénio monitorados a
cada troca, seguindo-se as recomendagbes da ABNT NBR 13373 (2011),

conforme figura 6.

Os neonatos da geracao parental (geracdo F1) nasceram em solu¢cdo com
elementos metalicos e estiveram expostos nas primeiras horas de vida. Durante a
segunda troca (144 horas) os neonatos foram retirados e introduzidos em

solucdes livre de contaminacéo (agua de cultivo) e alimentadas com alga livre de
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metal para avaliar a capacidade biolégica de recuperacdo na auséncia de
contaminante. Os experimentos da geracdo F1 foram mantidos nas mesmas
condi¢cBes que as da geracao parental, citada acima, conforme ABNT NBR 13373
(2011). Todo o experimento foi repetido duas vezes em dois momentos distintos
para averiguagao da reprodutibilidade dos dados (Testes | e Il). O resumo do
desenho experimental pode ser observado na Figura 6 (A).

Os parametros biologicos avaliados foram: 1- Numero de neonatos
provenientes da geracao parental; 2 - Viabilidade da geracédo F1 proveniente de
exposicdo aquosa; 3- Capacidade da geracdo F1 de recuperar se e 4- Analise
quantitativa de metais em tecidos biolégicos (bioconcentracdo) em organismos

adultos e geracéo F1, por meio de digestdo acida descrita no item 4.2.2.

B. Testes de toxicidade com os metais Cd e Zn com o organismo-teste R.

subcapitata.

Os ensaios ecotoxicolégicos com as algas R. subcapitata expostas as
concentracbes de metais foram montados utilizando-se as mesmas
concentracfes mencionadas na Tabela 3. Em erlenmeyers com capacidade para
250 mL, previamente descontaminados com banho 10% HNO?® e esterilizados em
autoclave a 180°C seguiu-se a insercdo de 100 mL de meio de cultura oligo.
Posteriormente foram adicionadas as solucfes-teste de cada metal
separadamente, com auxilio de micropipeta automatica, finalizando-se a
montagem experimental com a inoculacdo de células algais correspondente a

quantidade de 5x10°, conforme descri¢do na Tabela 4.

O controle experimental foi realizado apenas com o meio oligo seguindo-se
a mesma condicdo acima descrita. Todo o experimento foi realizado em triplicata
e repetido em dois momentos distintos para averiguacao da reprodutibilidade dos
dados (Testes | e Il) (Figura 5). Os ensaios foram mantidos em incubadora Shaker
(Tecnal TE — 421) com controle automatico de agitacdo em 175 rpm e
temperatura de 26£1°C durante 96 horas, como mostra a figura 6, procedendo-se
com troca de posi¢cdes dos recipientes testes de maneira aleatéria a cada 24
horas, seguindo-se as recomendac¢des de ABNT NBR 12648 (2011).
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Figura 5 — Ensaio de Toxicidade com R. subcaptata em incubadora com
agitacéo e luminosidade.

Fonte: Claudia Hitomi Watanabe

ApoOs esse periodo as algas foram imediatamente preservadas em lugol e o
namero de células foi contado em microscopio Optico por meio de camara de
Sedgwick-Rafter, seguindo-se as recomendacdes da CETESB (L5.303/2012). As
contagens foram realizadas para obtencdo da concentracdo de metais
incorporados em 10° células de R. subcapitata/mL, quantidade de alga cedida por
organismo (ANEXO 1.B). Para contagem individual de cada amostra retirou-se
100ul da amostra com micropipeta automética e foi colocado na camara de
Sedgwick-Rafter, em seguida foi adicionado 900ul de agua mili-Q e deixado em
repouso por aproximadamente 15 minutos. A contagem seguiu-se por 10

quadrados aleatdrios da camara, calculando a média do niumero de células/mm?,

Os valores brutos do numero de células dos tratamentos foram
comparados ao mesmo parametro obtido no controle por meio da analise

estatistica de Kruskal-Wallis.

C. Testes de toxicidade com os metais Cd e Zn por via de exposicao
aquosa e alimentar, com o organismo-teste C. dubia: geragcdo parental e

geracao F1.

Nas mesmas condi¢cdes experimentais descritas no item A, foram expostos
individuos de C. dubia nas solu¢des de Cd e Zn. Esses organismos foram
alimentados com R. subcapitata mantidas separadamente nas 4 solucdes de

metais conforme descrito no item B. Nesse experimento os itens alimentares
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foram as algas da espécie R. subcapitata previamente contaminadas em
separado com os metais Zn e Cd, cada metal em duas concentragfes distintas,
conforme descrito no item B do desenho experimental, e algas livres de
contaminantes ministradas para o grupo controle. O alimento R. subcapitata foi
adicionado diariamente em quantidade equivalente a 10° células/organismo, além
de 0,02 mL/individuo de alimento composto ministrado 2 vezes por semana,
seguindo-se as recomendacdes da ABNT NBR 13373 (2011).

Os neonatos da geracdo parental (geracdo F1) nasceram em solucdo com
elementos metdlicos e estiveram expostos nas primeiras horas de vida. Durante a
segunda troca (144 horas) os neonatos foram retirados e introduzidos em
solucdes livre de contaminacao (agua de cultivo) e alimentadas com alga livre de
metal para avaliar a capacidade biologica de recuperacdo na auséncia de
contaminante. Os experimentos foram mantidos nas condigdes ambientais
idénticas as descritas no item A. Em seguida foram feitas analises das

concentracfes dos metais nos organismos.

Os parametros avaliados foram 1- NUmero de neonatos da geracao
parental; 2 - Viabilidade da geracdo F1 proveniente de exposicdo aquosa e
alimentar; 3- Capacidade da geracao F1 de recuperar se e 4- Analise quantitativa
de metais em tecidos biolégicos (bioconcentracdo) em organismos adultos e
geracado F1, descrito no item 4.2.2. O resumo do desenho experimental A, B e C

pode ser observado na figura 6.



A. Geracao Parental - C. dubia

ZnLB Zn MA CdLB Cd MA
Controle 0,18 mg/L || 0,27 mg/L || 0,001 mg/L || 0,0015 mg/L

10x

- Exposicéo crénica por 8 dias em incubadora com temperatura 25°C + 2°,
fotoperiodo de 16h luz e 600 lux, regime semi-estatico.
-Neonatos (0-24 horas) foram retirados durante a segunda troca do experimento
(144 horas) e inserido em nova condicdo experimental (Al).
-Os parametros bioldgicos avaliados foram: 1- NUmero de neonatos; 2- Viabilidade

da geragdo F1; 3- Andlise quantitativa de metais em tecidos biol6gicos.

Al. Geracao F1-C. dubia

Control Agua Agua Agua Agua
ontrofe reconstituida | | reconstituida | | reconstituida | | reconstituida

J

10x

- Exposicéo cronica por 8 dias em incubadora com temperatura 25°C + 2°,
fotoperiodo de 16h luz e 600 lux, regime semi-estatico.

-Os parametros hiolégicos avaliados foram os mesmo citados na geragéo parental.

B. Teste - R. subcapitata

ZnLB Zn MA CdLB Cd MA
Controle | | o9gmg/ || 0,27mg/L || 0,002 mgiL || 0,0025 mgiL

3x

- Foi adicionado: 100 mL Meio de Cultura+ [ ] Metal + 5x10° alga.
- Agitacdo em 175 rpm, 96horas e temperatura de 26° C + 2°
(incubadora Shaker Tecnal TE — 421).
- Contagem no microscopio, camera de Sedgwick-Rafter.
- A alga foi preparada e servida de alimento para C. dubia no teste C.
- O parametro bioldgico avaliado foi o crescimento algal (nimero de células).

C. Geracao Parental - C. dubia

oo ZnLB Zn MA CdLB cd MA
ontrole 0,18 mg/L || 0,27mg/L || 0,001 mg/L || 0,0015 mg/L

10x

- Exposicéo cronica por 8 dias em incubadora com temperatura 25°C + 2°,
fotoperiodo de 16h luz e 600 lux, regime semi-estatico.
-Neonatos (0-24 horas) foram retirados durante a segunda troca do experimento
(144 horas) e inserido nem nova condigdo experimental (C1).
-Os parametros bioldgicos avaliados foram: 1- NUmero de neonatos; 2- Viabilidade
de geracdo F1; 3- Andlise quantitativa de metais em tecidos biolégicos.

C1. Geracao F1 - C. dubia

,
Agua Agua Agua Agua
Controle [reconstitu ida] [reconstitu ida | |reconstituida | | reconstituida

J

- Exposicéo cronica por 8 dias em incubadora com temperatura de 25°C + 2°
fotoperiodo de 16h luz e 600 lux, regime semi-estatico.
-Os parametros bioldgicos avaliados foram 0s mesmo citados na geracdo parental.

10x

Figura 6. Desenho experimental dos ensaios ecotoxicologicos descritos nos itens A, B e C.
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4.2.2 Analises Quimicas

A quantificagdo dos metais em tecidos de C. dubia foi realizada baseada no
meétodo da digestdo acida, descrito por Soares (2011). Para realizar a digestao
dos organismos-teste, foram utilizados 10 organismos C. dubia previamente
lavados com EDTA para retirar o metal adsorvido, em seguida foram levados a
estufa de secagem por 30 minutos. No momento da digestdo, cada organismo foi
dissolvido utilizando uma mistura de 150 pyL de HNOj3; 65% (v/v) e 50 uL de
perdxido de hidrogénio (H20,) 30% (v/v) por organismo, ambos de alto grau PA. A
mistura permaneceu em repouso durante aproximadamente 12 horas. Seguiu-se
a adicdo de 3000 pL de agua ultrapura em cada tubo de ensaio. O preparado final

foi homogeneizado e levado para as determinacdes dos elementos metélicos.

As concentracdes de Zn foram realizadas em Espectrometria de Emissao
Otica com Plasma Indutivamente Acoplado/ICP - OES (series 720 da Agilent),
seguindo o método de APHA 3111 e as de Cd em Espectrofotdbmetro de Absor¢céo
Atébmica — Forno de Grafite/EEA - FG (Varian — 240Z), seguindo o método da EPA
29. A diferenca entre equipamentos foi necessaria devido aos limites de deteccdo
do ICP — EOS néo sendo possivel determinar as concentracdes de Cd. Todo o
procedimento descrito foi também realizado controle, considerado a amostra em
branco, em seguida foi feitas as andalises quantitativas. Todas as analises foram

feitas em parceria com o Laboratorio de Quimica Ambiental da Unesp/Sorocaba.

4.3 Tratamento estatistico dos dados

As significancias das comparacdes entre controle e contaminados foram
feitas através do software Biostat 5.3, sendo realizadas as andlises estatisticas
com Teste de Kruskal-wallis (parametros reprodutivos dos tratamentos em
comparacdo com as respostas obtidas no grupo controle) para avaliar a
toxicidade crénica dos testes (AYRES at al., 2007).

4.4 Tratamento dos Residuos

Todo residuo gerado durante a realizacdo da presente pesquisa foram
separados em recipientes plasticos e retirado pela Comissao Residuos da Unesp
Sorocaba, posteriormente foram encaminhados para ABICAMP empresa

responsavel por tratamento e destinacéo final dos residuos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A. Testes de toxicidade dos metais Cd e Zn por via de exposicao
aguosa com o organismo-teste C. dubia: Dados de reproducdo dos
parentais e geracéo F1.

Neste trabalho ndo ocorreram alteracdes nas variaveis fisicas e quimicas
da agua entre os diferentes tratamentos ao longo dos testes que pudessem
invalidar os dados experimentais (ANEXO 1.A). A validacdo da toxicidade dos
ensaios foi realizada pela constatacdo, no grupo controle, de taxa de
sobrevivéncia igual ou superior a 80%, além da observacdo da média néo inferior
a 15 neonatos por organismo em todos os testes, conforme recomendacfes da
ABNT NBR 13373 (2011).

Considerando os ensaios de toxicidade com Zn, realizados na geracao
parental, detectou-se toxicidade cronica por meio da reducdo significativa do
namero de neonatos em relacdo ao grupo controle (p<0,05), em ambas as
concentracOes testadas, conforme figura 7. No primeiro teste, foram registrados
valores médios de neonatos de 8 e 9 para Zn LB (Legislacdo brasileira) e Zn MA
(Meio Ambiente), respectivamente, diferindo significativamente do controle, que
obteve média de 17 neonatos por individuos adultos. No segundo teste com Zn
obteve-se numero médio de neonatos de 7 e 5 para Zn LB e Zn MA,
respectivamente, apresentando reducdo ainda maior no nimero de neonatos em
relacdo ao grupo controle com 18 neonatos (p<0,05). Observou-se que o0 Zn,
mesmo sendo um elemento essencial para 0s seres vivos, em concentracdes
acima das necessarias causou toxicidade crbnica, afetando a reproducédo da

espécie C. dubia.

Para garantir a reprodutibilidade dos dados os testes foram realizados duas
vezes nas mesmas condicfes, mas em periodos distintos, considerando a média
do nimero de neonatos do teste | e Il, a reducdo média da taxa reprodutiva dos
organismos expostos a concentracdo de Zn LB foi de 57%, enquanto Zn MA

0

reduziu 60% em relagdo a média do grupo controle, conforme figura 7.
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Figura 7 — Resultados de reproduc¢éo dos testes de toxicidade crénica (média de neonatos por

individuo) na exposi¢do da C. dubia (geracao parental) as concentracdes de metais.

Do mesmo modo, nos ensaios com as concentracées de Cd, considerando
se o parametro reprodutivo detectou-se toxicidade significativa (p<0,05), conforme
figura 7. A média no niumero de neonatos foi de 10 e 9, para Cd LB e Cd MA
respectivamente, durante o primeiro teste, enquanto o controle apresentou média
de 17 neonatos por fémea. No segundo teste, o nimero de neonatos foi de 7 e 3,
para Cd LB e Cd MA, respectivamente, evidenciando reducdo significativa no

namero de neonatos em relagdo ao grupo controle com 18 neonatos (figura 7).

Segundo CETESB (2012), as concentracdes de Cd e Zn encontradas no
meio ambiente aquatico estdo 50% em desacordo com as concentracfes
permitidas pela legislacéo, fato que corrobora para a presente pesquisa. Tendo
em vista que os testes com Cd MA (Meio Ambiente) demostraram efeito mais
agressivo, pela reducdo média de 65% na reproducdo entre o teste | e I,
enquanto no Cd LB a reducao foi de 51%. De acordo com Janner (2007) o Cd
esta entre os produtos quimicos com especial atencdo para as substancias

classificadas como toxica considerando-se 0s aspectos reprodutivos.
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Estudos recentes relacionam a presenca de contaminantes metélicos com
0 comprometimento na reprodugdo e no desenvolvimento em diversos
organismos aquaticos (ZARONI et. al., 2012; HOOK et. al., 2013; CHEN et. al.,
2014). Segundo Zaroni et. al.(2012), concentracbes de elementos metélicos
como zinco e cadmio afetam a reproducdo do crustaceo estuarino Nitokra sp,
interferindo na cadeia trofica bentdnica e logo em outros compartimentos do

ambiente aquatico.

Muyssen e Janssen (2001) estudaram o Claddcero C. dubia aclimatados
em concentragdes de Zn que variaram entre 0 - 100pg/L, durante o ensaio cronico
observou-se que concentracbes mais elevadas induziram um aumento da
mortalidade e em concentracbes média o numero de neonatos foi considerado
baixo. Em outro estudo, de acordo com Muyssen et. al., (2006), varios parametros
fisiolégicos foram analisados durante a exposicdo crbnica de D. magna em
concentragbes de Zn dissolvidos, sendo a maior concentracdo 340ug/L.
Organismos expostos em 170ug/L ndo demonstraram efeito téxico significativo,
enquanto em 250ug/L foi possivel notar uma tendéncia de efeitos toxico, pois o
crescimento dos organismos foi significativamente afetado e a reproducéo foi
ligeiramente afetada. A diminuicdo de 37% do contedudo de Ca foi observada,
sugerindo um efeito competitivo entre Zn e Ca. A hipétese da interacdo de Ca,
provavelmente a primeira causa para efeitos da toxicidade de zinco em D. magna,
ainda ndo é bem definida, sugerindo novos estudos a respeito. Tais resultados
sobre efeitos de Zn relacionados a reproducdo corroboram com a presente
pesquisa, apresentando diversas concentracfes e efeitos significativos na taxa
reprodutiva, no entanto analises sobre concentracdo de Ca nao foram realizadas,

mas a hipotese de interacdo competitiva entre Ca e Zn deve ser mais investigada.

Palaniappan et. al. (2010) estudaram o efeito da exposi¢do de Zn sobre o
organismo Labeo rohita, uma espécie de peixe de dgua doce comum no Sul da
Asia. Os resultados do estudo sugerem que a exposicdo ao zinco provoca
significativas alteracdes nas constituicdes bioquimicas dos tecidos e alteracdes
nas estruturas secundarias de proteina. Observa-se que em 7 dias
aproximadamente 50% zinco absorvido é eliminado do organismo por meio de

depuragcdo natural. Esse processo biolégico pode ocorrer naturalmente para
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deslocar os poluentes organicos de um organismo. A excregdo de zinco
incorporado ocorre lentamente provavelmente devido a elevada afinidade para
metalotioneina (MTs). As MTs sao proteinas que atuam nos sistemas biologicos
na regulacdo de concentracao de elementos tracos livres como Zn e como agente
de detoxificagdo para metais como Cd. A interagcdo das MTs com Zn e sua lenta

eliminagdo podem justificar efeito toxico causado para ambos os elementos.

Mesmo sabendo que ndo é o ideal fazermos comparacfes entre
organismos diferentes, trabalhos relacionados a reproducédo de microcrustaceos e
Zn s&o escassos na literatura, muito provavelmente por se tratar de um elemento
essencial. Sendo assim, a comparacao dos efeitos desse metal se torna um tanto
complexa diante da particularidade de cada espécie, da necessidade fisiologica
natural desse micronutriente no organismo e da capacidade individual de
responder ao estresse ambiental devido a elevadas concentragdes de elementos
metalicos no meio ambiente. No entanto, é evidente a acdo toxica do Zn em
diversos organismos do ecossistema aquatico, mesmo em concentracdes
relativamente baixas, como no presente estudo, quando esta excede o limite
natural do corpo, podendo acarretar alteracdes em niveis citolégico e bioquimico,
comprometendo a reproducao.

Considerando-se a toxicidade do Cd, Conink et. al. (2013) observaram 44%
de reducdo na reproducdo de D. magna em comparacdo ao controle apls a
exposicdo Cd em concentracdo de 0,008 mg/L, dados préximos dos resultados
obtidos no presente trabalho onde verificou-se reducdo de 51% dos neonatos em

concentracdes de 0,001 mg/L e 65% em 0,0015 mg/L, respectivamente.

Sofyan et. al., (2007), investigaram toxicidade sobre C. dubia durante 7 dias
em exposi¢cao aquosa com diferentes concentracdes de Cd (0O, 5, 10, 20, 40 e 80
Mg/L) sobre C. dubia. Os efeitos da toxicidade de Cd foram significativos (p<0.05),
vistos na reducdo da sobrevivéncia, taxa de alimentacdo e reproducdo de C.
dubia. As implicagbes na reproducdo foram mais observadas em relacdo a
alimentacdo, sendo esta a menos sensivel durante o estudo, segundo os autores.
No entanto, a inibicdo significativa dos neonatos foi observada na menor
concentracéo utilizada, isto é, 5 pyg/L, enquanto a reducao significativa sobre as

taxas de sobrevivéncia e alimentacdo foi em 10 e 20 pg/L, respectivamente. A
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reducdo observada na alimentacdo devido a exposi¢cdo aguosa pode ser causada
por varios fatores, como os efeitos sistémicos acontecendo internamente ou
respostas comportamentais, alimentos ndo assimilado ou taxas de filtracédo
reduzida (BAILLIEUL E BLUST, 1999 apud. SOFYAN et. al., 2007). No entanto
mesmo que a taxa de alimentacdo seja considerada menos sensivel, qualquer
interferéncia nesse processo pode ocasionar outros, comprometendo entdo o

funcionamento do sistema biolégico de forma geral.

De acordo com Soetaert et. al., (2007), alteracbes nas vias moleculares
associadas aos processos de digestdao, metabolismo e desenvolvimento do
embrido de dafinideos podem ser notados quando expostos as concentracfes de
Cd (10, 50, 100ug/L). Os efeitos observados em concentracfes mais elevadas e a
exposicao prolongada de Cd corroboram com a presente pesquisa, onde foi
possivel notar efeito mais agressivo na concentracdo maior de Cd. Segundo
Bodar et. al.,, (1988) houve atraso no inicio da reproducdo de D. magna em
concentracfes de Cd entre de 5,0 — 50,0mg/L. Outros estudos também relatam
efeitos sobre o sistema digestério e locomotor, mas a hipétese de que tais efeitos
podem refletir na reproducdo e desenvolvimento de dafinideos deve ser mais
discutida (BODAR, et. al., 1988; SOETAERT et. al., 2007).

Efeitos conjuntos da temperatura, alimentacdo e Cd (0.50, 1 e 2 mg/L),
sobre a taxa de crescimento em populagcdo de D. magna revelaram que, 0
aumento da populacdo ocorria com alto nivel de temperatura e alimento, mas
diminuiu na presenca de Cd (Heugens et. al., 2006). Biesinger e Christensen
(1972), avaliaram a toxicidade de diversos metais sobre D. magna incluindo Cd e
assim como no presente trabalho foi constatada diminuicdo no numero de
neonatos, demonstrando insuficiéncia reprodutiva. Logo, € perceptivel que muitas
concentragbes de metais permitidos a sobrevivéncia podem prejudicar a
reproducdo e outras funcbes bioquimicas que também podem variar com a

exposicao a diferentes metais.

Em uma andlise comparativa de Pseudosida ramosa (espécie de
Cladocera endémica da regido Neotropical), na presenca de Cd demonstrou
toxicidade aguda na exposicdo de 0,20 mg/L, enquanto para D. magna, segundo

Guan e Wang (2006), verificou-se toxicidade em 0,38mg/L de Cd. No entanto,
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quando comparada a C. dubia, observou-se efeito tOxico em concentracdo menor
que 0,04 mg/L de Cd, demostrando que o organismo-teste C. dubia € espécie
mais sensivel quando comparada a P. ramosa e D. magna (FREITAS E ROCHA,
2006; WINNER, 2009). As concentracdes utilizadas nos estudos acima sé&o
elevadas se comparadas as do presente trabalho, observando que para

microcrustaceos aquatico a C. dubia apresenta maior sensibilidade ao Cd.

Biesinger et.al. (1986), avaliaram efeitos na reproducédo de Daphnia magna
expostas as concentracdes de Zn, Cd e Hg individuais e em misturas. Os
resultados demonstraram que Cd nado afetou significativamente a reproducdo em
concentragdes de 0,09, 0,19, ou 0,35 pg/L; no entanto, quando Hg e Cd foram
testados em conjunto houve efeitos significativos sobre a reproducdo. Ja a
mistura de Cd-Zn quando Zn é adicionados com Cd em concentracdes de 0,19 e
0,35 pg/L pode ser notar efeitos significativos sobre a reprodugcédo, mesmo o Zn
sozinho em concentracdo de 140,3 ug/L afetada a reproducédo, assim como a
mistura com todas as concentracdes de Cd e Hg testado. E possivel notar que a
toxicidade é potencializada pela interacdo combinada dos metais afetando
significativamente reproducdo de D. magna. E evidente que além dos efeitos
individuais que cada elemento metalico pode causar para um organismo, muitos
estudam ainda devem ser realizados para compreender também os efeitos em
conjunto, pois de acordo os autores, mesmo em pequenas concentracdes 0s

efeitos téxicos podem ser potencializados.

Outro aspecto importante sobre a toxicidade dos metais para organismos
aguaticos estd relacionado a existéncia ou ndo de recuperacdo depois de
interrompida a exposicdo dos organismos a esses toxicos. A presente pesquisa
revelou que a toxicidade crénica obtida para ambos os metais e em ambas as
concentracbes testadas os efeitos persistiram na geracdo F1, mesmo o0s
organismos sendo mantidos em condicbes ambientalmente saudaveis (dgua de

cultivo) (figura 8).
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Figura 8 — Resultados de reproducéo dos testes de toxicidade cronica (média de neonatos por

individuo) da Geracéo F1 de C. dubia de pais expostos as concentragdes de metais.

A exposicdo de parentais pode ter influenciado na taxa reprodutiva da
geracdo F1, no entanto esta geragdo nascida em ambiente contaminado também
permaneceu em exposi¢cao aquosa aos elementos metalicos nas primeiras horas
de vida, levando a um efeito em conjunto. O resultado no primeiro teste foi de 14
neonatos tanto em Zn LB quanto Zn MA, enquanto o controle obteve em média 18
neonatos, nao apresentando efeito significativo em relagdo ao grupo nao
contaminado. No segundo teste obteve-se numero médio de neonatos de 15 e 13
para Zn LB e Zn MA*, respectivamente, enquanto o grupo controle registrou-se 19
neonatos por fémeas. Considerando as médias dos testes | e Il, os organismos
provenientes de pais expostos ao Zn e expostos nas primeiras horas de vida
apresentaram diminuicdo significativa da capacidade de gerar neonatos em
21,5% Zn LB e 27% Zn MA em relacdo ao grupo controle, conforme figura 8.

Nos organismos provenientes da exposicao parental as concentracdes de
Cd, a média no numero de neonatos foi de 13 (Cd LB)* e 14 (Cd MA), no primeiro
teste, ja o controle apresentou média de 18 neonatos por organismo. Durante o

segundo teste a média de neonatos foi de 19 para o grupo controle, 10 e 11, para



43

Cd LB* e Cd MA* respectivamente, demonstrando efeito significativo na
reproducdo da geragcdo ndo exposta a concentragbes de Cd, exceto a
concentracdo ambiental do teste |I. Estatisticamente houve diferenca significativa
(p < 0,05)* na maioria das concentragdes de Cd, apresentando redugcdo média no
namero de neonatos entre teste | e Il de 35% Cd LB e 32% Cd MA (figura 8).

Os resultados demonstraram que concentracbes ambientalmente
representativas podem comprometer a reproducédo do organismo-teste, bem como
a reproducédo de seus descendentes. Tais efeitos podem ter sido ocasionados
pela exposi¢cao nas primeiras horas de vida somado com a exposi¢cao dos pais
aos metais. Efeitos parentais e no desenvolvimento de seus descendentes
expostos a elementos metalicos demonstram alteragbes na sobrevivéncia,
reproducdo, comportamento, fisiologia e morfologia (TSUI&WANG 2005;
MARSHALL 2008).

O interesse no estudo de impactos no desenvolvimento ndo s6 observando
os efeitos parentais como também em geracdes ndo é comum, pois a maior parte
avalia a exposicédo da geracao parental e das seguintes na mesma condi¢do, ou
seja, na presenca de contaminante também. Porém, informacdes sobre a
resposta das geracdes ndo exposta proveniente de pais e ambiente contaminado
sao insuficientes, mostrando a necessidade de outros ensaios com este perfil. Na
Unido Europeia foi aprovada a lei EC 1907/2006 no encontro sobre Autorizacao
de Substancias Quimicas (REACH), que duas geracdes testes sdo necessarias
para verificar a capacidade reprodutiva da primeira geracédo, depois de uma
completar a vida util, para tornar o estudo ainda mais completo. (REACH, 2006;
JANNER, 2007).

De acordo com Plautz e Salice (2013), os efeitos dos parentais sao
influéncias ndo genotipicas na descendéncia que ocorrem por meio de fendtipos
parentais ou ambientais, pois o processo de desenvolvimento ocorre durante o
crescimento a resposta aos estimulos ambientais. Os autores destacam que a
exposicdo aos toxicos ambientais durante o desenvolvimento podem, em alguns
casos, ter um forte efeito téxico subsequente sobre a geracdo de exposicoes
parentais. Os efeitos parentais podem alterar a resposta biologica da geracéo,

demonstrando a importancia na compreensdo de como os descendentes vao
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responder aos contaminantes quimicos e como sera seu desenvolvimento a ndo

exposicao.

Nos estudos de entre geracdes com concentracdes de Cd e Zn verificaram-
se correlacbes significativas (p<0,5) negativas entre as geracdoes de
microinvertebrados aquaticos. Organismos claddceros da espécie Daphnia
magna, em testes de gera¢des Zn demonstraram que 0 aumento na concentragao
(800 pg/L) levou a reducéo da tolerancia cronica, resultando em diminui¢cdes na
sobrevivéncia e reproducdo (Muyssen e Janssen, 2001). Um estudo semelhante
com concentracdes entre 0 e 250 pg/L de Cd, verificou-se que 0s organismos
apresentaram taxas de reproducdo baixas e alta mortalidade nas concentracdes
maiores (Muyssen e Janssen, 2004). Os autores afirmam que estudos de
geracbes sdo importantes para a avaliacdo dos efeitos em longo prazo de

poluentes no ambiente aquéatico (Muyssen e Janssen, 2001 e 2004).

Os efeitos de metais potencialmente téxicos sdo evidentes em todos os
niveis aquaticos tanto na geracdo parental quanto nas geracfes seguintes
apresentando diversas implicacbes no desenvolvimento e na reproducdo. No
entanto, estudos sobre a resposta das geragbes F1 provenientes de pais
expostos, porém nao exposta, sdo escassos e esses dados sdo relevantes para
avaliar a capacidade de recuperacdo biolégica simulando um ambiente saudavel

e visando a perpetuacdo das espécies.

Considerando a capacidade de organismos provenientes de ambientes
contaminados de se recuperarem. Observou-se que claddceros expostos a
concentracfes de metais podem apresentar recuperacdo quando o ambiente se
torna favoravel (Mangas-Ramirez, 2004). No entanto, poucos trabalhos possuem
esse enfoque. Os dados obtidos no presente estudo corroboram com os do
referido autor, quando analisamos a relacao entre a geracéo parental exposta e a
geracdo F1 proveniente, pois € possivel perceber que houve uma melhora
significativa em relagdo ao numero médio de neonatos ap0s a insercdo dos
organismos em condicdo favoravel, neste caso livre de contaminante metélico.
Essa informacdo pode ser observada na figura 9, sendo apresentado pela
sobreposicao dos graficos 7 e 8, que estédo relacionados aos dados reprodutivos

da parental e geracdo F1 (em destaque com borda vermelha).
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FIGURA 9: Dados de reproducéo, com sobreposi¢édo dos gréaficos 8 e 9. Apresenta o
efeito significativo *(p<0,05) na reducéo do nimero de neonatos da geracao parental (com borda
vermelha) em relacé@o a geracéo F1.

Nos ensaios com organismos provenientes de adultas expostas ao Zn,
geracdo F1, observou-se um aumento no nimero de neonatos correspondente a
55,5% na concentracdo Zn LB e 30% na condicdo de exposi¢cao parental ao Zn
MA, em comparacdo ao numero de neonatos detectados na geracdo parental. Tal
condicao de aumento no niumero de neonatos da geracdo F1, proveniente de pais
expostos ao cadmio também foi observado, com valores de 55% Cd LB e 75% Cd
MA acima das porcentagens de neonatos obtidos na geracdo parental. Os
resultados demostram a viabilidade na geracao seguinte, quando nao exposta em
contaminante, possibilitando uma chance maior de se recuperar e prosseguir

gerando descendentes.

Diante de tais afirmacdes e dos resultados do presente estudo, verifica-se
que Zn e Cd causaram toxicidade cronica para a espécie C. dubia,
comprometendo a reproducdo da geracéo parental e refletindo sobre a geracéo

seguinte.
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B. Testes de toxicidade com os metais Cd e Zn com o0 organismo-teste R.
subcaptata: Dados de crescimento.

O impacto dos metais em ambientes aquaticos é usualmente determinado
através de testes de toxicidade utilizando invertebrados ou peixes, no entanto, o
conhecimento da toxicidade em diferentes niveis troficos € muito importante para
poder mensurar a magnitude dos riscos para o meio ambiente. O interesse
crescente na aplicacdo de algas na realizacdo de testes toxicologicos tem sido
evidenciado devido a rapidez e simplicidade com que os testes podem ser
executados e, ainda, devido ao seu baixo custo. O efeito de inibigdo resultante
sobre a populacdo de algas pode ser observado apds um intervalo de tempo pré-
estabelecido (geralmente entre 3 e 4 dias), e é determinado comparando-se o
crescimento observado na presenca de agente toxico com o crescimento normal

observado em uma solucéao livre de agente toxico (BRITTO, 2011).

Os testes de toxicidade com a alga R. subcapitata exposta a concentracdes
de Zn e Cd ndo apresentaram inibicdo no crescimento de células para essas
concentracfes testadas, em relacdo ao numero de células obtidas na condicao
controle (Figura 10). Para garantir a reprodutibilidade dos dados os testes foram
realizados duas vezes nas mesmas condi¢cdes, mas em periodos diferentes,
entdo serdo apresentadas médias entre | e Il de cada concentragdo.
Considerando-se os dados brutos observou-se uma reducdo no numero de
células de cada tratamento do metal Zn em relacéo ao grupo controle. A reducao
média foi de 11% Zn LB e 3,5% Zn MA, o que ndo foi suficiente para atestar a
toxicidade desse metal nas concentracdes estudadas.

Em relacdo a exposicdo as concentracdes de Cd, observou-se um ténue
aumento no numero de células correspondentes a 4,5% Cd LB, enquanto em Cd

MA apresentou reducao média de 4%, conforme figura 10.
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Figura 10 — Resultados dos testes de toxicidade cronica (média da contagem do nimero de células)

de R. subcaptata expostas as concentracdes de metais.

De acordo com Taylor (1998), algas de &gua doce, como todas as
particulas em suspensdo na coluna de agua, apresentam uma carga hegativa
liquida resultando em uma afinidade para as espécies carregadas positivamente,
assim como 0s metais toxicos, o que sera imediatamente adsorvido a superficies
de células de algas. Desta maneira, a capacidade de interacdo da alga com
contaminantes metalicos é relativamente rapida, porém, devido as concentracdes
baixas utilizadas no presente estudo tais interacées nao foram possiveis de serem

visualizadas.

Segundo Britto (2011), na auséncia de metais, a alga R. subcapitata
cresceu exponencialmente durante cerca de 3 dias, na presenca de baixa
concentracéo de Cd (150 nmol/L, o que corresponde a 17 pg/L), ndo provocando
qualquer efeito sobre o crescimento. Para esta concentracdo de metal o nUmero
de células ao fim de 72h foi idéntico ao do controle (na auséncia de metal),
enquanto na exposicado de Zn (300 nmol, o que corresponde a 20 ug/L) ao meio

de cultura também ndo provocou efeito significativo sobre o crescimento da alga.
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Com esta concentracdo de metal, o0 niumero de células ao fim de 72h sofreu uma
pequena variagdo em relagdo ao do controle, mantendo-se similar na presenca ou
auséncia de metal. Neste ensaio as concentracdes utilizadas sdo extremamente
baixas, sendo que as concentracdes de Zn testadas por Britto (2011) foram 9
vezes menores que as concentragdes utilizadas, enquanto as concentragédo de
cadmio foram mais de 50 vezes menores em relagdo a concentragdo do presente

estudo, ndo apresentando qualquer efeito toxico.

As concentragdes utilizadas por Britto (op. cit.) sdo extremamente baixas,
ndo apresentando efeito na média de crescimento algal, assim como no presente
estudo. Os dados apontam que a alga R. subcapitata apresenta tolerancia a
exposicao de Zn e Cd em concentracfes consideradas baixas (ppb). Algumas
espécies podem amenizar ou impedir o efeito toxico, quando o metal esta no
interior da célula, devido ao mecanismo natural de detoxificacdo de compostos
metélicos. Este mecanismo é regulado pelas proteinas Metalotioneinas (MTs),
gue atuam na regulacdo de metais essenciais como zinco e a detoxificacdo de
metais toxicos como cadmio. Ja foram identificadas em espécies de algas como a
C. vulgaris sendo induzida na presenca de Zn e/ou Cd, no entanto quando a
concentragdo do metal ultrapassa os limites naturais do sistema metabdlico, a
capacidade da alga de responder a estes metais é inibida, iniciando o processo

de toxicidade e bioacumulacdo (RAND&PETROCELLI, 2004).

Em ensaios com sulfato de cobre a partir de diluices da concentracéo 2,0
mg/L, foi possivel observar que ocorreu diferenca estatistica no crescimento algal
entre o controle e todas as diluicdes. O CuSO, mesmo na menor concentracao,
3,1% (0,062 mg/L), ndo foi suficiente para diminuir a toxicidade do cobre para a
alga R. subcapitata, causando inibicdo no crescimento das algas (CARVALHO,
2009). Tais dados demonstram toxicidade sobre algas quando expostas a
elementos metdlicos, no entanto nas concentracdes propostas pelo presente
trabalho ndo houve efeito toxico, talvez pela solucdo teste possuir concentracdes
pequenas de zinco e cadmio. A taxa de crescimento das algas R. subcapitata
também foi avaliada durante bioensaio de 96h de exposicdo a concentracdes
variadas de Cd (0,06, 0,15, 0,29, 0,68 e 1,29 mmol/L) e Cr (1,82, 3,57, 7,36, 14,9

e 27,4 mmol/L). Ao término do ensaio observou-se que mesmo em concentracdes
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extremamente baixas o Cadmio foi considerado mais tdxico que cromo
(RODGHER et. al., 2012).

Embora efeitos significativos sobre a alga neste experimento ndo tenham
sido identificados, outros efeitos ndo observados a olho nu, como efeitos
moleculares, quimicos, tamanho celular foram citados em outros trabalhos

qguando a R. subcapitata é exposta a diversos metais.

C. Testes de toxicidade com os metais Cd e Zn por vias de exposi¢céao
aguosa e alimentar com o organismo-teste C. dubia: Dados de reproducao
dos parentais expostos e geracao F1.

Durante o teste de toxicidade com Ceriodaphnia dubia houve a exposicao
simultdnea dos organismos as solucdes-teste de metais e alimento natural
previamente contaminado com os metais Cd e Zn nas condigdes descritas no item
C do desenho experimental. Para os parametros reprodutivos houve diferenca
significativa (p<0,05) em todos os grupos da geracao parental, conforme Figura
11. Comparando-se a média de neonatos do grupo controle com os demais
tratamentos obteve-se uma reducédo de 32% para Zn LB e 32% para o Zn MA
45% para o Cd LB e 36% para o Cd MA.
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Figura 11 — Resultados de reproducéo dos testes de toxicidade cronica de C. dubia na exposicdo de
metais por via aquosa e alimentar, geracéo parental e geracéo F1.

Segundo Zagatto (2006) a toxicidade por metais nos ambientes aquaticos
se deve ao fato de que, na maioria das vezes, ocorre a partir da exposicéo
cronica, ou seja, em baixas concentracdes por periodo de tempo prolongado.
Eventos agudos podem causar maior transtorno para os organismos afetados,
mas sao raros. Por isso a importancia de se conhecer os efeitos a partir da
exposicdo em diferentes niveis na cadeia trofica em concentracdes baixas e
representativas para o meio ambiente, para poder ter uma visdo completa do
efeito dos contaminantes metalicos no ecossistema aquatico. No entanto, muitos
testes ecotoxicologicos, de forma geral, consideram apenas a exposi¢cao do metal
na fase aquosa, sem considerar a importancia relativa da captacéo dietética e da

toxicidade nos organismos (MEYER et. al., 2005).

Taylor et. al., (1998) realizou um estudo de toxicidade semelhante ao da
presente pesquisa, onde expds Chlorella vulgaris a um gradiente de
concentracdes de Cd entre 0,1 e 1.000 mg/L para avaliar os efeitos da exposi¢cao
alimentar com Dapnhia magna. O autor concluiu que a ingestdo das algas
contaminadas levou a reducao do crescimento e da reproducédo de D. magna. Na

presente pesquisa com duas vias de exposi¢cdo, sendo aquosa e a alimentar,
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simulando uma situacéo real, também pdde-se observar o efeito deletério do Cd

sobre a reproducéo de C. dubia.

De Schamphelaere et al. (2004) fazem critica sobre a pouca atencédo que
tem sido dirigida para a toxicidade alimentar por metais para invertebrados de
adgua doce. Sendo assim, apresentaram um estudo sobre a toxicidade cronica de
Zn na dieta para D. magna, e obtiveram como resultado uma reducéao significativa
de 40% do total de reproducdo dos organismos alimentados com algas expostas
as concentracdes de 28 e 61 pg/L. Sofyan et. al. (2007) também observaram
efeitos significativos sobre a sobrevivéncia, taxa de alimentagcéao e reproducéo de
C. dubia ap0s exposicao cronica de agua e alimento contaminados em diferentes
concentracbes de Cd (5, 10, 20, 40 e 80 pg/L), sendo que observaram efeito
toxico significativo na reproducédo de C. dubia, apesar de que em concentracdes
mais elevadas (no minimo 5x) do que no presente estudo, corroborando com a
presente pesquisa apresentando efeito ndo inibitério em concentracdes

consideradas baixas.

A exposi¢cdo de D. magna a 0.5, 1, 2, 4 e 10 pg/L de Cd através da
abordagem integrada via alimento e contato direto com &gua contaminada foi
avaliado por Barata et. al., (2002). Os autores demonstraram que a acumulacdo
de Cd no organismo-teste foi duas vezes maior por exposi¢cdo a agua do que na
ingestao de algas contaminadas. Também evidenciou-se que os efeitos deletérios
na taxa de reproducdo foram mais evidentes na exposicdo apenas de agua
comparados com a exposi¢ao simultanea de alga e agua. Na presente pesquisa a
exposicao simultanea (aquosa e alimentar) também revelaram toxicidade menor
guando comparados geracao parental de C. dubia exposta via aquosa e alimento
nao contaminado dos primeiros testes, com a geracdo parental exposta via
aguosa mais alimento contaminado com concentracfes dos metais Zn e Cd
(segundo teste), ambos considerando-se o0s aspectos reprodutivos, conforme
figura 12.
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Figura 12 — Dados de reproduc¢éo geracao parental C. dubia dos graficos 7 e 11.
Apresentando a diferenca significativa na reducéo do nimero de neonatos expostos apenas por
via aquosa em relacédo a exposicao aguosa e alimentar.

Rodgher e Espindola (2008), verificaram a diminuicdo da sobrevivéncia e
do nimero de neonatos pela exposicao de C. dubia ao alimento com diferentes
densidades da alga P. subcapitata (atual R. subcaptata) expostas na fase de
crescimento exponencial a niveis de Cd dissolvidos em concentracbes (0, 0.60,
1.40, 2.70x107). As concentracdes de Cd dissolvidos utilizados nos testes de
toxicidade crénica com zooplancton foram 0, 0,11, 0,19, 0,44, 0,87, 1,78x10’ e
alimentados com 1x10* células/mL, 1x10° células/mL e 1x10° células/mL.
Segundo os autores as algas sdo uma importante via de exposicdo ao metal e
diferentes densidades algais tem consideravel influéncia sobre a toxicidade de

metais para dafinideos.

Em outro estudo experimental Rodgher e Espindola (2007), observaram
efeitos toxicos significativos na sobrevivéncia e reproducdo de C. dubia quando
exposta a 8,73, 18,22 e 34,04 mg/L Cr e alimentada com diferentes densidades
algais contaminada (concentracdes entre 94 a 774 mg/L Cr). Foi possivel
observar que a qualidade e quantidade do alimento sdo fatores significativos na

toxicidade aos dafinideos. Apesar de no presente estudo ndo ser possivel afirmar
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que a alimentacdo desencadeou a toxicidade, possivelmente contribuiu para os
efeitos deletérios observados. Tais dados corroboram com a presente pesquisa,
onde os organismos foram expostos por multivias de contaminacdo, mesmo
sendo com metais diferentes € possivel observar efeitos reprodutivos negativos

em microcrustaceos de agua doce.

De acordo com os trabalhos encontrados na literatura, fica evidente que o
alimento deve ser considerado uma fonte importante de contaminacao de Cd, Zn
e outros metais. Por isso, analises aprofundada dos efeitos toxicos sobre
organismos zooplanctdnicos apds exposi¢cdo crbnica ao alimento contaminado
deve ser feita, pois tais informacdes auxiliam na predicao dos riscos que esse tipo
de exposicdo pode ter sobre o equilibrio desse ecossistema garantindo a

seguranca de outros organismos e seus descendentes.

Na presente pesquisa, considerando-se o teste da geragdo F1 (neonatos
provenientes de pais expostos aos metais por via aquosa e alimentar
simultaneamente), neonatos foram introduzidos em meio livre de contaminante, e
alimentados com alga pura ndo contaminada. Foi possivel observar que os
neonatos ndo se reproduziram como No grupo controle e a exposi¢cédo da geracao
parental interferiu na taxa de reproducao da geracéo F1, uma vez que se registrou
a reducao no numero de neonatos, em relacdo ao niumero de neonatos obtido na
condicdo controle, em 47%, 27%, 27% e 33% quando a geracdo F1 foi
proveniente de pais expostos aos Zn LB, Zn MA, Cd LB e Cd MA,
respectivamente (figura 11). Essa reducdo no numero de neonatos da geracao
F1 mostra que a atuacdo do Zn e Cd podem comprometer as geracdes seguintes,
pois seus descendentes mesmo livres de contaminantes ndo apresentaram
recuperacdo bioldgica entre as geracBes. No entanto a exposicdo dos
organismos nas primeiras horas de vida pode ter contribuido também na reducédo
de neonatos da geracgéao F1.

A recuperacao dos organismos parece estar diretamente relacionada aos
mecanismos de regulacdo de metais esséncias e ndo-essenciais encontrados em
invertebrados de modo geral (RAINBOW, 2002). A tolerancia ou a resisténcia a
toxicidade por metais € realizada através da especiacdo dentro da célula. O

sequestro por ligantes celulares tais como as metalotioneinas e acumulo em
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organelas especificas sdo estratégias comuns adotadas pelos invertebrados
(WALLACE et. al., 2003).

A possibilidade de regulacdo da concentracdo de metais nos organismos €
considerada efetiva apenas para 0s metais essenciais como Zn e Cu (De
SCHAMPHELAERE et. al.,, 2004; 2007). Outros estudos demonstram a
capacidade de controle dos efeitos tdéxicos, mesmo para metais ndo-essenciais,
como Cd (RAINBOW, 2002). No entanto a existéncia de recuperacdo de
organismos expostos a metais € pouco conhecida pela literatura. Diante de tais
fatos visto que este é um dos primeiros trabalhos de recuperagéo realizado entre
geracOes, sugere-se que novos ensaios sejam feitos para embasar melhor a

discussao desses dados.

D. Andlises quimicas da concentracdo de metal em tecido bioldégico de C.

dubia em testes de toxicidade com o0os metais Cd e Zn.

As analises quimicas das amostras de tecido biolégico digeridos para
quantificacdo de metais incorporados no organismo demonstraram que nas
amostras analisadas os valores dos metais Zn e Cd encontraram-se bem abaixo
das concentracdes iniciais em que 0s organismos foram expostos. Sendo assim,
as concentracdes detectadas pelos aparelhos foram irrelevantes nao constatando
bioconcentracdo dos elementos metalicos pelo método nos testes de toxicidade

com organismo C. dubia na etapa A e C, conforme tabela 5 e 6.

Tabela 5. Resultados das analises quimicas do teste de toxicidade com o organismo-teste

C. dubia (parentais e geracdo F1) por via de exposi¢do aguosa.

Concentragao de metais em tecido biolagico (ug/L)

[ 1teste 12Teste 2°2Teste 32teste Média
Zn LB 180 pg/L 21.44 27.05 22.31 23.60 £4.30
Zn MA 270 pg/L 23.96 22.52 26.40 24.29 +2.25
Cd LB 1ug/L 0.63 0.223 0.097 0.32 + 0.001
Cd MA 1.5 pug/L 0.733 0.704 0.709 0.72 £ 0.001
Zn LB F1 - 28.15 33.11 34.80 32.02 £ 0.41
Zn MA F1 = 28.04 28.95 24.10 27.03 £ 0.72
CdLBF1 - 0.529 0.211 0.062 0.27 £ 0.001

Cd MAF1 3 0.559 0.441 0.063 0.35+0.001
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Tabela 6. Resultados das analises quimicas dos testes de toxicidade com C. dubia
(parentais e geracao F1) por via de exposicao aquosa e alimentar.

Concentragao de metais em tecido biolagico (ug/L)

[ ]Teste 12 Teste 22 Teste Média
Zn LB 180 pg/L 28.98 23.45 26.22+1.4
Zn MA 270 pg/L 23.26 33.36 28.31+4.87
Cd LB 1pg/L 0.028 0.041 0.03+0
Cd MA 1.5 pg/L 0.041 0.028 0.03+0
ZnLBF1 - 25.78 22.46 24.12 +4.11
Zn MAF1 - 27.91 25.50 26.70 £ 3.10
Cd LB F1 - 0.37 0.096 0.23+0
Cd MA F1 - 0.39 0.58 0.49+0

Segundo Castro et. al. (2008), a concentracdo de contaminantes € 0 processo
pelo qual uma substancia quimica € absorvida do ambiente aquatico para os
tecidos biolégicos. Essa exposicdo ao contaminante pode ser por meio das areas
dérmicas e respiratérias do organismo e segundo a autora a dieta alimentar ndo é
inclusa como proposto pelo item C na parte experimental da pesquisa. Ja Sofyan
et. al. (2007) apresentam dados indicando que o cadmio foi acumulado tanto
através da exposicao de agua quanto através da dieta sobre C. dubia, afetando a
alimentacdo e producdo de neonatos. Além disso, observou-se transferéncia de
Cd na cadeia trofica entre os produtores primarios (R. subcapitata) e
consumidores primarios (C. dubia), indicando a importancia de estudos sobre
multivias de exposi¢cdes como as fontes de captacéo e toxicidade do metal, além
dos ensaios tradicionais apenas por via aquatica. No entanto, para avaliacdo de
bioconcentragcdo fatores como concentragdo e tempo de exposicdo Ssao
relevantes. Neste caso, as concentracdes utilizadas foram consideradas
extremamente baixas, sendo alguns valores encontrados abaixos do limite de
deteccdo dos aparelhos, deste modo para tal avaliacdo sugere-se que novas

concentracdes sejam testadas, assim como também o tempo de exposicao.

Algumas metodologias de digestdo acida com microcrustaceos sugerem de
0,5 ou 1 grama da amostra seca de massa corporal, porém, para obtencéo dessa

guantidade de massa seca seriam necessarios milhares de organismos para cada
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andlise. Por isso pesquisas relacionadas a bioconcentragdo sdo frequentemente
relatadas com peixes por possuirem maior massa corporal para realizagdo do
processo de digestdo &acida, mesmo assim, segundo Silva (2013), as
concentracbes de elementos metalicos detectadas em algumas metodologias
podem ser oriundas de falhas na execussao do preparo da amostra, por fatores
distintos. Diante de tal observacéo, faz-se necessario destacar as dificuldades
envolvidas em trabalhos dessa natureza com organismos tdo pequenos, pela
complexidade do manuseio dos organismos e pela limitacdo analitica existente

em relacdo a pouca massa disponivel.

Soares (2012) realizou e validou a metodologia com larvas de invertebrados
bentdnicos, no entanto, devido ao tamanho do organismo e as concentracdes dos
contaminantes serem extremamente baixas, o processo de digestdo dos
organismos e andlise quantitativa de metal incorporado pode levar a erros na
realizacdo desta etapa da pesquisa, sendo essencial a escolha da metodologia

mais adequada para o organismo-teste.

Apesar de os niveis de concentracdo de metais estarem bem abaixo dos
limites quantificaveis pela espécie, outro aspecto importante sobre metais
utilizados, seria saber se as concentracdes propostas ndo foram depreciadas,
sendo necessario quantificar no organismo o0s niveis de MTs, como ja
mencionadas anteriomente, elas séo induzidas pela presenca de tais espécies
quimicas estudadas (KALAY, ERDEM, 2003).
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6 CONCLUSOES

Nas concentracdes testadas de Zn e Cd para R. subcaptata ndo houve
inibicdo no crescimento, enquanto para C. dubia nas concentracdes testadas para
ambos 0s metais evidenciou-se a toxicidade crbnica pela reducdo na taxa
reprodutiva. Tanto nos experimentos com a geracdo parental quanto com a
geracdo F1, que permaneceu em condicdo livre de contaminante metalico, houve
efeito significativo na média neonatal quando comparada a média obtida no grupo
controle. No entanto, 0s organismos provenientes de exposicdo parental e
exposicdo temporaria aos metais na etapa A do desenho experimental
apresentaram aumento no percentual de reproducdo quando comparado com a
geracdo parental, demonstrando possibilidade de recuperacdo e condi¢cdes

bioldgicas viaveis quando ndo exposta a contaminantes metalicos.

A geracdo F1 dos experimentos do item C, em que 0S organismos
provenientes de pais expostos por via dupla, também foram expostos por curto
periodo de tempo em condi¢cdes semelhantes aos pais, apresentaram dificuldade
em demostrar viabilidade e recuperacdo. Embora ndo haja contradicées sobre o
potencial téxico dos metais na dieta de organismos aquéticos, ha evidéncias
crescentes de que a exposi¢cdo do metal na dieta pode provocar efeitos adversos

tanto para organismos expostos, quanto para sua geracao.

As analises quimicas demonstraram valores dos metais Zn e Cd bem
abaixo das concentracdes iniciais em que os organismos foram expostos, sendo
assim, ndo houve bioconcentracdo dos elementos metalicos em C. dubia para as
concentracbes testadas que pudessem ser significativas, sendo necessarias

analises mais aprofundadas com outras metodologias.

A toxicidade crbénica de metais Zn e Cd para invertebrados de agua doce
influencia diretamente na taxa de reproducéo, reduzindo significativamente o
namero de neonatos, comprometendo assim a espécie estudada, e logo o
ecossistema aquatico como um todo. Podemos concluir que mesmo em baixas
concentragcbes (tanto de Zn quanto Cd) podem comprometer a biota aquética,
entdo faz-se necessaria a revisdo dos atuais padrfes estabelecidos pela

legislacdo brasileira.



58

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Considerando que a existéncia de recuperacdo de organismos expostos a
metais € pouco conhecida pela literatura, sendo este um dos primeiros trabalhos
entre geracdes, onde a geracdo seguinte € mantida em condicao diferente, livre
de contaminante, sugere-se que analises mais aprofundadas sejam realizadas,
expondo mais do que uma geracdo e outras concentracfes de elementos
metalicos, para embasar melhor a discussdo desses dados ampliando o
conhecimento sobre as possiblidade de recuperacdo biolégica e permitindo

compreender mais sobre o comportamento dessas substancias no organismo.
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9 ANEXOS

TABELAS DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS E REPRODUTIVOS.

A. Testes de toxicidade com os metais Cd e Zn, por meio de bioconcentracéo,

com o organismo-teste C. dubia: Dados de reproducédo dos parentais.
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25.03.15 | Teste - Geragao F
Cd Conama Controle
1 1 15 0 0 1 8 1 1 17
2 1 6 1 17 1 8 0 1 14
3 1 4 1 1 13 1 13 1 8
4 0 0 1 11 1 13 1 12
5 1 11 1 4 1 8 1 8 1 25
6 1 6 1 14 1 16 1 14 1 24
7 0 4 1 12 1 16 1 12 1 26
8 1 11 1 15 1 9 1 10 1 17
9 1 4 0 0 0 2 1 13 1 14
10 0 1 17 1 6 0 0 0
MEDIA 1 8 1 9 1 10 1 1 16
DESVIO 4 6 3 5 6
montagem 12 Troca 22 Troca Desmontagem
Dureza | pH |Dur. ph cond. OD|Dur. ph cond. OD|Dur. ph cond. OD
45 8,40 171,8 52| 46 8,50 1149 50| 47 8,50 282,40 5,30
44 8,20 184,1 51| 45 81 1362 49| 46 83 190,5 5,2
46 8,30 199,7 49| 47 8,30 1742 49| 49 82 2034 4,7
47 7,90 189,3 48| 46 8,40 177,6 48| 50 8,10 201,70 4,90
C 45 70 | 47 850 1574 51| 45 8,40 1799 49| 48 8,30 200,10 4,40
| Teste - Geragdo F1
02.04.15 Cd Conama Controle
1 1 18 1 16 1 20 1 16 1 6
2 1 19 1 17 1 9 1 12 1 23
3 1 12 1 15 1 16 1 15 1 13
4 1 19 1 15 1 13 1 15 1 20
5 1 10 1 14 1 16 1 16 1 13
6 1 21 1 13 0 7 1 10 1 20
7 1 13 1 12 1 15 1 13 1 17
8 1 9 1 13 1 11 1 12 1 21
9 1 12 1 13 1 8 1 14 1 23
10 1 11 1 15 1 12 1 15 1 23
Media 1 14 1 14 1 13 1 14 1 18
Desvio 4 1 3 2 5
montagem 12 Troca 22 Troca desmontagem
Dureza | pH | Dur. ph cond. OD |[Dur. ph cond. OD |Dur. ph cond. oD
‘ 46 8,60 1976 58 | 46 8,30 1329 7,2 | 48 8,20 221,90 32,00
‘ 47 8,40 198,33 57 | 47 8 1916 7,92| 49 83 2176 33,09
m 47 8,20 1976 530| 45 8,40 1726 83 | 48 82 2691 2526
‘ 48 8,30 200,2 5,10| 47 8,20 1919 4,0 | 47 830 227,60 27,72
C 44 71| 48 8,50 1786 4,70| 44 8,10 159,3 6,7 | 47 8,40 267,90 21,08




10.04.15 Il Teste - Geragao F
Cd Conama Controle
1 1 9 1 6 1 11 1 5 1 24
2 1 5 0 0 0 0 1 5 1 17
3 0 5 1 7 1 11 1 4 1 19
4 1 11 0 3 0 0 0 4 1 19
5 0 5 0 0 0 5 1 4 0 0
6 1 9 1 2 1 8 0 0 1 14
7 1 8 1 6 1 0 0 1 19
8 0 0 1 9 1 10 0 1 1 18
9 1 8 1 8 1 2 1 3 1 22
10 1 11 0 8 1 13 1 8 1 21
MEDIA 1 7 1 5 1 1 3 1 17
DESVIO 3 4 2 4
montagem 12 Troca 22 Troca desmontagem
Dureza | pH | Dur. ph cond. OD |Dur. ph cond. OD |Dur. ph cond. oD
44 8,10 185,7 31,4| 43 8,60 180,22 199| 42 8,20 174,90 16,42
45 8,00 1880 14,9 43 83 169,53 12,2| 41 81 1732 12,61
46 7,90 190,7 13,2| 45 850 229,80 186| 43 81 1742 12,6
45 7,90 1980 10,9 44 850 197,80 20,8| 41 8,20 171,80 12,15
C 41 76| 45 790 2012 21,6| 45 8,50 187,10 16,5| 41 8,50 17580 12,15
17.04.15 Il Teste - Geragao F1
Cd Conama Controle
1 1 27 1 23 1 14 1 13 1 9
2 1 15 0 3 0 0 1 10 1 19
3 0 27 1 27 0 0 1 17 1 23
4 1 18 0 20 0 6 1 16 1 25
5 0 0 1 16 1 13 1 16 1 20
6 1 15 0 2 0 13 0 13 1 20
7 0 13 1 5 1 17 1 9 1 19
8 0 14 1 13 0 3 0 6 1 19
9 1 9 0 21 1 15 0 3 0 16
10 1 15 0 1 1 16 0 2 1 20
Media 1 15 1 13 1 10 1 11 1 19
Desvio 5 8 6 5 3
montagem 12 Troca 22 Troca desmontagem
Dureza | pH | Dur. ph cond. OD |Dur. ph cond. OD |[Dur. ph cond. OD
‘ 60 860 2333 58| 51 830 19,1 58| 56 8,20 197,20 5,92
‘ 59 865 2352 55|53 82 203 59|52 81 2014 61
m 58 8,62 240,7 73| 52 8,00 2120 63| 54 83 209,61 5.2
‘ 60 858 2733 61| 54 820 2076 59| 57 8,10 21590 6,00
C 43 7.8| 63 X X X 54 8,10 2066 6,0 58 8,00 174,20 5,10
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B. Testes de toxicidade com os metais Cd e Zn, por meio de bioconcentracdo, com o

organismo-teste R. subcapitata: Dados de crescimento.

27.05.15 | Teste
Cd Conama ; Controle
1 76 59 58 68 61 91 102 37 72 95 98 59 91 71 46
2 57 72 47 83 58 89 105 87 58 | 88 112 71 102 88 61
3 72 71 60 78 62 96 93 81 69 86 96 87 98 104 67
4 60 | 81 63 79 51 109 90 95 73 81 56 83 59 91 64
5 67 89 62 73 54 89 76 76 77 94 89 82 64 102 78
6 69 91 69 70 73 101 92 79 65 87 95 93 59 98 63
7 74 | 93 59 79 69 97 79 104 86 | 83 93 64 99 89 81
8 77 96 67 81 64 101 95 106 89 82 54 97 84 94 56
9 62 81 79 72 56 89 80 102 94 | 93 96 59 67 82 63
10 85 83 86 63 59 102 106 107 79 94 71 71 89 96 89
70 82 65 75 61 96 92 87 76 88 86 77 81 92 67
Media 72 77 85 84 80
Desvio 6 13 6 5 9
30.05.15 Il Teste
Cd Conama ; Controle
1 49 28 50 63 51 24 63 47 48 45 30 54 47 59 38
2 54 30 54 60 46 42 61 64 57 20 19 60 42 52 42
3 38 39 56 62 48 36 60 51 59 44 24 57 41 46 59
4 42 49 48 66 69 38 58 55 50 58 26 49 39 54 56
5 40 41 34 69 61 40 54 30 39 72 30 55 42 49 71
6 43 66 51 67 56 32 60 49 42 22 28 63 59 66 62
7 35 44 48 66 64 37 69 53 52 41 48 61 46 66 47
8 53 41 50 67 69 43 49 59 54 34 29 71 49 52 51
9 39 53 58 69 68 46 64 61 48 39 39 66 50 56 60
10 38 32 54 61 62 41 65 46 44 32 52 70 51 39 58
43 42 50 65 59 38 60 52 49 41 33 61 47 54 54
Media 45 54 54 45 52
Desvio 3 11 4 11 3
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C. Testes de toxicidade com os metais Cd e Zn, por meio de bioconcentracdo e
biomagnificacdo com o organismo-teste C. dubia: Dados de reproducdo dos parentais

expostos, geracédo F1 e recuperacdao biolégica.

17.05.15 Teste - Geragdo Parental
Cd Conama Controle

1 1 17 1 16 1 9 0 8 1 25

2 1 21 0 11 0 9 0 17 1 21

3 1 13 1 13 0 8 1 12 1 20

4 1 12 1 11 0 12 1 12 1 20

5 1 18 1 1 1 9 1 14 1 22

6 1 13 1 20 1 15 1 17 1 21

7 1 14 1 15 1 17 1 14 1 21

8 1 15 1 19 1 17 1 15 1 19

9 1 9 1 20 1 12 1 11 1 24

10 1 21 1 19 0 7 1 20 1 25

Media 1 15 1 15 1 12 1 14 1 22

Desvio 3 4 3 3 2

montagem 12 Troca 22 Troca desmontagem

Dureza | pH | Dur. ph cond. OD |Dur. ph cond. OD | Dur. ph cond. OD
‘ 46 810 1879 81| 46 830 1876 45 | 44 820 179,62 7,36
‘ 46 8,00 181,1 82| 44 83 19518 4,28 | 44 8 178,68 7,35
m 47 7,90 1839 80| 45 840 1870 49 | 45 8 178,45 5,99
‘ 48 7,90 199,13 81| 44 860 1864 4,7 | 44 890 180,20 5,09
C 43 79| 46 820 1856 83 | 45 8,60 184,92 55 | 45 850 178,82 7,00

.05.15 Teste - Geragao F1
Cd Conama Controle

1 1 14 1 12 1 20 1 14 0 0
2 0 0 1 19 1 10 1 13 1 22
3 1 17 1 17 0 0 1 16 1 22
4 1 15 1 10 1 0 0 1 17
5 1 12 0 8 1 12 1 7 1 16
6 1 6 1 11 0 4 1 12 1 18
7 1 4 1 10 1 16 1 7 1 21
8 0 0 1 10 1 12 1 8 1 15
9 1 4 1 11 0 13 1 6 1 10
10 1 10 1 6 1 11 1 15 1 11

Media 1 8 1 11 1 11 1 10 1 15

Desvio 5 3 4 4 5

montagem 12 Troca 22 Troca desmontagem

Dureza | pH | Dur. ph cond. OD |Dur. ph cond. OD | Dur. ph cond. oD
‘ 47 87 197,7 60 | 43 7,60 2004 83| 48 8,00 18621 5,22
‘ 48 85 2000 40| 42 7,7 1838 92| 44 797 1858 5,13
48 858 2084 64 | 44 780 1765 87| 50 801 18565 6,09
‘ 46 87 2003 63| 43 790 1892 83| 48 804 18651 6,03
C 44 |71 51 89 2175 54 | 44 810 1903 74| 50 8,00 18620 5,00
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ANEXO 2 - Carta controle

Através dos testes de Sensibilidade com C. dubia, determinou-se a
CL50 dos testes de toxicidade utilizando-se o método Trimmed Spearman-

Karber segundo Hamilton (1977), conforme tabela abaixo.

Valores de CLs, determinados por meio dos Testes de Sensibilidade com C. dubia
Data do teste CLso (g/ L) Limite inferior (g/L) Limite superior (g/L)

Dezembro de 2014 0,42 0,35 0,65
Janeiro de 2015 - - -
Fevereiro de 2015 1,08 0,81 1,33

Marco de 2015 1,12 0,55 2,09
Abril de 2015 0,98 0,58 0,78
Maio de 2015 1,19 1,10 1,38
Junho de 2015 1,28 1,16 1,39
Julho de 2015 0,83 0,65 0,96
Agosto de 2015 - - -
Setembro de 2015 1,21 1,08 1,27
Outubro de 2015 - - -
Novembro de 2015 1,24 1,07 1.4

A partir dos valores de CL50 supracitados €laborou-se uma carta-
controle preliminar, ilustrada na figura 13. Segundo Carvalho (2016) os
valores de ClLsy referentes aos meses de janeiro, agosto e outubro de
2015, ndo foram inclusos na Carta Controle, pois os dados dos testes
nao apresentaram requisitos suficientes para geracdo do valor de CLso.
Sendo realizados durante esse periodo procedimentos de otimizacdo da
cultura para garantir a reprodutibilidade dos testes posteriores.
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Figura 13 — Controle de sensibilidade das culturas de Ceriodaphnia dubia & substancia
de referéncia cloreto de sodio. Média acumulada (média das ClLso obtidas
mensalmente) = 1,11 g/L; Limite superior = 1,65 g/L; Limite inferior = 0,55 g/L.
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Fonte: Carvalho, 2016.
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Anexo 3 — Resultados dos Testes de Sensibilidade com C. dubia — 2015.

Dezembro de 2014
Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
Tratamento (%) pH elétrica (uS cm™1) (mgL™1) cacos Ll
Controle 10 8,2+0,3 166,5£15,1 - 46+1
0,3 60 8,2+0,3 871,1+66,6 - 47+0
0,45 80 8,2+0,3 1.085,4+13,2 - 4712
0,67 90 8,1+0,3 1.539,7+£50,8 - 470
1 90 8,0+0,3 2.174,3+115,4 - 47+1
15 90 8,1+0,3 3.471+308,2 - 45+1
Janeiro de 2015
Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
Tratamento (%) pH elétricasem™d) | (moLY) | cacos LY
Controle 0 8,4+0,3 160,0£14,1 - 45+5
0,3 10 8,1+0,2 735,6£25,1 - 4411
0,45 20 7,4+1,6 1.018,3+£29,7 - 44+1
0,67 70 8,2+0,3 1.440+42 - 44+0
1 60 8,1+0,1 2.195,6+195,7 - 43+1
1,5 60 8,1+0,2 3.017,1+214,7 - 43+1
Fevereiro de 2015
Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
Tratamento %) bH elétrica (uS cm™1) (mgL™1) cacos LY
Controle 0 7,9+0,2 164,9+4,9 3,6+0,5 4642
0,3 10 7,810,1 770,8450,5 3,74£0,5 4542
0,45 10 7,6+0,0 955,9+33,2 52+1,1 44+1
0,67 10 7,610,2 1.398,8+7,3 5,4+0,9 44+1
1 0 7,7+0,2 2.035,7+38,2 5,5+0,4 42+1
15 80 7,7+0,0 3.201,5+578,7 5,1+0,5 39+3
Marco de 2015
Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
Tratamento %) oH elétrica (uS cm™) (mgL™1) cacos LY
Controle 0 8,1+0,1 211,7+£57,2 8,6+0,0 48+2
0,3 0 8,1+0,0 819+53,9 8,6+0,0 45+4
0,45 10 8,0+0,1 1.086,6+98,7 8,310,0 4714
0,67 50 8,0+0,0 1.542,3+132,9 8,3+0,0 46+4
1 50 7,9+0,1 2.542,0+485,5 8,6+0,0 46+5
1,5 100 7,7+0,1 3.440,04+91,0 8,2+0,0 44+2
Abril de 2015
Tratamento Mortalidade Média Condutividade elétrica oD Dureza (mg de
(%) pH (s em™) (mgLh) cacos L)
Controle 0 8,2+0,0 156,4+42,4 - 47+4
0,3 0 7,910,1 801,4+30,9 - 47+4
0,45 10 7,910,1 1.028,4+39,6 - 48+5
0,67 40 7,7+0,1 1.434,5+£91,3 - 47+4
1 100 7,8+0,1 1.841+0,0 - 48+5
1,5 100 7,5+£0,0 3.671+0,0 - 48+5
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Maio de 2015
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS cm™1) (mgL1) cacos L'}
Controle 0 8,2+0,1 206,4+6,3 7,2+0,0 46x1
0,3 20 7,9+0,0 867,5+5,6 8,1+0,0 45+2
0,45 30 7,6+0,2 1.091,8+7,5 8,4+0,0 41+1
0,67 20 7,910,1 1.524,8+32,6 8,7+0,0 44+1
1 0 7,9+0,0 2.259,0+42,0 8,5+0,0 450
15 80 7,9+£0,0 2.179,0£50,0 8,2+0,0 44+1
Junho de 2015
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS cm-1) (mgL™1) cacos L'}
Controle 0 7,7%0,2 164,9+29,8 6,1+0,7 45+2
0,3 0 7,7£0,3 882,1+57,1 5,2+0,8 44+1
0,45 40 7,6+£0,3 1.131,9+184,6 5,8+1,1 44+1
0,67 0 7,6x0,4 1.456,9+34,7 8,7£2,9 44+1
1 0 7,5£0,4 2.124,7+£105,5 6,5+0,3 43+1
15 40 7,5+0,3 2.888,0+£658,0 7,9+2,3 42+2
Junho de 2015
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS cm-1) (mgL1) cacos L1
Controle 0 7,210,2 114,9+£22,2 6,5%£0,5 4512
0,3 0 7,210,3 772,1£52,4 5,9+0,9 44+1
0,45 40 7,7+0,3 1.221,9+143,1 5,6+1,1 44+1
0,67 0 7,5+£0,4 1.457,9+£32,1 7,7£2,5 44+1
1 0 7,5+0,2 2.654,7+102,1 6,8+0,3 43+1
15 40 7,5+0,5 2.867+518,0 7,3+2,7 42+2
Setembro de 2015
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS cm™1) (mgL1) cacos Ll
Controle 10 8,1+0,1 235,4+24 8,8+2,8 54+2
0,3 10 8,1+0,1 860,1+25,3 9,3+2,1 49+2
0,45 20 7,810,1 1.185,5+£103,5 9,0£2,5 4811
0,67 0 7,610,1 1.608,7+36,9 8,729 4811
1 20 7,9+0,1 2.263,7+57,8 8,8+2,5 46+2
15 100 8,0+0,0 3.414+0,0 4,4+0,0 47+0
Novembro de 2015
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS cm™1) (mgL™1) cacos L}
Controle 10 8,3#0,1 194,4+101 - 46+1
0,3 10 8,1+0,1 758+49,0 - 4542
0,45 20 8,1+0,2 1.042,0+£93,1 - 4612
0,67 0 8,1+0,2 1.496,6+175,3 - 4512
1 30 8,0£0,1 1.951,9+31,4 - 44+2
15 80 8,1+0,3 3.136+515,0 - 44+3




