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RESUMO

Os metais frequentemente sao avaliados em aguas doces como solucées
dissolvidas, assumindo que o efeito toxico € causado unicamente por
via aqudtica (respiracdo e contato). No entanto, estudos abrangendo
concomitantemente a toxicidade na dgua e no alimento, como acontece no
meio, sao pouco discutidos na literatura. No presente estudo, a toxicidade de
zinco e cadmio foi avaliada expondo-se Ceriodaphnia dubia simultaneamente
ao alimento e ao meio aquoso. A espécie de alga verde Raphidocelis
subcapitata foi exposta durante 96h a concentracdes de Zn (018 e 027 mg.L)
e Cd (0001 e 00015 mg.LM. Os resultados foram analisados estatisticamente
por meio da Andlise de Variancia (KruskalWallis). As algas foram usadas como
fonte de alimento para C. dubia, durante exposicdo cronica (oito dias), nas
mesmas concentragdes. Posteriormente, os neonatos (geracdo F1) foram
introduzidos em agua e alimentacdo sem contaminantes, para averiguacao
da capacidade de recuperacao biologica. Foram avaliados numero de
neonatos por individuos, morfologia dos neonatos e quantificacdo dos metais
em tecido bioldgico. Os resultados demonstraram que nas concentracoes
testadas ndo houve inibicdo no crescimento de R. subcapitata, enquanto para
C. dubia evidenciou-se toxicidade crénica pela reducdo na taxa reprodutiva
nas duas geragbes, para ambos metais. Concluiu-se gue, mesmo em
concentracoes relativamente baixas, os metais zinco e cadmio podem alterar
0 padrdo reprodutivo dos invertebrados de agua doce, comprometendo o
ecossistema aquatico e sua capacidade de recuperacdo. Considerando o0s
efeitos toxicos desses metais e sua interferéncia no sistema bioldgico, novos
ensaios ecotoxicoldgicos devem ser realizados para melhor compreensdo do
comportamento dessas substancias Nos organismos.

Palavras-chave: toxicidade, metais; Raphidocelis subcapitata; Ceriodaphnia
dubia; geracoes.
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ABSTRACT

Metals are often evaluated in fresh water as dissolved solutions, assuming
that the toxic effect is caused only by water (respiration and contact).
However, toxicity studies in food and water, in a concomitant way, as
occurs in the environment, are less discussed. In this study, zinc and
cadmium toxicity was evaluated through the exposure of Ceriodaphnia
dubia to contaminated food and water. The species of green algae
Raphidocelis subcapitata was exposed for 96h to concentrations of
Zn (018 and 0,27 mg.L.) and Cd (0001 and 00015 mg.L". The results were
statistically analyzed by means of Analysis of Variance (Kruskal-Wallis).
Algae were used as food source for C. dubia, during chronic exposure
(eight days) in the same concentrations described. Subsequently,
neonates (F1 generation) were introduced in non-contaminated water
and food in order to ascertain their biological recovery capacity.
The number of newborns by individuals, morphology of newborns, and
quantification of metals in biological tissue were evaluated. The results
showed that the tested concentrations did not inhibit the growth of
R. subcapitata, while C. dubia had chronic toxicity, with reduction in
the reproductive rate in both generations, for both metals. The results
allowed the conclusion that, even at relatively low concentrations,
the metals zinc and cadmium can alter the reproductive patterns of
freshwater invertebrates, compromising the aguatic ecosystem and its
resilience. Thus, considering the toxic effects of these metals and their
interference in the biological system, new ecotoxicological tests should
be performed to allow a better understanding of the behavior of these
substances in organisms.

Keywords: toxicity, metals; Raphidocelis subcapitata; Ceriodaphnia dubia;
generations.
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INTRODUCAO

O ecossistema aquético tem sido alterado em diferentes escalas nas lti-
mas décadas devido & poluicdo por residuos industriais, domésticos e
agropecudrios. Como resultado, a degradagido ambiental e a diminui¢ao
da qualidade da dgua influenciam negativamente a comunidade aqua-
tica, que vive exposta a diversas matrizes de contaminantes. Diante disso,
devem ser analisados os efeitos toxicos de poluentes em organismos de
diferentes niveis tréficos e em concentrages representativas para o meio.
Assim, torna-se possivel compreender os impactos desses contaminan-
tes no ecossistema aquatico de forma mais ampla, a fim de gerar suporte
para tomadas de decisdo no que se refere a protegdo da vida aquética.

Na literatura, destacam-se com maior frequéncia testes de toxicidade
por via tinica de exposi¢do, com énfase para o contato dos organismos-
-teste com a dgua contaminada, que ocorre através das paredes do corpo
edarepiracio (MEYER et al., 2005; ZAGATTO, 2006). Porém, tornam-se
necessarios estudos mais realistas, que considerem as multivias de exposi¢ao,
como a dietética, além da aquosa (MEYER et al., 2005; ZAGATTO, 2006).

Segundo Chen e Folt (2000), a concentragdo de um contaminante
no meio aquatico nem sempre prediz a concentragdo na biota, pois
o contaminante pode biomagnificar nos niveis tréficos subsequen-
tes, podendo apresentar concentragdes superiores as identificadas no
meio. Como consequéncia, ocorre a diminuigdo da biodiversidade do
ecossistema (MISHRA et al., 2008).

Naturalmente, os organismos vivos necessitam de quantidades variadas
de alguns elementos quimicos para desenvolverem suas atividades meta-
bélicas. Porém, em concentragdes inadequadas, tais elementos podem
ser altamente toxicos. Os efeitos bioldgicos dependem das propriedades
fisicas e quimicas das substéincias, da dose ou concentracio ambiental, do
tempo de exposigao, das vias de contato, do periodo de desenvolvimento
no qual o organismo foi exposto, entre outros fatores (DAMSTRA, 2002).

Nesse sentido, a entrada continua de metais no ambiente aquético
constitui uma potencial ameacga aos ecossistemas naturais, devido a
sua a¢do direta nos organismos. Diferentes efeitos biolégicos podem
surgir, como anomalias reprodutivas, desenvolvimento desordenado
de células e efeito teratogénico, comprometendo as geragdes seguintes
(ICHME, 1981; BAIRD, 2002; RAND & PETROCELLI, 1985; BILA &
DEZOTT], 2007; SODRE et al., 2007).

Assim, além da necessidade de ampliagdo do conhecimento sobre os
efeitos toxicos de metais, é importante também verificar se a retirada desses
compostos favorece a recuperagio bioldgica dos organismos. Em estudo
sobre microcrustdceos expostos a concentragdes de metais, Mangas-Ramirez,
Sarma e Nandini (2004) demonstraram que o conhecimento da capaci-
dade natural de regeneragio bioldgica do organismo fornece informagoes
cruciais para a recuperagdo da comunidade aquatica, uma vez que permite
identificar a relagdo entre o fator de degradagio e a resiliéncia do meio.

Tendo como uma de suas finalidades proteger as comunidades
aqudticas, a Resolu¢ao CONAMA n° 357/05 estabeleceu padrdes de
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qualidade de agua doce com concentragdes dos metais cadmio (Cd) e
zinco (Zn) consideradas ambientalmente seguras para corpos d’agua
(CONAMA, 2005; USEPA, 2000). Apesar disso, dados sobre as con-
centragdes detectadas em ambientes naturais no Brasil indicaram que
50% dos corpos d’agua avaliados apresentavam-se em desacordo com os
padrdes estabelecidos, segundo relatérios de qualidade de dguas superfi-
ciais da Companhia Ambiental do Estado de Sédo Paulo (CETESB, 2012).
Diante do exposto, o estudo ecotoxicoldgico, em conjunto com ana-
lise quimica, pretende contribuir para a compreensao dos efeitos desses
elementos no ecossistema aquitico, respondendo as seguintes questdes:
1. Asconcentragdes limites dos metais Cd e Zn permitidas pela legis-
lagdo brasileira para a protecdo da vida aqudtica e aquelas encon-
tradas em ambientes naturais podem causar efeito toxico para
organismos de diferentes niveis troficos (algas — Raphidocelis sub-
capitata e microcrusticeos — Ceriodaphnia dubia) por multivias
de exposic¢do, simulando ambiente natural?
2. Geragdes provenientes de pais expostos, mesmo em ambientes
livres de contaminagéo, apresentam toxicidade ou sdo capazes de

se recuperar apds uma geragao?

METODOLOGIA
Desenho experimental

Testes de exposicdo crénica de R. subcapitata

aos metais Zn e Cd: avaliacdo da toxicidade

Os ensaios foram realizados utilizando-se como organismo-teste a
espécie R. subcapitata exposta a dois metais, Zn e Cd, separadamente.
As primeiras concentragdes (0,18 mg.L* de Zn; e 0,001 mg.L* de Cd)
foram baseadas na Resolugdo CONAMA 357/05, e sdo permitidas
para corpos de agua enquadrados como classes 1 e 2 — esses dados
estdo representados nos resultados como LB (legislagdo brasileira).
As segundas (0,27 mg.L" de Zn; e 0,0015 mg.L" de Cd) foram basea-
das na concentragdo média detectada em corpos de d4gua do estado de
Sao Paulo, segundo a CETESB (2012) - esses dados estdo representa-
dos nos resultados como MA (meio ambiente).

Os ensaios com algas expostas as concentragdes de metais acima cita-
das foram montados em erlenmeyers com capacidade para 250 mL, previa-
mente descontaminados com banho a 10% de acido nitrico (HNO?) e este-
rilizados em autoclave a 180°C, seguindo-se a inser¢ao de 100 mL de meio
de cultura oligo preparado, segundo a ABNT NBR 12648 (ABNT, 2011).

Na sequéncia, foram adicionadas as solugdes-teste de cada metal
separadamente, com auxilio de micropipeta automatica, finalizando-se
amontagem experimental com a inoculagao de células algais correspon-
dentes a quantidade de 5x10°. O controle experimental foi realizado ape-

nas com o meio oligo, seguindo-se a mesma condigido acima descrita.
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Todo o experimento foi realizado em triplicata e repetido em dois
momentos distintos para averiguagao da reprodutibilidade dos dados
(Testes I e II). Os ensaios foram mantidos em incubadora Shaker
(Tecnal TE - 421) com controle automatico de agita¢do em 175 rpm e
temperatura de 26+1°C, durante 96h, seguindo-se as recomendagoes
da ABNT NBR 12648 (ABNT, 2011).

Apos esse periodo, as algas foram imediatamente preservadas em

lugol e o nimero de células foi contado em microscopio dptico por

meio de cdmara de Sedgwick-Rafter, seguindo-se as recomendagoes
da CETESB (L5.303/2012).

Os valores brutos do nimero de células dos tratamentos foram
comparados ao mesmo pardmetro obtido no controle por meio
da analise estatistica de Kruskal-Wallis para averiguar a diferenca
significativa no crescimento celular e consequente toxicidade
nos tratamentos.

O resumo do experimento pode ser observado na Figura 1.

TESTE - R. subcapitata
Controle Zn LB Zn MA CdLB Cd MA
100mL MO 100mLM.O 100mL MO 100mL MO 100mL MO
+ + + + + 3x
Agua livre de metal Zn LB O18mg/L Zn MA 027mg/L Cd LB O, 001Img/L Cd MA 00015mg/L
+ + + + +
5x10° alga 5x10° alga 5x10° alga 5x10° alga 5x10° alga
Agitacdo em 175 rpm, 96h e temperatura de 26°C (incubador Shaker Tecnal TE - 421).
Contagem no microscopio, camera de Sedgwick-Rafter.
O parametro biologico avaliado foi o crescimento algal (ntmero de células).
TESTE - C. dubia - Geracao parental N
Controle ZnLB Zn MA CdLB Cd MA
C. dubia C. dubia C. dubia C. dubia C. dubia
+ + + + +
Agua livre de metal ST. Zn 018ma/L ST.Zn 027mg/L ST.Cd 0,001mg/L ST.Cd 00015mg/L 10x
+ + + + +
Alga livre de metal Alga 018mg/L Zn Alga 027mg/L Zn Alga 000Img/L Cd Alga 00015mg/L Cd
- Exposicdo cronica por 8 dias em incubadora com temperatura 25+2°C e fotoperiodo
16h de luz e 600 lux , em regime semiestatico.
- Os neonatos (0-24h) foram retirados durante a 22 troca do experimento (144h) e inseridos
em nova condicao experimental (B2).
- Os parametros bioldgicos avaliados foram: 1- nimero de neonatos; 2- viabilidade da geracao;
3- andlise quantitativa de metais em tecidos bioldgicos
TESTE - C. dubia - Geragao F1 v
Controle ZnLB Zn MA CdLB Cd MA
C. dubia C. dubia C. dubia C. dubia C. dubia
+ + + + +
Agua livre de metal Agua livre de metal Agua livre de metal Agua livre de metal Agua livre de metal 10x
+ + + + +
Alga livre de metal Alga livre de metal Alga livre de metal Alga livre de metal Alga livre de metal
Exposicdo cronica por 8 dias em incubadora com temperatura 25+2°C e fotoperiodo
16h de luz e 600 lux, em regime semiestatico.
Os parametros bioldgicos avaliados foram: 1- nimero de neonatos; 2- viabilidade da geracdo;
3- andlise quantitativa de metais em tecidos biologicos.
LB: legislacao brasileira; MA: meio ambiente; MO. (Meio Oligo) e ST. (Solucao Teste).

Figura1- Desenho experimental dos ensaios ecotoxicolégicos.
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Testes de toxicidade crénica com C. dubia exposta

a Zn e Cd por multivias de exposicao: agua e alimentos
previamente contaminados - geracdo Parental

Os ensaios cronicos com C. dubia foram realizados com as mesmas
concentra¢des dos metais citados no item A. Para tanto, neonatos com
idade entre 6 e 24h de vida foram selecionados. Utilizaram-se 10 répli-
cas, contendo 1 organismo-teste em cada, para os ensaios com Zn
(0,18 mg.L! - LB; e 0,27 mg.L"' - MA), com Cd (0,001 mg.L' - LB;
€ 0,0015 mg.L"! - MA) e de controle (apenas agua de cultivo, livre de
contaminantes). As solugdes teste foram preparadas a partir da agua
de cultivo, constituida de 4gua mineral Klarina, com caracteristicas
quimicas sem os metais Zn e Cd em sua composi¢ao.

Os experimentos permaneceram em incubadoras com controle de tem-
peratura (25+2°C) e fotoperiodo (16h de luz e 600 lux), durante 8 dias, em
regime semiestético (troca total das solugdes experimentais a cada 3 dias),
com monitoramento dos parametros pH, dureza e oxigénio a cada troca,
seguindo-se as recomendagdes da US EPA método 1002.0 (USEPA, 2002).

Nesse experimento, os itens alimentares foram as algas da espécie
R. subcapitata previamente contaminadas em separado pelos metais
Zn e Cd (cada metal em duas concentrag¢des distintas, conforme des-
crito anteriormente) e algas livres de contaminantes, ministradas para
o grupo controle. O alimento R. subcapitata foi doado diariamente
as C. dubia em testes em quantidade equivalente a 10° células/orga-
nismo além de 0,02 mL por individuo de alimento composto minis-
trado 2 vezes por semana, seguindo recomendag¢des da norma US EPA
método 1002.0 (USEPA, 2002).

Os parametros bioldgicos avaliados foram:

1. numero de neonatos;
2. viabilidade da geragdo Parental em relagdo ao controle;

andlise quantitativa de metais em tecidos biologicos.

Viabilidade reprodutiva da geracao F1,
provenientes de pais expostos apos permanéncia
em meio livre de contaminacao
Os neonatos (F1) provenientes de pais expostos foram retirados durante
a segunda troca do experimento (144h) e introduzidos em solug¢oes
livres de contaminagédo (dgua de cultivo). A alimentagdo ministrada
foi alga livre de metal para averiguar a capacidade bioldgica de recu-
peragao reprodutiva na auséncia de contaminante, conforme descrito
anteriormente para a condi¢do controle. Os experimentos foram man-
tidos nas condi¢6es ambientais idénticas as descritas acima.
Os parametros biologicos avaliados foram:
1. ndmero de neonatos;
2. viabilidade da geragdo F1 proveniente de adultos expostos por con-
tato com dgua e alimento previamente contaminado com cada metal;
3. andlise quantitativa de metais em tecidos bioldgicos.

O resumo do desenho experimental pode ser observado na Figura 1.
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Digestdo acida

Para a quantificagio dos metais em tecidos de C. dubia, utilizou-se o
método da digestdo 4cida descrito por Soares (2011). Para realizar a
digestdo dos organismos-teste, foram utilizados dez organismos C.
dubia previamente lavados com acido etilenodiamino tetra-acético
(Ethylenediamine tetraacetic acid - EDTA), utilizado para retirar o
metal adsorvido. Em seguida, foram levados a estufa de secagem por
20 min. No momento da digestdo, cada organismo foi dissolvido uti-
lizando-se uma mistura de 150 uL de acido nitrico (HNO,) 65% (v/v)
e 50 uL de perdxido de hidrogénio (H,0,) 30% (v/v) por organismo,
ambos reagentes em grau PA (Pureza Analitica). A mistura permane-
ceu em repouso durante aproximadamente 12h, em seguida adiciona-
ram-se de 3000 uL de 4gua ultrapura em cada tubo de ensaio. O pre-
parado final foi homogeneizado e levado para as determinagdes dos
elementos metdlicos. As andlises das concentragdes de Zn foram fei-
tas em Espectrometria de Emissdo Otica com Plasma Indutivamente
Acoplado/ICP - OES (series 720 da Agilent), seguindo o método de
APHA 3111 eas do Cd em Espectrofotometro de Absor¢do Atomica —
Forno de Grafite/EEA - FG (Varian - 240Z), seguindo o método da EPA
29, no Laboratdrio de Quimica Ambiental da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) de Sorocaba, Sao Paulo.

Tratamento dos dados

A avaliagdo do potencial de toxicidade cronica dos testes foi realizada
pela comparagio entre o controle e os tratamentos contaminados, uti-
lizando o teste de Kruskal-Wallis — pardmetros reprodutivos (AYRES
et al., 2007), no software Biostat 5.3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes de toxicidade com a alga R. subcapitata exposta a concentragoes
de Zn e Cd néo apresentaram inibi¢do no crescimento de células para
as concentracdes testadas, em relagdo ao numero de células obtidas na
condigio controle (p<0,05), conforme Figura 2. Para garantir a reprodu-
tibilidade dos dados, os testes foram realizados duas vezes nas mesmas
condigdes, mas em periodos diferentes, sendo os dados apresentados
com valores médios entre I e IT de cada concentragdo. Considerando-se
os dados brutos, foi observada uma redugiao no numero de células de
cada tratamento do metal Zn em relagdo ao grupo controle. A redu¢ao
média foi de 11% Zn LB e 3,5% Zn MA (Figura 2), o que ndo foi sufi-
ciente para atestar a toxicidade desse metal nas concentracdes estudadas.
Em relacio a exposicdo as concentragdes de Cd, observou-se um
ténue aumento no numero de células correspondentes a 4,5% Cd LB,
enquanto o Cd MA apresentou redugio média de 4% Cd (Figura 2).
Segundo Britto (2011), a alga R. subcapitata cresceu exponencial-
mente na auséncia de metais durante bioensaio de trés dias. Na pre-

senca de baixa concentragdo de Cd correspondente a 17 pg.L?, assim
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como na presenga de Zn a 20 pg.L?, também nao provocou efeito sig-
nificativo sobre o crescimento da alga. Para estas concentragdes de
metais, os nimeros de células ao fim de 72h foram semelhantes aos
do controle. No entanto, as concentragdes de Zn e Cd testadas por
Britto (2011) foram muito menores se comparadas as concentragoes
utilizadas na presente pesquisa; portanto, nota-se que néo foi possivel
evidenciar efeito toxico em tais concentragoes, demostrando toleran-
cia ao metal em concentragdes extremamente baixas e/ou sugerindo
Nnovos ensaios com concentragdes maiores.

As concentragoes utilizadas por Britto (2011) sdo extremamente
baixas, ndo apresentando qualquer efeito na média de crescimento algal;
também os dados do presente estudo apontam que a alga R. subcapitata
apresenta tolerancia a exposi¢ao de Zn e Cd em baixas concentragdes.
Estudos mostram que algumas espécies podem amenizar ou impedir
o efeito toxico quando o metal estd no interior da célula, devido ao
mecanismo natural de detoxificagdo de compostos metalicos. Tal meca-
nismo é regulado pelas proteinas metalotioneinas (MTs), que atuam na
regulagdo de metais essenciais como Zn e na detoxificagao de metais
toxicos como Cd. Essas proteinas ja foram identificadas em espécies
de algas como a C. vulgaris, sendo induzidas na presenga de Zn e/ou
Cd. No entanto, quando a concentragao do metal ultrapassa os limites
naturais do sistema metabdlico, a capacidade da alga de responder a
esses metais é inibida, de modo que tem inicio o processo de toxicidade
e bioacumulagdo (DAMSTRA, 2002; RAND & PETROCELLI, 2004).
A taxa de crescimento das algas R. subcapitata também ja foi avaliada
durante bioensaios de 96h de exposi¢do a concentragdes variadas de
Cd (0,065 0,15; 0,29; 0,68 e 1,29 mmol L!) e cromo - Cr (1,82; 3,57;
7,36; 14,9 e 27,4 mmol L!). Ao término do ensaio, observou-se que o
Cd era mais toxico que Cr. Assim, o Cd deve ser considerado e mais
investigado, devido ao seu potencial de agdo negativo (RODGHER
etal,2012).

Considerando-se os dados obtidos na presente pesquisa, podemos notar
que as concentragdes testadas de Zn e Cd para alga R. subcapitata nio ultra-
passaram a capacidade de suporte do mecanismo de detoxificagdo do orga-
nismo-teste, uma vez que ndo foi detectado efeito toxico nas mesmas (p<0,05).
Considerando que o Zn é um micronutriente essencial para os seres vivos,
o limite de aceite desde metal torna-se superior ao de outros metais; por-
tanto, quando Zn entra em contato com os organismos através dos corpos
hidricos em concentragdes pequenas, como as testadas, o efeito ndo obser-
vado nesse nivel trofico pode biomagnificar para outros niveis e transcender
o limite natural de outros organismos, por isso ndo deve se excluir a pos-
sibilidade de toxicidade proveniente da insercao de tal metal no ambiente
(DAMSTRA, 2002; CAMPBELL et al.,, 2004). No entanto, a alga ocupa a
base da cadeia tréfica, servindo de alimento para outros organismos. Sendo
assim, o efeito ndo observado neste primeiro nivel pode refletir em outros
niveis, de acordo com diversos estudos (TAYLOR; BAIRD; SOARES, 1998;
HOOK & FISHER, 2001; GUAN & WANG, 2004; DE SCHAMPHELAERE
et al., 2004; EVENS; SCHAMPHELAERE; JANSSEN, 2009).

Durante o teste de toxicidade com Ceriodaphnia dubia, houve a exposi-
¢ao simultdnea dos organismos as solugdes-teste de metais e alimento natural
previamente contaminado com os metais Zn e Cd nas concentragdes descritas
anteriormente (Figura 1). Para os pardmetros reprodutivos, houve diferenga
significativa (p=0,05) em todos os grupos da geragdo parental, conforme
a Figura 3. Comparando-se a média de neonatos do grupo controle com
os neonatos dos demais tratamentos, foi verificada uma redugio de: 32%
para Zn LB; 32% para o Zn MA; 45% para o Cd LB; e 36% para o Cd MA.

Taylor, Baird e Soares (1998) realizaram um estudo de toxicidade seme-
lhante ao da presente pesquisa, no qual expuseram dois organismos aquaticos
Chlorella vulgaris a um gradiente de concentragdes de Cd entre 0,1 e 1.000
mg. L para avaliar os efeitos da exposi¢do alimentar com Daprhia magna.
Os autores concluiram que a ingestio das algas contaminadas levou a redugéo

do crescimento e da reprodugio de D. magna. Na presente pesquisa, com as
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Figura 2 - Resultados dos testes de toxicidade crénica (média da
contagem do numero de células) de R. subcapitata expostas as
concentracdes de metais.
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Figura 3 - Resultados de reproducdo dos testes de toxicidade cronica
na exposicao e alimentacao das C. dubia com concentracdes de metais
e geracao F1.
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multivias de exposi¢o (incluindo a alimentar) simulando uma situagio real,
também pode se observar o efeito deletério do Cd sobre a reprodugio de
C. dubia. De Schamphelaere et al. (2004) fizeram uma critica sobre a pouca
atengdo que tem sido dirigida para a toxicidade de metais dietéticos para
invertebrados de d4gua doce. Em vista disso, apresentaram um estudo sobre
atoxicidade cronica de Zn na dieta para D. magna, e obtiveram como resul-
tado uma redugio significativa de 40% do total de reprodugio nas concen-
tragdes de 28 e 61 mg.L". Sofyan, Price e Birge (2007) também observaram
efeitos significativos sobre a sobrevivéncia, taxa de alimentagdo e reprodu-
¢ao de C. dubia apds exposicao cronica de dgua e alimento contaminados
com vérias concentragoes de Cd (0,5; 10; 20;40 e 80 ug.L*), o que corrobora
com os dados da presente pesquisa, apresentando efeito nao inibitorio em
claddceros em concentragdes consideradas baixas.

A exposicio de D. magnaa0,5,1, 2,4, 10 ug.L"* de Cd por meio da abor-
dagem integrada via alimento e contato direto com dgua contaminada foi
avaliada por Barata et al. (2002). Os autores demonstraram que a acumula-
¢d0 de Cd no organismo-teste foi duas vezes maior por exposi¢ao a agua do
que por ingestao de algas contaminadas. Também observaram que os efeitos
deletérios na taxa de reproducio foram mais evidentes na exposi¢ao apenas
de 4gua, se comparados aos efeitos da exposi¢ao simultdnea de alga e dgua.
Na presente pesquisa, a exposi¢ao simultinea ao alimento e & dgua contami-
nada também revelou a toxicidade considerando-se os aspectos reprodutivos.

Rodgher e Espindola (2008) verificaram a diminuigao da sobrevivéncia
e do nimero de neonatos pela exposicio de C. dubia quando alimentadas
com alga P, subcapitata (atual R. subcapitata), expostas na fase de crescimento
exponencial @ niveis de Cd dissolvidos em concentragoes de 0,63, 1,51, 2,93,
6,85,12,60x 107. Em outro estudo experimental, Rodgher e Espindola (2007)
observaram efeitos toxicos significativos para sobrevivéncia e reprodugio de
C. dubia, quando exposta e alimentada com alga contaminada por Cr em
concentrages de 8,73; 18,22 e 34,04 mg.L". Apesar de no presente estudo
ndo ser possivel afirmar que a alimentagdo desencadeou a toxicidade, o que
possivelmente contribui para os efeitos deletérios observados, tais dados cor-
roboram com a presente pesquisa, na qual os organismos foram expostos em
situagdes semelhantes, mesmo sendo com metais diferentes, de modo que
pdde-se observar efeitos reprodutivos nos organismos expostos.

De acordo com os trabalhos encontrados na literatura, fica evidente
que o alimento deve ser considerado uma fonte importante de contami-
nagio de Cd, Zn e outros metais. Por isso, uma andlise aprofundada dos
efeitos toxicos sobre organismos zooplanctonicos apds exposi¢do cronica
ao alimento contaminado deve ser feita, pois tais informagoes auxiliam
na predi¢ao dos riscos que esse tipo de exposi¢do pode ter sobre o equi-
librio desse ecossistema, garantindo a seguranga de outros organismos
e de seus descendentes.

Outro aspecto importante sobre a toxicidade dos metais para orga-
nismos aqudticos esta relacionado a existéncia ou nao de recuperagio
depois de interrompida a exposi¢ao dos organismos a esses toxicos.

De acordo com Mangas-Ramirez, Sarma e Nandini (2004), cladéceros
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expostos a concentragdes de metais podem apresentar recuperagio
quando o ambiente torna-se favordvel. No entanto, poucos trabalhos
possuem esse enfoque.

Na presente pesquisa, considerando-se o teste da geracdo F1 (neona-
tos provenientes de pais expostos aos metais por via aquosa e alimentar
simultaneamente), 0os neonatos foram introduzidos em meio livre de con-
taminante, e alimentados com alga pura ndo contaminada. Foi possivel
observar que os neonatos nao se desenvolveram como no grupo controle
e a exposi¢ao da geragdo parental interferiu na taxa de reprodugio da
geracdo F1, uma vez que se registrou a redu¢io no nimero de neonatos,
em relagdo ao nimero de neonatos obtido na condi¢do controle, em 47,
27,27 e 33%, quando a geragdo F1 foi proveniente de pais expostos aos
Zn LB, Zn MA, Cd LB e Cd MA, respectivamente (Figura 3).

Essa redugao no nimero de neonatos da geragao F1 mostra que
a atuagao do Zn e Cd pode comprometer as geragdes seguintes, pois
seus descendentes, mesmo livres de contaminantes, ndo apresentaram
recuperagdo bioldgica entre as geragdes.

Ja as anélises quimicas das amostras de tecido bioldgico digerido para
quantificagdo de metais incorporados no organismo demonstraram que,
em todas as amostras, os valores dos metais Zn e Cd encontraram-se
bem abaixo das concentragdes iniciais a que os organismos foram expos-
tos. Sendo assim, de acordo com os dados dos testes de toxicidade com
organismo Ceriodaphnia dubia, ndo houve valores que acusassem bio-
concentracdo dos elementos metalicos pelo método, conforme Tabela 1.

Segundo Castro et al. (2008), a concentragio de contaminantes é
o0 processo pelo qual uma substincia quimica é absorvida do ambiente
aquético para os tecidos bioldgicos. Essa exposi¢do ao contaminante
pode ser por meio das areas dérmicas e respiratorias do organismo e,
segundo a autora, a dieta alimentar ndo é inclusa. J4 Sofyan et al. (2008)
apresentam dados indicando que o Cd foi acumulado tanto por meio
da exposi¢do a 4gua contaminada quanto por meio da dieta de C. dubia,
afetando a alimentacéo e producido de neonatos. Além disso, foi obser-
vada transferéncia de Cd na cadeia trofica entre os produtores prima-
rios (R. subcapitata) e consumidores primdrios (C. dubia), indicando a

importincia de estudos sobre multivias de exposi¢cdes como as fontes de

Tabela1- Testes de toxicidade com os metais Cd e Zn com o organismo-
teste C. dubia.

Concentracao de metais em tecido bioldgico (ug.L")

[1Teste 10 Teste 20 Teste Média
Zn LB 180 28980 23450 26,220 1400
Zn MA 270 23,260 33360 28310 £ 4,870
Cd LB 1 0028 0041 0031+ 0010
Cd MA 15 0041 0028 0028+ 0010
Zn LB F1 - 25,780 22,460 24120 £ 4110
Zn MA F1 - 27910 25500 26,700 £ 3100
Cd LBF1 - 0370 0096 0,230+ 0010
Cd MAF1 - 0391 0582 0485+ 0001

Dados de bioconcentragao dos parentais e geracao F1.

]
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captacio e toxicidade do metal. No entanto, para avaliagdo de bioconce-
tragio, fatores como concentragio e tempo de exposi¢ao sao relevantes —
neste caso, as concentragoes utilizadas foram consideradas extremamente
baixas, sendo alguns valores encontrados abaixo do limite de detecgao
dos aparelhos. Desse modo, para tal avaliagdo sugere-se que novas con-
centragdes sejam testadas, assim como o tempo de exposigao.

Contudo, pesquisas relacionadas a bioconcentragao sao frequente-
mente relatadas com peixes por possuirem maior massa corporal para
realizacdo do processo de digestdo dcida. Mesmo assim, segundo Silva
(2013) as concentragoes de elementos metalicos em algumas metodolo-
gias podem ser oriundas de falhas na execugao do preparo da amostra,
por fatores distintos. Diante de tal observagao, faz-se necessario destacar
as dificuldades envolvidas em trabalhos dessa natureza com organis-
mos tdo pequenos, pela complexidade do manuseio dos organismos e
pela limitagdo analitica existente em relagdo a pouca massa disponivel.

Apesar de os niveis de concentra¢do de metais estarem bem abaixo
dos limites quantificaveis pela espécie, outro aspecto importante sobre
metais utilizados seria saber se as concentragdes propostas nio foram
depreciadas, sendo necessario quantificar os niveis de MTs no orga-
nismo, pois sdo induzidas pela presenca de tais espécies quimicas estu-
dadas (KALAY & ERDEM, 2003).

Diante dos resultados do presente estudo, nota-se que tanto Zn quanto
Cd causam toxicidade crdnica para a espécie C. dubia. Além disso, mesmo
que no tecido bioldgico néo tenha constado bioconcentragio dos metais, estes

podem comprometer os microinvertebrados aquéticos e seus descendentes.

CONCLUSOES

Nas concentragdes testadas de Zn e Cd ndo houve inibi¢do no cresci-
mento de R. subcapitata. Portanto as concentragdes nao causaram toxi-

cidade. No entanto, para a espécie C. dubia, em ambas as concentragoes

testadas de Zn e Cd, houve indicagdo de toxicidade cronica na gera-
¢do parental, considerando-se o nimero de neonatos por individuo.
Sendo assim, a toxicidade foi evidenciada na geracdo F1 de C. dubia,
em condigdo livre de contaminantes, proveniente de fémeas expostas,
indicando efeitos toxicos das concentragdes testadas para ambos os
metais, nas geragdes subsequentes.

Os organismos da geragio F1, apos oito dias de exposi¢do em dgua
e alimentos sem contaminantes, ndo demonstraram capacidade de
recuperagio bioldgica. As analises quimicas demonstraram que néo
houve bioconcentragao dos elementos metalicos Zn e Cd em C. dubia
para as concentragoes testadas.

Os efeitos de metais nos organismos aquaticos sdo evidentes em todos
os niveis. No entanto, utilizar concentragoes proximas da encontrada no
ecossistema aquatico torna a pesquisa mais realista, considerando que os
organismos estdo inseridos dentro dessas concentragdes constantemente.
Por isso, devem ser realizadas outras andlises com esse perfil, expondo
mais de uma geragao. A existéncia de recuperagio de organismos expostos
a metais é pouco conhecida pela literatura, sendo este um dos primeiros
trabalhos entre geragdes, no qual a geragao seguinte ¢ mantida em con-
digdo diferente, livre de contaminantes. Portanto, sugere-se que novos
ensaios sejam feitos para embasar melhor a discussdo desses dados e

ampliar o conhecimento sobre as possiblidades de recuperagio biologica.
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