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RESUMO

O Cadmio (Cd) é um metal pesado extremamente tdxico e bioacumulativo,
constituinte natural dos fertilizantes quimicos fosfatados utilizados na agricultura,
comumente lixiviado e depositado nos ambientes aquaticos. Com o objetivo de
investigar sua toxicidade, o presente estudo foi conduzido por meio de uma revisao
cienciométrica e por dois bioensaios, onde foram avaliadas distintas concentragdes
de Cd (permissiva, realistica e perspectiva futura), 0, 5, 50 e 500 pg L™,
respectivamente. Na revisdo cienciométrica 3837 registros foram analisados no
WoS, bibliometrix, programa CiteSpace e Microsoft Excel 2016. A China foi o pais
com mais publicacbes sobre o assunto e apresentou instituicbes com maior
influéncia na area. "Heavy metals", "Toxicity" e "Cadmium" foram as palavras-chave
mais utilizadas. Dentre os organismos fotossintetizantes, predominaram pesquisas
com o filo Tracheophyta e Chlorophyta. Os peixes foram os animais mais utilizados
entre os vertebrados. Nos invertebrados, os grupos abordados com maior frequéncia
foram os moluscos e crustaceos, sendo o biomarcador de bioacumulacdo o mais
avaliado em todos os grupos. O bioensaio com sementes de Allium cepa teve como
objetivo avaliar a bioacumulacéo, fitotoxicidade e citogenotoxicidade de Cd. Foram
distribuidas 25 sementes em caixas Gerbox forradas com papel germitest. As
solugdes teste foram pipetadas em volume de 2,5 vezes o peso do papel, sendo
incubadas por 240h a 20 °C em B.O.D com fotoperiodo (12/12h). A germinagéo foi
significativamente menor em todas as concentragcées de Cd quando comparadas ao
controle negativo. O comprimento da radicula ndo apresentou variagdo entre os
grupos. A partir do indice de Aberracdes Cromossémicas constatou-se um aumento
significativo de danos citogenotdxicos em todas as concentragbes de Cd, tendo a de
5 ug L' o maior efeito. O dano que apresentou maior frequéncia em todas as
concentragcbes foi C-metafase, seguido por quebra cromossdmica. A menor
concentracdo de Cd foi a que provocou maior incidéncia de aderéncias, pontes
anafasicas e de C-metafases. Devido os peixes serem organismos extremamente
expostos a contaminantes aquaticos, foi utilizado a espécie Rhamdia quelen para
avaliar os efeitos de Cd na sobrevivéncia e desenvolvimento embrio-larval. Cinco
ovos fertilizados/poco foram alocados em 20 microplacas de 24 pocos, contendo 2,5
ml das solugdes teste e incubados em B.O.D a 25 °C por 96h. A taxa de
sobrevivéncia foi extremamente reduzida em todas as concentracbes testadas,
sendo observado sobreviventes acima de 10% apenas no grupo controle e na menor
concentragcdo de Cd em 96 horas pés fertilizagao (hpf). Foi observado um aumento
gradativo das deformidades pela concentracao de Cd em 48hpf. A area corporal foi
consistentemente reduzida nas maiores concentragdes apds 48hpf e também em 5
ug L™ apos 96hpf. Conclui-se que concentracdes permissivas e realisticas de Cd
sdo fitotdxicas, citogenotdxicas, bioacumulativas e apresentaram efeitos severos
sobre as fases iniciais dos peixes, representando um risco elevado a manutencao
das populagdes, em caso de biodisponibilidade.

Palavras-chave: cenciometria; aberracbes cromossdmicas; embriotoxicidade;
sobrevivéncia; metal pesado.



ABSTRACT

Cadmium (Cd) is an extremely toxic and bioaccumulative heavy metal, a natural
constituent of phosphate chemical fertilizers used in agriculture, commonly leached
and deposited in aquatic environments. In order to investigate its toxicity, the present
study was conducted through a scientometric review and two bioassays, where
different concentrations of Cd were evaluated (permissive, realistic and future
perspective), 0, 5, 50 and 500 pg LT, respectively. In the scientometric review, 3837
records were analyzed in WoS, bibliometrix, CiteSpace and Microsoft Excel 2016.
China was the country with the most publications on the subject and presented
institutions with the greatest influence in the area. "Heavy metals", "Toxicity" and
"Cadmium" were the most used keywords. Among the photosynthetic organisms,
research with the phylum Tracheophyta and Chlorophyta predominated. Fish were
the most used animals among vertebrates. In invertebrates, the most frequently
addressed groups were molluscs and crustaceans, with bioaccumulation being the
most evaluated biomarker in all groups. The bioassay with Allium cepa seeds aimed
to evaluate the bioaccumulation, phytotoxicity, and cytogenotoxicity of Cd. 25 seeds
were distributed in Gerbox boxes lined with germitest paper. The test solutions were
pipetted in a volume of 2.5 times the weight of the paper, being incubated for 240h at
20° C in B.O.D with photoperiod (12/12h). Germination was significantly lower at all
Cd concentrations when compared to the negative control. Radicle length did not
vary between groups. Based on the Chromosomal Aberration Index, a significant
increase in cytogenotoxic damage was observed in all concentrations, with 5 pg L™
having the greatest effect. The damage that presented the highest frequency in all
tested concentrations was C-metaphase, followed by chromosome breakage. The
lowest concentration of Cd was the one that caused the highest incidence of
adhesions, anaphase bridges and C-metaphases. Because fish are organisms
extremely exposed to aquatic contaminants, the species Rhamdia quelen was used
to evaluate the effects of Cd on survival and embryo-larval development. Five
fertilized eggs/well were placed in 20 microplates of 24 wells, containing 2.5 ml of
test solutions and incubated in B.O.D at 25° C for 96h. The survival rate was
extremely reduced in all tested concentrations, with survivors above 10% being
observed only in the control group and in the lowest Cd concentration at 96hpf. A
gradual increase in deformities was observed by Cd concentration at 48hpf. Body
area was consistently reduced at the highest concentrations after 48hpf and also at 5
ug L after 96hpf. representing a high risk to the maintenance of populations, in case
of bioavailability.

Keywords: scientometrics; chromosomal aberrations; embriotoxicity; survival; heavy
metal.
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1 INTRODUGAO GERAL

A crescente urbanizagao e os avangos nos processos industriais e agricolas,
resultaram no aumento da disponibilidade de contaminantes nos ambientes naturais,
inclusive metais pesados como o Cadmio (Cd) (LIU et al., 2023), o qual vem sendo
identificado nos agroecossistemas e ambientes aquaticos em concentragées cada
vez mais elevadas.

O processo de modernizagao da agricultura trouxe consigo o desenvolvimento
e emprego cada vez mais expressivo de maquinas e dos insumos agricolas. Com a
finalidade de aumentar a producdo de alimentos, passou-se a fazer o uso
indiscriminado de agrotoxicos, como inseticidas, herbicidas, fungicidas, entre outros
(BORSOI et al., 2014). Outra caracteristica predominante da agricultura moderna é a
monocultura, geralmente praticada em grandes extensdes de terras. Essa técnica
ocasionou grandes transformacdes e homogeneizagao das paisagens (GROOT et
al.,, 2021). Além da utilizacdo dos agrotoxicos, também passou a ser necessario a
utilizacdo dos fertilizantes para que as demandas de nutrientes das plantas
pudessem ser atendidas garantindo seu desenvolvimento e consequentemente a
alta produtividade (MIKULA et al., 2020).

Embora a utilizacdo de fertilizantes quimicos propicie a reposicdo de
nutrientes essenciais para o desenvolvimento vegetal, eles podem se tornar
importantes fontes de poluigdo, contaminando solos, aguas e as proprias plantas por
metais pesados, que séo oligoelementos ndo essenciais com capacidades toxicas e
bioacumulativas (MENDES et al., 2010).

Dentre os fertilizantes quimicos, os fosfatados sdao os que apresentam
maiores teores de Cd em sua composicdo, pois sdo obtidos a partir de rochas
fosfaticas (sedimentares), ricas em fosforo e calcio, mas também em Cd (MAR;
OKAZAKI, 2012; QAMOUCHE et al., 2020). A faixa de concentracdo média de Cd
em rochas fosfaticas em escala mundial é de 0,035 a 243 mg kg™, mas ja foram
registrados teores de 507 mg kg™, sendo insignificantes as perdas de Cd durante o
processo de produgcao dos fertilizantes, visto que ndo ha meios de sua remocéao
(MAR; OKAZAKI, 2012). Isso faz com que a entrada de Cd nos solos seja
intensificada, muito além da velocidade natural que se esperaria por processos

fisicos, quimicos ou bioldgicos.
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Tendo em vista que o Cd é um metal bioacumulativo, ele pode ser acumulado
nos tecidos dos organismos e, posteriormente, biomagnificado na cadeia alimentar,
atingindo diferentes niveis tréficos (DA COSTA ARAUJO; DE ANDRADE VIEIRA;
MALAFAIA, 2020) e chegar até o homem por meio da ingestdo de alimentos com
concentracdes mais elevadas desse metal (KOLAROVA; NAPIORKOWSKI, 2021).
Quando inserido no organismo humano, se acumula em tecidos e Orgaos
importantes, principalmente rins e figado. A exposicdo prolongada ocasiona
disturbios reprodutivos, doengas oOsseas e aumenta a probabilidade para o
desenvolvimento de cancer (CARVALHO et al., 2017; CARNE et al., 2021).

Ademais, o Cd pode colocar em risco a vida aquatica, uma vez que exerce
efeitos no metabolismo, comportamento, morfologia, crescimento, reproducédo e
sobrevivéncia de diversos grupos animais (KESSABI et al., 2023). Os peixes, por
exemplo, sdo extremamente vulneraveis a toxicidade do Cd, pois ingerem
continuamente a agua para manter suas fungdes metabdlicas (LEE et al., 2023) e se
alimentam de invertebrados e fitoplancton, os quais podem apresentar
bioacumulagao de Cd (DAS; KAR; PATRA, 2023). A toxicidade expande-se também
aos organismos aquaticos fotossintetizantes. Nas plantas, o efeito pode ser letal pois
compromete diversas fungdes fisioldgicas, provocando a reducédo da absorgéo de
nutrientes, crescimento e inibicdo da fotossintese (DENG, et al., 2014).

A presenga de Cd pode provocar a perda da biodiversidade aquatica e,
consequentemente, contribuir para a extingdo de espécies (MARQUES, et al., 2022).
Seus efeitos toxicos sdo relatados mesmo em baixas concentragbes (PAUL; SMALL,
2019; SIERRA-MARQUEZ et al, 2019; CHEN et al, 2021; KIRAN; BHARTI,
SHARMA, 2021; ZHENG et al., 2021), representando um risco as comunidades
aquaticas e aos servigos ecossistémicos, provocando redugcdo na produtividade,
prejudicando a ciclagem de nutrientes, a regulagdo da qualidade da agua e controle
de pragas, deixando o ecossistema mais instavel e menos resistente a catastrofes
(MEENA; JHA, 2023).

A fim de avaliar a toxicidade de elementos, como o Cd, s&o utilizados
modelos biolégicos, como vegetais ou animais, para mensurar os danos, rotas e as
formas de agdo de uma substancia, bem como as respostas dos organismos a
determinadas concentragcbes e tempo de exposicdo (DRUART et al, 2010;
CLEMENT et al., 2014). Isso também serve de base para determinacéo dos limites

maximos aceitaveis das substancias, os quais norteiam as legislagdes.
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Diante disso, o presente trabalho teve por objetivo investigar a toxicidade de
Cd em organismos aquaticos por meio de uma revisdo cienciométrica e através da
exposicao controlada de dois modelos bioldgicos, de niveis troficos distintos, a
concentracdes realisticas do metal. A revisdo cienciométrica incluiu 3.837 estudos
que abordaram a toxicidade de Cd em organismos aquaticos, posteriormente, a fim
explorar de maneira mais detalhada, os dados foram agrupados e analisados em
subconjuntos: organismos fotossintetizantes, vertebrados e invertebrados aquaticos.
Este estudo representa o primeiro capitulo dessa dissertagao de mestrado.

No primeiro bioensaio (Capitulo 2), foram utilizadas sementes de Allium cepa
para avaliar os efeitos sobre os parametros fitotdxicos, bioacumulagdo e danos
citogenotoxicos provocados pela exposicdo a distintas concentracbes de Cd
(permissiva, realistica e perspectiva futura). Ja para o segundo bioensaio (Capitulo
3) foi utilizado o peixe Rhamdia quelen (Quoy; Gaimard, 1824), em fase inicial de
desenvolvimento, no qual foi avaliada a sobrevivéncia, deformidades morfolégicas e
morfometria apds ensaio agudo com as concentragdes de Cd ja empregadas no

ensaio anterior: permissiva, realistica e uma representando uma estimativa futura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Metal pesado Cadmio

O Cadmio (Cd) ocorre na natureza na forma de impureza do minério de zinco
(VIEIRA et al., 2015) e é classificado como metal pesado, pois apresenta densidade
da massa atémica acima de 5 g/cm® (BARAKAT, 2011; GHUGE et al., 2023; KIRAN;
BHARTI; SHARMA, 2022). E um oligoelemento e também conhecido como metal-
traco, por se tratar de um elemento quimico que, naturalmente, deveria ser
encontrado em concentragdes muito baixas no meio ambiente (LAU et al., 2021;
ROMERO-ESTEVEZ; YANEZ-JACOME; NAVARRETE, 2023). Entretanto, as agdes
antropicas vém ocasionando o0 aumento de sua concentragdo nos ambientes
naturais, sendo extremamente toxico e bioacumulativo nessas condigcbes (MENDES
et. al, 2010).

Metais n&do essenciais, como Cadmio, Chumbo, Cromo, Mercurio, etc.,
exercem pouca ou nenhuma atividade benéfica as funcdes bioldgicas dos
organismos biologicos (FASAE; ABOLAJI, 2022; KIRAN; BHARTI; SHARMA, 2022),
provocando em geral efeitos letais ou subletais graves. Por outro lado, ha metais
essenciais, como por exemplo Ferro, Manganés, Zinco, entre outros, que em
concentragcbes adequadas contribuem para o bom funcionamento dos organismos,
desempenhando fungdées metabdlicas importantes (JOMOVA et al., 2022; ROMERO-
ESTEVEZ; YANEZ-JACOME; NAVARRETE, 2023).

O Cadmio é soluvel em agua e seus efeitos toxicos sdo observados até
mesmo em baixas concentracdes (KIRAN; BHARTI; SHARMA, 2022). Além disso, é
persistente, bioacumulativo, ndo degradavel e comumente encontrado nos solos e
ambientes aquaticos, acumulando-se em plantas e organismos (LIU et al., 2023) e
provocando diversos danos. Dessa maneira, se insere na cadeia alimentar, atingindo
distintos niveis tréficos, podendo chegar até ao homem e ocasionar um sério
problema de saude publica (PEERA SHEIKH KULSUM et al., 2023).

A bioacumulacido é caracterizada pela retencdo de determinada substancia
em um organismo, seja em tecidos ou musculos, a qual ndo € eliminada apés
absorgao e processo de excregao (GHOSH; MAL; MANDAL, 2020). A transferéncia
trofica de uma substincia acumulada pode resultar na biomagnificagdo, fazendo
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com que a bioconcentracdo seja ainda maior nos organismos expostos (PEERA
SHEIKH KULSUM et al., 2023).

Esses fatos sao preocupantes, considerando que o Cd é extremamente téxico
e comumente encontrado nos ecossistemas aquaticos, muitas vezes acima dos
limites maximos permitidos e atualmente estabelecidos. A legislagdo ambiental
brasileira estabelece concentracbes maximas permitidas para Cd em ambientes
aquaticos a fim de manter padrdes seguros para os seus diferentes usos (consumo,
recreagao, pesca, dessedentagdo, irrigacao, etc.). Atualmente, a qualidade das
aguas superficiais € mensurada conforme a sua destinagdo, tendo como base os
critérios e limites estabelecidos na Resolugadgo CONAMA n° 357/2005, que define,
por exemplo, a concentracdo maxima de 1 ug L™ de Cd para rios classes 1 e 2 e 10
ug L™ para os de classes 3 e 4 (CONAMA, 2005).

Para aguas subterréneas, a questdo estd normatizada pela Resolugéo
CONAMA n° 396/2008, sendo admitido um limite maximo de 5 ug L' de Cd para as
aguas destinadas ao consumo humano e/ou para recreagdo, 10 ug L™ para irrigagdo
e 50 pg L™ para dessedentagdo de animais (CONAMA, 2008). Os padrdes de
potabilidade da agua destinada ao consumo humano estdo regidos pela Portaria
GM/MS n° 888/2021, que estabelece um limite maximo admissivel de 3 ug L™ de Cd
na agua potavel (BRASIL, 2021), sendo abaixo do limite anterior que era de 5 pg L™
(Portaria GM/MS n° 5/2017).

Em ambito mundial, nos Estados Unidos, a Agéncia de Protecdo Ambiental
(US EPA) estabelece a concentragao de 5 ug L' como limite maximo permitido para
Cd em agua potavel. Essa mesma concentragdo também ¢é definida como o valor
maximo permitido pela diretiva 2020/2184 da Unido Europeia (UE) para agua
destinada ao consumo humano. No entanto, o valor médio comumente encontrado
em rios e lagos de agua doce em todo o mundo é de 25 ug L' e em areas sob
influéncia agricola, como € o caso da América do Sul, esse valor & ainda maior,
atingindo 63,5 pg L™ (ZHOU et al., 2020), concentracdes essas bem acima dos
limites maximos permitidos pelas legislagdes mundiais, € que podem colocar em

risco a biota aquatica.

2.2 Fontes de contaminagao aquatica por Cadmio
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A poluicdo causada por metais pesados, dentre eles o Cd, vem despertando
preocupagao por acometer diversas areas geograficas e por desencadear seérios
efeitos nocivos (TANG et al., 2023). Além disso, apresenta distintas fontes de
poluicdo, fazendo com que o aumento das concentragdes nos ecossistemas seja
acentuado.

As fontes de entrada de Cd nos ambientes de agua doce podem ser tanto de
origem natural quanto provenientes das agdes antropicas. O ingresso natural de Cd
ocorre por meio do intemperismo de rochas, processos erosivos, principalmente de
margem e de lixiviagdo, atividades vulcanicas e incéndios florestais (KOLAROVA;
NAPIORKOWSKI, 2021; KIRAN; BHARTI; SHARMA, 2022). Ja as fontes antropicas,
que promovem a contaminagao, sdo oriundas das atividades agricolas, processos
industriais, mineragcdo, queima de combustiveis fosseis, entre outros (KOLAROVA,;
NAPIORKOWSKI, 2021; ROMERO-ESTEVEZ et al., 2023).

Das fontes naturais, as rochas sedimentares geralmente apresentam uma
quantidade mais elevada de Cd, embora outros tipos de rochas também possuam
esse metal como constituinte, e por meio do intemperismo, o Cd acaba sendo
naturalmente alocado nos solos aumentando assim a sua concentragao (LIAO et al.,
2022). Por mais que ocorra a deposi¢cao e redistribuicdo de Cadmio por maneira
natural, as fontes antropogénicas sdo as principais responsaveis pela contaminagao
dos recursos naturais por esse metal. O cadmio € um elemento amplamente
utilizado em processos industriais, estando presente em pilhas e baterias, em
pigmentos/tintas, na estabilizacdo de plasticos, revestimentos e galvanizagao, entre
outros (YUAN et al., 2019).

Por ser muito utilizado em atividades industriais, sua presenga acaba sendo
bastante elevada nas aguas residuais e sua persisténcia faz com que a eliminagao
seja bastante dificil durante o tratamento. Os principais efluentes industriais com
elevadas cargas de Cd s&o os oriundos da fabricacdo de baterias e eletrénicos,
producao téxtil e de plasticos, drenagem de minas e outros (VILLEN-GUZMAN et al.,
2021; YUAN et al., 2019).

Nas industrias téxteis e na fabricacado de plasticos sao utilizados corantes a
base de Cd para dar cor aos tecidos e principalmente polimeros, resultando na
presenca do metal em diversos produtos finais que sao utilizados no cotidiano
(ANGELIN et al., 2020; KHAN et al., 2023; YANG et al., 2023). Sua utilizagdo tem se

tornado cada vez mais restrita por meio da implementagcdo de legislagbes mais
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severas, devido sua alta toxicidade e capacidade de desencadear impactos
ambientais (ANGELIN et al., 2020; KHAN et al., 2023).

A mineragdo do carvao € outra importante fonte de entrada de Cd nos
compartimentos ambientais (TANG, 2023), assim como as atividades agricolas,
principalmente quando ndo se ha um manejo adequado da produg¢do. A principal
porta de entrada do Cd nesses sistemas produtivos caracteriza-se pelo elevado uso
de fertilizantes quimicos, além do fato de alguns inseticidas e fungicidas também
possuirem Cd em sua composigao (JEONG et al., 2023).

Os principais fertilizantes que contém metais pesados sdo os fosfatados, os
quais podem inserir na cadeia alimentar elementos como o cadmio (Cd), chumbo
(Pb), cromo (Cr) e mercurio (Hg). Esses metais presentes nos fertilizantes sao
oriundos da presencga natural em rochas fosfaticas e que n&o sao eliminados durante
o processo de fabricacdo (MENDES et. al, 2010). Sdo elementos que n&o podem ser
criados, mas sao transportados e redistribuidos através das acgdes antrépicas
(KRAEMER; CAMPBELL; HARE, 2006). Diferente dos processos naturais, essa
redistribuicdo faz com que as concentragdes nos solos aumentem substancialmente
e passem a nao ser seguras, tanto para a biota quanto aos humanos.

Outra acédo que promove a deposi¢ao de Cd nos solos e, posteriormente nas
aguas € a aplicagéo de esterco animal sobre o solo, com intuito de fertiliza-lo a baixo
custo; pratica bastante comum em pequenas propriedades no sul do Brasil. Por mais
que essa acao propicie a reposicao de matéria organica e, consequentemente,
nutrientes no solo, também insere metais pesados e outros compostos, provenientes
de aditivos inseridos na ragdo como também pela ingestdo de plantas com acumulo
de Cd e outros oligoelementos (ZHENG et al., 2022).

A agricultura € uma das grandes responsaveis pela redistribuicido de Cd e de
outros metais pesados tanto no solo quanto nas aguas superficiais. Considerando
que comumente é feito o uso de fertilizantes e esterco nas lavouras, a concentragao
de Cd no solo acaba aumentando, o qual é absorvido e acumulado pelas plantas.
Além disso, uma vez presente no solo pode ser transportado e depositado nos
ambientes aquaticos por meio de processos erosivos e escoamento superficial,
bioacumulando-se nos organismos que ali habitam e causando diversos danos,
cujos impactos podem ser estendidos para toda uma bacia hidrografica
(SOMPRASONG; ASSAWADITHALERD, 2021; ZHANG et al., 2020).
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2.3 Biodisponibilidade de Cadmio em ambientes aquaticos

Por ser soluvel em agua, a presenga de Cd em ambientes aquaticos desperta
ainda mais preocupagdes, pois o0s organismos ficam ainda mais expostos.
Entretanto sua toxicidade esta relacionada a biodisponibilidade (MIRANDA et al.,
2021). Biodisponibilidade € definida pela capacidade que uma determinada
substancia tem de ser absorvida e bioacumulada por um organismo, no qual exerce
efeitos toéxicos, prejudicando o seu funcionamento (NAIDU et al., 2008).

A disponibilidade de Cd na agua é determinada pela agcdo de multiplos
fatores, que vao desde as caracteristicas hidrogeoquimicas, sedimentoldgicas e
climaticas da bacia até o uso e ocupacgao predominantes do seu entorno, com as
diferentes fontes de contaminagdo. Assim, a toxicidade do Cd e de outros metais
dependera da interacao desses fatores com a biota nas escalas espacial e temporal
(MIRANDA et al., 2021).

A biodisponibilidade de Cd em ecossistemas aquaticos é diretamente afetada
pela temperatura, pH, salinidade, presenga de substancias organicas e quimicas.
Como é um ambiente natural, ha alteragcdes constantes desses componentes e
parametros, fazendo com que a biodisponibilidade também seja alterada, em alguns
momentos o Cd vai estar mais disponivel aos organismos, desencadeando efeitos
téxicos mais severos e em outros vai apresentar menor biodisponibilidade, reduzindo
assim a suscetibilidade da biota (JEONG et al., 2023).

A temperatura exerce influéncia direta na capacidade de absorgcdo e
eliminacdo de Cd. Temperaturas mais elevadas resultam em maiores taxas de
absorcdo do metal e, consequentemente maiores efeitos téxicos, considerando que
quanto maior a temperatura menor a taxa de oxigénio dissolvido, o metabolismo dos
organismos acelera fazendo com que absorvam mais agua para retirar oxigénio. A
biodisponibilidade também depende da salinidade, quanto menor, mais disponivel
estara o Cd, pois a salinidade interfere diretamente na sua mobilidade (MIRANDA et
al., 2021).

O pH é outro fator determinante, em aguas mais acidas o Cd apresenta maior
potencial de absorgéo, além disso, ocorre a intensificagdo da transferéncia desse e
outros metais do sedimento para a agua (JEONG et al., 2023). Também ocorre a

influéncia da presenca de microplasticos em ambientes aquaticos, pois estes além



21

de possivelmente apresentar Cd em sua constituicdo, possuem a capacidade de se
ligar aos metais, intensificando o processo de bioacumulagédo (KHALID et al., 2021).

Os poluentes organicos persistentes como Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos (HPAs), pesticidas, inseticidas e farmacos, interagem com Cd e outros
metais, alterando os potenciais toxicos desses oligoelementos (JEONG et al., 2023).
Os poluentes organicos persistentes possuem afinidade lipidica e aumentam a
fluidez da membrana celular, favorecendo a entrada e bioacumulagdo de Cd e
outros contaminantes nas células (GAUTHIER et al., 2014).

Ainda sobre o efeito de substancias orgénicas presentes nos ambientes
aquaticos, alguns nutrientes, como por exemplo o Fésforo Total, favorece a
absorcao de metais pesados. Ja o carbono organico total complexa e imobiliza o Cd,
transferindo o metal da agua para o sedimento (MIRANDA et al., 2021).

Além da constituicdo fisico-quimica, os parametros biolégicos também
exercem influéncia na biodisponibilidade de oligoelementos, a presenca de biofiimes
por exemplo, interfere na mobilidade e concentracbes desses poluentes nos
ambientes aquaticos por meio dos processos de bioacumulagdo e degradagao.
Outros fatores que influenciam s&o a presenca de solidos dissolvidos e sedimento,
0s quais podem acumular e reter parte da concentragdo de Cd e outros
contaminantes (HUA et al., 2019).

Todas as interagbes apresentadas sao primordiais para determinar a
biodisponibilidade do Cd, bem como a intensidade dos efeitos toxicos provocados
pela exposicdo. Vale ressaltar ainda que a biodisponibilidade é proporcionalmente
mutavel de acordo com alteragdes dos padrdes fisico-quimicos e concentracbes de

outras substancias presentes da agua.

2.4 Toxicidade de Cadmio e interagbes com organismos

Um dos oligoelementos mais téxicos para os organismos aquaticos € o Cd, o
qual pode ser absorvido por meio da ingestédo, respiragdo, adsorgcao (LIU et al.,
2017) e/ou por via cutdnea (HAS-SCHON et al., 2015). Cada espécie responde de
uma maneira a contaminacdo por Cd em determinada concentracdo, sendo
documentada na literatura a ocorréncia de efeitos toxicoldgicos severos, tais como
desregulagdo enddcrina (LIU et al., 2017), alteragdes morfoldgicas, disfungdes

reprodutivas e renais, danos ao DNA, toxicidade no figado, reduc¢ao do crescimento,
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desenvolvimento do estresse oxidativo e até mesmo comprometer a viabilidade
populacional das espécies (CHENG, et al. 2021; KOLAROVA; NAPIORKOWSKI,
2021).

Conforme abordado anteriormente, o Cd possui efeito bioacumulativo, que
consiste em um aumento das concentracbes do elemento quimico nos tecidos
(WANG, 2016), caracterizando-se pela retencao resultante da absorgéo e eliminagao
de contaminantes (BORGA, 2013). A suscetibilidade e os niveis de acumulacéo
dependem de alguns fatores, como, por exemplo, fatores genéticos e fisiolégicos
dos individuos e espécies, pH do ambiente em que estdo inseridos, temperatura,
salinidade da agua, disponibilidade e concentracdo de Cd no ambiente (ZHANG;
REYNOLDS, 2019) e tempo de exposicao.

Em peixes, o Cd pode se acumular e interferir no funcionamento de distintos
orgaos como, por exemplo, rins, figado, branquias, intestino, cérebro, ovarios, entre
outros. O sistema digestivo, por exemplo, é diretamente afetado pela bioacumulagéo
desse metal, interferindo na metabolizagdo de nutrientes e equilibrio eletrolitico, na
resposta imune e, por consequéncia no crescimento dos animais. Todos esses
efeitos estdo também associados ao aumento substancial da taxa de mortalidade
(DAS; KAR; PATRA, 2023). Adicionalmente, o Cd apresenta efeito colinérgico
documentado na literatura, sendo considerado um elemento neurotéxico (SOLA et
al., 2022), uma vez que interfere na homeostase de concentragdo citosolica de Ca
2* bloqueando a liberagdo de neurotransmissores dependentes dos fons de calcio
(MENDEZ-ARMENTA; RIOS, 2007), o que provoca alteragbes comportamentais
(ZHANG et al., 2023a) em peixes e invertebrados aquaticos.

Além disso, o Cd desencadeia o estresse oxidativo por meio do aumento das
espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais podem sobrecarregar as defesas
antioxidantes, resultando no aumento da peroxidagao lipidica (LPO) e danos ao DNA
(LIU; QU; KADIISKA, 2009). No estresse oxidativo ha um desequilibrio entre a
producgao de radicais livres e de enzimas antioxidantes, como a catalase, superéxido
dismutase e glutationa peroxidase. O aumento do ambiente oxidativo tende a
provocar rompimento das membranas celulares (lipidicas), danos as proteinas e
também a potencial ativacdo do mecanismo de morte celular (MENDEZ-ARMENTA;
RIOS, 2007).

Além da bioacumulagcdo observada em plantas, o Cd diminui a taxa de

germinagdo de sementes e interfere na sua fisiologia, comprometendo o
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desenvolvimento como um todo. O Cd presente no solo, por exemplo, é absorvido
através da membrana plasmatica das células das raizes por meio de
transportadores de metais essenciais, sendo posteriormente translocados as partes
aéreas das plantas (LI et al.,, 2023). O Cd também inibe a sintese de clorofila e,
consequentemente, compromete a fotossintese (FAN et al., 2023) por meio do
fechamento estomatico e da inibicdo de ferro (Fe 2?*). O ferro esta associado a
elevacgao dos teores de clorofila e sintese de pigmentos responsaveis pela captagao
de luz (HAIDER et al.,, 2021), uma fez que € inibido, consequentemente afeta a
fotossintese.

Uma vez que sao absorvidos pelos mesmos transportadores, o Cd compete
com a absorcdo de nutrientes essenciais, o0 que resulta na deficiéncia destes,
comprometendo assim o crescimento e produtividade (ANDRESEN et al., 2023).
Além disso, pode causar a morte da planta, considerando que também provoca
danos aos 6rgaos vegetativos (raizes, caules e folhas) e clorose foliar (LI et al.,
2023).

Considerando a capacidade bioacumulativa do Cd e todas as evidéncias
toxicologicas ja apresentadas para plantas e animais, torna-se evidente que efeitos
nocivos também podem ser estendidos aos humanos, mesmo em baixas
concentracbes. A exposigdo cronica a esse oligoelemento promove mal
funcionamento do sistema imunolégico, aumenta a probabilidade do
desenvolvimento de cancer, provoca doencas respiratorias, leva a insuficiéncia
renal, causa alteracbes dos horménios reprodutivos, malformagdes congénitas,
danos 6sseos, (LIN et al.,, 2023), problemas de figado, visdo e cardiovasculares
(GENCHI et al., 2020).

A exposicado prolongada ao Cd, em solos contaminados, pode resultar na
doenca ltai- itai, a qual se caracteriza por insuficiéncia renal e por uma combinagao
de dores Oésseas, com osteoporose e osteomalacea, associadas a fraturas e
deformidades (BABA et al., 2013; INABA et al., 2005).

A fim de mensurar as respostas das plantas e da biota a exposicéo de Cd e
outros contaminantes e inferir sobre potenciais efeitos para a saude humana, sao
utilizados modelos biolégicos como bioindicadores de toxicidade. A espécie vegetal
Allium cepa L. é amplamente utilizada em bioensaios por ser bastante sensivel e
apresentar resultados confiaveis a baixo custo. Além disso, € possivel identificar

alteragdes no seu ciclo celular e detectar aberragées cromossOmicas (LEME;
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MARIN-MORALES, 2009). Esse teste também permite mensurar as agdes de
substancias sobre parametros fitotdxicos, tais como o crescimento radicular e a
germinagao (KASSA, 2021; SOUZA et al., 2020).

Esse teste foi introduzido por Levan em 1938 e, posteriormente, alterado por
Fiskesjo (1985) com o objetivo de transforma-lo em um organismo teste para o
biomonitoramento ambiental. Essas alteracdes estavam relacionadas a deteccéo de
efeitos genotoxicos (aberragbes cromossdmicas) e efeitos mutagénicos por meio da
identificacdo de micronucleos (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Com a finalidade de identificar os potenciais efeitos adversos de diversos
poluentes toxicos, como por exemplo, metais pesados, também s&o utilizados
embrides, eleuteroembrides e larvas de peixes como bioindicadores em ensaios
ecotoxicoldgicos (BRITO et al., 2018). A partir de respostas a exposicdo a
contaminantes, é possivel mensurar efeitos agudos e crénicos, incluindo
letalidade/sobrevivéncia, anormalidades morfoldgicas, neurotoxicidade, estresse
oxidativo e danos histopatolégicos, mesmo em baixas concentragdes (NOGUEIRA;
CASTRO; SA, 2009). Para fins de definicdo, os eleuteroembrides compreendem as
fases da incubagao a fase de autoalimentagéo, ou seja, entre a fase embrionaria e a
fase larval (OLIVEIRA et al., 2013).

O peixe Rhamdia quelen (Quoy e Gaimard, 1824), popularmente conhecido
como jundia, € uma espécie nativa de agua doce com ampla distribuicado geografica
e comumente encontrado na regido sul do Brasil. Pertencente a classe
Actinopterygii, ordem Siluriformes e familia Heptapteridae é considerado um bom
modelo experimental (GOMES et al., 2000). Como apresenta rapida organogénese é
amplamente utilizado em ensaios laboratoriais principalmente nas fases
embrionarias e larvais (NAGAMATSU et al., 2021).

Essas fases iniciais de desenvolvimento vém sendo bastante utilizadas em
ensaios ecotoxicolégicos, pois possuem a pele e o sistema imunoldgico imaturos e
apresentam elevada taxa metabdlica, portanto, sdo mais sensiveis a alteracdo da
qualidade da agua e ao estresse provocado pela exposi¢do a contaminantes com
potenciais téxicos, sendo possivel identificar alteragdes morfoldgicas, fisioldgicas e
letalidade de determinada concentragdo (AZEVEDO-LINHARES et al., 2018);
BARRETO et al., 2020). As fases iniciais de desenvolvimento dos peixes s&o vitais
para a manutencao das espécies e do equilibrio dos ecossistemas naturais. Por ser

uma fase extremamente sensivel aos efeitos de poluentes, a presenca de
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contaminantes, como o Cd, em ambientes aquaticos, pode colocar em risco o
equilibrio e interferir na manutencao populacional das espécies.

Considerando as problematicas registradas na literatura associadas ao Cd,
bem como a necessidade de ampliar o conhecimento sobre a toxicidade desse metal
em distintos organismos, foi desenvolvido o presente estudo o qual € apresentado a

seguir em 3 capitulos.

3 TOXICIDADE DE CADMIO EM ORGANISMOS AQUATICOS: UMA REVISAO
CIENCIOMETRICA

3.1 Introducgao

As acbes antropicas promovem a deposicdo de contaminantes no meio
ambiente. Entre esses contaminantes tem sido identificado com frequéncia a
presenca de metais trago em altas concentragdes, muitas vezes excedendo os
limites de seguranga estabelecidos pelas legislagdes ambientais competentes
(MAHJOUB et al., 2021; ZHANG et al., 2021). Esses metais, incluindo o Cadmio
(Cd), comumente atingem os ambientes aquaticos por meio de efluentes industriais,
intemperismo de rochas, processos de lixiviagdo e escoamento agricola, entre
outras fontes (KOLAROVA; NAPIORKOWSKI, 2021). A presenca de Cd em
ambientes aquaticos representa risco de contaminagdo para as comunidades,
considerando seu potencial téxico e bioacumulativo (ZHANG et al., 2021; ZHAO et
al., 2021; LU et al., 2021).

Em ambientes aquaticos, o Cd foi sendo detectado em concentracbes
progressivamente mais elevadas entre as décadas de 1970 e 2010, sendo detectado
atualmente em concentracdes que variam de 5,7 (Europa) a 63,5 pg. L™ (América do
Sul), com uma média de 25,3+7,2 ug. L' (ZHOU et al., 2020). Esses dados sdo
alarmantes, pois excedem de 5 a 20 vezes os limites maximos recomendados pela
Organizacdo Mundial da Saude e preconizados na legislacdo brasileira. Ademais,
sua elevada solubilidade associada a capacidade de bioacumulagdo e magnificagéo
na cadeia trofica tornam o assunto uma preocupacdo de saude publica e
conservacionista.

Os organismos aquaticos expostos ao Cd podem se contaminar através da
absorgdo por via cutdnea (HAS-SCHON et al, 2015), ingestdo, respiracdo e
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adsorcao (NAN, et al. 2016, SOUZA; 2012), podendo resultar em efeitos deletérios
(ZHANG; REYNOLDS, 2019) e subletais, tais como desbalango oxidativo, danos ao
DNA, peroxidagao lipidica, histopatologias diversas, desregulagdo enddcrina,
desenvolvimento e crescimento prejudicados, (HU et al., 2021; PEREZ-ALVAREZ et
al., 2021), além das malformacdes e efeitos carcinogénicos (PEREZ-ALVAREZ et
al., 2021).

Tanto a fauna quanto a flora aquatica sofrem com os diversos impactos
provocados pela presenca de Cd. Nos grandes grupos animais, como vertebrados e
invertebrados, a exposicdo ao Cd aumenta expressivamente a mortalidade, o que
pode comprometer a biodiversidade do ambiente e, consequentemente, o equilibrio
ecossistémico. Ja nas plantas e outros organismos fotossintetizantes, como
fitoplancton e algas, por mais que a exposicdo ndo provoque necessariamente a
morte, causa uma intensa redugédo e até mesmo inibigdo do crescimento (ZHANG,;
REYNOLDS, 2019), o que também resulta em um desequilibrio, considerando que
constituem a base da cadeira alimentar de diversas espécies.

Considerando as evidéncias toxicolégicas observadas em diferentes grupos
taxondmicos expostos ao Cd e seu gradativo aumento nos ambientes aquaticos,
analisar e sistematizar os resultados obtidos em pesquisas mundiais € fundamental
para compreensao do problema em escala global. Uma maneira de analisar o
estado da arte de um determinado assunto é realizando uma revisao cienciométrica,
onde é possivel identificar tendéncias sobre o assunto, estipular a influéncia,
encontrar lacunas e, a partir disso, direcionar o interesse de futuras pesquisas da
comunidade cientifica (VASCONCELOS et al., 2022).

Assim, o0 objetivo geral do presente estudo € realizar uma reviséo
cienciométrica sobre a toxicidade do cadmio em organismos aquaticos, em nivel
global. Os objetivos especificos sdo: (l) revisar os estudos realizados em diferentes
organismos, como organismos fotossintetizantes, vertebrados e invertebrados; (II)
discutir como estdo sendo conduzidas as pesquisas sobre a toxicidade do cadmio e

como essas pesquisas podem direcionar novos estudos sobre o tema.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Pesquisa e processamento de dados
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Os dados foram obtidos por meio de busca nas publicagcdes disponiveis em
todas as bases de dados do Web of Science (WoS) da Clarivate Analytics
(http://apps-webofknowledge.ez48.periodicos.capes.gov.br). Os termos de pesquisa
incluiram TS (Topic Search) = (“*toxicity AND cadmium AND aquatic organism™”)
abrangendo o periodo de 1945 a 2022. Um total de 6531 publicagdes foram
encontradas entre 1974 e novembro de 2022. Em seguida, foi realizado o
refinamento manual de cada publicagdo pela leitura dos titulos e resumos para
selecionar os estudos que abordaram os efeitos tdéxicos do Cd em organismos
aquaticos. Um total de 2.694 publicacbes foram excluidas e 3.837 publicagdes
utilizadas na base de dados final.

Para realizar o refinamento e compor a lista marcada, alguns critérios de
inclusdo foram utilizados. Foram incluidos estudos de bioacumulacgéo,
biorremediagao, presenca e efeitos do Cd (isolado ou em combinagdo com outros
compostos) em organismos aquaticos como vertebrados, invertebrados, algas e
plantas aquaticas, assim como experimentos realizados em laboratério, com
condi¢des controladas e avaliacbes realizadas in situ.

Posteriormente, os dados foram analisados em subconjuntos separados por
grupo taxonbmico. A primeira lista agrupou 666 estudos com organismos
fotossintetizantes, a segunda incluiu 1.626 publicagdes que avaliaram vertebrados
aquaticos, e a terceira e ultima lista, os que utilizaram invertebrados aquaticos,
reunindo 1.573 estudos. Vale ressaltar que alguns estudos avaliaram mais do que
um grupo de organismo, como por exemplo vertebrados e invertebrados, os quais
foram contemplados em ambos subconjuntos, pois cada grupo taxondmico foi
analisado de maneira independente. Uma vez classificados os dados, eles passaram
pelo mesmo processo de analise da lista inicial, que incluia todos os organismos
aquaticos.

As ferramentas WoS "Analyze Results" e "Create Citation Report" foram
utilizadas para a analise das publicagdes e citagdes por ano e calculo do indice H da
base de dados. Para cada subconjunto foram identificados os tipos de documentos,
ano de publicagao, fonte e seu fator de impacto, categoria, pais, autor e citagbes. Os
dados dos registros refinados foram analisados no CiteSpace (CHEN, 2016),
Microsoft Excel 2016 e a ferramenta R Bibliometrix. O fator de impacto das fontes foi

obtido do Journal Citation Reports (JCR) (clarivate.com/products/web-of-science).
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3.2.2 Métodos cienciométricos

O CiteSpace € um programa gratuito baseado em Java que roda dados
apenas da colegao principal do Web of Science (WoS) a partir do ano de 1993.
Desta forma, foi utilizado para formar redes e cocitacbes, mapear autores, paises e
periodicos, além de ajudar a identificar e visualizar os principais fatores que
contribuem para a evolugao do conhecimento na area de pesquisa. Os resultados do
programa sao expressos em infograficos, com um né indicando os itens de busca e
os links representando as citagbes entre esses nés (CHEN, 2004). Cada no6 é
caracterizado por uma série de anéis em cores diferentes que indicam a ordem
cronoldgica de ocorréncia de links e itens. Assim, o azul representa os itens mais
antigos, enquanto os itens recentes aparecem em laranja, com um anel externo roxo
indicando boa centralidade (CHEN, 2006).

A centralidade de intermediagao é definida pela equacgao (1).
pik (i)
pik

Centrality (nodei) =Xi#j+k

(Equacéao 1)

Na Eq. (1), p jk representa o numero de caminhos mais curtos entre onéje o
no k, e p jk (i) € o numero desses caminhos que passam pelo n6 i. A importancia de
cada documento em uma rede de cocitacdo pode ser parcialmente avaliada pelo
indicador de centralidade de mediacao, que atribui caracteristicas especificas de
cada n6é em uma determinada rede (KAMALI et al., 2020). Os dados de palavras-
chave de todos os conjuntos analisados foram submetidos a analise de cluster, que
€ uma analise em que objetos semelhantes sdo combinados para determinar areas
de estudo relacionadas. CiteSpace atribui ID zero (#0) ao maior cluster, ID um ao
segundo maior e assim por diante (CHEN et al., 2010). Explosdes de citagdo séo
representadas pelos anéis vermelhos e evidenciam o crescimento acentuado e
momentaneo na frequéncia de citacdo de um tépico, documento ou autor
(KLEINBERG, 2003; KAMALI et al., 2020).

O bibliometrix € uma ferramenta de codigo aberto agregada ao RStudio
utilizada para realizar analises bibliométricas (ARIA; CUCCURULLO, 2017). O
RStudio é um software livre integrado a linguagem de programagéo R que permite

acesso ao aplicativo “biblioshiny”, o qual abre a interface bibliometrix na web e
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permite a execugdo de analises abrangentes para o mapeamento cientifico
(CAMPRA et al.,, 2022). Desta forma, foi possivel obter um grafico das areas

geograficas com maior numero de publicagdes e cooperagao entre os paises.

3.2.3 Extracado de dados com o Microsoft Excel

A analise do CiteSpace nao abrange todo o conjunto de dados devido as
limitagdes do software (abrange apenas os dados da colegao principal do Web of
Science (WoS) a partir do ano de 1993). Portanto, foi realizada a extragdo manual
dos dados com os 3.837 registros obtidos na busca do WoS no programa Microsoft
Excel 2016. Desse modo, foram extraidos os seguintes dados: titulo, ano, espécie,
grupo animal, organismo/filo, tipo de estudo, substancia avaliada, composto,
biomarcador e analise realizada. Esses dados foram classificados e agrupados em 3

subconjuntos: organismos fotossintetizantes, vertebrados e invertebrados.

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Toxicidade do cadmio em organismos aquaticos: todos os registros

3.3.1.1 Caracteristicas de publicacdo e impacto

De acordo com os critérios utilizados, 3837 publicagdes foram obtidas
englobando artigos, artigos de revisdo, acesso antecipado, material editorial, livros,
resumo e resumos de reunides. Os artigos predominaram com 98.41% das
publicagdes. O inglés foi o idioma predominante com 98.83% do total, seguido do
espanhol, francés, portugués, alemao, japonés, coreano, turco, malaio e polonés. Os
artigos do conjunto de dados foram citados 123.091 vezes, com uma média de 32.08
citacdes por item e um indice H de 124, o que significa que o conjunto de dados
possui 124 artigos que foram citados pelo menos 124 vezes. O indice H revela o
impacto ou relevancia de um artigo, autor ou area (HIRSCH, 2005). Portanto, a
analise de citagdes fornece informagdes importantes sobre o impacto cientifico da
toxicidade do Cd em organismos aquaticos.

Publicacdes sobre esse topico foram registradas desde 1974, conforme

mostrado no Grafico 1. Um aumento consideravel no numero de publicacbes e
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citagbes nesta area foi observado nos ultimos 20 anos, demonstrando o aumento do
interesse em pesquisas sobre os efeitos adversos deste metal na biota aquatica. A
acentuada queda do numero de publicacdes e citagcées a partir de 2022, justifica-se
pelo refinamento ndo compreender o ano completo, pois a pesquisa dos dados
compreendeu o periodo até inicio de novembro de 2022.

Esse grande volume de estudos sobre a toxicidade do Cd pode ser justificado
por se tratar de um metal extremamente toxico encontrado em ambientes aquaticos
(DUAN et al., 2021; PEREZ-ALVAREZ et al., 2021). Além disso, é cancerigeno, ndo
biodegradavel e bioacumulativo, afeta toda a biota e a saude humana,
desencadeando efeitos citogenotoxicos importantes e comprometendo a funcdo de
diversos orgaos (HAYAT et al., 2019; GENCHI et al., 2020 ; DUAN et al., 2021;
SIROVA; VACULIK, 2021; SUHANI et al., 2021). Apesar de ser um metal téxico, é
amplamente utilizado em processos industriais, como fabricacdo de baterias,
estabilizacao de plasticos, pigmentacédo, ceramica, entre outros (GENCHI et al.,
2020). Também ¢é introduzido pelo intemperismo natural, atividades agricolas,
mineragao, industrias de metais nao ferrosos e incineragcdo de residuos (WANG et
al., 2020; WEI et al., 2022).

Grafico 1 - Namero de publicagdes e citagdes entre 1974 e 2022 sobre a toxicidade do Cd em
organismos aquaticos
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Fonte: Autoria prépria (2023)

A partir da ferramenta WoS "Create Citation Report", obteve-se a Tabela 1

com os 10 artigos mais citados em estudos de toxicidade do Cd em organismos
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aquaticos. A tabela mostra o total de citagdes, citacdes médias anuais e informagdes

sobre autores e ano de publicag&o. Estes artigos sdo leitura basica e essencial para

pesquisadores neste campo.

Tabela 1 - As dez principais referéncias citadas sobre a toxicidade de Cadmio.

Classifi Titulo Autores. anos Revista de Total de Média
cagao ’ Origem citagbes por ano
Contaminant-stimulated
reactive oxygen species Livinastone DR MARINE
1 production and oxidative 92001 ’ POLLUTION 1409 61.26
damage in aquatic BULLETIN
organisms
Trace metal
concentrations in aquatic Rainbow P. S., ENVIRONM
2 invertebrates: why and so 2002 ENTAL 914 41.85
what? POLLUTION
Metallothioneins in . .
aquatic invertebrates: Aﬁ:a[]degg, 'Aérg:,?:_ AQUATIC
3 Their role in metal q TOXICOLOG 902 50.11
detoxification and their S., Pellerin J., & Y
) Rainbow PS, 2006
use as biomarkers
Pinto E., Sigaud-
Heavy metal-induced kutner TC., Leitao JOUORFNAL
4 S . MA., Okamoto OK., 787 37.48
oxidative stress in algae PHYCOLOG
Morse D., & Y
Colepicolo P., 2003
Biotic ligand model, a ENEV,\IJI.T_SII_\IM
flexible tool for developing  Niyogi S., & Wood SCIENCE & 533 26.65
site-specific water quality CM., 2004 TECHNOLO '
guidelines for metals Gy
Molecular mechanisms of . .
X . Siripornadulsil S.,
proline-mediated Traina S. Verma
6 tolerance to toxic heavy ; PLANT CELL 396 18
\ ) DPS., & Sayre RT.,
metals in transgenic
, 2002.
microalgae
ENVIRONM
Aquatic toxicity testing Williams PL., & ENTAL
7 using the nematode, Dusenbery DB., TOXICOLOG 390 11.47
Caenorhabditis elegans 1990 Y AND
CHEMISTRY
Sargassum seaweed as Davis TA., Volesky WATER
8 biosorbent for heavy B., & Vieira RHSF., RESEARCH 377 15.71
metals 2000
Heavy metals in water,
sediment and tissues of Demirak A., Yilmaz
9 Leuciscus cephalus from  F., Tuna AL., & CHEI'EV'ROESPH 396 20.5
a stream in southwestern Ozdemir N., 2006
Turkey
Investigation of heavy
metal levels in Dural M., Goksu FOOD
10 economically important ~ M.ZL., & Ozak AA., CHEMISTRY 342 20.12

fish species captured from
the Tuzla lagoon

2007

Fonte: Autoria prépria (2023)
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O artigo "Producédo de espécies reativas de oxigénio estimuladas por
contaminantes e danos oxidativos em organismos aquaticos" de Livingstone (2001),
foi o mais citado e aborda uma revisao sobre o processo de producédo de espécies
reativas de oxigénio e os danos oxidativos provocados em organismos aquaticos
pela a exposi¢cao a poluentes, incluindo metais. Biomarcadores de estresse oxidativo
sdo comumente empregados na analise da toxicidade de poluentes, o desequilibrio
entre a producdo de oxidantes e os sistemas de defesa de um organismo, pode
gerar danos celulares, genéticos e teciduais, comprometendo o desempenho do
organismo no ambiente (SANTANA et al.,, 2021). O segundo artigo, de Rainbow
(2002), revisa a acumulacédo de metais em invertebrados aquaticos, relacionando os
metais metabolicamente disponiveis aos detoxificados e armazenados. Os metais
podem se incorporar nos tecidos dos organismos via bioacumulagdo, sendo um
importante marcador para avaliar a contaminacao por metais, a disponibilidade e o
risco ecolégico em ambientes aquaticos (XU et al., 2022).

Os demais trabalhos avaliam a aplicabilidade do modelo bidtico de ligantes
(BLM) para desenvolver diretrizes de qualidade de agua para metais (incluindo Cd)
utilizando como base estudos toxicoldégicos com peixes e microcrustaceos (NIYOGI,
WOOD, 2004) e os efeitos do Cd em diferentes organismos aquaticos, sua
concentracdo em organismos coletados em campo e em produtos pesqueiros, bem
como o0 uso da metalotioneina como um biomarcador em programa de
biomonitoramento (AMIARD et al., 2006).

A analise da ocorréncia de publicagdes em categorias de areas de pesquisa
ajuda a detectar qual area se destaca em estudos de toxicidade do Cd em
organismos aquaticos. As categorias mais frequentes de acordo com as analises do
WoS sao: Ciéncias Ambientais e Ecologia (2.337), Toxicologia (1.539), Biologia
Marinha e de Agua Doce (750) e Bioquimica e Biologia Molecular (298). Esses
dados revelam que atualmente estdo sendo realizados estudos de investigagado do

impacto ecoldgico e a toxicidade do Cd em organismos aquaticos.

3.3.1.2 Paises e Instituicoes

As analises da origem das publicacbes sao fundamentais para entender a
distribuicdo geografica dos paises com os maiores indices de publicagdo (OUYANG
et al., 2018), inclusive na area de toxicidade do cadmio em organismos aquaticos,
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verificando suas respectivas influéncias. Em um pais, a frequéncia de citagdo mostra
sua visibilidade em um determinado campo de pesquisa, ja o burst de citagao € um
indicador de explosdo de citagdes, mostrando a regido mais ativa em um
determinado periodo, durando um ou varios anos. Outra medida bastante importante
€ a centralidade, uma vez que revela a influéncia de um pais em determinada area
de estudo. E importante ressaltar que o tamanho do né e da fonte esta relacionado
ao volume de publicacdo, enquanto os links representam as citagdes dessas
publicagdes. Anéis roxos indicam centralidade e a presenca de anéis internos
vermelhos refere-se a explosdes de citagbes (CHEN, 2016).

O grafico 2A apresenta os paises mais ativos em publicagbes sobre o tema
e a colaboragao entre eles. Os lideres em publicagbes cientificas sobre a toxicidade
do Cd foram a Republica Popular da China (749), seguida pelos Estados Unidos da
América (460), Canada (301), Franga (250) e india (212), concentrando as
publicacdes na América do Norte, Europa e Leste Asiatico. Essas analises da
origem dos autores sao fundamentais para mapear a relevancia do tema do ponto
de vista econémico, social e/ou ambiental, bem como para verificar onde ha mais
investimento em pesquisa cientifica (GHISI et al., 2020).

O grafico 2B mostra a centralidade e influéncia dos paises, juntamente com
a rede de cooperagéao entre os paises, com destaque para a China, EUA, seguido de
Canada e Franca. A alta representatividade da China no volume de pesquisas e
publicagdes pode ser justificada pelo aumento significativo do numero de instituicoes
de ensino e pesquisa nos ultimos anos, impulsionado por politicas publicas voltadas
para o crescimento econdmico de longo prazo, ocasionando um aumento
substancial de cientistas industriais e professores universitarios, em que os
incentivos a pesquisa publica resultaram em aumento da demanda por alocagao
profissional nessa area e redu¢ao da demanda por trabalho na rede privada (RONG,;
WU, 2020). Além disso, ha incentivos e forte pressdo para a publicacdo de dados,
principalmente para recém-formados, que almejam ascensao profissional (WANG;
LIU, 2019).

As explosdes de citagdes (burst) sdo apresentadas no grafico 2C e indicam

que novamente a Republica Popular da China se destaca (34.94), também é
possivel observar que sdo explosdes mais recentes dentre o conjunto de paises, ou
seja, € o pais que vem apresentando o maior volume de citagdes, principalmente

nos ultimos anos (2019 a 2022). Por meio dessa anadlise, € possivel deduzir que
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essa area de pesquisa tem recebido maior atencdo da comunidade cientifica. Outros
paises com bursts elevados sdo Canada (13.59), EUA (11.97) e Turquia (11.52),
este ultimo, apesar de nao ter tido um elevado numero de publicagdo, obteve uma

exploséao de citagdes entre 2006 e 2011.
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Grafico 2 — Geolocalizagao, rede de cooperagio e explosdo de citagdes de paises que
colaboram com as publicagdes sobre a toxicidade de Cd em organismos aquaticos
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A Franca tem a maior centralidade (0.29), seguido dos EUA (0.27), ltalia
(0.22) e Alemanha (0.19), indicando que esses paises tém maior influéncia nas
pesquisas sobre toxicidade do Cd em organismos aquaticos. Embora alguns desses
paises nao apresentem os maiores volumes de publicagbes, seus estudos sédo de
grande relevancia na comunidade cientifica, como € o caso da Alemanha e Italia.
Embora a Republica Popular da China apresenta maior numero de publicagdes,
possui baixa centralidade (0.10), ou seja, baixa influéncia em relagcdo aos demais
paises.

A "Chinese Academy of Science" é a principal instituicdo que realiza
pesquisas sobre a toxicidade do Cd em organismos aquaticos com uma frequéncia
de 156 citagcbes. Apresenta a maior centralidade do conjunto das instituicdes (0.28),
com evidente influéncia neste campo de investigagdo. Outra instituicdo que se
destaca € a “Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS)” da Franga,
apresentando uma frequéncia de 141 citagdes e uma centralidade de 0.15. A
“‘Environment & Climate Change Canada” (Canadd) apresentou o burst de maior
citacdo com 9.84, pelo periodo de 1999 a 2007, seguida pela “Laoshan Laboratory”
(Republica Popular da China) com burst de 8.99, “Ministry of Agriculture & Rural
Affairs” (Republica Popular da China) com um burst de 8.34, apresentando a maior
explosdo de citagbes de 2017 até os dias atuais. A "Chinese Academy of Science"
possui diversos institutos de alta tecnologia, muitos dos quais financiados pelo
governo visando o crescimento socioecondémico do pais, e por isso, ha uma alta
cobranga para produzir resultados inovadores e significativos (XIONG et al., 2020).

Outra questdo que explica a significativa participagdo da Republica Popular
da China nas pesquisas € pelo fato de seus solos apresentarem uma representativa
e severa contaminagdo por Cd (LI et al., 2022). A poluigdo por esse metal é
histérica, com grandes indices de contaminacdo desde 1970, decorrentes do
significativo desenvolvimento industrial da época (WANG et al., 2020). Outro fator
relevante é o fato de a China possuir um volume crescente de industrias de metais
nao ferrosos, que tém sido apontadas como as principais fontes de poluicdo do solo
por Cd (WEI et al., 2022). Além disso, a terra aravel per capita € menos da metade
da média mundial e considerando que em varias areas agricolas o limite toleravel de
metais pesados € ultrapassado, medidas para controlar a poluicdo do solo tém sido

uma prioridade do governo chinés, assim como métodos para controlar a polui¢ao
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da agua, que também apresenta degradagdo da qualidade e presenga de metais
pesados (OUYANG et al., 2018).

3.3.1.3 Analise de cocitacdo de fontes

A base de dados deste estudo foi publicada em diversos periddicos. A revista
com maior numero de publicagdes foi "Ecotoxicology and Environmental Safety" com
2.085 regqistros, seguida da "Science of the Total Environment" (1.854),
"Environmental Pollution" (1.405) e "Canadian Journal of Fisheries and Aquatic
Sciences" (749), esses periodicos sdo considerados as melhores fontes para os
cientistas divulgarem artigos sobre o assunto (Grafico 3). De acordo com Journal
Citation Reports (JCR) o periddico que apresenta maior fator de impacto é "Science
of the Total Environment" com 10.754, seguido de "Environmental Pollution" 9.988,
"Ecotoxicology and Environmental Safety" 7.129 e "Canadian Journal of Fisheries

and Aquatic Sciences" 3.102.

Grafico 3 - Rede de cocitagido de periédicos
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Fonte: Autoria prépria (2023)

A analise de burst indicou que o peridédico com maior explosao de citagao é o
“Environmental Science and Pollution Research", o qual apresentou um burst de
114.38 entre o periodo de 2017 e 2022. “Canadian Journal of Fisheries and Aquatic

Sciences”, além de possuir grande volume de publicagdes também apresentou um
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burst elevado (88.11) entre 1993 e 2008. Esses dados fornecem a comunidade
cientifica direcionamento para a divulgacéo de futuras pesquisas sobre a toxicidade
do Cd, ja que os peridédicos com relevancia no assunto possibilitam maior alcance e

influéncia aos estudos.

3.3.1.4 Cocitaciao de Autores

A analise de cocitagdo mostra os autores mais mencionados em publicagdes
sobre a toxicidade do Cd ao longo dos anos. Os cinco autores com maior numero de
citagbes nos trabalhos s&o Rainbow, PS. (349), Bradford, MM. (347), Viarengo, A.
(298), Wang, WX. (286) e Roesijadi. G. (238). O autor Rainbow, PS., realizou um
estudo analisando a taxa de absorgcao de metais tragos (Zn, Ag, Cd) em crustaceos
de locais costeiros da Gra-Bretanha e Franca (RAINBOW et al., 1999). O autor
Bradford, MM., desenvolveu um método para a quantificacdo de proteinas através
da interacdo de aminoacidos com um corante, devido a isso possui elevado numero
de citagcbes, ja que analises enzimaticas sao utilizadas para compreender o
mecanismo fisioldgico de organismos afetados por contaminantes. O autor Viarengo,
A., realizou um trabalho juntamente com outros autores sobre o papel da
metalotioneina no estresse oxidativo de uma espécie de mexilhdao exposto ao Cd
(VIARENGO et al., 1999).

Um estudo de revisdo sobre a interacdo de metais tragcos em cadeias
alimentares marinhas pela biomagnificagdo foi realizado por Wang, WX,
apresentando numero elevado de citagdes. Assim como, o trabalho feito por
Roesijadi. G., e colaboradores, onde também trabalharam com a metalotioneina
avaliando sua expressao induzida por Cd no desenvolvimento larval de uma espécie
de molusco (ROESIJADI et al.,, 1995). Desta forma, é possivel observar que os
trabalhos realizados por esses autores foram de grande relevancia e contribuigéo
para o desenvolvimento de pesquisas sobre a toxicidade do Cd, servindo de

embasamento intelectual e auxiliando no avanco cientifico do assunto.

3.3.1.5 Palavras-chave

As principais palavras-chave sao apresentadas no grafico 4A, em que a maior

frequéncia de citagao foi da palavra "Heavy metals" com 1133 citagdes, seguida da
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palavra "Toxicity" (826) e "Cadmium" (674). As palavras-chave com maior
centralidade foram “Heavy metals” (0.31), “Aquatic organisms” (0.30), “Growth”
(0.22) e “Metals” (0.20), ou seja, sdo as palavras mais influentes neste assunto. Do
conjunto de palavras-chave mais citadas, as que apresentaram maiores explosdes
de citagdes foram "Salmo gairdneri" (25.59), “Cooper” (17.43), “Induced oxidative
stress" (13.78), “Oncorhynchus mykiss” (12.51) e “Risk assessment” (11.04) (Gréfico
4B). Os nomes das espécies indicam uma tendéncia da utilizagdo de peixes em
estudos sobre a toxicidade do Cd em organismos aquaticos. Os efeitos toxicos

analisados (estresse oxidativo) também se destacam nos estudos.

Grafico 4 — Palavras-chave mais influentes sobre a toxicidade de Cd em organismos aquaticos
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A - Rede de palavras-chave mais utilizadas em estudos sobre a toxicidade do Cd em
organismos aquaticos. B - Palavras-chaves que apresentaram as maiores explosdes de
citagoes.

Fonte: Autoria prépria (2023)
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A elevada frequéncia da palavra "Heavy metals" pode estar relacionada a
crescente presencga de metais pesados nos ambientes naturais, principalmente em
ambientes aquaticos, associados aos sérios efeitos deletérios provocados tanto as
espécies vegetais quanto animais, interferindo na produtividade agricola, na biota,
bioacumulando-se nos organismos e transferindo-se troficamente até chegar aos
humanos (ELANGO et al., 2022). A fins de esclarecimento, metais pesados s&o
todos os metais ou metaldides (semi metais) que apresentam densidade da massa
atbmica acima de 5 g por centimetro cubico (BARAKAT, 2011; GHUGE et al., 2023).

O elevado destaque da palavra “Toxicity” deve-se aos danos provocados
pela exposicdo a esses metais. Em animais e humanos essa exposi¢cao afeta
severamente os 6rgaos e sistemas, como por exemplo, imunoldgico, circulatério e
nervoso, desencadeia doencas renais, articulares, interfere no crescimento e no
desenvolvimento cerebral, além disso, seus efeitos genotdxicos ainda favorecem o
desenvolvimento de cancer (BARAKAT, 2011). A exposicdo a esses metais causa
varios danos a saude humana e animal, e o fato de serem bioacumulativos e
comumente presentes nas aguas superficiais, alimentos de origem animal e vegetal
podem ter uma concentragdo de metais elevada, o que resulta em um grande
problema ambiental e de saude publica.

Com base nos dados apresentados acima verificamos que estudos com Cd
sao frequentemente associados a outros metais pesados (Cobre, Zinco e Chumbo).
Existem alguns metais que em baixas concentragbes sdo essenciais ao bom
funcionamento dos organismos e plantas, mas que em doses elevadas podem
produzir efeitos téxicos. Por outro lado, existem os metais ndo essenciais, que sao
elementos persistentes, ndo biodegradaveis e altamente poluentes, que mesmo em
baixas concentragdes apresentam efeitos toxicos significativos (KIRAN et al., 2021).

Dentre os metais pesados ndo essenciais esta o Cd, apresentandoum
significativo efeito toxico capaz de causar sérios danos a biota aquatica. Os
principais efeitos associados a exposi¢cao ao Cd sao deformidades devido a inibigao
da absorgdo de calcio (DUARTE et al.,, 2020), alteragbes comportamentais,
desordens no funcionamento de érgédos como rins e figado, estresse oxidativo,
danos ao DNA (KOLAROVA; NAPIORKOWSKI, 2021), efeitos neurotoxicos e ao

sistema endocrino, além de reduzir a taxa de eclosdo e aumentar a taxa de
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mortalidade, interferindo assim na manutengao das espécies (ZHENG et al., 2021) e,
consequentemente resultando em declinios populacionais.

As palavras-chave foram agrupadas em um total de dezessete clusters.
Cada cluster representa um conjunto de palavras-chave onde as cores expressam
0s agrupamentos de palavras e os links representam as coocorréncias dos
relacionamentos. Os clusters apresentaram modularidade de 0.775 e uma silhueta
de 0.909, cujos valores correspondem a homogeneidade dos dados. Os clusters sé&o
ordenados de acordo com o volume de referéncias dos membros, por exemplo, o
cluster #0 concentra as principais palavras-chave da area de pesquisa, seguido do
cluster #1, #2 e assim por diante.

Observou-se que existe uma alta relagédo entre os clusters, com uma grande
quantidade de links estabelecidos. Além disso, o cluster de palavras com maior
destaque foi representado pelo #0 Oxidative stress com 32 termos incluidos, seguido
pelo cluster #1 Risk assessment e #2 Heavy metals com 31 termos.

O estresse oxidativo é desencadeado por meio de alteragcbes do metabolismo
celular, em que o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes é pré-oxidativo,
favorecendo o acumulo de espécies reativas de oxigénio, as quais afetam o ciclo
celular, as membranas e proteinas, podendo ocasionar morte das células
(PAITHANKAR et al., 2021; CHEN et al., 2022).

3.3.2 Toxicidade de Cadmio em organismos aquaticos fotossintetizantes

3.3.2.1 Caracteristicas de publicacdo e impacto

O subconjunto de organismos aquaticos fotossintetizantes foi composto por
666 publicagbes, com o primeiro registro em 1978. O conjunto de dados tem um
indice H de 71, com 23.636 citacbes e uma média de 35.49 citagdes por item. As
pesquisas sobre a toxicidade do cadmio em organismos fotossintetizantes
apresentaram um crescimento constante de publicagdes e citagbes nos ultimos
anos, principalmente a partir de 2004, com picos de crescimento em 2012 e entre
2018 a 2021, demonstrando ser um assunto atual e de grande interesse na
comunidade cientifica. A queda do numero de publicagdes e citagcdes a partir de
2022, justifica-se pelo refinamento ndo compreender o ano completo.
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As areas de pesquisa que apresentaram maior destaque do conjunto de
dados foram Ciéncias Ambientais e Ecologia (438), seguida de Toxicologia (224),
Biologia Marinha de Agua Doce (113), Ciéncias Vegetais (71), entre outras,
indicando serem areas bem influentes nas publicagbes do assunto. Por meio do
programa Microsoft Excel 2016 foram extraidos mais dados, a fim de explorar de
forma mais aprofundada os estudos que analisaram a toxicidade do Cd. As
publicagdes que analisaram a toxicidade do Cd em organismos fotossintetizantes
foram classificadas por tipo de estudo. A maioria das pesquisas foram realizadas em
laboratorio (71.0%), seguido de estudos em campo (15.6%), campo/laboratério
(11.6%) e com menor ocorréncia os de revisédo (1.6%). As revisdes bibliograficas nao
foram incluidas nas analises posteriores, pelo fato de compreenderem dados de

estudos ja abrangidos por outras publicagdes.

3.3.2.2 Organismos estudados

Os principais organismos, filos e espécies estudadas nos trabalhos que
avaliaram a toxicidade do cadmio estdo listados na tabela 2. Os grupos de
organismos com maior ocorréncia em publicagdes foram algas e angiospermas.
Chlorophyta e Tracheophyta foram os filos que mais se destacaram, os quais
abrangem as algas verdes e plantas vasculares, respectivamente. Foram estudadas
392 espécies diferentes. As espécies mais estudadas foram Chlamydomonas
reinhardtii e Lemna minor.

A espécie mais estudada, Chlamydomonas reinhardtii, uma alga verde
unicelular, possui elevada taxa de crescimento, alto poder de biorremediagao e nao
apresenta efeitos toxicos (ZHANG et al., 2021), portanto € segura na recuperagao de
ambientes poluidos. Além disso, como € um produtor primario caracteriza-se por ser
uma via de entrada do Cd para os niveis troficos subsequentes (ZHANG et al.,
2023).

Essas caracteristicas fazem com que seja um organismo bastante utilizado
nos estudos da area. Lemna minor € uma macréfita aquatica pertencente ao grupo
das angiospermas e sua utilizagdo vem crescendo no campo da fitorremediagao,
principalmente por apresentar desenvolvimento acelerado, e boa capacidade de

remover e bioacumular metais (BEZERRA et al., 2022). Dessa maneira, ambas as
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espécies podem ser utilizadas tanto em estudos de fitorremediagdo quanto em

estudos que avaliam a bioacumulagao de Cd.

Tabela 2 - Organismos e espécies fotossintetizantes mais utilizados em estudos de toxicidade
de Cd

FOTOSSINTETIZANTES

. . . . . . . Ndmero
Grupos mais Numero de Filos mais Numero de Espécies mais de
estudados estudos estudados estudos estudadas
estudos
Chlamydomonas
Algas 367 Tracheophyta 258 reinhardtii 48
Angiospermas 249 Chlorophyta 251 Lemna minor 42
Bactérias 32 Ochrophyta 88 Chlorella vulgaris 37
Pteridofitas 16 Rhodophyta 31 Ceratophyllum demersum 31
Bridfitas 10 Cyanobacteria 25 Pseudo_k irchneriella 27
suhcapitata
Dinoflagelados 2 Bryophyta 9 Eichhornia crassipes 25
Cianobactérias 1 Haptista 9 Pistia stratiotes 18

Fonte: Autoria prépria (2023)

3.3.2.3 Substancias avaliadas

Durante a extracdo de dados das publicagbes, observou-se que muitas
vezes foram analisadas outras substancias juntamente com o Cd, portanto, foram
agrupadas e identificadas as mais analisadas, bem como os principais tipos de
elementos. Diversos metais pesados foram avaliados na maioria dos estudos
(59.1%) e 32.6% dos trabalhos avaliaram o cadmio isoladamente. Na sequéncia,
outras substancias frequentemente estudadas, sdo os metais, pesticidas e
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos. Dos elementos mais avaliados destacam-
se 0s metais pesados Cobre, Zinco, Chumbo, Niquel, respectivamente (Tabela 3).

Os metais pesados sao classificados em essenciais € ndo essenciais. Os
essenciais, como por exemplo cobalto, cobre, manganés, niquel, zinco, etc., em
concentragbes adequadas sao fundamentais para o bom funcionamento dos
organismos, entretanto, em concentragdes elevadas promovem efeitos toxicos
semelhante aos metais ndo essenciais, como por exemplo o Cadmio, Chumbo,
Mercurio, Cromo, etc. (RAHMAN et al., 2022). Esse fato pode explicar o grande
volume de estudos que analisam varios metais pesados, pois a depender das

concentracoes, os efeitos toxicos exercidos podem ser bastante semelhantes.
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Tabela 3 - Principais substancias e elementos avaliados em estudos de toxicidade de Cd em
organismos aquaticos fotossintetizantes

FOTOSSINTETIZANTES

Principais substancias Numero de Principais elementos Ndmero de
avaliadas estudos avaliados estudos
Metais pesados 396 Cobre 247
Apenas Cadmio 219 Zinco 203
'I::glggzzt;c;netos Policiclicos 12 Chumbo 196
Metais 11 Niquel 87
Herbicidas 8 Cromo 81
Pesticidas 8 Mercurio 51
Microplasticos 6 Manganés 46
Minerais 6 Arsénico 44
Horm®onios 2 Cobalto 34
Farmacos 2 Aluminio 24

Fonte: Autoria prépria (2023)

3.3.2.4 Biomarcadores

Os principais biomarcadores utilizados nos estudos que avaliam a toxicidade
do Cd em organismos fotossintetizantes estdo listados na tabela 4. Houve uma
grande diversidade de biomarcadores utilizados. Os biomarcadores mais frequentes
nos estudos foram os que avaliaram a bioacumulacido, seguido de crescimento,
amplamente abordado no sentido de proliferagdo de algas principalmente.

O elevado volume de estudos que avaliam a bioacumulacdo de Cd pode ser
justificado por ser um metal extremamente toxico, bioacumulativo e néo
biodegradavel, capaz de se acumular em plantas e organismos e chegar até ao
homem por meio da transferéncia tréfica. Além disso, um efeito provocado
especificamente nesses organismos € a inibicdo da fotossintese, principal
caracteristica desse grupo (SUHANI et al., 2021). A interferéncia de Cd no
crescimento de algas, afeta a manutengao das colbnias (JIA; PAN; ZHU, 2023), o
que pode comprometer toda uma cadeia alimentar, considerando que s&o
organismos primarios e que constituem a base da cadeia tréfica.

Um paréametro bioquimico comumente avaliado nos organismos
fotossintetizantes € o teor de clorofila. O Cd prejudica a fixacdo de carbono e

consequentemente os niveis de clorofila, 0 que ocasiona a reducao da fotossintese
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comprometendo todo o ciclo de desenvolvimento (HAIDER et al., 2021), ou seja,

pode comprometer diversas fungdesfisiologicas.

Tabela 4 - Biomarcadores usados para avaliar a toxicidade de Cd em organismos aquaticos
fotossintetizantes
FOTOSSINTETIZANTES

Biomarcadores Numero de estudos
Bioacumulagao 300
Crescimento 239
Bioquimico 238
Fisiologico 134
Molecular 56
Morfolégico 37
Biorremediagao 28
Fitorremediacao 23
Adsorcao 15
Citotoxico 9
Biosorgao 8
Germinagao 7
Histolégico 7
Genotoxico 6
Sobrevivéncia 6
Reprodugao 3
Comportamental 2
Resisténcia 2
Riqueza de espécies 2
Detecgéao 1
Comunidade microbiana rizosférica 1
Liberagao de esporos 1

Fonte: Autoria prépria (2023)

3.3.2.5 Paises

Em relacdo aos estudos que avaliam a toxicidade do Cd em organismos
fotossintetizantes, o pais que mais se destaca no numero de publicacbes € China
(147) com um Burst de 9.13 representado pelos anéis vermelhos (Grafico 5),
seguido de India (58), USA (46), Brasil (42) e Franca (42). De acordo com a
centralidade (anéis roxos externos), os paises mais influentes nesse assunto sdo
USA com uma centralidade de 0.33, China (0.32) e Franga (0.31), ou seja, suas
publicagdes exercem grande influéncia na area de pesquisa. A China por exemplo,
possui grande numero de publicagdes e grande influéncia no assunto, ja a Franga
apresenta um numero menor de publicacbes, mas uma centralidade elevada, que

denota sua importante influéncia nessa area de pesquisa.
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Grafico 5 - Redes da cooperacgao de paises que mais contribuem com publicagdes de
toxicidade de Cd em organismos aquaticos fotossintetizantes
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Fonte: Autoria prépria (2023)

3.3.2.6 Palavras-chave

A rede de palavras-chave mais frequente nos artigos sobre toxicidade do Cd
em organismos fotossintetizantes foram: “heavy metal’, "toxicity", "copper",
“‘accumulation”, “"cadmium” (Grafico 6A) Essas palavras-chave ja tiveram alta
frequéncia ao analisar os dados gerais. No entanto, novas palavras aparecem
vinculadas ao conjunto, como "algae", "plant", "growth", Chlorella vulgari e
Chlamydomonas reinhardtii, essas ultimas referem-se ao grupo de organismo
fotossintetizante mais utilizados e caracterizam-se por serem duas espécies modelo,
com alta capacidade de remocéao de nutrientes da agua (LEE et al., 2020). A palavra
“‘accumulation” ganha destaque porque esses organismos sao utilizados na
biorremediacao de locais poluidos com metais, devido a sua capacidade de reterem
particulas metalicas (BWAPWA et al., 2017).

Dentre as palavras-chaves mais frequentes foram determinadas as explosdes
de citagbes (Burts) mais expressivas, a palavra “phytoremediation” apresentou maior
destaque com um burst de 8.49, seguida das palavras: “residual waters” (5.44),
“‘phytoplankton” (4.98), “Cd” (4.57), “community” (4.36), “Zn” (4.28), “heavy metal”

(3.84) e “Lemna minor’ (3.69). Os resultados reafirmam o que ja vem sendo
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apresentado, os artigos abordam o uso de algas e plantas aquaticas na avaliagao
dos efeitos toxicos do Cd, isoladamente ou em combinagdo com outros metais, bem
como 0 uso desses organismos na fitorremediacao de locais poluidos por metais. A
fitorremediacédo, além de ser de baixo custo, € muito eficaz para a melhoria da
qualidade da agua, removendo e degradando poluentes, incluindo metais pesados,
por meio da adsorcdo por algas e plantas aquaticas (ALVAREZ-VAZQUEZ et al.,
2019; MUSTAFA; HAYDER, 2021) e é, portanto, uma técnica muito promissora na
area de pesquisa.

Pode-se ainda observar por meio dos bursts, que as palavras com maior
predominancia na atualidade sdo ‘“residual waters” e “heavy metals”, indicando
dessa forma que sao assuntos pertinentes até o momento. A analise de clusters
mostrou uma modularidade de 0.763 e uma silhueta de 0.9043. O cluster como
maior volume de palavras é o #0 capacidade de adsorc¢do, seguido do cluster #1
estresse oxidativo, #2 algas, #3 Potamogeton crispus e assim sucessivamente
(Grafico 6B).

A adsorcédo consiste na remogao de metais pesados da agua por meio da
utilizacdo de materiais porosos organicos ou inorganicos, a qual € bastante eficiente
e econbmica, principalmente no processo de tratamento das aguas residuais
(RAJENDRAN et al., 2022). Com base nos resultados, estudos sobre a toxicidade do
Cd frequentemente sdo associados a essa técnica de remocao, uma justificativa
seria o fato das aguas residuais, muitas vezes, apresentarem altos niveis de metais
pesados, o que também explica as elevadas explosdes de citacbes das palavras
aguas residuais e metais pesados.

O volume de palavras incluidas no cluster #1 estresse oxidativo, pode ser
explicado pelo fato de ser um efeito desencadeado pela exposicao ao Cd, resultante
de um desequilibrio do sistema antioxidante onde ha o aumento da producgao de
espécies reativas de oxigénio (CUYPERS et al., 2023). Potamogeton crispus € uma
espécie de macrdéfita submersa com ampla distribuicdo geografica e elevada
capacidade de remogao de metais (XU et al., 2012), essas caracteristicas favorecem
sua utilizacao nos estudos, principalmente de fitorremediacao, bioacumulagao ou, a

fim de realizar o biomonitoramento de determinada area.



Grafico 6 - Rede de palavras-chave mais influentes sobre a toxicidade de Cd em
fotossintetizantes
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Principais palavras-chave utilizadas em estudos sobre a toxicidade do Cd em organismos

aquaticos fotossintetizantes. B - Agrupamento das palavras-chave em clusters sobre a
toxicidade do Cd em organismos aquaticos fotossintetizantes.
Fonte: Autoria prépria (2023)

3.3.3 Toxicidade do cadmio em organismos aquaticos vertebrados

3.3.3.1 Caracteristicas de publicacdo e impacto

O conjunto de dados composto por organismos aquaticos vertebrados incluiu
1626 publicagdes no periodo de 1974 a novembro de 2022. O subconjunto de dados
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apresenta um indice H de 94, com um total de 51.347 citagdes e uma média anual
de 31.66 citagbes por item. A partir de 2007 ocorreu um volume constante de
publicagdes e um alto numero de citagbes principalmente entre 2007 e 2017. A
reducdo no numero de publicagbes e citagcbes em 2022 deve-se ao fato das
publicagdes abrangerem somente até o inicio de novembro daquele ano.

Referente as areas de pesquisas mais influentes sobre a toxicidade do Cd em
organismos vertebrados destacam-se Ciéncia Ambiental e Tecnologia com 905
publicagdes, seguida de Toxicologia (645), Biologia Marinha de Agua Doce (290),
Bioquimica Biologia Molecular (180), Pescarias (162), Endocrinologia e Metabolismo
(111) e outras com menor influéncia. Em relacdo aos tipos de estudos, em
vertebrados aquaticos as pesquisas foram desenvolvidas predominantemente em
laboratério (58.9%), seguido de estudos em campo (35.9%) e estudos de campo e
laboratério em conjunto (3.64%)

Bioensaios laboratoriais ocorrem em um ambiente totalmente controlado,
geralmente com utilizagdo de organismos homogéneos e procedimentos
padronizados. Um bioensaio objetiva reduzir ou anular interferéncias externas, além
da variavel independente que se deseja avaliar (FROUZ et al., 2011). Ou seja, todos
os efeitos serdo provenientes exclusivamente da substancia testada, porém, nao
reproduz as condi¢gdes e caracteristicas do ambiente natural.

Ja em estudos de campo, ocorre a interferéncia de diversos parametros,
substancias e interagdes, ha uma heterogeneidade alta dos organismos e algumas
vezes as espécies estdo adaptadas a determinada concentracdo ou substancia
avaliada (FROUZ et al., 2011), pois ha a agcao de variaveis que nao podem ser
controladas.

Portanto, estudos realizados em laboratorio possuem seus prés e contras,
assim como os estudos de campo. Desse modo, o ideal seria realizar estudos de
maneira combinada (campo e laboratério), o que de acordo com os dados € uma
forma pouco explorada, entretanto, ressalta-se que tudo depende do objetivo que se

deseja alcangar com determinada pesquisa.

3.3.3.2 Organismos estudados

A toxicidade do cadmio em vertebrados foi estudada em 859 diferentes

espécies. Os grupos mais estudados sao peixes, seguidos por mamiferos e anfibios
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(Tabela 5). Danio rerio € a espécie de peixe mais utilizada, seguida de Cyprinus
carpio, Oncorhynchus mykiss e Oreochromis niloticus (Tabela 5). Essas espécies
sao altamente empregadas em estudos toxicologicos e também comercializadas
para consumo humano (LINS et al., 2010).

D. rerio (peixe zebra) € um organismo modelo, amplamente utilizado em
bioensaios, pois se adapta bem em laboratério, se reproduz facilimente e de forma
rapida, gerando grande volume de embrides e ndo demanda grandes espagos
(ADHISH; MANJUBALA, 2023). Outro fator importante € que apresenta 70% de
semelhanga genética com humanos (HOWE et al., 2013), sendo por isso muito
utilizado para avaliar doengas humanas (ADHISH; MANJUBALA, 2023). Por esse
motivo é tao utilizado nos estudos sobre a toxicidade do Cd, pois é possivel estimar

os efeitos provocados na saude humana.

Os peixes foram estudados de maneira expressiva (92% dos trabalhos). Os
peixes tém sido amplamente utilizados como bioindicadores em ensaios
toxicologicos ou para a determinagao de poluigdo por metais toxicos, especialmente
carnivoros e os detritivoros, por biomagnificarem poluentes e metais pesados,
acumulando-os em o6rgaos e tecidos (DUARTE et al, 2020; KOLAROVA;
NAPIORKOWSKI, 2021) e por possuirem elevada sensibilidade & exposicéo a varios
produtos quimicos (GENTES et al., 2019; HONG; ZHA, 2019; PRAGNYA et al.,
2021; TAKARINA et al., 2021).

Tabela 5 - Organismos e espécies mais utilizados em estudos de toxicidade de Cadmio em
vertebrados aquaticos

VERTEBRADOS
Organismos mais Numero de L . Ndmero de
Espécies mais estudadas

estudados estudos estudos
Peixes 1496 Danio rerio 176
Mamiferos 57 Cyprinus carpio 152
Anfibios 30 Oncorhynchus mykiss 144
Tubardes 15 Oreochromis niloticus 109

Tabela 5 - Organismos e espécies mais utilizados em estudos de toxicidade de Cadmio em

vertebrados aquaticos (Continuacao)
VERTEBRADOS
Organismos mais Numero de Espécies mais Nidmero de
estudados estudos estudadas estudos
Aves 12 Clarias gariepinus 34
Répteis 12 Sparus aurata 31

Fonte: Autoria prépria (2023)
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3.3.3.3 Substancias avaliadas

Os estudos, além de analisar a toxicidade do Cd de maneira isolada, também
avaliaram, de forma simultanea, os efeitos de outras substancias nos vertebrados
(Tabela 6). Os estudos com outros metais pesados ultrapassam o numero de
publicacdes de estudos que analisaram isoladamente o Cd. Outras substancias
também sao frequentemente analisadas como metais, pesticidas e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos. Dentre essas substancias, os elementos mais presentes nos
estudos foram cobre, zinco e chumbo. Essa situacdo pode estar associada ao fato
de pertencerem a mesma classificacdo de elementos e possivelmente apresentarem
efeitos muito semelhantes.

A avaliagdo conjunta com pesticidas pode ser explicada por serem
amplamente utilizados na agricultura, possuir efeitos bioacumulativos,
carcinogénicos e por comprometerem o sistema cardiovascular, reprodutivo e
endocrino (SOUZA et al., 2023), além de serem encontradas tanto nos solos quanto
em ambientes aquaticos.

Os HPAs fazem parte dos contaminantes emergentes, os quais incluem
diversas substancias que vem apresentando uma utilizagdo crescente, assim como
sua presenga em diversos ambientes naturais, onde encontram-se em
concentragcdes cada vez mais elevadas, podendo provocar princicipalmente danos
reprodutivos e endoécrinos (PURI et al.,, 2023). Os HPAs sao substancias
persistentes, constituintes do petrdleo e sao liberadas no meio ambiente por meio da
queima de combustiveis fosseis, alguns desses compostos também possuem efeitos
carcinogénicos (TORRES et al., 2008). Com base nos efeitos de ambas as
substancias podem haver declinio populacional das espécies por agir diretamente na

reproducao.
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Tabela 6 - Principais substancias e elementos avaliados em estudos de toxicidade do Cd em

vertebrados
VERTEBRADOS
Substancias mais avaliadas Numero de Elemen.tos mais Numero de
estudos avaliados estudos
Metais pesados 890 Cobre 496
Apenas Cadmio 499 Zinco 474
Metais 108 Chumbo 463
Pesticidas 85 Mercurio 212
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos 37 Cromo 208
Minerais 31 Niquel 187
Bifenilos policlorados 25 Arsénio 168
Microplasticos 13 Ferro 122
Selénio 9 Manganés 100

Fonte: Autoria prépria (2023)

3.3.3.4 Biomarcadores

O parametro mais analisado nas espécies estudadas €& o biomonitor
bioacumulagao, presente em 890 estudos, seguido dos biomarcadores bioquimicos
e moleculares, com 449 e 288 estudos, respectivamente (Tabela 7). Por meio dos
biomarcadores € possivel avaliar e mensurar as respostas de um organismo a
determinada substancia, ou seja, sdo os indicadores de toxicidade, os quais podem
ser empregados em distintos niveis organizacionais (WATSON et al., 2021), a fim de
avaliar diferentes tipos de danos (GALLEGO-RIOS et al., 2021).

Tabela 7 - Biomarcadores usados para avaliar a toxicidade de Cd em organismos aquaticos

vertebrados
VERTEBRADOS

Biomarcadores NuUmero de estudos
Bioacumulagao 890
Bioquimico 449
Molecular 288
Sobrevivéncia 256
Fisiologico 198
Histologico 153
Desenvolvimento 149
Genotoéxico 100
Morfoldgico 92
Comportamental 73
Reprodugao 67
Hematolégico 58
Imunolégico 31
Citotdxico 23
Biorremediagao 10
Fitorremediagao 2

Fonte: Autoria prépria (2023)
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O fato de o Cadmio possuir efeitos bioacumulativos ja registrados na literatura
justifica a maioria dos estudos avaliarem a bioacumulac&o, além disso, o grande
numero de estudos realizados a campo que analisam esse biomarcador, indica o
interesse em monitorar os ambientes naturais. O segundo biomarcador mais
utilizado foi o bioquimico. Danos em nivel bioquimico podem afetar o sistema
antioxidante (TORRES et al., 2008), bem como a atividade de neurotransmissores e,

consequentemente provocar alteragdes comportamentais (HUSSAIN et al., 2020).

3.3.3.5 Paises

Entre os paises com maior numero de publicagcdes de estudos sobre a
toxicidade do Cd em organismos vertebrados, estdo novamente a China com uma
frequéncia de 283 estudos e um burst de 16.50, seguido de USA com a frequéncia
de 171 estudos e um burst de 10.83 e Canada com 169 publicagdes e um burst de
11.17. Ainda referente aos bursts, a Turquia também se destaca com 12.68, embora
possua uma menor frequéncia de citagdes (98). Quanto a centralidade, que indica a
influéncia que esses paises exercem na area de pesquisa, a qual é representada
pelos anéis roxos externos, os paises que mais se destacam sao a Frangca com uma
centralidade de 0.32, USA e Alemanha com 0.29 (Grafico 7).

Grafico 7 - Redes da cooperacgao de paises que mais contribuem com publicagcdes de
toxicidade de Cd em organismos aquaticos vertebrados
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3.3.3.6 Palavras-chave

O Grafico 8A mostra a rede de palavras-chave da pesquisa envolvendo
vertebrados na avaliagdo da toxicidade do Cd. As palavras-chave utilizadas com

” 14 ” “®

maior frequéncia nos estudos s&o: “Metais pesados”, “Truta arco-iris”, “Peixe” e
“Toxicidade”. Além destas, € possivel observar a ocorréncia de palavras
representando outros metais pesados, assim como “expressdo génica”’, uma analise
bastante utilizada na avaliagao de biomarcadores bioquimicos.

A andlise das explosbes de citagdes indicou que a palavra-chave “Salmo
gairdneri” foi a que apresentou o maior burst (23.99), seguida de “Oncorhynchus
mykiss” com um burst de 10.96, “elementos trago” (9.49) e “Truta arco-iris” (8.84).
Dentre as palavras é possivel identificar espécies comumente comercializadas para
consumo humano (LINS et al., 2010), sendo possivel deduzir que muitos artigos
abordam as questdes de controle de metais em produtos da pesca para consumo
humano e os efeitos toxicolégicos adversos do Cd em varias espécies de peixes.
Além dos impactos causados na biota aquatica, o Cd também pode afetar a saude
humana, bioacumulando-se nos tecidos animais e entrando na cadeia alimentar. E
um metal pesado que atinge niveis tréficos distintos, e que mesmo em pequenas
concentragdes desencadeia efeitos deletérios (REICHSTADTER et al., 2020).

A anadlise de clusters de palavras-chave (agrupamento das palavras
identificadas por distintas cores) apresentou uma modularidade de 0.3534 e uma
silhueta de 0.7273. O cluster com maior numero de palavras foi #0 espécies de
peixes com 115 palavras, seguido do cluster #1 embrido de peixe zebra com 106
palavras, #2 truta arco-iris com 86, #3 Cd Zn (66), #4 Bacillus cereus (56), #5
mistura de metais (49), #6 poluente aquatico (6) e #7 técnica (6) (Grafico 8B). O
resultado dos clusters corrobora com os resultados ja apresentados na tabela 5, os
quais foram obtidos e explorados por meio do programa Microsoft Excel. Por meio
da analise dos clusters € possivel deduzir que 0s peixes sSdo organismos
amplamente utilizados e que a espécie D. rerio € utilizado como um organismo

modelo, frequentemente utilizado como verificado na tabela 5.
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Grafico 8 - Rede de palavras-chave mais influentes sobre a toxicidade de Cd em vertebrados
aquaticos
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Fonte: Autoria prépria (2023)

3.3.4 Toxicidade do cadmio em organismos aquaticos invertebrados

3.3.4.1 Caracteristicas de publicacdo e impacto

A analise de organismos invertebrados incluiu 1.573 estudos, compreendendo
o periodo de 1978 a novembro de 2022. O conjunto de estudos apresentou um

indice H de 90 e 50.681 citacbes, resultando em uma média de 32.24 citacbes por



56

item. As publicagdes e citagbes aumentaram a partir de 2003. Em 2013 e 2017
ocorreram os maiores picos de publicagdes, ultrapassando 90 artigos em ambos os
anos. Também €& possivel observar que nos ultimos anos o numero de citagcbes
ultrapassou o numero de publicagdes sobre o assunto. A queda registrada em 2022
justifica-se pelas publicagdes compreenderem até o inicio de novembro de 2022,
nao incluindo dados do ano completo.

Das areas de pesquisas mais influentes, Ciéncias Ambientais e Tecnologia foi
a que mais se destacou com um volume de 1.074 publicagdes, Toxicologia aparece
na sequéncia com 699 estudos e Biologia Marinha de Agua Doce com 345 estudos.
Como pode ser observado, as areas de pesquisas ndo diferiram muito entre os
conjuntos de dados, aparecendo em evidéncia em mais de um grupo analisado,
como por exemplo Toxicologia, Biologia Marinha de Agua Doce e Ciéncias
Ambientais e Tecnologia, indicando que estas areas englobam todos os organismos
com foco na avaliagdo da toxicidade de metais.

Em invertebrados aquaticos foram realizados diferentes tipos de pesquisas.
Assim como nos outros grupos, os estudos realizados em laboratério predominaram
(60.3%), seguido por estudos em campo (26.0%) e pesquisas realizadas em campo
e laborat6rio (10.6%). As revisdes também estavam presentes em menor quantidade
(2.8%).

Estudos em laboratorios possibilitam maior controle das variaveis e estudo do
Cd na forma isolada e em varias concentracgdes, ja os estudos em campo possuem
multiplos fatores que podem influenciar na toxicidade do Cd, dificultando a relagéo
do Cd com as alteragdes presentes no organismo avaliado, porém, sdo de grande
importancia para a avaliagdo do risco ambiental e a saude humana (GHOSH et al.,
2018). Em laboratério é possivel compreender melhor como ocorrem 0s processos
bioldgicos apds a exposi¢cao ao Cd e quais 6rgaos acumulam mais metal (GUI et al.,
2022). Desta forma, a combinagdo de estudo em laboratério e campo é
recomendada, apesar de consistir em uma abordagem pouco utilizada. Desse modo,
a combinacao de estudos de campo e laboratério podem ser o foco dos proximos
estudos, com a integragéo das informagdes, bem como a sintese e compilagdo de

resultados obtido por revisdes.
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3.3.4.2 Organismos estudados

A avaliagdo das espécies de invertebrados mais utilizadas em estudos de
toxicidade do Cd indicou que Daphnia magna é a principal espécie utilizada, estando
presente em mais de 150 pesquisas, em seguida destacam-se Mytilus
galloprovincialis e Chironomus riparius, (Tabela 7), ou seja, além do microcrustaceo
Daphnia magna séao utilizados principalmente moluscos bivalves. Ao todo 1.046
espécies de invertebrados aquaticos foram estudadas.

D. magna é um organismo modelo tradicionalmente estudado. E um
crustaceo planctonico de ampla distribuicdo geografica com ciclo de vida
partenogenético ciclico. D. magna € empregada em ensaios ecotoxicolégicos com o
objetivo de examinar os efeitos potencialmente téxicos de compostos quimicos na
sobrevivéncia e reproducdo (EBERT, 2022) e para o monitoramento de toxicidade
de efluentes e poluicdo ambiental (PERSOONE et al.,, 2009). A Organizagao para
Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) possui diretrizes para teste de
imobilizagdo aguda e teste de reprodu¢cdo com D. magna, a fim de produzir curvas
dose-resposta e estabelecer parametros sobre o potencial toxico de produtos
quimicos prejudiciais ao meio ambiente (OECD, 2004; OECD, 2012).

C. riparius € um inseto Chironomidae frequentemente analisado em estudos
ecotoxicoldgicos, usando suas larvas para monitorar a poluicdo e o impacto nos
ecossistemas fluviais e avaliar a eficacia de medidas de recuperacdo desses
ecossistemas (FARIA et al., 2008). As demais espécies apresentadas com maior
frequéncia sdo moluscos bivalves utilizados em biomonitoramento, principalmente
de metais, por serem organismos filtradores podem acumular esses metais com
maior facilidade (ZUYKOV; PELLETIER; HARPER, 2013).

Por meio da classificagdo das espécies por grupo animal (Tabela 7) foi
possivel constatar que o grupo mais estudado € o dos moluscos, o qual ultrapassa o
volume de 650 publicagdes, logo em seguida destaca-se o grupo dos crustaceos
com mais de 600 estudos. Os demais organismos apresentam uma frequéncia
menor, € o caso dos insetos, seguido dos anelideos, nematddeos e rotiferos. A
maior frequéncia de moluscos e crustaceos esta relacionada ao maior uso de
espécies destes grupos na avaliagao da toxicidade do Cd e esees grupos possuirem
uma maior atencdo sobre estudos de metais, pois englobam muitas espécies

consumidas por seres humanos (AYANDA et al., 2020).
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Tabela 8 - Organismos e espécies mais utilizados em estudos de toxicidade de Cd em
invertebrados aquaticos

INVERTEBRADOS
Organismos mais Numero de L . Numero de
estudados estudos Espécies mais estudadas estudos
Moluscos 713 Daphnia magna 157
Crustaceos 656 Mytilus galloprovincialis 87
Insetos 182 Chironomus riparius 51
Anelideos 99 Crassostrea gigas 42
Equinodermos 32 Perna virdis 34
Rotiferos 22 Crassostrea virginica 32
Nematoides 21 Mytilus edulis 31

Fonte: Autoria prépria (2023)

3.3.4.3 Substancias avaliadas

A identificacdo e agrupamento das substancias testadas (Tabela 8) indicou
que predominantemente sao avaliados outros metais pesados em combinacdo com
o Cadmio, os quais ultrapassam 1.000 estudos. Ja as pesquisas que avaliam a
toxicidade somente do Cd apresentam uma frequéncia de pouco mais de 400
estudos. Outras substancias estudadas, mas em proporcdo bem inferior sdo os
HPAs, pesticidas, bifenilos policlorados e nanoparticulas. Entre os elementos mais
estudados destacam-se cobre, zinco e chumbo. Portanto observa-se que os
principais elementos testados em estudos de toxicidade sdo metais pesados.

No ambiente natural é impossivel encontrar apenas o Cd, ele sempre esta
associado a outros metais e outros poluentes, desta forma os estudos apresentam
esta combinagcdo. Os metais que se destacaram na analise sado decorrentes
principalmente da mineragao, mas atividades industriais e agricolas contribuem para
uma elevada concentracdo de metais nos ambientes aquaticos (SELVI; HUSSAIN,
2022). Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos sdo o segundo grupo de
contaminantes associados ao Cd e esses compostos organicos hidrofobicos
possuem fontes de processos naturais como incéndios florestais e vazamento de
Oleo e principalmente de fontes antropogénicas como a combustdo incompleta de
combustiveis fésseis, lodo de esgoto e derramamento de dleo (LAWAL, 2017) e

compreendem compostos altamente toxicos.
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Tabela 9. Principais substancias e elementos avaliados em estudos de toxicidade de Cd em

invertebrados aquaticos

INVERTEBRADOS
Subustancias mais avaliadas Ndmero de EIerr]entos mais Ndmero de
estudos avaliados estudos
Metais pesados 1004 Cobre 656
Cadmio isolado 449 Zinco 641
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos 56 Chumbo 539
Pesticidas 46 Niquel 278
Bifenilos policlorados 22 Cromo 258
Nanoparticulas 21 Mercurio 229
Compostos quimicos 9 Arsénico 188
Microplasticos 8 Ferro 149
Contaminantes organicos 7 Manganés 142

3.3.4.4 Biomarcadores

Fonte: Autoria prépria (2023)

A analise dos biomarcadores indicou que o mais utilizado em estudos que

avaliam a toxicidade do Cadmio em invertebrados aquaticos € o biomonitor

bioacumulagao,

presente em mais de 750 estudos.

Sobrevivéncia e os

biomarcadores bioquimicos aparecem em seguida (Tabela 10). Como observado na

analise dos organismos fotossintetizantes e dos vertebrados, bioacumulagdo se

destaca pelas propriedades do Cd de bioacumular nos tecidos animais e vegetais.

Tabela 10 - Biomarcadores usados para avaliar a toxicidade de Cd em organismos aquaticos

invertebrados

INVERTEBRADOS

Biomarcadores

Numero de estudos

Bioacumulacéao 774
Sobrevivéncia 429
Bioquimico 405
Molecular 214
Fisiol6gico 162
Desenvolvimento 153
Reproducgao 144
Comportamental 92
Genotoéxico 65
Histolégico 58
Imunoldgico 55
Morfoldgico 47
Celular 41
Populacional 10
Biorremediagao 9
Hematoldgico 7
Enddcrino 1

Fonte: Autoria prépria (2023)
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Biomarcadores de sobrevivéncia sdo comumente empregados em testes
toxicologicos de qualquer composto, a fim de identificar a concentragéo ou dose letal
e fazem parte das Diretrizes da OCDE para produtos quimicos (OECD, 1992).
Biomarcadores bioquimicos englobam diversas moléculas e enzimas que atuam na
detoxificagdo do organismo exposto ao Cd, sdo biomarcadores de resposta rapida e
representam um efeito subletal, que embora ndo provoque a morte, provoca danos

que afetamprocessos fisiologicos dos organismos (ABARIKWU et al., 2017).

3.3.4.5 Paises

Para os dados dos organismos aquaticos invertebrados o CiteSpace indicou
que assim como nos demais grupos de organismos, a Republica Popular da China é
0 pais que mais se destaca na frequéncia de citagdes (Grafico 9). Esse pais
apresenta um total de 285 estudos e um burst de 17.43 indicado pelos anéis
vermelhos na figura. E um burst bastante elevado comparando-se aos demais
paises, como Canada, o segundo classificado nas explosées de citagcbes o qual
apresenta um burst de 8.67.

Na sequéncia destacam-se novamente USA com 194 estudos e um burst de
8.49 e Franca com 145 publicagdes, que além de contribuir substancialmente com o
numero de estudos, embora ndo possua um burst elevado, apresenta a maior
influéncia na area de pesquisa com uma centralidade de 0.31. Outros paises
bastantes influentes s&o Itdlia e Alemanha com centralidade de 0.24 e Inglaterra

com centralidade de 0.20, as quais sao representadas pelos anéis externos roxos.

3.3.4.6 Palavras-chave

A analise de palavras-chave indicou que as palavras mais frequentes para
invertebrados foram “metais pesados”, “toxicidade”, “Cadmio”, “Cobre”, “estresse

” L] ”

oxidativo”, “Zinco”, “acumulagao”, “bioacumulagao”, entre outras (Grafico 9A). Essas
palavras-chave ja apresentaram alta frequéncia ao analisar os dados gerais.
Também aparecem algumas palavras mais relacionadas aos invertebrados
como Daphnia magna e Mytilus galloprovincialis que sado nomes cientificos de
espécies de invertebrados utilizadas em testes toxicolégicos (NASSER; LYNCH,

2019). Daphnia magna, por exemplo, € um microcrustaceo amplamente empregado



61

em bioensaios devido ao seu rapido desenvolvimento, alta reproducdo e
sensibilidade a presenca de poluentes (NAGEL et al.,, 2021). As palavras-chaves
mais citadas estdo diretamente relacionadas as analises de frequéncia ja
apresentadas, como os biomarcadores, metais e espécies mais utilizadas nos
estudos da toxicidade do Cd em invertebrados aquaticos.

“Cobre” foi a palavra-chave com o maior burst (8.94), seguida de “truta arco-
iris” (7.98), “peroxidacao lipidica” (6.98) e “metais” (6.94). Portanto, por meio dessas
palavras pode-se deduzir que os estudos que utilizam invertebrados comumente
analisam outros organismos etambém outros metais.

A analise de clusters (Grafico 9B) apresentou uma silhueta de 0.67 e uma
modularidade de 0.31. Os clusters que apresentaram a maior frequéncia de um
agrupamento de palavras-chave foram #0 estresse oxidativo com 129 palavras, #1
anfipode de agua doce (98), #2 metal pesado (93), #3mar amarelo (83), #4
nanoparticulas de dioxido de titanio (42), #5 biodisponibilidade de metais pesados
(27), #6 costa sudeste (15) e #7 explicagdo (4). O maior cluster foi #0 estresse
oxidativo, que esta relacionado a biomarcadores bioquimicos, ja apresentado como
um dos mais frequentes, assim como o cluster #1 que engloba citagdes sobre
anfipode, um organismo pertencente ao grupo crustaceo, com alta frequéncia nos

estudos.
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Grafico 9 - Rede de palavras-chave mais influentes sobre a toxicidade de Cd em invertebrados

aquaticos
heavy metals accumulation A
A |

toxicity=——— : / A
- daphnia magna

bioaccumulation

SN
N

= B g
=~ " ¥ b pollution
- AT, L]
- e tol B - exposure
cadmium water ISl —
. :

2

/ mytilus galloprovincialis
i 7 ' i S
/4

i copper

——==._ trace metals

e N
oxidative stress % zinc

#6 south east coast
#5 heavy metal bioavailability
#4 tio2 nanoparticle
#0 oxidative stress
-~ #3yellow sea
Pt A
#1 freshwater amphipod
#2 heavy metal

A - Rede de palavras-chaves mais utilizadas em estudos sobre a toxicidade do Cd em

invertebrados aquaticos. B - Clusters de palavras-chave sobre a toxicidade do Cd em
invertebrados aquaticos

Fonte: Autoria prépria (2023)

3.4 Conclusao

O presente estudo apresentou uma abrangente revisdo sobre pesquisas da
toxicidade do Cadmio em organismos aquaticos, explorando de forma detalhada os
organismos fotossintetizantes, animais vertebrados e invertebrados. Com base nos

resultados pode-se constatar que os organismos mais estudados séao os vertebrados
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e invertebrados, os quais sdo consumidos pelo homem e podem transferir os metais
acumulados em seus tecidos. O uso de algas vem ganhando espago aos poucos e
pode indicar o direcionamento de pesquisas futuras, bem como estudos de
biorremediacao de aguas poluidas.

Durante a analise dos dados foram encontradas algumas limitagdes; alguns
estudos ndo apresentaram todas as informagdes ou as apresentavam parcialmente,
como nome das espécies utilizadas e tipos de elementos avaliados. Essa situagao
dificulta o processo de exploragcdo dos dados e obtencdo de resultados, portanto,
deve ser superada em estudos futuros.

O crescente numero de publicagdes e os diferentes bioindicadores utilizados
evidenciam a preocupagao da comunidade cientifica com as consequéncias da
contaminagao por metais pesados. Atualmente, os esfor¢cos estdo aplicados em
estudos que buscam avaliar a toxicidade causada por Cd, principalmente por meio
da analise do estresse oxidativo e bioacumulagdo. Para o direcionamento de
pesquisas futuras ha a necessidade de métodos eficientes de degradacdo ou
imobilizacdo do Cd em ambientes aquaticos, a fim de remediar o impacto desse

metal no ecossistema.
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4 CONCENTRAGOES REALISTICAS DE CADMIO E SEUS POTENCIAIS
EFEITOS TOXICOS SOBRE Allium cepa L.

4.1 Introdugao

Concentragdes elevadas de metais pesados estdo cada vez mais presentes
nos ambientes naturais devido as atividades industriais, de mineracdo e
agropecuarias, representando um sério problema aos organismos expostos devido
aos potenciais efeitos toxicos e  bioacumulativos (JAYAWARDENA;
WICKRAMASINGHE; UDAGAMA, 2021; ULLAH; MUHAMMAD, 2020).

Essas crescentes concentracbes de metais sdo provenientes, principalmente,
de fontes antropogénicas de contaminacdo, que acabam sendo transportadas e
depositadas nos ambientes aquaticos, degradando a qualidade de sua agua. Em
torno de 40% dos rios e lagos de todo o mundo ja foram contaminados com metais
pesados e, na América do Sul, as formas de contaminagédo (93,5%) ocorrem por
meio do uso de fertilizantes e pesticidas em areas agricolas, descarte indevido de
residuos, mineracao e produtos e processos industriais (ZHOU et al., 2020).

O cadmio (Cd) € um dos metais pesados mais toxicos que existe, com
capacidade de atingir organismos de diferentes niveis troficos (biomagnificagéo),
oferecendo um sério risco a saude publica através da contaminacao de plantas e
animais comercializados ou coletados para consumo (SODHI et al.,, 2022). Além
disso, sua concentracdo é crescente e tem sido detectada em niveis muito
superiores aos permitidos em mananciais superficiais em todo o mundo, tornando a
agua nao segura para abastecimento (KADIM; RISJANI, 2022). Essa situagao é
bastante preocupante considerando sua elevada toxicidade mesmo em baixas
concentracdes (KIRAN; BHARTI; SHARMA, 2022), uma vez que esse oligoelemento
nao é biodegradavel (ZAMORA-LEDEZMA et al., 2021) e provoca inumeros efeitos
toéxicos a biota, dentre os quais podemos citar estresse oxidativo, muta¢des e danos
reprodutivos (KAKADE et al., 2023).

Para avaliar a toxicidade de substancias como o Cd, as plantas séao
amplamente utilizadas em bioensaios, uma vez que permitem avaliar a incorporacao
desses elementos em sua biomassa e detectar as disfungdes bioldgicas por meio de
parametros citogenotoxicos, fitotoxicos e mutagénicos. As plantas sao sensiveis a

diversos poluentes e apresentam resultados confidveis e de baixo custo. Em geral,
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sdo realizados de forma complementar a detecgao de compostos quimicos (BHAT et
al., 2019). Ademais, das plantas superiores utilizadas no biomonitoramento
ambiental, a espécie Allium cepa se destaca pela ampla aceitagao e utilizagdo em
bioensaios controlados, se tornando um protocolo de referéncia para avaliagao da
ecotoxicidade de substancias quimicas diversas (RODRIGUEZ et al., 2015).
Considerando a importancia em investigar as respostas da exposigao a
concentracbes de Cd, o presente estudo buscou analisar se concentragdes
realisticas desse metal sdo capazes de se incorporar na biomassa e promover

danos fitotdxicos e citogenotdxicos em A. cepa.
4.2 Materiais e métodos
4.2 .1 Produto e concentragdes

O produto utilizado para preparar as solugdes-teste foi cloreto de cadmio
monohidratado (CdCl,H,0), grau P.A, de peso molecular de 201.33 g mol™, o qual
foi diluido em agua ultrapura, a fim de extinguir o efeito da presenca de quaisquer
outras substancias, nas concentragdes de 5, 50 e 500 pg L. Foi utilizado um
controle negativo apenas com agua ultrapura e um controle positivo com metil
metanosulfonato (MMS) a 10 mg L. MMS ¢é utilizado como controle positivo por
apresentar conhecida acado mutagénica e carcinogénica (DONOVAN; SMITH, 2010),
provocando danos e impedindo a replicagdo do DNA por meio da modificacdo da
adenina e guanina (LUNDIN et al., 2005).

A menor concentracdo de Cd (5 pg L™) foi estabelecida com base no que
estava preconizado na Portaria GM/MS n° 05/2017 que, recentemente, foi alterada
pela Portaria GM/MS n° 888/2021, reduzindo para 3 pg L™ o limite maximo em agua
para o0 consumo humano oriundas de Estacbes de Tratamento. Contudo, a
concentracdo de 5 ug L' é adotada pela Agéncia Norte Americana de Protecéo
Ambiental (USEPA) nos seus padroes de potabilidade, sendo também o limite
permitido pela Resolugdo CONAMA n° 396/2008 para o uso de aguas subterrdneas
para o abastecimento ou recreacao.

A concentracdo de 50 pg L' foi determinada por representar um valor
realistico encontrado atualmente em aguas doces de rios e lagos do mundo. Em

paises com atividades agricolas intensivas, como na América do Sul, a
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concentracdo média de Cd em ambientes fluviais e lacustres alcanga cerca de 65 ug
L (ZHOU et al, 2020). J4 a concentracdo de 500 pg L™ foi estabelecida
considerando uma perspectiva de aumento no futuro (valor 10 vezes maior ao
registrado em rios atualmente), tendo em vista que da década de 70 até os dias

atuais a concentragao de Cd ja aumentou cerca de 30 vezes (ZHOU et al., 2020).
4.2.2 Preparo da solugcao de Cadmio

As solugdes de Cd foram preparadas a partir da dissolugdo de cloreto de
cadmio monohidratado (CdCl,H,0) em &agua ultrapura. Considerando que foram
testadas concentracbes extremamente baixas de Cd, inicialmente se fez o preparo
de uma solucéo estoque de 50.000 pg L™ de Cd.

A solugdo estoque (50.000 pg L) foi preparada adicionando 0.009 g do
cloreto de cadmio monohidratado (CdCI>,H,O) em 100 ml de agua ultrapura. A partir
disso, prepararam-se as concentragdes pré-determinadas: ) 500 ug L™ foi obtida por
meio da dissolugdo de 1 ml (1000 ul) da solugdo estoque em 100 ml de agua
ultrapura; II) 50 ug L' foi obtida pela dissolugdo de 0,1 ml (100 ul) da solugéo
estoque em 100 ml de agua ultrapura; Ill) a menor concentracdo testada foi
preparada pela pipetagem de 0,1 ml (100 pl) da solugéo estoque em 1000 ml de
agua ultrapura.

Como foram testadas concentracbes muito baixas de Cd, foram tomadas
algumas precaugdes para nao haver interferéncias e comprometer a confiabilidade
dos resultados. Todas as vidrarias utilizadas no decorrer do ensaio foram lavadas e
esterilizadas com solugao de acido nitrico (HNO3) a 5%, a fim de eliminar a presenca

de quaisquer outras substancias que poderiam estar aderidas as vidrarias.
4.2.3 Espécie modelo

A espécie Allium cepa foi selecionada como modelo biolégico para o
desenvolvimento do presente estudo por se tratar de uma espécie vegetal
amplamente utilizada em bioensaios que buscam avaliar genotoxicidade e
alteragbes mutagénicas, pois possui grandes e poucos cromossomos (LEME;
MARIN-MORALES, 2009; SOUZA et al., 2009), possibilitando a determinacdo do

indice mitético e a identificacdo da incidéncia de aberracbes cromossémicas. Além
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disso, comumente é utilizada para analisar parametros fitotoxicos, principalmente
germinacéo e desenvolvimento radicular. A possibilidade de realizar essas analises,
aliada a confiabilidade, precisdo, logistica e baixo custo do bioensaio (BHAT et al.,
2019), justificam a utilizagao dessa espécie no estudo.

Esse bioensaio foi desenvolvido e empregado pela primeira vez em 1938 por
Levan para analise mitotica e, posteriormente foi modificado por Fiskesjo (1985)
para avaliar genotoxicidade por meio de analise de aberragbes cromossOmicas e
alteragdes mutagénicas por meio da identificagcdo de micronucleos, a fim de realizar
o monitoramento ambiental de efluentes e residuos industriais (BHAT et al., 2019;
LEME; MARIN-MORALES, 2009). Esse mesmo autor (Fiskesjo) demonstrou que o
teste apresenta sensibilidade aproximada ao sistema de teste de linfécitos humanos
e ao teste de algas (SOUZA et al., 2009), sendo a partir de entdo muito usual em

ensaios de ecotoxicidade no mundo todo.

4.2 .4 Bioensaio

O ensaio foi conduzido em abril de 2022 no laboratério de Reprodugao Animal
e Biologia Molecular da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, campus Dois
Vizinhos (UTFPR-DV). Em caixas Gerbox, foram distribuidas 25 sementes/caixa de
A. cepa cv. Baia Periforme (Isla®), sem adigdo de produtos quimicos no envase a
fim de evitar interferéncias nos resultados. Os recipientes foram forrados com duas
camadas de papel germitest no fundo e uma camada na tampa, sendo realizadas 5
repeticdes por tratamento (quintuplicata) (Fotografia 1 A).

A metodologia de incubagido utilizada foi inspirada e adaptada do
procedimento proposto por Fiskesjo (1985) e Fernandes, Mazzeo e Marin-Morales
(2007). As solugdes-teste (grupos) foram pipetadas em volume de 2,5 vezes o0 peso
das camadas do papel das caixas (RAS, 2009), sendo posteriormente incubadas a
20 °C em estufa B.O.D, com fotoperiodo (12/12h) durante 240h (Fotografia 1 B).
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Fotografia 1 — Bioensaio com sementes de Allium cepa
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A) Disposigao das sementes de A. cepa em caixas Gerbox foradas com papel germitest. B)
Distribui¢ao das caixas no interior da incubadora B.O.D
Fonte: Autoria propria (2023)

Conforme ja apresentado, os tratamentos foram compostos por distintas
concentragdes de Cd (5, 50 e 500 pg L™) e para fins comparativos e validagéo do
bioensaio foi utilizado tanto um controle negativo (agua ultrapura) quanto um
controle positivo (MMS a 10 mg L”). A fim de manter a umidade e as condigcdes
adequadas para o desenvolvimento radicular essas solugdes foram repostas quando

observada a necessidade.
4.2.5 Parametros fitotdoxicos

Apds exposicao e incubagao foram analisados os parametros fitotoxicos de
germinagao e crescimento radicular. Transcorridas 72h apds exposi¢cao das
sementes as solugdes teste, iniciou-se a avaliagdo da germinagédo, a qual foi
realizada a cada 24h por meio da contagem das sementes que apresentavam
protusdo da radicula com tamanho minimo de 2 mm. A contagem da germinacao foi
finalizada apds completar 192h de exposigao.

O bioensaio foi encerrado apds 240h de incubacao, com isso foi realizada a
avaliacdo do crescimento radicular, onde foram selecionadas aleatoriamente 5
plantulas de cada caixa de germinagao, as quais foram medidas (em mm) com o
auxilio de um paquimetro digital. A evolugdo da germinagdo e desenvolvimento

radicular pode ser observada na Fotografia 2 A-B.
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Fotografia 2 — Evolugdo do desenvolvimento de Allium cepa durante incubagao

A) Sementes de Allium cepa na fase inicial da germinagao. B) Desenvolvimento radicular
durante incubagao
Fonte: Autoria propria (2023)

4.2.6 Parametros citogenotoxicos

Foram realizadas analises citogenotéxicas com base nos procedimentos
descritos por Guerra e Souza (2002). Essas analises consistiram na avaliagdo das
fases do ciclo celular por meio da determinacdo do indice mitético (IM) e da
determinacao do indice de aberragdes cromossémicas (IAC)

Apos 96h de incubacao foram coletadas aleatoriamente 3 radiculas de cada
caixa com o auxilio de uma pinga e fixadas em solugado Carnoy (alcool etilico/acido
acético 3:1 v/v) por 12h em temperatura ambienteNa sequéncia, foi realizado a troca
por um novo fixador, no qual as amostras permaneceram armazenadas a 4°C até o
momento da confecgao das laminas.

Para o preparo das laminas, as radiculas foram retiradas do fixador e lavadas
com agua destilada. Posteriormente, a hidrolise foi realizada com HCL 1 N,
previamente estabilizado em banho-maria a 60 °C, no intervalo de 8 a 11 minutos
para ndo danificar as raizes, a qual foi imediatamente interrompida com banhos de
agua destilada. A coloragao foi realizada com carmim acético 2% em duas etapas,
sendo que na pré-coloracao as radiculas foram deixadas por 10 min em contato com
o corante. Apos remover o excesso de Carmim, separou-se a regido meristematica

de cada radicula, abrindo-a com um estilete. Por fim, realizou-se a coloragao final
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com o0 mesmo corante por mais 5 min e, posteriormente, uma laminula foi
adicionada.

A analise das laminas foi realizada em microscopia de luz, com aumento de
40X, sendo analisadas 1000 células por lamina. A avaliagao foi realizada as cegas,
por um unico pesquisador, de modo a percorrer a lamina sem repetir campos
visuais.

Nas laminas foi analisado o ciclo celular por meio da quantificagdo das células
em cada fase do ciclo, sendo contabilizadas as células em intérfase, profase,
metafase, anafase e teldfase. A partir disso foi determinado o indice mitético (IM) por
meio da equacédo 2 a seguir:

Numero de células em divisio
M =— - - x 100
Numero de células avaliadas

(Equacéo 2)

Durante a quantificacdo das células em cada fase do ciclo celular foram
identificadas a presenca de danos aos cromossomos e, a partir disso, realizado o
calculo do indice de aberragdes cromossémicas (IAC), o qual € apresentado a seguir
na equacao 3.

Numero de células com aberragdes cromossomicas
IAC = - — - %X 100
Numero de células avaliadas

(Equacéo 3)

4.2.7 Bioacumulagao

Transcorridas 240h de incubagado foi realizada a coleta de um pool de
amostras por tratamento, contendo 90 plantulas cada. As plantulas foram
adicionadas em frascos de vidro tipo penicilina, previamente lavados com solugao de
acido nitrico 5%. Os frascos com as amostras foram vedados com plastico filme e
levados para o freezer -80 °C por 24h. Apds esse periodo, as amostras foram
liofilizadas, utilizando um liofilizador Liotop L108, por 24h, no qual ficaram
encubadas. Ao término desse processo as amostras foram encaminhadas ao Centro
Analitico de Instrumentacao da Universidade de Sao Paulo para analise de absorgao

atébmica, para a determinagao da concentragao de Cd.
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O processo de digestdo foi realizado utilizando 100 mg de amostra seca,
acido nitrico concentrado e peroxido de hidrogénio aquecido a 200 °C em forno
assistido por micro-ondas, em frascos fechados. O experimento foi realizado em
duplicata. As leituras foram realizadas em Espectrémetro Otico de Emiss&o Atémica
com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES, Radial) da marca Spectro, modelo

Arcos, com limite de deteccéo (LD) de 0,01 mg L ™" (10 pg L™).
4.2.8 Analises estatisticas

As variaveis dependentes foram submetidas a analise dos pressupostos de
normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias por meio dos testes de
Shapiro-Wilk e Levene’s, respectivamente. A taxa de germinagao foi analisada por
meio de uma ANOVA de medidas repetidas, considerando o tempo de exposi¢cao e
concentracdes testadas, seguido do teste post hoc de Fisher. Para os dados de
crescimento radicular, indice mitético (IM) e o indice de aberragbes cromossdmicas
(IAC) utilizou-se ANOVA unifatorial, seguido pelo teste a posteriori de Fisher. Todas
as analises foram realizadas ao nivel de significancia de 5% e foram executadas por
meio do programa Statistica (StatSoft versao 8.0).

Para a analise integrada das aberragdes cromossdmicas foi utilizado o indice
integrado de biomarcadores (IBR) proposto por Sanchez, Burgeot e Porcher (2013).
O IBR foi obtido por meio do programa Microsoft Excel 2016. Para os dados de
bioacumulacdo apenas se extraiu a média e desvio padrdo dos resultados por

tratamento.
4.3 Resultados e discussao
4 .3.1 Fitotoxicidade

A germinagao das sementes de A. cepa iniciou-se apds 72h de incubagao e
apresentou um crescimento significativo no decorrer do tempo de exposigao. Apos
120h de exposicdo, em torno de metade das sementes haviam germinado
independentemente do grupo testado e apos 168h a taxa de germinacédo era de
quase 100% (Grafico 10A). Nao foi observada interagao entre os grupos avaliados e

o tempo de exposi¢cado na resposta da taxa de germinagao (Fzo 100 = 0.74, p>0.05).
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Por outro lado, a taxa de germinacado foi significativamente inferior em todas as
concentragbes de Cd testadas quando comparadas ao controle negativo, que
apresentou uma taxa de germinacao de 96%. As distintas concentragdes de Cd (5,
50 e 500 pg L™1) e o controle positivo ndo diferiram estatisticamente entre si, sendo
possivel observar uma tendéncia de redugdo da germinagao na concentragdo de 5

ug L™ de Cd, mas de maneira nao significativa (Grafico 10B).

Grafico 10 — Taxa de germinacao das sementes de Allium cepa expostas a concentragées de

Cd
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A) Taxa de germinagido em fungao do tempo de exposi¢ado. B) Taxa de germinag¢ao em fungao
dos grupos experimentais. F= resultado da ANOVA; p= probabilidade de aceitar a hipétese
nula. As letras sobre as barras indicam as diferengas ou semelhancas estatisticas pelo teste
de post hoc de Fisher
Fonte: Autoria prépria (2023)

Com base nos resultados, verificou-se que todas as concentracbes de Cd
provocaram redugao significativa da germinagdo. A menor concentracao testada (5
ug L) apresentou uma tendéncia em intensificar os danos, pois foi observada uma
leve reducdo da taxa de germinagdo nessa concentragdo em relagdo as demais.
Embora inconclusivo nesta base de dados, a menor concentracido pode indicar
maior biodisponibilidade e capacidade de penetrar nas células da radicula. Outra
hipétese € de que as concentragdes mais elevadas apresentem maiores chances de
complexar com o papel ou sedimentar.

Em um estudo desenvolvido por Anwar et al. (2021) verificou-se uma redugao
significativa no crescimento e germinacdo de sementes de feijdo mungo expostas
em todas as concentragdes de Cd testadas (25000, 50000, 75000 e 100000 pg L™,
corroborando com os resultados da presente pesquisa. De acordo com o estudo, as

concentragbes de Cd reduziram de forma significativa a atividade a-amilase das
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sementes durante a germinagédo, bem como diminuiram o processo de hidrolise de
carboidratos e proteinas, inibindo a translocacédo de agucares e consequentemente a
germinagao e crescimento inicial da planta.

Resultados semelhantes também foram obtidos com sementes de manjericéo,
que sofreram uma reducéo e atraso na germinacado (FATTAHI et al., 2019), e da
planta herbacea Suaeda salsa (LIU et al., 2012). Em sementes de ervilha (Pisum
sativum L.), a toxicidade do Cd sobre a germinagédo e crescimento foi resultado de
uma interrupgdo das vias metabdlicas comprometendo a disponibilidade de
nutrientes. O Cd inibiu a liberagdo e alocacdo de aminoacidos livres armazenados
nos tecidos vegetais, o que resultou na caréncia de nitrogénio nas sementes,
inibindo assim o crescimento do embrido (JAOUANI et al., 2018). Desta forma,
sugere-se que a germinacgao foi reduzida na presenga das concentragbes de Cd
devido a imobilizagao de nutrientes pelo bloqueio de vias metabdlicas importantes.

Por outro lado, n&o se observou no presente estudo diferengas significativas
entre os grupos tratados com Cd e controles em relagdo ao comprimento das
radiculas (F4,25 = 2.03; p>0.05). Essa questdo pode ser explicada pelas
concentracdes muito baixas de Cd utilizadas no estudo, sendo de 10 a 100 vezes
inferiores ao de outras pesquisas (Anwar et al. 2021; FATTAHI et al., 2019;
JAOUANI et al., 2018; LIU et al., 2012).

Por fim, ressalta-se que esses parametros agrondmicos representam a
formacdao de plantulas normais e saudaveis, estando associados ao vigor que
consiste na emergéncia rapida e elevada, resultando em um grande numero de
mudas, (CARVALHO et al., 2023). Portanto, danos a germinagdo e crescimento

podem resultar na redug¢ao da produtividade agricola.

4.3.2 Citogenotoxicidade

Apo6s os dados do indice mitético (IM) serem submetidos a ANOVA, verificou-
se que os grupos experimentais nao apresentam diferencas significativas entre si
(IM: F(4, 20)= 1.1149, p= 0.38), ou seja, ndo houve efeito significativo na propor¢cao de
células nas diferentes fases da mitose entre os tratamentos.

A analise de frequéncia das fases do ciclo celular realizada no programa
Microsoft Excel 2016 revelou poucas alteragdes do ciclo celular. Em todos os grupos

experimentais as células em préfase e metafase apresentaram frequéncia bastante
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similares. Juntas, as células em préfase e metafase representaram 80% ou mais das
células em divisdo, exceto na concentragdo de 5 ug L™, onde representaram pouco
mais de 70%. Além disso, na menor concentragao testada (5 ug L), a anafase e a
teléfase foram as fases que apresentaram maior frequéncia em relagdo aos demais

tratamentos (Grafico 11), o que pode indicar atraso na divisdo celular.

Grafico 11 - Frequéncia percentual das fases do ciclo celular das plantulas de Allium cepa
expostas a concentragées de Cd
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Fonte: Autoria prépria (2023).

A tendéncia da menor concentracdo de Cd (5 pg L") provocar um estimulo &
divisdo celular pode estar relacionada a hormese quimica, um efeito dose-resposta
provocado pela exposicdo a substancias quimicas, em que baixas concentragcdes
causam um efeito estimulante e altas concentragbes provocam inibicdo, ou seja,
efeito contrario (CALABRESE; BLAIN, 2009; MUSHAK, 2016). O desencadeamento
da hormese pelo Cd pode provocar danos ao DNA, mutacbes e aberracoes
cromossdmicas, resultando em alteragoes do ciclo celular (CARVALHO; CASTRO;
AZEVEDO, 2020). Esse efeito também prepara os organismos e plantas para o
estresse, ativando respostas adaptativas universais a estressores de baixas
concentragdes (AGATHOKLEOUS; LIU; CALABRESE, 2023; EROFEEVA, 2022).

Embora as concentracdes de Cd utilizadas neste estudo ndo tenham afetado
significativamente o ciclo celular, promoveram aberracbes cromossdmicas
importantes, tais como aderéncias, micronucleos (MN), cromossomos atrasados,

perda/quebras cromossémicas, C-metafases e pontes anafasicas (Fotografia 3).
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Fotografia 3 — Aberragdes cromossdmicas em células de A. cepa apds a exposigao a
concentragoes de Cd
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A) Células normais intérfase (seta) e anafase (*). B) Aderéncia cromossoémica. C-D) C-metafase.
E) Perda/quebra cromossdémica. F) Cromossomos atrasados. G) Ponte anaféasica. H)
Micronucleo. I) Imagem panoramica das células em divisdo com aberragées cromossdmicas:
perdas/quebras (seta), C-metafase (*)

Fonte: Autoria prépria (2023)

A partir do indice de aberracbes cromossOmicas (IAC) observou-se um
aumento significativo de danos citogenotdxicos em todas as concentracdes de Cd
testadas (Grafico 12A). Entretanto vale ressaltar que embora a concentragéo de 5 ug
L™ nao diferiu estatisticamente das demais concentragdes de Cd e do controle
positivo & possivel observar um efeito mais acentuado nessa concentragdo. As
concentracdes de Cd e o controle positivo apresentaram IAC semelhantes entre si,
mas diferiram significativamente em relagéo ao controle negativo.

Observou-se que a concentracdo que apresentou a maior incidéncia de
aberracdes foi a de 5 pg L' (Grafico 12B), constatando dessa forma a tendéncia do
aumento de aberragdes cromossdmicas provocados pela exposicdo a menor
concentracdo de Cd, o que ja havia sido identificado por meio do IAC. Essa
tendéncia reforca o possivel efeito de hormese quimica, uma vez que diversos
estudos apontam que o Cd tem efeito hormético em diversas espécies de plantas
(CARVALHO; CASTRO; AZEVEDO, 2020). Vale destacar que a hormese nao
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depende apenas da concentragdo, mas também do tempo de exposicdo ao Cd e da
sensibilidade dos biomarcadores para avaliar a questao, visto os moleculares sao
mais responsivos (ZHANG et al., 2023).

No grafico 12B, ainda é possivel observar que a C-metafase foi o dano que
apresentou maior frequéncia em todas as concentragbes testadas, seguido por
quebra cromossémica. A menor concentracdo de Cd (5 pg L'1) foi a que provocou
maior incidéncia de aderéncias, pontes anafasicas e de C-metafases. Sugere-se que
nessa concentragdo, o composto tenha sido absorvido com maior facilidade pelas
células vegetais, tornando-se mais disponivel e, dessa forma, induzindo maior

ocorréncia de anormalidades cromossémicas.
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Grafico 12 — Aberragées cromossomicas observadas em plantulas de Allium cepa, expostas a

concentragées de Cd
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A) indice de aberragdées cromossomicas (IAC). B) Niimero e variedades de aberragdes
cromossomicas identificadas em plantulas de A. cepa. F= resultado da ANOVA; p=

probabilidade de aceitar a hipétese nula. As letras sobre as barras indicam as diferengas ou
semelhancas estatisticas pelo teste de post hoc de Fisher

Fonte: Autoria prépria (2023)

A C-metafase foi o tipo de dano mais identificado em todas as concentragdes

de Cd testadas, indicando um estresse provocado por substancias toxicas. Na C-

metafase a organizagdo nucleolar dos cromossomos é afetada (BONCIU, et al.,

2018; SABEEN et al., 2020). Assim como o presente estudo, a elevada ocorréncia

de perda/quebra cromossémica, apds exposicao de Allium cepa ao Cd, também foi

observada por Banerjee et al.,, (2021). Em outras pesquisas também foram

identificados efeitos citogenotoxicos como aberragbes cromossOmicas e presenga
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de micronucleos em A. cepa exposto a concentragdes de Cd (3 ug L™, 10, 20 e 40
pMM) (HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009; SETH et al., 2008).

Frequéncia elevada de C-metafases indicam a inativagdo completa do fuso
mitético das células, pois quando ocorre essa inativagdo, 0S cromossomos nao sao
organizados corretamente no equador da célula, resultando assim na incorreta
divisdo dos centrbmeros e a separagao das cromatides irmas para os lados opostos.
Problemas no fuso mitético podem ser atribuidos a alteragées no funcionamento do
citoesqueleto (principalmente alfa e beta tubulina) e erros nos pontos de checagem
mitoticos (PIZZAIA, 2013). Sugere-se que essas alteragdes tenham contribuido para
fixacdo da elevada frequéncia de quebras cromossémicas observadas.

A determinagdo do indice de resposta de biomarcadores (IBR) permitiu
analisar de forma integrada os dados das aberragdes cromossémicas, identificando
pontualmente as respostas em comparagéo ao controle (BISSON, 2018). Observou-
se uma maior incidéncia de aberragdes em todas as concentracdes testadas em
relagdo ao controle negativo. Também € possivel constatar que as concentragdes de
50 e 500 pg L™ apresentaram efeitos bastante similares ao controle positivo (MMS),
sendo a aderéncia o dano menos observado. Ja a concentracdo de 5 ug L' nao
provocou o surgimento de micronucleos, mas ocasionou uma maior incidéncia de
danos como aderéncia, principalmente, seguida de pontes anafasicas e C-
metafases.

Observando os dados numéricos € possivel constatar que além do controle
positivo que apresentou IBR de 11.95, a concentragdo de Cd que obteve o maior
indice foi a de 5 yg L™ (IBR= 11.88), seguida da concentragdo de 500 ug L™ (11.38),
50 ug L™ (10.65) e controle negativo (0). Embora a diferenga entre os indices ndo
seja expressiva, exceto em relagdo ao controle negativo, € possivel estimar uma
tendéncia aumentada da menor concentragdo de Cd provocar estimulos ao
surgimento de aberragdes cromossémicas. Esses dados corroboram com os
resultados contemplados pelas demais analises, os quais foram anteriormente

apresentadas.
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Grafico 13 — indice integrado de biomarcadores (IBR) obtido a partir dos resultados de
aberragdoes cromossomicas em plantulas de Allium cepa expostas a distintas concentragdes

de Cd
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As linhas acima do controle negativo representado pelo numero 0 (linha preta), indicam um
aumento das aberragées cromossdémicas
Fonte: Autoria prépria (2023)

Vale ressaltar que embora a concentracdo de 5 ug L™ tenha apresentado uma
tendéncia em intensificar os efeitos citogenotdxicos, ela enquadra-se dentro dos
limites maximos admitidos pela resolucao CONAMA 396 de 03 de abril de 2008 para
ocorréncia em aguas subterrdneas para uso no abastecimento ou recreagdo e

também pela USEPA para o consumo humano.

4.3.3 Bioacumulagao

A deteccao da presenca de Cd nas plantulas de A. cepa indicou que houve
bioacumulagdo na concentragdo de 500 pg L' Cd, em média, 5,35 mg. kg~ de
massa seca de amostra, sendo que nas demais concentragdes, assim como no
controle positivo e negativo, o Cd estava abaixo do limite de deteccédo do
equipamento (Tabela 11), o que era previsivel para os grupos controles. Portanto,
A. cepa bioacumula Cd, porém, na massa utilizada para realizar as leituras, as

menores concentragdes de Cd (5 e 50 ug L™) estavam abaixo do limite de deteccéo
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do equipamento, o que nado significa que ndo houve bioacumulagdo das menores

concentragcdes do respectivo metal.

Tabela 11 — Bioacumulagao de Cd em plantulas de A. cepa expostas a distintas concentragées

de Cd
Amostra Bioacumulagao (mg) Desvio padrao
CN <LD -
CP <LD -
5ug L™’ <LD -
50 ug L’ <LD -
500 g L™ 5,35 +0,24

< LD: abaixo do limite de detecgao
Fonte: Autoria prépria (2023)

A bioacumulagédo consiste no aumento das concentragbes de determinado
elemento quimico nos tecidos (WANG, 2016), excedendo o nivel da dieta ou o nivel
do meio em que o organismo esta inserido, como por exemplo, agua ou ar (MONA et
al., 2023). Na agricultura, os metais pesados presentes nos fertilizantes acabam
sendo depositados no solo e podem ser bioacumulados pelas plantas, pois o
gradiente eletroquimico dos ions metalicos entre a membrana das células das
radiculas e o solo faz com que as plantas absorvam os metais pesados. Além do
mais, as plantas e algas formam a base das cadeias alimentares (ZHANG et al.,
2021), promovendo dessa forma a transferéncia trofica de Cd e outros
contaminantes a diferentes grupos de organismos (SOLIMAN et al., 2022), incluindo
0s seres humanos.

A despeito da biodisponibilidade do Cd variar conforme as propriedades
fisico-quimicas, geoldgicas e bioléogicas da agua e do solo (ESCOBEDO
MONDRAGON et al., 2023), torna-se inegavel a capacidade desse elemento toxico
de se incorporar e transitar nos compartimentos biolégicos (ALONSO et al., 2009;
DUTTA et al, 2019; LEWIS et al., 2018; LIU et al, 2023; MCDONALD;
CRESSWELL; HASSELL, 2020; VALLADOLID-GARNICA et al., 2023; WANG,; LI,
2014). O Cd representa um risco crescente de impacto a biodiversidade e a saude
publica, uma vez que sua concentracdo tem aumentado consistentemente nos
ultimos 50 anos para manter uma crescente produtividade e industrializacdo. As
doencgas e danos ja relatados, independente do grupo taxondmico, e os efeitos
ecolégicos em macroescala sado problemas que deverdo ser considerados no

planejamento socioambiental.
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4.4 Conclusao

Todas as concentragdes de Cd apresentaram efeitos na taxa de germinacao,
no indice de aberragcdes cromossémicas e no IBR, indicando dessa forma que o Cd
causa uma disfungao severa no desenvolvimento das plantulas de A. cepa.

De acordo com os resultados obtidos pode-se reafirmar a sensibilidade do
teste Allium cepa, considerando que foram observados efeitos em todas as
concentragbes testadas, bem como o potencial fitotdxico e citogenotdxico do Cd,
inclusive em baixas concentracbes. A capacidade bioacumulativa verificada,
corroborada pela literatura, representa um risco a outras espécies, considerando a
transferéncia trofica.

Vale ressaltar que embora a menor concentragao testada (5 ug L™') ndo tenha
diferido estatisticamente das demais concentracdes, esta concentragdo apresentou
uma tendéncia em intensificar tanto os danos fitotoxicos quanto os genotdxicos,
levantando uma duvida quanto a seguranga dessa concentragao, a qual atualmente
€ permitida pela legislagdo ambiental. Com base nos efeitos citogetotdxicos
observados reforca-se a hipétese de que concentracdes de Cd testadas no presente

estudo possam exercer efeitos nocivos a biota aquatica.
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5 SOBREVIVENCIA E DANOS MORFOLOGICOS NA FASE EMBRIO-LARVAL DE
Rhamdia quelen (SILURIFORMES) EXPOSTA A CONCENTRACOES
REALISTICAS DE CADMIO

5.1 Introducgao

O Cadmio é um metal pesado extremamente tdxico e bioacumulativo
descoberto inicialmente como uma impureza do carbonato de zinco (ZHANG;
REYNOLDS, 2019). Também possui amplo uso industrial, sendo empregado na
fabricagdo de pilhas e baterias, pigmentos, na estabilizacdo de plasticos, entre
outros (WANG et al., 2023). Entretanto, as industrias ndo s&o as unicas fontes de
poluicdo de Cd, sendo que as atividades agricolas contribuem de maneira bastante
expressiva para o problema, principalmente pelo uso de fertilizantes quimicos
(KHATUN; INTEKHAB; DHAK, 2022).

Por mais que os fertilizantes propiciem a reposigcdo de nutrientes essenciais
as plantas, o uso excessivo a longo prazo prejudica a qualidade do solo, resulta na
diminuicdo do pH e deposicdo de metais pesados , 0 que consequentemente
dificulta o desenvolvimento das plantas (KHATUN; INTEKHAB; DHAK, 2022). Essa
contaminagao ocorre principalmente pelo uso de fertilizantes quimicos fosfatados
(KUBIER; WILKIN; PICHLER, 2019), pois apresentam Cd em sua composig¢ao
provenientes das rochas fosfaticas. Além dos fertilizantes quimicos, o esterco bovino
também é uma das portas de entrada desse oligoelemento, embora em menor
propor¢gao, uma vez que € aplicado nas lavouras como fertilizante organico e
também possui metais pesados em sua constituicao devido ao emprego desses
como aditivos em ragdes e pela ingestdo de plantas com bioacumulagdo de metais
(GAO et al., 2021).

Uma vez presente no solo, o Cd que ndo é absorvido pela vegetagao é
lixiviado e transportado aos ambientes aquaticos (KHATUN; INTEKHAB; DHAK,
2022). Por ser bioacumulativo e ter capacidade de magnificagdo tréfica tem um
grande potencial de provocar inumeros danos a biota, atingindo distintos niveis
troficos, contaminando e acumulando-se em plantas, algas, peixes, crustaceos,
moluscos, perpetuando-se nos niveis subsequentes podendo chegar ao homem
(JARUP; AKESSON, 2009).



83

A fim de avaliar a toxicidade do Cd e/ou de outras substéncias xenobidticas
presentes na agua, bem como identificar e relacionar suas respostas, comumente
sao utilizados modelos bioldégicos em testes de toxicidade. Esses testes sao
extremamente importantes para identificar a periculosidade de compostos quimicos.
Neste sentido, os peixes sdo os vertebrados mais utilizados em bioensaios
ecotoxicoldgicos sendo empregados na avaliagédo de grande parte das substancias
quimicas (XIONG et al., 2022).

A fase de desenvolvimento embrio-larval apresenta elevada sensibilidade e
suscetibilidade a presenca de poluentes, pois € uma fase metabolicamente
acelerada e qualquer efeito pode resultar em malformacdées e comprometer a
sobrevivéncia da espécie (KUROBE et al., 2018; XIONG et al., 2022. Além disso, os
embrides apresentam rapido desenvolvimento, sdo de facil aquisigao, substituem a
utilizacdo de fases de desenvolvimento mais avancadas, trazendo beneficios no
quesito ético, ndo demandando de grandes espagos, pois 0 bioensaio pode ser
desenvolvido em microplacas ou placas de Petri; diminuindo assim residuos de
solugdes (KUROBE et al., 2018; SU et al., 2021; XIONG et al., 2022). As respostas
provenientes da exposi¢cdao ainda podem serem estimadas para vertebrados
superiores, prevendo assim possiveis efeitos a saude humana (SU et al., 2021).

Considerando que frequentemente é realizada aplicacdo de defensivos e
fertilizantes nas lavouras e que os ambientes aquaticos em areas sob influéncia
agricola recebem cargas elevadas de Cd e outros metais pesados (ZHOU et al.,
2020), o presente estudo buscou investigar se a exposi¢cdo aguda a concentragdes
realisticas de Cd na fase embrio-larval do peixe nativo Rhamdia quelen (Quoy;

Gaimard, 1824) promove efeitos téxicos na sobrevivéncia e morfologia da espécie.
5.2 Materiais e métodos
5.2.1 Produto e concentragdes

O produto testado foi o cloreto de cadmio monohidratado (CdCI,H,0O) grau
P.A, de peso molecular de 201.33 g mol” diluido em &gua ultrapura. As
concentracdes avaliadas foram 5, 50 e 500 ug L' de Cd. Um controle negativo foi
estipulado e preparado apenas com agua reconstituida (0,0065 g.L™' CaCly; 0,1335
g.L" MgSO4 0,0004 gL' KCI; 0,0105 gL' NaHCOs). A determinacdo das
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concentracdes foi estipulada de acordo com os mesmos critérios apresentados

anteriormente no capitulo 2, os quais podem ser verificados no subitem 4.2.1.

5.2.2 Preparo da solugao de Cadmio

As solugdes teste foram preparadas de acordo com a metodologia utilizada no
bioensaio com a espécie Allium cepa e diluidas em &gua reconstituida. A

metodologia empregada foi apresentada no subitem 4.2.2 do capitulo 2.

5.2.3 Espécie modelo

Foi definido como modelo biologico a espécie nativa Rhamdia quelen (jundid),
um peixe neotropical com ampla distribuicdo geografica na América do Sul e Central,
0 qual é considerado como um bom modelo para avaliacdo da toxicidade dos
ambientes aquaticos, pois apresenta elevada sensibilidade a presengca de
contaminantes (KITAMURA et al., 2022). Além disso, essa espeécie € de facil
aquisicao, pois é amplamente cultivada em pisciculturas e se adapta bem a
condicdes de laboratério (GOLIN et al., 2022). E considerada uma espécie que
apresenta rapido crescimento e facil reproducéo (PERUSSOLO et al., 2019).

Além do mais, a espécie apresenta boa aceitagdo comercial, seu consumo €
bastante apreciado, como também seu cultivo destinado a pesca recreativa
(PERSCH et al., 2017). E considerada uma espécie omnivora generalista,
apresentando preferéncias por peixes, insetos, restos vegetais, crustaceos e detritos
organicos, ou seja, sua alimentagdo nao se restringe ao ambiente bentbnico
(GOMES et al., 2000).

A espécie foi escolhida devido suas caracteristicas biolégicas e adaptativas,
por ser uma espécie comercial nativa do Brasil, com ampla distribuicdo geografica.

Esses fatos justificam a determinacao desta como espécie modelo.

5.2.4 Bioensaio

Todos os procedimentos realizados no presente estudo foram previamente
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais em Pesquisa (CEUA) da
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Universidade Tecnolégica Federal do Parana — campus Dois Vizinhos (UTFPR-DV),
sob parecer de n° 23064.036441/2021-33.

Ovos fertilizados de R. quelen foram adquiridos em uma piscicultura comercial
localizada no municipio de Unido da Vitoria, regido sul do Parana, a qual realizou a
indugdo reprodutiva de matrizes parentais a partir da aplicagdo de injecdes
intravenosas de extrato de hipéfise de carpa. Nas fémeas foram administradas duas
injecoes intramusculares de extrato de hipéfise de carpa nas doses de 0,5 e 5
mg/kg, respectivamente, com intervalo de 6h entre as aplicagbes. Os machos
receberam apenas uma inje¢ao de 0,5 mg/kg de hipdfise de carpa, ao mesmo tempo
da segunda aplicagcdo das fémeas (BOMBARDELLI et al, 2006). Transcorridas
aproximadamente dez horas da ultima injecdo, as matrizes parentais foram
extrusadas manualmente e os gametas misturados cuidadosamente.

Posteriormente, os ovos fertilizados foram dispostos em sacos com agua do
proprio local, pH de neutro a levemente basico, mantidos a uma temperatura em
torno de 25 °C, aerados, lacrados e transportados até o Laboratério de Reproducéao
Animal e Biologia Molecular da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana,
campus Dois Vizinhos (UTFPR-DV). Transcorridas oito horas apods a fertilizacéo
(hpf), os ovos foram analisados em estereomicroscépio (lupa) com a finalidade de
avaliar a sua viabilidade, constatando a fecundagdo e inicio da embriogénese.
Foram considerados viaveis os ovos translucidos, estando esses em divisdo (BRITO
et al. 2018), enquanto os demais com caracteristicas opacas (Fotografia 4) foram

considerados nao fecundados e descartados.
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Fotografia 4 — Selegdo dos ovos viaveis de Rhamdia quelen para o bioensaio

Ovos viaveis (translacidos: circulo) e nao viaveis (opacos: seta) sob uma placa de Petri
Fonte: Autoria prépria (2023)

As solucbes previamente preparadas foram pipetadas em microplacas de 24
pocos, conforme o tratamento (Fotografia 5A). Em cada placa foram dispostos os
quatro tratamentos aleatoriamente, sendo que cada concentragdo de Cd (5, 50 e
500 pg L'1) e o controle negativo ocuparam uma linha de seis pogos em cada placa,

sendo cada microplaca considerada uma réplica do experimento (Fotografia 5B).

Fotografia 5 — Microplacas de 24 poc¢os utilizadas no ensaio de embriotoxicidade de Rhamdia
quelen expostos a concentragoes de Cd

A) Mlcroplacas utilizadas e ldentlflcadas de acordo com os tratamentos e repetlgoes B)
Distribui¢ao dos tratamentos na microplaca (vermelho: 500 pglL azul: 50 uglL preto: 5 pg/L”
' e verde: controle negativo — agua reconstltwda)

Fonte: Autoria propria (2023)
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Posteriormente, cinco ovos viaveis foram alocados de forma aleatéria em
cada pog¢o com auxilio de pipetas Pasteur, em todas as microplacas, indistintamente.
As microplacas foram mantidas em incubadora BOD com temperatura controlada em
25 °C e fotoperiodo desligado (escuro). Os ensaios foram realizados em microplacas
para facilitar o manuseio e diminuir o volume de insumos e os rejeitos, sendo que
cada pocgo teve um volume de 2,5 mL de solugao.

O ensaio foi conduzido por 96hpf e composto por dois fatores-resposta: 1) as
concentragbes de Cd testadas: 0, 5, 50 e 500 ug L II) tempo de exposigao:
amostragens em 48 e 96hpf. Foram utilizadas um total de 20 réplicas, sendo 7
placas destinadas a avaliagado da sobrevivéncia e o restante destinadas a analise de
deformidades morfolégicas em 48 e 96hpf. Ao todo, foram utilizados 2.400 ovos
viaveis.

Durante o experimento foram realizadas trocas de 1 ml do volume da solugao-
teste de todos os pogos a cada 24h (ensaio do tipo semiestatico), com o objetivo de
realizar a limpeza do local e dessa forma evitar alteragdes nos parametros da agua.
Como as larvas de R. quelen possuem reserva de nutrientes do saco vitelino até 4
dias pos fertilizacdo (dpf) (BRITO et al., 2018), ndo foi necessario oferecer
alimentacao externa, considerando que o ensaio foi encerrado logo apds completar

96h de exposicao.
5.2.5 Taxa de sobrevivéncia

Transcorridas 28 horas pos fertilizagcdo (hpf) deu-se inicio a avaliagdo da
sobrevivéncia, a qual foi contabilizada diariamente em 7 microplacas até 96hpf.
Foram consideradas vivas aquelas larvas que apresentavam batimentos cardiacos.
O tempo inicial para avaliagao da sobrevivéncia foi definido de acordo com o tempo
descrito na literatura para inicio da eclosdo da espécie, o qual ocorre a partir de
26hpf em temperatura préxima a empregada no presente trabalho (PEREIRA et al.,
2006; VIDAL; 2012).

5.2.6 Deformidades morfolégicas e area corporal

O efeito sobre o desenvolvimento embrio-larval foi avaliado pelo conjunto das

deformidades morfoldgicas e pela area corporal (mm?). Cerca de 30 individuos por
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tratamento foram coletados em quintuplicata com o auxilio de uma pipeta Pasteur,
acondicionados em 6 tubos de 1,5 mL (5 individuos por tubo), anestesiados e
fixados em formol a 5% nos tempos de 48 e 96hpf. As amostras foram mantidas em
geladeira a 4 °C até o momento das analises.

A morfometria e as deformidades morfolégicas foram avaliadas em
estereomicroscopio com camera acoplada, seguindo o procedimento proposto por
Powers et al. (2011), sendo classificadas de acordo com as categorias de danos
(axial, nadadeiras, craniofacial e toracico-abdominal). Dentro de cada categoria, as
diferentes deformidades receberam uma pontuagdo conforme o seu grau de
severidade (Tabela 12). Entdo, um indice de severidade por individuo foi calculado
pela soma da pontuagao de cada categoria e, posteriormente, foi obtido o indice das

réplicas por meio da média dos indices individuais.

Tabela 12 - Grau de severidade das deformidades por categoria de danos

Categorias Anormalidade Grau de severidade

Atrofia corporal
Axial Enrolamento caudal
Cifose/lordose/escoliose

Danos

Nadadeira ~
Lesbes

Deformidades faciais

Olhos ausentes/reduzidos
Cranio-facial Edema ocular

Deformidade bucal

Barbilhdo ausente/reduzido/retorcido

Distensao corporal (desnutrido)
Toracico-abdominal Edema cardiaco
Edema do saco vitelino

A AN, D

Fonte: Autoria prépria (2023)

Para a analise morfométrica foi mensurada a area corporal (mm?) de cada
individuo amostrado. As medigdes foram realizadas por meio da captura de imagens
da camera acoplada ao estereomicroscopio Zeiss e das ferramentas do programa
Zen 2.3 lite.

5.2.7 Analise estatistica

As variaveis dependentes foram previamente submetidas a analise dos
pressupostos de normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias por
meio dos testes de Shapiro-Wilk e Levene’s, respectivamente. A sobrevivéncia foi
analisada por meio da ANOVA de medidas repetidas, considerando o tempo de
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exposigcao e concentragdes testadas, seguido do teste post hoc de Fisher. As
deformidades e a area corporal foram analisadas de forma independente nos
periodos de 48 e 96hpf devido a alta mortalidade observada no ultimo tempo, nas
maiores concentragdes de Cd. Assim, aplicou-se uma ANOVA unifatorial, seguida do
teste post hoc de Fisher.

Os dados do indice de severidade de deformidades e da area corporal dos
animais submetidos apenas na concentracdo de 5 ug L' de Cd e do controle
negativo, em 96hpf, foram submetidos a ANOVA bifatorial (concentragao x tempo),
seguida do teste de Fisher, devido a maior sobrevivéncia das larvas desses grupos.
Todas as analises foram realizadas ao nivel de significAncia de 5% e foram

executadas por meio do programa Statistica (StatSoft versao 8.0).
5.3 Resultados e Discussao
5.3.1 Taxa de sobrevivéncia

Ambos os fatores analisados, tempo de exposicdo e concentracio,
interferiram na sobrevivéncia das larvas (Grafico 14). A ecloséo das larvas em 28hpf
foi similar em todos os grupos experimentais, porém a partir de 48hpf, a
sobrevivéncia foi reduzida significativamente nas concentragées de 50 e 500 ug L™
em relagdo ao controle e a menor concentragdo de Cd, as quais apresentaram
resultados semelhantes entre si no respectivo periodo.

Apos 72hpf, também se observou uma reducgao significativa da sobrevivéncia
na concentracdo de 5 pg L' Cd em relagdo ao controle. Em 96hpf, a taxa de
sobrevivéncia foi extremamente reduzida em todas as concentragcbes de Cd
testadas, onde as concentragbes de 50 e 500 ug L' Cd n3o apresentaram
diferencgas significativas entre si, mas diferiram significativamente em relagdo a
menor concentracdo de Cd. Em 96hpf a sobrevivéncia foi quase nula nas
concentracdes de 50 e 500 pg L™ Cd, muito baixa em 5 pg L™ Cd (em torno de 14%)

e normal no controle (72%).



90

Grafico 14 — Sobrevivéncia das larvas de R. quelen expostas a concentra¢gdes de Cd
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Fonte: Autoria prépria (2023)

A avaliagdo da sobrevivéncia é extremamente importante para verificar a
toxicidade de produtos quimicos € mensurar os riscos da exposi¢cao a manutengao
das espécies nos habitats naturais (AZEVEDO-LINHARES et al., 2018). Peixes sao
organismos muito utilizados para definir a sensibilidade e os efeitos toxicos de
metais, sendo a letalidade um ponto final frequentemente avaliado e exigida por
regulamentagdes ambientais e por diretrizes de remediacado de impactos ambientais
(FERRO; FERRARI; EISSA, 2021).

Entretanto, na literatura em grande parte dos estudos que avaliam os efeitos
da exposicao ao Cd sao utilizadas altas concentracées do metal, deixando lacunas a
respeito dos efeitos provocadas por baixas doses desse contaminante (PAUL;
SMALL, 2021), principalmente em fases iniciais de desenvolvimento.

Os peixes sao extremamente vulneraveis a presenca de Cd, pois possuem
diversas vias de exposigdo. Em um estudo desenvolvido por Paul e Small (2021),

juvenis de Ictalurus punctatus expostos ao Cd apresentaram redugao significativa da
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taxa de sobrevivéncia. Considerando que as fases iniciais de desenvolvimento
apresentam maior sensibilidade, esses efeitos sdo potencializados, dificultando a
viabilidade populacional em ambientes naturais contaminados.

Corroborando com os resultados obtidos no presente estudo, concentragdes
ambientalmente relevantes de Cd (2,5, 25, 250, 2.500 e 25.000 pg L"), também
exerceram efeitos agudos significativos na eclosdo e na sobrevivéncia larval da
especie de peixe Prochilodus magdalenae, apos exposi¢ao de apenas 1, 2 e 3 horas
(SIERRA-MARQUEZ et al., 2019). No estudo de Benaduce et al. (2008), larvas de R.
quelen foram expostas a 0.5, 4.5, 8 e 18 ug L™ de Cd, em dois niveis de alcalinidade
(63 e 92 mg/L CaCOs3), avaliando os tempos de 3 e 21 dias, sendo observado efeitos
bastante expressivos na sobrevivéncia das larvas, principalmente na agua de menor
alcalinidade. Assim como o presente estudo, as maiores concentragoes
apresentaram efeitos mais severos, ndao sendo observado sobreviventes na
concentracédo de 18 ug L™ apos 21 dias.

Em outro estudo, Guo et al, (2017), ao analisarem o desenvolvimento de
larvas de Danio rerio expostas a 2,5 e 5 ug L™ Cd, verificaram um aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), com um desbalango pré-
oxidativo. Em animais juvenis e adultos € relatado na literatura que o Cd induz a
apoptose, um mecanismo desenvolvido para eliminar células indesejadas ou
defeituosas e, geralmente é intensificado pelo estresse oxidativo. Ele age inibindo a
caspase-3, uma enzima que regula a apoptose, levando ao desenvolvimento de
patologias graves, como o acumulo e imobilizagdo de substancias importantes,
necroses e neoplasias em orgdos importantes, como por exemplo o figado
(TEMPLETON; LIU, 2010). No bioensaio desenvolvido por Vicentini et al, (2022),
fémeas de R. quelen expostas a concentragdes realisticas de Cd apresentaram
estresse oxidativo relacionado a danos histopatologicos e disfungdes reprodutivas.

Esse conjunto de evidéncias, associados aos resultados de deformidades
morfolégicas que serdo apresentados a seguir, fornecem pistas sobre os possiveis
mecanismos que levaram a elevada e acelerada letalidade observada no presente
estudo, principalmente nas maiores concentragdes (50 e 500 g L Cd).
Considerando que na fase embrio-larval a organogénese esta em pleno curso e a
formacao, desenvolvimento e funcionamento dos 6rgaos estdo incompletos, a

exposigao ao Cd pode ter gerado um desbalango oxidativo conforme verificado por
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Wagh, Osborne e Sivarajan (2023), comprometendo e inviabilizando a

sobrevivéncia.
5.3.2 Deformidades morfolégicas e area corporal

Analisando as deformidades em 48hpf foram identificados diversos danos
morfolégicos como edema cardiaco e do saco vitelino, atrofia corporal, desnutrigéo,
auséncia de olhos, escoliose, lordose, cifose, bifurcacdo de cauda, deformidades
faciais e bucais, danos nas nadadeiras e auséncia de cabeca (Fotografia 6).

Em fungdo da elevada mortalidade provocada pelas concentragcbdes de 50 e
500 ug L' Cd, no periodo de 96hpf ndo foi possivel realizar a coleta e analise de
deformidades das respectivas concentraces, somente da concentragdo de 5 pg L™
e do controle negativo. No maior tempo de exposi¢ao, as deformidades observadas
na menor concentracéo testada (5 pug L' Cd) foram: edema do saco vitelino, atrofia
corporal, escoliose, lordose, cifose, desnutricido, edema cardiaco, deformidades

faciais e bucais, danos nas nadadeiras e auséncia de olhos (Fotografia 7).
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Fotografia 6 - Deformidades morfolégicas das larvas de R. quelen expostas a Cd em 48 hpf

A) Larva normal em 48 hpf. B) Larva com edema cardiaco (seta). C) Larva com desnutrigao,
atrofia, edema do saco vitelino (*) e auséncia de olhos (seta). D) Larva com edema cardiaco
(seta branca), edema do saco vitelino (*), escoliose (seta amarela) e bifurcagédo de cauda
(circulo). E) Larva com edema do saco vitelino (*) e com danos nas nadadeiras (circulo). F)
Larva com auséncia de olhos (seta amarela), deformidades faciais e bucais (circulo),
edema do saco vitelino (*) e cifose (seta). G) Larva com edema cardiaco (seta), edema do
saco vitelino (*) e lordose (seta amarela). H) Larva com auséncia de olhos (seta), edema do
saco vitelino (*) e escoliose (seta amarela). l). Larva com atrofia, lordose (seta), danos nas
nadadeiras (seta azul), edema do saco vitelino (*), edema cardiaco (seta amarela) e
auséncia de cabeca (*). J) Larva com atrofia, edema do saco vitelino (*), auséncia de
cabeca (*) e escoliose (seta). K) Larva com atrofia, edema cardiaco (seta), edema do saco
vitelino (*), auséncia de cabega (*) e cifose (seta amarela). L) Fotografia panoramica das
larvas com deformidades.

Fonte: Autoria propria (2023)
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Fotografia 7 - Deformidades morfolégicas das larvas de R. quelen expostas a Cd em 96 hpf

A) Larva normal em 96 hpf. B) Fotografia panoramica das larvas normais em 96 hpf. C) Larva
com atrofia, edema do saco vitelino (*) e escoliose (seta). D) Larva com auséncia de olhos
(circulo), edema cardiaco (*) e lordose (seta). E) Larva com deformidades faciais (circulo),

barbilhées reduzidos (seta), lordose (seta amarela) e edema do saco vitelino (*). F) Larva com
edema cardiaco (*) e auséncia de barbilhoes (seta). G) Larva com atrofia (circulo). H) Larva
com desnutrigdao, deformidades faciais e auséncia de barbilhao (circulo), edema cardiaco

(seta), edema do saco vitelino (*) e cifose (seta amarela). I) Larva com deformidades faciais e
bucais (circulo), auséncia de barbilhdo (seta amarela), cifose (seta azul) e edema cardiaco

(seta). J) Larva com atrofia e lordose (seta). K) Larva com auséncia de olhos (seta) e edema
cardiaco (*). L) Fotografia panoramica das larvas com deformidades.
Fonte: Autoria propria (2023)

A partir da ANOVA, observou-se que em 48hpf todas as concentracdes
testadas induziram efeitos negativos no desenvolvimento larval, com um aumento
gradativo no indice de deformidades conforme o aumento da concentracdo de Cd
(Grafico 15 A), apresentando dessa forma maior severidade na concentragao de 500
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ug L. A area corporal também foi afetada no periodo em questdo, tendo uma
reducdo bastante expressiva nas concentragbes de 50 e 500 g L' Ja a
concentracdo de 5 ug L™ ndo diferiu estatisticamente do controle negativo (Grafico
15 B).

Para o tempo de 96hpf apenas as larvas do controle e de 5 ug L' Cd foram
analisadas, em fungcdo da letalidade das concentragdes superiores. O indice de
deformidades e o tamanho das larvas foram drasticamente afetados pela exposi¢cao
a menor concentragdo de Cd. As larvas expostas a concentragdo de 5 ug L' cd
apresentaram um indice de deformidades bastante superior em relacdo ao controle
no periodo de 96hpf (Grafico 15 C). A area corporal das larvas expostas a menor
concentracdo Cd apresentou significativa redugcdo em 96hpf (Grafico 15 D),
diferentemente do que aconteceu para essa mesma concentracdo no periodo de
48hpf.

Com base nos resultados apresentados nos graficos, observa-se que tanto os
efeitos na area corporal quanto no indice de deformidades foram intensificados com
o passar do tempo. Embora as deformidades tenham apresentado resultados
significativos em ambos os tempos, € possivel observar um agravamento no ultimo
periodo avaliado.

A intensidade dos efeitos toxicos do Cd e de outros metais depende da
espécie que esta sendo exposta e do estagio de desenvolvimento (DAS; KAR;
PATRA, 2023; FERRO; FERRARI; EISSA, 2021). Nos peixes, as fases embrionaria
e larval sdo as mais sensiveis, onde a presenca de metais pesados resulta em morte
dos individuos mais sensiveis, retardo de desenvolvimento, ocasionado pela alta
demanda de energia proveniente da intensa atividade de divisdo e diferenciacao
celular, inerente desta fase de desenvolvimento, somada a demanda extra de
energia oriunda dos processos de detoxificagdo e reparo (SFAKIANAKIS et al,
2015; TASLIMA et al., 2022). A combinacao exerce forte impacto na sobrevivéncia,
como ja observado, assim como na presenca de deformidades (SFAKIANAKIS et al.,
2015).

A exposicdo ao Cd pode desencadear o estresse oxidativo e,
consequentemente causar alteragcbes no padrao de transcricdo de genes
relacionados a detoxificagdo (DAS; KAR; PATRA, 2023), além de interferir em genes
reguladores de desenvolvimento embrionario e formagao corporal (AZIMYCHETABI

et al., 2021). A elevada frequéncia de deformidades observadas no presente estudo
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pode estar associada a interferéncia nos genes Hox, os quais desempenham um
papel crucial no desenvolvimento morfolégico embrionario, sendo responsaveis pelo
eixo anteroposterior (rombencéfalo até a cauda) e pela formagdo das nadadeiras
(MONTAVON; SOSHNIKOVA, 2014; OZERNYUK; SCHEPETOV, 2022). Além disso,
o Cd pode ter influenciado na expressao dos genes POLR1C e LMNA, responsaveis
pela formacao craniofacial (HARRINGTON, 2017). Ja a frequente auséncia de olhos
nas larvas pode estar relacionada a alteragdes no gene SOX; associado a auséncia
ou tamanho reduzido do globo ocular (SLAVOTINEK, 2011).

Grafico 15 — indice de deformidades e area corporal das larvas de R. quelen expostas a
concentragées de Cd em 48hpf e 96hpf
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Fonte: Autoria propria (2023)

Por meio da ANOVA bifatorial observou-se que o indice de deformidades
apresentou interagao significativa entre os fatores “grupos” (concentragao testada) e
“‘tempo de exposi¢cado” (Grafico 16 A). De acordo com os dados apresentados no

respectivo grafico, o controle negativo ndo apresentou alteragdes significativas do
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indice de deformidades ao longo do tempo de exposigdo, diferentemente da
concentracdo de 5 ug L' Cd, a qual diferiu estatisticamente do grupo controle e
ocasionou grandes alteragdes do indice de deformidades em fungdo da
concentracdo testada como também pelo tempo de exposi¢do, ou seja, com o
passar do tempo a severidade das deformidades aumentou.

Analisando a area corporal das larvas expostas a concentracdo de 5 pg L™
Cd, também se observou uma interagao estatisticamente significativa entre os
fatores “grupos” (concentragao testada) e “tempo de exposigdo”. A area corporal das
larvas que inicialmente em 48hpf n&o havia diferido do controle negativo, com o
passar do tempo apresentou diferencas bastante expressivas em fungdo da
concentracdo de Cd, como também em fungao do tempo de exposi¢cao (Grafico 16
B), sendo assim, o desenvolvimento foi seriamente afetado pela exposicdo ao Cd

com o passar dos dias.

Grafico 16 — Efeitos da interagio entre a concentragado de Cd e o tempo de exposi¢ado no indice
de deformidades e area corporal das larvas R. quelen
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Fonte: Autoria propria (2023)

Efeitos semelhantes foram observados no estudo desenvolvido por Paul e
Small (2021), no qual o crescimento foi significativamente comprometido em peixes
expostos ao Cd, apresentando redugdo do comprimento € o peso dos individuos.
Segundo os autores, a redug¢ao do crescimento pode ser justificada pelo acumulo de
Cd nos tecidos e danos a fisiologia dos 6rgaos, pois concentracbes de Cd

geralmente sao mais altas no figado e rins.
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Benaduce et al, (2008) também avaliaram as deformidades morfologicas e o
crescimento de larvas de R. quelen expostas a 0.5, 4.5, 8 e 18 ug L™ de Cd em dois
niveis de alcalinidade (63 e 92 mg/L CaCO3), no qual as maiores concentragcdes
provocaram danos morfoldgicos significativos no periodo de 3 a 7 dias de exposigao,
principalmente deformidades no barbilhdo e na coluna espinhal. O comprimento,
biomassa, peso, espessura da camada membranosa e altura da cabeca também
foram reduzidos proporcionalmente ao aumento das concentragbes de Cd. No
respectivo estudo, as deformidades estiveram presentes em 100% dos individuos
expostos as maiores concentragdes de Cd, em agua de menor alcalinidade.

A ocorréncia de deformidades (teratogenicidade) compromete diretamente a
sobrevivéncia dos peixes, devido as limitagdes na alimentagcdo e no desempenho
natatorio, o que os tornam presas faceis aos predadores (FEY; GRESZKIEWICZ;
LEJK, 2022). Na espécie R. quelen, a exposi¢ao da fase larval ao Cd comumente
ocasiona deformidades na coluna vertebral (TASLIMA et al., 2022) o que afeta sua
capacidade natatéria, tendo esse efeito também sido observado no presente estudo.
Ainda, na literatura é documentado que baixas concentragcées de Cd sdo nocivas
para outros organismos vertebrados aquaticos, como por exemplo girinos, em que a
exposicao a 10 ug L™ de Cd resultou em retardo da metamorfose e redugdo do
crescimento (YA et al., 2021).

Todos esses relatos evidenciam os riscos potenciais do Cd, mesmo em
baixas concentragcdes, ao desenvolvimento e viabilidade populacional das espécies
em ambientes aquaticos. A presenca de Cd pode representar uma ameaca a
biodiversidade e, consequentemente ao equilibrio ecossistémico, considerando que
cada espécie desempenha uma importante e especifica fungdo em seu habitat,
como também na cadeia alimentar. Além disso, por ser bioacumulativo e nao
biodegradavel, a presenca de Cd nos ambientes aquaticos provoca impactos a longo
prazo, podendo se tornar um grande problema de saude publica. Portanto, €&
indispensavel o desenvolvimento de medidas que visem mitigar a deposicao desse

metal nesses ambientes.
5.4 Conclusao

A sobrevivéncia, o indice de deformidades e o tamanho das larvas foram

drasticamente afetados pela exposicdo a todas as concentragdes de Cd, inclusive
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pela mais baixa. Dessa forma, conclui-se que as concentragdes permissivas e
realisticas de Cd apresentaram efeitos severos sobre as fases iniciais da espécie,
representando um risco elevado a manutenc¢ao das populag¢des naturais em caso de
biodisponibilidade.

Os peixes em estagios iniciais de desenvolvimento sao vitais para a
manutencdo das espécies e do equilibrio dos ecossistemas naturais. Por ser uma
fase extremamente sensivel aos efeitos de poluentes, a presenca de contaminantes
em ambientes aquaticos, como o Cd, pode comprometer seu desenvolvimento e
inviabilizar a sobrevivéncia.

Além disso, por meio do presente estudo pdde-se reafirmar o elevado
potencial toxico e teratogénico do Cadmio, como também a sensibilidade da espécie
Rhamdia quelen, a qual respondeu a baixas concentragbes do metal a um curto

periodo de exposicao.
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6. CONCLUSAO GERAL

A revisao cienciométrica mostrou que a toxicidade do Cd &€ um assunto
bastante relevante e de grande interesse da comunidade cientifica, tendo em vista o
grande volume de publicagdes, os quais sao observados até nos dias atuais, como
também os distintos bioindicadores utilizados em bioensaios e no biomonitoramento
ambiental. Por meio do teste Allium cepa, constatou-se o potencial bioacumulativo,
fitototdxico e genotoxico do respectivo metal, sendo observados efeitos em todas as
concentracdes testadas, com uma tendéncia da menor concentracdo (5 pg L™ Cd)
em intensificar os danos.

Todas as concentragdes avaliadas exerceram impactos no desenvolvimento
da espécie Rhamdia quelen, os quais foram agravados conforme o aumento do
tempo de exposicdo, reduzindo severamente a sobrevivéncia e provocando danos
morfolégicos e morfométricos bastante expressivos, principalmente nas
concentracdes de 50 e 500 uyg L' Cd. A elevada mortalidade, bem como a grande
ocorréncia de deformidades morfologicas, reforca que a fase embrio-larval € um
periodo extremamente sensivel, o que pode ser justificado devido a imaturidade do
desenvolvimento de tecidos e 6rgaos. Além disso, € uma fase crucial para a
manutencgao das populagdes nos ecossistemas naturais e o Cd pode comprometer a
viabilidade das espécies.

Os efeitos bastante significativos observados na concentragdo permissiva (5
ug L' Cd) e na realistica (50 ug L' Cd) pode representar um sério risco as
comunidades aquaticas como também para a saude humana, considerando seu
potencial bioacumulativo. Com base nos resultados da concentragdo estimada
visando uma perspectiva futura (500 pg L™ Cd), estima-se que essa concentragdo
podera extinguir a espécie, caso biodisponivel. Além disso, observou-se que na
literatura geralmente sdo encontrados estudos que avaliam concentracdes elevadas
de Cd, deixando uma lacuna a respeito dos efeitos provocados por concentragbes
ambientalmente relevantes.

Considerando que ambientes aquaticos de agua doce em areas sob influéncia
agricola apresentam concentragdes de Cd que podem ultrapassar 50 pg L™ e que o
respectivo metal pode ser bioacumulado pelas plantas, atingindo niveis tréficos
subsequentes, sugere-se a necessidade do desenvolvimento de métodos para

remediagao e reducdo de sua biodisponibilidade em areas de influéncia agricola.
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