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RESUMO

CRUZ, Jessica Brunhara. Analise comparativa de ecotoxicidade aguda em
Biomphalaria glabrata e Lymnaea stagnalis (Mollusca: Gastropoda) expostas ao
cloreto de cadmio. 2024. 51 p. Trabalho de Concluséao de Curso (Especializacdo em
Biotecnologia para a Saude — Vacinas e Biofarmacos) — Escola Superior do Instituto
Butantan, S&o Paulo, 2024.

O cloreto de cadmio (CdCl2) é um sal que apresenta alta solubilidade em agua e
frequentemente utilizado como substancia de referéncia em avaliacdes
ecotoxicologicas laboratoriais. Diversas instituicdes tém padronizado testes para
definir limiares de periculosidade de produtos quimicos, bem como a qualidade da
dgua e dos efluentes, que visam proteger 0s organismos e 0S ecossistemas.
Invertebrados sdo frequentemente utilizados nessas avaliagdes, sendo que o0s
moluscos por serem o segundo maior grupo animal sdo sugeridos como modelos
responsivos para diferentes abordagens. O incentivo ao uso de espécies nativas, é
devido ao fato de que na maioria dos casos, Sd0 organismos mais sensiveis aos
poluentes ambientais do que espécies invasoras, desse modo, validar testes com
representatividade ecol6gica e ambiental em diferentes paises é essencial. O objetivo
deste trabalho foi avaliar comparativamente a sensibilidade do caramujo de agua doce
nativo Biomphalaria glabrata (Say, 1818) com a espécie holartica normatizada na
Europa para ensaios ecotoxicologicos, Lymnaea stagnalis (Linnaeus, 1758), por meio
da andlise do efeito tdxico agudo da substancia de referéncia CdClz. Para isso, foram
avaliadas a sobrevivéncia de caramujos adultos das espécies B. glabrata e L.
stagnalis através de exposi¢cdes por 24 horas as concentracdes de 0,00; 0,12; 0,25;
0,50; 1,00 e 2,00 mg L* de CdCl.. A concentracédo letal média (CLso) para os
organismos adultos foi de 0,48 mg L' em B. glabrata e 0,33 mg L* em L. stagnalis.
Com os ensaios ecotoxicoldgicos realizados foi possivel estabelecer parametros
fisico-quimicos e avaliar comparativamente a sensibilidade da espécie L. stagnalis
com a espécie B. glabrata e demonstrar que a B. glabrata se mostrou responsiva e
com resultados similares aos observados com L. stagnalis. Para os procedimentos de
padronizacao e normatizacao em paises que necessitam de regulamentacdo de novos
ensaios, a comparac¢ao entre organismos ja validados mundialmente, corroboram com
informacdes para a implementacdo de ensaios com espécies endémicas em paises
como o Brasil.

Palavras-chave: Substancia de referéncia. Padronizacdo. Gastropodes.
Ecotoxicologia. Espécies nativas.



ABSTRACT

CRUZ, Jessica Brunhara. Comparative analysis of acute ecotoxicity in
Biomphalaria glabrata and Lymnaea stagnalis (Mollusca: Gastropoda) exposed
to cadmium chloride. 2024. 51 p. Monograph (Specialist in Biotechnology for Health
— Vaccines and Biopharmaceuticals) — Escola Superior do Instituto Butantan, S&ao
Paulo, 2024.

Cadmium chloride (CdCl2) is a salt that has high solubility in water and is frequently
adopted as a reference substance in laboratory ecotoxicological assays. Several
institutions have been standardizing tests to define toxicity thresholds to protect
organisms and ecosystems. Invertebrates are frequently used in these evaluations,
and mollusks, the second largest animal group, are suggested as appropriate models.
Standardizing ecotoxicological assays with native species is necessary, since in the
majority of cases, they are more susceptible to environmental contamination than
exotic species, and thus, validating tests with ecological and environmental
representativeness in different countries is essential. The objective of this study was
to compare and evaluate the sensitivity of the Brazilian native freshwater snail
Biomphalaria glabrata (Say, 1818) and the European standard species Lymnaea
stagnalis (Linnaeus, 1758), by analyzing the acute toxic effect of CdClz. The survival
of adult’s snails of the species B. glabrata and L. stagnalis was evaluated through 24-
hour exposure to concentrations of 0.00; 0.12; 0.25; 0.50; 1.00 and 2.00 mg L of
CdCl2. The lethal concentration (LCso) for adult organisms was 0.48 mg L for B.
glabrata and 0.33 mg L™ for L. stagnalis. With the ecotoxicological assays carried out,
it was possible to establish physical-chemical parameters and comparatively evaluate
the sensitivity of L. stagnalis and B. glabrata, it was possible to show that B. glabrata
was responsive and had similar results to L. stagnalis. For standardization procedures
in countries that require the regulation of new tests, the comparison between
organisms already validated worldwide is an additional motivation to employ them for
the implementation of tests with endemic species in countries such as Brazil.

Keywords: Reference substance. Standardization. Gastropods. Ecotoxicology. Native

species.
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1 INTRODUCAO

1.1 Poluicdo ambiental e metais pesados

Os mesmos avancos tecnoldgicos que permitiram a expansao e o crescimento
da humanidade, também s&o responsaveis por um dos principais problemas a serem
enfrentados no século XXI: a poluicdo e suas consequéncias. Desde a revolucéo
industrial, a crescente utilizagdo de combustiveis fosseis e a exploracdo de recursos
naturais sdo responsaveis pelo aumento da deposicdo de diversos poluentes em
ecossistemas naturais (Heim; Schwarzbauer, 2013).

Os metais, detergentes sintéticos, derivados de nitrogénio e agroquimicos sao
substancias que normalmente sao liberadas, de maneira involuntaria ou
voluntariamente, nos corpos hidricos. Esses compostos influenciam todo
ecossistema, pois podem promover alteracdes capazes de interferir nos processos
fisiologicos e metabdlicos dos organismos aquaticos, a cadeia alimentar e a saude
humana (Rand; Wells; Mccarty, 1995; Nikinmaa, 2014).

Esses agentes toxicos representam grande ameaca para todo ecossistema,
pois podem promover alteracdes capazes de interferir nos processos fisioldgicos e
metabdlicos dos organismos aquaticos, a cadeia alimentar e a saude humana (Rand;
Wells; Mccarty, 1995; Nikinmaa, 2014).

Dentre as substancias presentes no meio ambiente, os metais apresentam
caracteristicas singulares, pois ocorrem naturalmente e ja sao onipresentes em algum
nivel no ambiente (Peruzzo, 2018). De acordo com Zamora-Ledezma et al. (2021)
metais pesados se classificam como substancias metélicas que possuem mais de 4
g/cm3 de densidade atdomica e inclui nessa categoria elementos como cobre, chumbo,
mercurio e cadmio. Essas substancias tém dificil degradacéo natural, o que favorece
a sua deposicao nos ecossistemas a longo prazo, por vezes séculos, facilitando assim
a exposicdo de seres vivos a esses contaminantes (Azimi et al. 2017; Heim;
Schwarzbauer, 2013).

As principais fontes antropogénicas de contaminagado por metais pesados séo
a mineracao, a agricultura e a geracdo de energia a partir de combustiveis fosseis
(Zamora-Ledezma et al., 2021). Independentemente da seguranga com gque 0s metais

sao utilizados, € inevitavel algum nivel de exposicdo humana e ambiental, tanto pelas
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caracteristicas quimicas dos contaminantes quanto pelo uso dessas substancias
préximas a corpos d’agua (Peruzzo, 2018).

Como substéancias persistentes e ndo biodegradaveis, na cadeia alimentar, 0s
organismos menores contaminados sdo consumidos por predadores, que passam a
acumular cada vez mais esses metais até eventualmente atingirem o apice da cadeia
alimentar, muitas vezes ocupado pelos proprios seres humanos (Arunakumara;
Zhang, 2008; Hao et al., 2019). Esse processo é denominado bioacumulacédo e € um
dos responsaveis por cerca de 24% de todas as mortes anuais relacionadas a fatores
ambientais de acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2016).

No grupo dos metais pesados, o cadmio € um dos mais relevantes nas
avaliac6es ambientais, considerado potencialmente toxico e representa risco continuo
para a saude humana, principalmente quando introduzido na cadeia alimentar (Souid
et al., 2013; WHO, 1992). Sua aplicacdo estad na confeccédo de baterias de niquel-
cadmio, pilhas, pigmento para tintas e plasticos, fertilizantes fosfatados e pesticidas
(Liu; Goyer; Waalkes, 2008). O cadmio apresenta caracteristicas estaveis, alta

toxicidade e é utilizado como referéncia no monitoramento ambiental.

1.2 Ensaios ecotoxicoldgicos

A ecotoxicologia tornou-se instrumento fundamental de monitoramento
ambiental para relacionar os poluentes quimicos, o ambiente receptor e o0s
organismos que habitam esses locais. Portanto, € uma ciéncia que permite avaliar e
mensurar o risco ambiental proporcionado por diversos contaminantes de modo a
atenuar possiveis impactos (Silva; Pompéo; Paiva, 2015). Devido a complexidade dos
ecossistemas aquéaticos, a ecotoxicologia aquéatica é fundamental para avaliar o
impacto aos rios, lagos, mares e oceanos (Costa et al., 2008).

Os testes ecotoxicologicos séo realizados utilizando espécimes indicadores,
uma vez que apenas a avalicdo quimica dos corpos hidricos ndo retrata a
consequéncia dos poluentes aos ecossistemas. Os contaminantes avaliados nos
testes podem resultar em alteracdes na fisiologia, morfologia, comportamento e até
mesmo levar a morte dos animais indicadores (Magalhaes; Ferrdo-Filho, 2008).

Para avaliar e antecipar efeitos nocivos, um dos objetivos e desafios dos
estudos ecotoxicoldgicos é investigar como os poluentes podem afetar os organismos

e 0s ecossistemas como um todo e identificar sinais precoces de poluicédo, definir



15

concentracbes de compostos ambientalmente seguros e deter a degradacao
ambiental (Hellou, 2010). Dessa forma, diversas instituicdes internacionais, como
United States Environmental Protection Agency (USEPA), Environment Canada,
American Society for Testing and Materials (ASTM), Organisation for Economic
Cooperation and Development (OECD) e International Organization for
Standardization (ISO), tém padronizado ensaios para definir limiares de efeitos que
visam proteger 0s organismos e 0s ecossistemas.

A Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) é a agéncia nacional
responsavel pela normatizacéo de ensaios ambientais. No Brasil, uma das empresas
pioneiras na padronizacdo de ensaios é a Companhia Ambiental do Estado de Séo
Paulo (CETESB) (ELHE, 2017). Somente em 2005, o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) mediante a elaboracdo da Resolugdo 357 tornou como
obrigatdria a necessidade da realizacdo de ensaios ecotoxicolégicos padronizados,
realizados com organismos aquaticos, mas somente na avaliacdo de efluentes
(CONAMA, 2005; CONAMA 2011).

Os testes ecotoxicoldgicos classificam-se de acordo com o tempo de exposicéo
dos bioindicadores ao contaminante analisado, possibilitando a analise de diferentes
efeitos, como por exemplo, os efeitos agudos ou crénicos. Os efeitos agudos ocorrem
rapidamente apds a exposicao ao agente estressor, podendo ser em horas ou dias e
sdo, em sua maioria, efeitos mais severos. Em organismos aquaticos, 0s principais
efeitos agudos avaliados séo a letalidade e imobilidade. Os testes de ecotoxicidade
aguda permitem calcular diversos parametros, como exemplo a Concentracdo Efetiva
Média (CEso) e a Concentracdo Letal Média (CLso), ou seja, a concentracdo de
substancia que causa efeito agudo e mortalidade, respectivamente, a 50% dos
organismos no tempo de exposi¢ao e nas condi¢cdes do teste (Costa, 2008; Tallarico,
2009).

Por outro lado, os efeitos crénicos ou sub-crénicos sdo observados ap6s um
periodo de exposicdo prolongado ou repetidas exposicdes, normalmente em
concentracbes menores, podendo compreender parte ou todo ciclo de vida do
bioindicador, resultando em efeitos mais sutis como alteracées comportamentais,
fisiol6gicas, bioquimicas, histolégicas e reprodutivas (Costa, 2008; Tallarico, 2009).

Diversos organismos sao utilizados em analises ecotoxicoldégicas em agua
doce, como algas verdes Chlorella vulgaris, Scenedesmus subspicatus e

Pseudokirchneriella subcapitata; microcrustaceos Daphnia magna, Daphnia similis,
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Ceriodaphnia dubia e Hyalella azteca e peixes Pimephales promelas, Danio rerio e
Poecilia reticulata (Costa, 2008; Domingues; Bertoletti, 2008; Nikinmaa, 2014). De
maneira geral, sédo utilizadas espécies modelos que sdo bem caracterizadas, séo
representativas de seu nivel tréfico, apresentam ampla distribuicdo geogréfica, séo
faceis de cultivar, reproduzir e adaptar em condi¢des de laboratorio e passiveis de
manipulacéo experimental (Nikinmaa, 2014).

Os ensaios de ecotoxicidade aguda e cronica utilizam substancias de referéncia
para garantir a qualidade analitica dos testes. Os ensaios com substancias de
referéncia sdo implementados para observar os ambientes em que o0s bioindicadores
apresentam sensibilidade e para padronizar as condi¢cdes fundamentais de teste para
a espécie analisada. Uma vez definidos os parametros de ensaios, é plausivel
alcancar resultados com repetibilidade, ou seja, os resultados devem demostrar
precisdo analitica no laboratério, e reprodutibilidade, ou seja, avaliar a precisdo e
exatidao dos resultados através de uma metodologia (Zagatto, 2006).

As substéancias de referéncias apresentam algumas caracteristicas desejaveis:
ser solivel em agua, ser um contaminante ambiental, estabilidade em agua, alta
toxicidade, ser facil de analisar quimicamente e estar disponivel no mercado.
Podemos citar como exemplo a cloracetamida, o cloreto de cadmio, o fenol, o nitrato
de prata, o sulfato de cobre e o sulfato de zinco (Zagatto, 2006).

Dentre as substancias de referéncia, o cloreto de cadmio (CdCl2) € amplamente
utilizado devido sua solubilidade em 4gua e ser um metal estavel. Segundo a OECD
(2016a), o CdClI2 € o composto utilizado nos estudos internacionais de validagéo para
as Diretrizes de Testes com o gastropode limnico Lymanea stagnalis, assegurando a
sensibilidade dos organismos e a reprodutibilidade das condicdes de testes

experimentais.

1.3 Os moluscos

O Filo Mollusca € composto por organismos diversos, que preenchem
diferentes nichos ecoldgicos e possuem grande relacdo com a humanidade. Dentro
do filo, quase 300 mil espécies ja foram nomeadas pela comunidade cientifica, sendo
dessas 52 mil espécies extintas e ainda 35 mil espécies encontradas apenas em
fosseis. A magnitude desses numeros faz com os moluscos sejam, em numero de

espécies, o segundo maior filo do reino Animalia, suplantado apenas pelo filo
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Arthropoda (Ponder; Lindberg; Ponder, 2020). Os moluscos séao divididos em 8
grandes classes, sendo as que merecem destaque: a Gastropoda, classe dos
caramujos, que compdem 75% do total de espécies; Bivalvia, classe das ostras e
mariscos e Cephalopoda, classe dos polvos e lulas (Oehlmann; Schulte-oehlmann,
2003; Thiengo; Fernandez, 2008).

Os moluscos sédo fonte de diversos estudos visando o beneficio humano.
Devido a grande diversidade de espécies existe potencial no estudo de metabdlitos
produzidos pelos organismos deste grupo (Summer et al., 2020). Pesquisas sobre o
desenvolvimento de drogas anti-inflamatdrias, antibiéticos e antivirais utilizando
subprodutos purificados desses animais sdo descritas na literatura (Benkendorff,
2010).

Além disso, os moluscos sdo amplamente aplicados como bioindicadores na
monitoracdo e avaliacdo de diversos poluentes (Lopez-Barea; Pueyo, 1998; Quinn et
al., 2004; Tallarico, 2015; Delfina et al., 2016; Habib et al., 2016; Al-Fanharawi; Rabee;
Al-Mamoori, 2018; Campoy-Diaz et al., 2018; de-Carvalho et al., 2022). A selecao por
esses organismos € realizada por diversos fatores relevantes, como possuir
capacidade de acumular xenobidticos em seus tecidos, serem amplamente
distribuidos geograficamente, de facil amostragem, apresentam ciclo de vida curto e
possuem tolerancia a varios compostos quimicos (como por exemplo, metais e
contaminantes organicos) (Parmar; Rawtani; Agrawal, 2016; Baroudi et al., 2020).

Os moluscos, principalmente no ambiente marinho, séo muito estudados na
avaliacdo de contaminacfes por metais. De acordo com Whyte et al. (2009), a
bioacumulacao de metais oriundos de aguas contaminadas foi descrita primeiramente
nos bivalves filtradores e foi observado diversos distdrbios no organismo desses
animais.

Segundo o relatério de Seguranca Quimica, o cadmio pode ser bioacumulado
nas partes moles dos moluscos marinhos em elevadas concentragdes. Nos aparelhos
renais podem ser encontradas concentracfes de 425 até 547 mg/kg, no figado até
782 mg/kg e no hepatopéncreas até 1163 mg/kg de peso seco. Em moluscos de agua
doce podem ser encontradas concentracdes nas partes moles entre 0,2 e 1,4 mg/kg
de peso seco (WHO, 1992).
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1.3.1 Classe Gastropoda

A classe Gastropoda constitui 0 grupo mais diversificado do filo Mollusca,
compreendendo mais de 80% dos moluscos vivos. Os gastropodes apresentam
dentes quitinosos, a radula; sistema circulatorio aberto; tubo digestivo completo;
respiracdo branquial, pulmonar ou tegumentar; manto responsavel pela formacéao da
concha; sistema nervoso ganglionar e torcdo da massa visceral durante o
desenvolvimento embrionario. A massa cefalopodal é a regido que se expande para
fora da concha compreendendo a expansdo muscular da superficie ventral unida a
cabeca. O musculo columelar realiza a unido do corpo do animal a concha, que pode
ser univalva ou espiralada. Seus habitats sdo marinhos, limnicos e terrestres
(Thiengo; Fernandez, 2008).

Além do potencial para a industria farmacéutica e como organismos
importantes para o biomonitoramento, a classe Gastropoda tem importancia médica e
econbmica, sendo que diferentes espécies de caramujos dessa classe sé&o
hospedeiros intermediarios de doencas, como a esquistossomose. No Brasil, até
2018, a esquistossomose causou 0,38 mortes por 100 mil habitantes, mostrando-se
como uma causa relevante de morte no pais (Pinheiro et al., 2020).

Dentre os gastropodes de agua doce, duas familias apresentam significancia
médica, veterinaria, econdmica e ecoldgica: as familias Lymnaeidae e Planorbidae.
Na familia Lymnaeidae, duas espécies estdo presentes no Brasil e sdo responsaveis
pela transmissdo da fasciola hepatica, doenca que acomete principalmente
ruminantes, as espécies Lymnaea columella (Say, 1817) e a Lymnaea viatrix (Orbigny,
1835). A espécie exdgena Lymnaea stagnalis (Linnaeus, 1758), j& foi relatada como
hospedeiro intermediario da fasciola hepética (Kendall, 1949), apresenta elevado
potencial para desenvolvimento de técnicas para analise de hemdcitos em caracois e
anticorpos monoclonais (Amen et al., 1992). A L. stagnalis possui importancia
ecologica na Europa Central na colonizagdo de trematddeos (Soldanova;
Kostadinova, 2011) e € um modelo representativo para validacdo de diretriz para
ensaios de ecotoxicidade (Ducrot et al., 2014).

A familia Planorbidae, compreende os caramujos do género Biomphalaria
(Preston, 1910). O género possui dez espécies nativas do Brasil, sendo trés
hospedeiras do Schistosoma mansoni (Sambon, 1907), trematdédeos causadores da

esquistossomose mansoénica (Lanzer et al.,, 2007). Além disso, diversos estudos
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sugerem o emprego de bionfalarias como bioindicadores significativos na identificacao
de toxicidade e mutagencidade aquatica (Nakano; Tallarico, 2007). Particularmente, a
espécie Biomphalaria glabrata (Say, 1818) indicada desde 1987 por Miinzinger como

um modelo experimental para o monitoramento ambiental.

1.3.2 Avaliacdo ambiental com a espécie Lymnaea stagnalis

A espécie Lymnaea stagnalis, comumente conhecida como grande caracol de
lagoa, € uma espécie abundante e difundida que coloniza sistemas limnicos
temperados na Asia (central, norte, sul e sudeste), América do Norte, Norte da Africa,
Nova Zelandia e Europa (Fodor et al., 2020). Os caracoéis habitam &aguas rasas
estagnadas e de fluxo lento, ocupam margens rasas e ricas em vegetacdo e sao
principalmente herbivoros, preferindo algas, plantas aquéticas e detritos (Lance et al.,
2006).

Eles s&o ativos durante o ano todo, mas normalmente se reproduzem da
primavera ao final do outono. Apesar de serem hermafroditas, preferem fertilizacdo
cruzada, podendo desempenhar papéis femininos e masculinos no acasalamento.
Esses organismos depositam massas de ovos contidas nas capsulas em superficies
no ambiente, os embrides se desenvolvem no interior de ovos transparentes de
formato oval e podem levar de 11 a 12 dias até a eclosdao. Atingem a maturidade
sexual entre dois a trés meses, a depender das condigcbes ambientais (Kuroda; Abe,
2020; Fodor et al., 2020).

Os corpos dos caracéis sdo marrons claro a escuro-amarelados. As conchas
dos adultos sdo de cor amarelo-marrom, enquanto os caracoéis jovens apresentam
conchas mais translicidas. Os espécimes adultos apresentam de trés a cinco
centimetros de comprimento e de dois a trés centimetros de largura da concha. Em
seu habitat natural, podem atingir uma idade superior a um ano, mas em laboratério
vivem por até dois anos (Kuroda; Abe, 2020; Fodor et al., 2020).

Os primeiros estudos com a espécie datam do final da década de 1940, foram
concentrados na histologia, na citologia, no desenvolvimento dos sistemas reprodutivo
e neuronal, e na formagé&o da concha. Entre 1970 a 2000, a maior parte dos trabalhos
foram dedicados a estudos de neurociéncia. A partir dessa data, um grande niumero
de investigacdes toxicolégicas deu foco na sensibilidade e biocumulacdo da L.

stagnalis aos metais e a outros elementos metalicos (Amorim et al., 2019). Nos ultimos
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anos, diversos trabalhos abordam o risco ambiental de produtos quimicos, como
tributilestanho e microplasticos utilizando este caramujo como modelo (Reategui-
Zirena; Salice, 2018; Horton et al., 2020).

Em relacdo aos metais e aos ensaios ecotoxicoldgicos utilizando a espécie L.
stagnalis, Gomot (1998) realizou exposi¢des cronicas a diferentes concentracfes de
cadmio e avaliou a reproducédo, desenvolvimento embrionario e eclosdo dos ovos. O
autor observou que o cadmio cessou a producdo de ovos pelos adultos na maior
concentracdo estudada, sendo o desenvolvimento embrionario a fase mais sensivel
ao metal e, com isso, concluiu a possibilidade de prever sobrevivéncia da espécie num
ambiente poluido com cadmio.

Coeurdassier et al. (2004), avaliou os efeitos do cAdmio na sobrevivéncia de
trés estadios de vida da L. stagnalis, dois grupos de caramujos jovens (quatro e nove
semanas) e um grupo de adultos (20 semanas). Os autores avaliaram os animais por
oito dias, a fim de entender como o tempo de exposicao afetava a dose letal média
para cada estigio de vida e qual estagio era mais sensivel. Contatou-se que 0s
espécimes jovens, em especial os caramujos de quatro semanas, eram mais
sensiveis a contaminacdo por cadmio e sua dose letal média caia mais rapidamente
com mais tempo de exposicao.

Reéategui-Zirena et al. (2017) expuseram caramujos adultos a diferentes
concentracdes de cloreto de cadmio (CdCl2) e observaram efeitos nos adultos, em
relacdo ao crescimento e reproducdo, e efeitos transgeracionais nessa espécie.

A partir dos estudos de Ducrot et al. (2014), sete laboratorios realizaram testes
com caramujos cultivados e expostos ao CdCl. em diferentes concentracdes. Os
resultados foram reprodutiveis e foi definido o valor de toxicidade reprodutiva para
ensaios cronicos com o caramujo, sendo um teste validado e implementado em
laboratérios na Europa e que deu embasamento para a elaboracdo da norma de
ensaio proposta pela OECD.

Notavelmente, L. stagnalis e Potamopyrgus antipodarum Sao 0s primeiros
organismos modelos invertebrados de agua doce n&o artrOpodes a serem
reconhecidos em avaliagdes de risco ambiental. Atualmente, as espécies sao aceitas
como organismos de teste padréo para estudos ecotoxicolégicos. O teste de
reproducao desenvolvido foi oficialmente aprovado pelos coordenadores da OECD e
publicado as diretrizes de referéncia OECD, 2016a e OECD, 2016b.
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1.3.3 Avaliacdo ambiental com a espécie Biomphalaria glabrata

A espécie Biomphalaria glabrata é amplamente estudada no Brasil devido sua
participagdo no ciclo de transmissédo da esquistossomose. Esses caramujos vivem
preferencialmente em aguas rasas e doces com agua estagnada ou corrente lenta
(Tuan, 2009). O substrato alimentar dependera da disponibilidade do ambiente, como
leito lodoso ou rochoso, vegetacdo enraizada e organismos em decomposicao.

Em relacdo a reproducéo, a espécie € hermafrodita e possui elevada atividade
reprodutiva. A postura dos ovos ocorre ao longo de todo ano, usualmente noturna
sobre a vegetacdo. Os ovos sao ovipostos aglomerados e recobertos por uma capsula
protetora. O periodo embrionario € de seis a oito dias, com ecloséo entre sete a dez
dias, a depender da temperatura. A maturidade sexual é atingida apds a quarta
semana de vida (Kawano; Nakano; Watanabe, 2008).

A espécie é a maior em comprimento da familia Planorbidae atingindo tamanho
proximo de 4,7 cm de corpo distendido. A concha possui formato planispiral e, no
individuo adulto, atinge didmetro entre dois a quatro centimetros com cinco a oito
milimetros de espessura e com seis a sete giros. A coloracdo varia de marrom a
castanha clara, sendo influenciada pelas caracteristicas quimicas da agua e da
disponibilidade de calcio, elemento necessario ao processo de biomineralizacdo da
concha (Silva et al., 2006).

A B. glabrata tem sido empregada em diferentes estudos de toxicidade que
serdo abordados a seguir. Salice; Miller; Roesijadi (2008), observaram respostas
demograficas a exposicao de trés geracdes consecutivas ao cadmio, concluindo que
o0 metal afetou significativamente o sucesso da eclosdo, o tempo de maturidade
reprodutiva e a sobrevivéncia de juvenis e adultos.

A eletroforese em gel unicelular ou ensaio cometa na espécie foi estabelecido
pelo grupo de Grazeffe et al. (2008). O teste estabelecido consiste em avaliar danos
no DNA utilizando a radiacdo gama de %°Co. O ensaio cometa demonstrou ser uma
boa ferramenta para detectar os danos no DNA e confiavel na avaliacdo dos efeitos
genotoxicos ambientais.

Ansaldo et al. (2009) avaliaram a exposi¢cdo aguda de caramujos adultos ao
efeito toxico do cadmio, arsénio e chumbo e observaram alteracao na reproducéo, no

desenvolvimento embrionario e sobrevivéncia dos embrides.
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Tallarico et al. (2014) propuseram um protocolo combinando técnicas para
avaliacdo da toxicidade para adultos e embrides e mutagenicidade com a B. glabrata.
A toxicidade aguda foi avaliada utilizando a substancia de referéncia dicromato de
potéssio. A ciclofosfamida foi o composto utilizado para avaliar a mutagenicidade. Na
avaliacdo do modelo em estudos ambientais, utilizou-se amostras de agua de uma
estacdo de tratamento de aguas residuais e comparou-se a sensibilidade dos
gastropodes com a espécie Daphnia similis, organismo teste recomendado em
estudos ecotoxicologicos no Brasil. Os resultados demonstraram que o protocolo foi
eficaz para a avaliagdo de poluentes aquaticos e foi possivel observar uma
sensibilidade qualitativamente semelhante com a D. similis, indicando que a B.
glabrata € um modelo indicado para tais estudos.

De acordo com Martins; Biachini (2011), identificaram que espécies nativas
sdo, na maioria dos casos, mais sensiveis aos poluentes ambientais do que espécies
invasoras pertencentes ao mesmo grupo. Nesse sentido, a espécie B. glabrata foi
descrita como uma candidata relevante para o desenvolvimento de protocolos para
avaliar diferentes endpoints como para a classificacdo do nivel de periculosidade e
risco de substancias quimicas e o monitoramento da qualidade da agua e efluentes
por meio de avaliacbes em diferentes fases do ciclo de desenvolvimento dos
caramujos, como por exemplo, a sobrevivéncia, taxa de eclosdo embrionaria,
alteragcbes no desenvolvimento, na fisiologia e comportamental (Tallarico, 2015;
Caixeta et al., 2022).

No Laboratério de Parasitologia do Instituto Butantan, o0s caramujos
reprodutores da espécie B. glabrata sdo mantidos ha mais de 30 anos e sao utilizados
em diversos estudos. Tallarico; Miyasato; Nakano (2016) publicaram uma revisao
sobre a criacdo e manutencao da espécie em condi¢des de laboratorio elencando os
principais fatores que contribuem para o sucesso das pesquisas do laboratério. Assim
como a espécie L. stagnalis também é mantida ha mais de 10 anos em culturas no
laboratdrio.

A utilizacdo de gastrépodes de agua doce como bioindicadores para avaliacado
de perigos e riscos ambientais de substancias/produtos quimicos € sugerida pela
OECD e pela USEPA. No entanto, até o0 momento, existem apenas duas diretrizes
disponiveis utilizando caramujos de agua doce: Diretriz n°. 242 que recomenda a
analise dos efeitos potenciais da exposicdo prolongada a produtos quimicos na

reproducdo e sobrevivéncia do caracol de dgua doce Potamopyrgus antipodarum
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(OECD, 2016b), e a Diretriz n°. 243 para avaliar a toxicidade reprodutiva do caracol
hermafrodita de dgua doce L. stagnalis (OECD, 2016a). Desse modo, a utilizacdo de
uma espécie representativa de ecossistemas de regides tropicais € uma ferramenta
necessaria para o monitoramento ambiental na América Latina e se faz necessario a
padronizacao de novas diretrizes nacionais, destacando-se a espécie B. glabrata que
ja se vem demonstrando ser responsiva e eficiente para as mais diferentes avaliacbes

ambientais.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar comparativamente a sensibilidade do
caramujo Biomphalaria glabrata (Say, 1818), endémica no Brasil, com a espécie
normatizada para ensaios ecotoxicolégicos na Europa Lymnaea stagnalis (Linnaeus,
1758), por meio da analise do efeito toxico agudo da substancia de referéncia cloreto
de cadmio (CdCl2), para estabelecer parametros da espécie nativa que contribuirdo
para a normatizagcdo de ensaios de ecotoxicidade junto a Associagdo Brasileira de

Normas Técnicas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Cultivo e manutencdo das espécies Biomphalaria glabrata (Say, 1818) e
Lymnaea stagnalis (Linnaeus, 1758)

Os espécimes de Biomphalaria glabrata (Say, 1818) sdo cultivados em
laboratério por mais de trés décadas e sao descendentes da populacdo de Barreiro
de Baixo (Belo Horizonte, Minas Gerais). Os espécimes de Lymnaea stagnalis
(Linnaeus, 1758) sao cultivados em laboratério desde 2008 e sdo descendentes de
uma populacdo cultivada na Universidade Shinshu, Japdo e naturais de uma
populacédo originaria de Neustadt an der Donau, Alemanha.

As duas espécies de caramujos sao mantidas em aquarios plasticos
(dimensdes de 50 x 23 x 17 cm), com agua filtrada, aeradores e temperatura ambiente
de 25°C (£ 2). A alimentacéo é realizada com alface fresca ad libitum (trés vezes por
semana), racdo de peixe flocada e carbonato de célcio (uma vez por semana) e a

troca de agua é realizada com um minimo de 15 dias.

3.2 Ensaio de ecotoxicidade aguda com adultos de moluscos

Foram utilizados animais adultos com diametro de 10 a 13 mm de B. glabrata,
e para a espécie L. stagnalis, espécimes adultos com comprimento de 18 a 20 mm,
com concha intacta e idade minima de dois meses para 0s ensaios preliminares e
definitivos. A oxigenacdo foi garantida pela constante aeracdo da agua. Foram
medidos os parametros: pH, dureza, condutividade elétrica e temperatura da agua.

Foram realizados dois ensaios preliminares com cada espécie, utilizados cinco
caramujos por grupo. Para todos os ensaios foi utilizada 4gua mole reconstituida para
a diluicdo da substancia de referéncia - cloreto de cadmio (CdCl2.2,5H20) CAS 7790-
78-5 (Sigma®).

As concentracdes escolhidas para o primeiro ensaio preliminar, com exposicao
de 96 horas, foram 0,06; 0,12; 0,25; 0,50 e 1,0 mg L (fator de diluicdo 2x) de CdClz,
e um controle negativo mantido nas mesmas condicdes do ensaio e contendo
somente agua reconstituida, representado pela concentracdo 0,00 mg L.

No segundo ensaio preliminar, foram realizadas exposi¢des de cinco caramujos

por grupo, em 24 horas, seguindo os mesmos padrées do teste anterior e
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determinadas as concentracdes de 0,00; 0,12; 0,25; 0,50; 1,00 e 2,00 mg L de CdCl-.
As observacdes foram realizadas até o quinto dia (120 horas). No grupo exposto com
2,00 mg L ocorreu 100% de mortalidade e no grupo exposto com 1,00 mg L, 40%
de mortalidade na avaliacdo de 120 horas.

A partir dos ensaios preliminares, foram realizadas quatro repeti¢cdes definitivas
com as concentragées de 0,00; 0,12; 0,25; 0,50; 1,00 e 2,00 mg L. Nas duas
primeiras repetigdes (definido como Ensaio 1), cada concentracao foi realizada com
cinco animais. Os exemplares de B. glabrata foram colocados em copos de vidro
contendo as solucdes, com capacidade de 180 ml e seis cm de diametro. Os animais
da espécie L. stagnalis foram colocados em béqueres de vidro contendo as solucgdes,
com capacidade de 250 ml e sete cm de diametro. Ambos foram mantidos em
temperatura ambiente de 25°C (+2) e fotoperiodo controlado (ciclo claro/escuro de 12
horas). Nas primeiras 24 horas, foram utilizadas tampas de placas de Petri de vidro e,
apos esse periodo, foi colocada uma tampa plastica transparente com pequenos
orificios para vedar o copo, possibilitar a troca de ar e para que o animal
permanecesse em contato com a substancia durante toda a exposi¢ao.

Nas duas repeticdes seguintes (Ensaio 2 e 3), foram expostos dez animais por
concentracdo. Os espécimes de B. glabrata foram colocados em copos de vidro
contendo as solu¢des, com capacidade de 180 ml e seis cm de diametro. Os animais
da espécie L. stagnalis foram colocados em recipientes de plastico descartaveis
contendo as solugdes, com capacidade de 500 ml e 10 cm de diametro. A utilizacao
de recipientes de plastico descartaveis foi selecionada com base em um ensaio
preliminar e na quantidade de animais para a exposi¢ao, visto que foi a primeira vez
que foram realizados ensaios com essa espécie em nosso laboratério.

Ambos foram mantidos em temperatura ambiente de 25°C (+2) e fotoperiodo
controlado (ciclo claro/escuro de 12 horas). Foi colocada uma tampa plastica
transparente com pequenos orificios para vedar o copo, possibilitar a troca de ar e
para que o animal permanecesse em contato com a substancia durante toda a
exposicao.

Os ensaios foram realizados em sistema semi-estatico, com duracado de cinco
dias (96 horas) e exposicdo dos animais por 24 horas. Os parametros de
condutividade elétrica, dureza, pH e temperatura da agua foram monitorados. Os

caramujos foram alimentados com alface fresca ap0s as 24 horas de exposigao.
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A variavel observada nos ensaios foi a sobrevivéncia e observadas todas as
alteracdes comportamentais dos animais. Para a comprovacao da morte foi analisada
a auséncia de batimentos cardiacos durante dois minutos de observacdo ao
microscépio estereoscopico. Outros critérios usados para auxiliar a verificagdo da
morte dos caramujos foi a observacéao de liberacdo de hemolinfa para as bionfalarias,
0 aspecto palido da concha, pequenos estimulos podais sem resposta e, em especial
para L. stagnalis, o pé situa-se em protrusdo anormal para fora da concha e enrijecido,
e a abertura da concha voltada para cima (OECD, 2016a).

3.3 Andlise estatistica

Para os ensaios de toxicidade aguda com CdCl2 em adultos de B. glabrata e L.
stagnalis foi calculada a concentracdo letal mediana, que leva a mortalidade de 50%
da populacdo exposta de caramujos adultos (CLso), incluindo o intervalo de confianca
de 95% que foi estimado pelo método de analise Trimmed Spearman-Karber
(Hamilton et al., 1977).
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4 RESULTADOS

Os parametros fisico-quimicos da dgua reconstituida analisados para o uso em
todos os ensaios foram: pH, que permaneceu dentro da faixa de 7,00 e 8,50, n&o
variando mais do que duas unidades; a condutividade elétrica, que variou entre 160 e
271 uS cm?; a dureza da agua, que manteve-se em 50 mg Lt de CaCOs e a
temperatura que ficou entre 23 e 25°C.

Os caramujos selecionados foram medidos com o auxilio de paquimetro e
apresentaram diametro entre 10 a 13 mm para a espécie Biomphalaria glabrata e
comprimento entre 18 a 20 mm para a espécie Lymnaea stagnalis, com concha intacta

e idade minima de dois meses (Figura 1).

Figura 1 - Moluscos medidos com o auxilio de paquimetro. A) Espécie Biomphalaria

glabrata. B) Espécie Lymnaea stagnalis.

_—

Fonte: préprio autor.

Os dois ensaios preliminares de toxicidade aguda com caramujos adultos de B.
glabrata e L. stagnalis expostos ao cloreto de cadmio (CdCl2) foram realizados,
respectivamente, com 96 e 24 horas de exposicdo para o estabelecimento das
concentracdes utilizadas nos ensaios definitivos de ecotoxicidade aguda, que foram
definidos com exposicéo de 24 horas.
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A partir do primeiro ensaio para o estabelecimento da faixa de concentragdes,
foi realizado o segundo ensaio com as concentra¢des de 0,00; 0,12; 0,25; 0,50; 1,00
e 2,00 mg L de CdCl.. A CLso encontrada foi de 1,07 mg L, com intervalo de
confianca de 1,45 a 0,79 mg L? para B. glabrata e 0,93 mg L, com intervalo de
confianca de 1,38 a 0,63 mg L para L. stagnalis. A partir desses resultados foram
definidas as concentracdes dos ensaios definitivos de ecotoxicidade aguda com os
organismos adultos das espécies B. glabrata e L. stagnalis.

Posteriormente, foram realizados os ensaios de ecotoxicidade aguda para
caramujos adultos de ambas as espécies, com as concentracdes de 0,00; 0,12; 0,25;
0,50; 1,00 e 2,00 mg L* de CdCl2 (Figura 2; Figura 3), expostos por 24 horas e duragdo
de cinco dias de avaliacdo. A constatacado da morte dos caramujos foi realizada com
a observacao de liberacdo de hemolinfa, o aspecto péalido da concha, pequenos
estimulos podais sem respostas, pé em protrusdao anormal para fora da concha e

enrijecido, e a abertura da concha voltada para cima (Figura 4).

Figura 2 — Exposicao de caramujos adultos da espécie Biomphalaria glabrata nas
concentracdes de 0,00; 0,12; 0,25; 0,50; 1,00 e 2,00 mg L de cloreto de cadmio

(CdClI) para o ensaio de toxicidade aguda.

Fonte: préprio autor.
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Figura 3 — Exposicao de caramujos adultos da espécie Lymnaea stagnalis nas
concentracdes de 0,00; 0,12; 0,25; 0,50; 1,00 e 2,00 mg L de cloreto de cadmio

(CdCl2) para o ensaio de toxicidade aguda.

Fonte: préprio autor.

Figura 4 - Aspectos fisiologicos e visuais observados para determinar a mortalidade
dos caramujos. A) Liberacdo de hemolinfa pelos caramujos adultos da espécie
Biomphalaria glabrata. B) Abertura da concha voltada para cima dos caramujos

adultos da espécie Lymnaea stagnalis.

Fonte: proprio autor.
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O numero de individuos por grupo dos dois primeiros ensaios foi somado para
obtermos dez animais por repeticdo (Ensaio 1). A concentracado letal média resultante
dos ensaios foi similar para as duas espécies analisadas com CLso de 0,48 mg L7,
com intervalo de confianca de 0,38 a 0,62 mg L™ para B. glabrata e 0,33 mg L, com
intervalo de confianca de 0,26 a 0,43 mg L™ para L. stagnalis (Tabela 1). Observou-
se 100% de mortalidade dos caramujos das espécies B. glabrata e L. stagnalis para
as concentracbes mais altas (1,00 e 2,00 mg L) de exposicdo ao CdCl.. A
concentracdo de 0,50 mg L de CdClz, apresentou alta mortalidade, sendo 43% para
B. glabrata e 93% L. stagnalis. A concentracéo de 0,25 mg L de CdCl2, apresentou
baixa mortalidade, sendo 17% para B. glabrata e 27% L. stagnalis. A concentracao
mais baixa, 0,12 mg L de CdCl2, apresentou esporadicas mortes, sendo 7% para B.
glabrata e 10% L. stagnalis. No grupo controle negativo ndo houve mortalidade
(Tabela 1).

Dessa maneira, observamos que quanto maior a concentracdo de exposicao
de CdClz, maior foi a porcentagem de mortalidade observada em ambas as espécies
(Figura 5).
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Tabela 1 — Ecotoxicidade aguda ao cloreto de cadmio (CdCl2) em caramujos adultos das espécies Biomphalaria glabrata e

Lymnaea stagnalis (n=30) expostos por 24 horas.

Concentracéao Ensaio Ensaio Ensaio Mortalidade Mortalidade Média + DP CL50 mg L?
(mg LY 1 2 3 total (%) (1IC)
0,00 0 0 0 0 0 0,00 0
0,12 1 1 0 2 7 0,67 0,58
0,25 3 0 2 5 17 1,67 1,53
B. 0,48
glabrata (0,38 - 0,62)
0,50 6 1 6 13 43 4,33 2,89
1,00 10 10 10 30 100 10,00 0
2,00 10 10 10 30 100 10,00 0
0,00 0 0 0 0 0 0,00 0
0,12 0 1 2 3 10 1,00 1
0,25 3 0 5 8 27 2,67 2,52
L. 0,33
stagnalis (0,26 - 0,43)
0,50 10 8 10 28 93 9,33 1,15
1,00 10 10 10 30 100 10,00 0
2,00 10 10 10 30 100 10,00 0

0,0 = Controle Negativo (agua reconstituida); DP = desvio padrao (s); IC= intervalo de confianca de 95%

Fonte: proprio autor.
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Figura 5 - Comparacdo da mortalidade entre as espécies Biomphalaria glabrata e
Lymnaea stagnalis, expressa em porcentagem, apds 24 horas de exposicao as

diferentes concentragBes de cloreto de cadmio (CdClz). Grupo controle (0) exposto
em agua reconstituida.

100+

-
Il B. glabrata
L. stagnalis
=
Q
S
T 50+
©
t
5]
=
T
=
0 T .l T T T T
N U ) N N N
o® o N o? N a®

Concentragdo (mg L)

Fonte: préprio autor.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, com os ensaios ecotoxicologicos agudos realizados com as
espécies de gastropodes de agua doce, foi possivel avaliar comparativamente a
sensibilidade da espécie Biomphalaria glabrata (Say, 1818), endémica no Brasil, com
a espécie Lymnaea stagnalis (Linnaeus, 1758), organismo normatizado na Europa, a
exposicao a diferentes concentragdes da substéncia de referéncia cloreto de cadmio
(CdCl2). Os nossos resultados permitiram estabelecer parametros que contribuirdo
para a padronizacdo e normatizacdo de ensaios de ecotoxicidade com a espécie
nativa junto a ABNT.

Quanto aos parametros fisicos e quimicos medidos verificou-se que as faixas
de valores obtidos para pH (7,00-8,50), condutividade (160-270 uS cm), dureza da
agua (50 mg L de CaCO3) e a temperatura (23,0-25,4°C) mostraram ser indicados
para os ensaios de toxicidade aguda com caramujos adultos de B. glabrata e foram
adequados também para a espécie exética L. stagnalis mantida no laboratério, que
apresenta os seguintes parametros de ensaio segundo a OECD (2016a): pH entre
6,50-8,50, condutividade entre 600 + 200 uS cm, dureza da agua de 50 mg L de
CaCOs e temperatura de 20+2°C. Ao comparar alguns parametros fisico-quimicos
preconizados nos ensaios padronizados com os moluscos de agua doce L. stagnalis,
somente o pH apresenta valor proximo do encontrado com B. glabrata. Isso pode ser
observado devido ao fato de os ensaios serem conduzidos em clima temperado, como
encontrado na Europa, possibilitando adaptacdes diferentes das espécies as
condicdes tropicais do Brasil.

As recomendacfes para a cultura e experimentacdo da espécie L. stagnalis
seguiu as diretrizes da OECD (2016a). Dentre os laboratérios responséaveis pela
realizacdo e padronizacdo da normativa dos testes com a L. stagnalis, o resultado
encontrado de CLso foi préximo encontrada a um dos laboratérios envolvidos, com o
valor de 0,199 mg L* de CdCl2 (Ducrot et al., 2014). Ao comparar as recomendacgées
com o ensaio utilizando a espécie B. glabrata, obteve-se sucesso em relacdo aos
experimentos e os valores de CLso observados neste trabalho se aproximam da
espécie padronizada. As possiveis diferencas observadas entre os intervalos de
confianca, podem estar relacionados ao tempo de exposicéo e observacdo, uma vez

que a diretriz da OECD (2016a) descreve um teste de cronico de analise reprodutiva
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e com periodo de exposicdo prolongado de 28 dias com concentracfes de CdCl2
inferiores as utilizadas em nosso estudo.

Os valores de CLso encontrados para a espécie B. glabrata sdo similares aos
encontrados por Cantinha et al. (2017). Eles expuseram a espécie a um desafio similar
ao adotado no presente trabalho, utilizando concentracées de CdCl. menores, (0,15;
0,22; 0,33; 0,5 e 0,7 mg L™), mas com exposicdo dos caramujos por um periodo de
tempo maior (96 horas) que o utilizado em nosso trabalho (24h). As diferencas na
conducgéo do teste podem ter resultado em CLso diferentes, no entanto, o intervalo de
confianca obtido neste trabalho se assemelha aos resultados encontrados pelo grupo.

Habib et al. (2016) expbs caramujos adultos da espécie Biomphalaria
alexandrina ao CdClz e obteve CLso igual a 0,219 mg L™ para exposic¢ao por 96 horas.
Os resultados sao proximos aos observados em nossos testes, mas essa diferenca
pode ser esperada por se tratar de uma espécie diferente sendo a B. alexandrina,
endémica nos ecossistemas egipcios. Outra observacdo importante feita foi em
relacdo ao comportamento dos animais, houveram alteracdes nos comportamentos
de fixacdo, locomocdo e alimentacdo dos caramujos, 0 que prejudicaria a
sobrevivéncia desses animais na natureza. Dessa forma, concluiram que o
comportamento € um parametro mais sensivel comparado a sobrevivéncia para
efeitos de toxicidade ambiental.

Nos ensaios ecotoxicologicos realizados, foi perceptivel as mudangas no
comportamento dos animais nas diferentes concentracdes de CdClz, mesmo sem
ocasionar mortalidade. Os animais se apresentaram mais prostrados nas
concentracfes mais elevadas e ndo houve consumo de alface ap6s a exposicéo até
as 96 horas de avaliagdo. As alteracbes no comportamento relacionam-se a
complexidade de efeitos causados pelo contaminante no organismo, uma vez que
essas substancias atuam como quimicos desreguladores enddcrinos e influenciam os
processos fisioldgicos, reprodutivos e endocrinos (Czech; Weber; Dietrich, 2001; Zala;
Penn, 2004; Rittschof; McClellan-Green, 2005; Lagadic; Coutellec; Caquet, 2007).

Das; Khangarot (2010) avaliaram a espécie Lymnaea luteola e obtiveram CLso
em sete dias de 0,496 mg L e em 49 dias de 0,043 mg L. A exposicdo ao cadmio
inibiu significativamente as taxas de alimentagcdo e crescimento, e o tempo de
exposicdo influenciou a sensibilidade dos animais observando redugdo no valor da

CLso, logo demonstrando maior sensibilidade.
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Dhara; Saha; Maiti, (2017) avaliaram a espécie Lymnaea acuminata e
obtiveram CLso em 24 horas de 9,660 mg L e em 96 horas de 5,54 mg L™, inferindo
que a espécie apresenta baixa sensibilidade ao CdCl.. Um dos parametros fisico-
quimicos que pode influenciar esse valor € a dureza da 4gua, pois a dureza da agua
influéncia na sensibilidade dos animais a metais pesados. A metodologia de Dhara;
Saha; Maiti (2017) apresentava dureza de 120 mg L podendo influenciar a CLso como
evidenciado por Datta; Masala; Das (2003). As &guas mais duras aumentam a
resisténcia aos contaminantes e consequentemente sdo observadas maiores CLso
guando os testes ocorrem nesse meio (Pascoe; Evans; Woodworth, 1986).

A USEPA (2016) elencou diversos trabalhos demonstrando que a toxicidade
aguda do cadmio diminui com o aumento da dureza da agua na maioria dos animais
de agua doce testados. Os ensaios de ecotoxicidade agudos conduzidos com Daphnia
magna em trés niveis diferentes de dureza da agua demonstram que os dafnideos
sao pelo menos cinco vezes mais sensiveis ao cadmio em agua mole do que em agua
dura. A reducao a toxicidade do cadmio também foi observada em D. pulex, truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss) e truta (Salvelinus fontinalis).

Ao observar diferentes moluscos, a CLso de exposi¢éo ao cloreto de cadmio
pode variar drasticamente ao se comparar espécies de habitos diferentes e
submetidos a condi¢cbes de testes ecotoxicoldgicos diferentes. Ruppert et al. (2016),
utilizou o gastropode Potamopyrgus antipodarum em dois estagios de vida, juvenis e
adultos, obtendo CLso igual a 0,038 mg L e 0,015 mg L%, respectivamente. De Silva
et al. (2023), utilizou o caramujo estuarino Amphibola crenata e obteve CLso igual a
50,40 mg L%, valor mais alto encontrado em moluscos, superando a maioria dos
valores observados em diversas espécies do filo Chordata.

Uma das espécies comumente mais utilizadas dentre os cordados € o peixe
Danio rerio, animal pertencente a classe Actinopterygii. Hu et al. (2022), ao utilizar o
estagio de vida larval obtiveram CLso igual a 6,84 mg L, em exposicdo por 96 horas.
Ja Al-Sawafi; Wang; Yan (2017), observaram valor de CLso igual a 9,68 mg L para
animais adultos em exposicao por 96 horas. Esses resultados nos mostram que 0s
estagios de vida dos animais influenciam a sensibilidade ao CdCl2z, possibilitando
alteracdes no desenvolvimento, muitas vezes incompativeis com a vida do organismo.

A mesma caracteristica € observada na classe Amphibia, Ferrari; Saliban;
Muifio (1993) avaliaram a espécie de sapo de areia Rhinella arenarum (anteriormente

denominado Bufo arenarum) e obtiveram CLso diferente para o estagio de vida de
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girinos, mas avaliando em tempos de exposicao diferentes o que ressalta ser também
um fator extremamente relevante.

Um compilado de estudos e valores de CLso encontrados em diferentes
espécies de gastropodes (Tabela 2) e de peixes (Tabela 3) estdo descritos abaixo. Os
dados nos permitem avaliar as semelhancas e diferencas com os resultados obtidos
nesse estudo e, além disso, nos mostram a diversidade das variaveis que devem ser
observadas, como o tempo de exposicao e estadgio do desenvolvimento do organismo.

Além da mortalidade, como presenciado nas duas espécies estudadas, € de
extrema importancia avaliar respostas iniciais que podem ocasionar problemas nas
populacdes, como por exemplo alteracdes no comportamento dos organismos. Em
gastrépodes € possivel verificar além de eventos comuns a diferentes espécies,
respostas aos contaminantes que séo espécie-especifica. L. stagnalis apresentou o
corpo distendido para fora da concha e com a abertura voltada para cima, como
descrito na OECD (2016a); para B. glabrata foi possivel verificar a liberacdo de
hemolinfa e corpo retraido para dentro da concha, como observado por Tallarico et al.
(2014) e Garcia et al. (2021). Nas duas espécies foi possivel verificar alteracdo de
locomocéo e dificuldade na alimentacdo. Outros efeitos comportamentais podem ser
observados em gastrépodes, como por exemplo, a superexposicdo peniana ocorrida
como resposta ao detergente presente nos efluentes téxteis (Garcia et al., 2021) e ao
farmaco metiotepina (Muschamp; Fong, 2001). A avalicdo de perturbacdes nos
animais expostos, podem nos trazer informacdes precoces sobre a periculosidade de
compostos no ambiente aquatico (Rand; Wells; Mccarty, 1995).

Os resultados investigados nos caramujos adultos das espécies B. glabrata e
L. stagnalis foram similares, sinalizando que a espécie nativa é sensivel e responsiva
para ser utilizado em ensaios ecotoxicoldgicos, como ja descrito anteriormente por
Oliveira-Filho; Nakano; Tallarico (2017). Os ensaios de ecotoxicidade aguda utilizando
a substancia de referéncia, o CdClz, € usualmente utilizada em laboratorios de
analises ambientais. A analise comparativa entre as duas espécies de gastropodes
possibilitou a definicdo das concentracdes da substancia teste para dar continuidade
nos ensaios ecotoxicolégicos crénicos. Os ensaios cronicos vém sendo amplamente
investigados com o objetivo de extrapolar para a realidade ambiental, avaliando os
efeitos a longo prazo causados nos animais, as baixas doses de exposi¢coes

ambientais e a bioacumulagdo nos organismos. Embora os testes cronicos sejam
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preconizados para a avaliacdo dos efeitos dos contaminantes, pouco s8o 0s ensaios
normatizados e ainda ndo séo exigidos pelos 6rgaos legisladores no Brasil.

Uma vantagem do uso de B. glabrata em ensaios ecotoxicoldégicos em paises
com clima tropical € que a quantidade de solucéo-teste utilizada e consequentemente
0 descarte de residuos € menor, diminuindo também o investimento econémico no
ensaio. Para L. stagnalis, sdo utilizados cinco adultos por litro de agua, segundo a
OECD (2016a). J4 para ensaios com peixes da familia Cyprinidae, segundo a ABNT
(NBR 15088:2022) recomenda o uso de um grama de animal por litro de &gua,
correspondendo a cinco animais de aproximadamente 200 miligramas por litro de
agua para testes de toxicidade agudos. Com as bionfalarias, foram utilizados 10
animais expostos em 180 ml de solu¢éo e foram obtidos resultados compativeis com

a literatura.
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Tabela 2 - Relacéo de estudos sobre a toxicidade ao cloreto de cadmio (CdClz) em variadas espécies do Filo Mollusca.

Filo Classe Espécie Esté_g|o de Temp(_) o~le ClLso (mg L) Referéncia
vida exposicao
Mollusca Gastropoda Amphibola crenata Adultos 48 horas 50,400 De Silva et al., 2023
Babylonia areolata Jovens 96 horas 3,350 Tanhan et al., 2005
Biomphalaria alexandrina Adultos 96 horas 0,219 Habib et al., 2016
Biomphalaria glabrata Adultos 96 horas 0,340 Cantinha et al., 2017
Biomphalaria glabrata Adultos 24 horas 0,480 Este estudo
Lymnaea acuminata Adultos 24 horas 9,660 Dhara: Saha: Maiti, 2017
Adultos 96 horas 5,540
Lymnaea luteola Adultos 7 dlgs 0,496 Das; Khangarot, 2010
Adultos 49 dias 0,043
Lymnaea stagnalis Adultos 56 dias 0,098 - 0,199 Ducrot et al., 2014
Lymnaea stagnalis Adultos 24 horas 0,330 Este estudo
Physa acuta Adultos 28 dias 0,038 Crespo; Rossini, 2021
Pomacea canaliculata Adultos 48 horas 4,260 Huang et al., 2018
Adultos 96 horas 1,980 ’
Potamopyrgus antipodarum Juvenis 28 dias 0,038
i i Adultos 28 dias 0,015 Ruppert etal., 2016
Sinotaia quadrata Adultos 48 horas 1,500 Huang et al., 2018
Adultos 96 horas 0,660 ’
Turbo intercostalis Adultos 96 horas 6,180 Lakshmi; Rao, 2002

Fonte: proprio autor.
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Tabela 3 - Relacéo de estudos sobre a toxicidade ao cloreto de cadmio (CdCl2) em variadas espécies do Filo Chordata.

Filo Classe Espécie Esté_g|o de Temp(_) o~le ClLso (mg L) Referéncia
vida exposicao
Chordata  Actinopterygii Danio rerio Larvas 96 horas 6,840 Hu et al., 2022
Adultos 24 horas 16,730 Al-sawafi; Wang; Yan,
Adultos 96 horas 9,680 2017
Heteropneustes fossilis Adultos 14 dias 300,000 Das; Banerjee, 1980
Pagrus major Embrides 24 horas 9,800
Embrides 48 horas 6,600
Larvas 24 horas 18,900
Larvas 48 horas 16,200 Cao etal., 2009
Larvas 72 horas 8,000
Larvas 96 horas 5,600
Trichogaster fasciata Adultos 96 horas 49,500 Roy; Karmakar; Pal, 2022
Amphibia Rhinella arenarum Girinos 24 horas 4,050
(Bufo arenarum) Ferrari; Saliban; Muifio,
Girinos 48 horas 3,150 1993
Girinos 72 horas 2,870
Girinos 96 horas 2,650
Pelophylax ridibundus Adultos 96 horas 51,200 Selvi; Gill; Yilmaz, 2003

(Rana ridibunda)

Fonte: proprio autor.
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6 CONCLUSOES

Com os ensaios ecotoxicoldgicos realizados com cloreto de cadmio (CdClz) em
adultos de caramujos das espécies Biomphalaria glabrata e Lymnaea stagnalis foi
possivel estabelecer parametros fisico-quimicos para ensaios laboratoriais com Boas
Praticas de Laboratério, confiabilidade e reprodutibilidade. As faixas de pH indicadas
para os ensaios sdo de 7+2, condutividade de 150-270 uS cm, dureza da 4gua em
torno de 50 mg L de CaCOs e a temperatura ambiente de 25+2°C,

A utilizacdo de uma espécie representativa de ecossistemas de regides
tropicais, como a B. glabrata, € uma ferramenta importante e recomendada para o
monitoramento e avaliagdo de substancias/produtos quimicos, efluentes e aguas
continentais com maior significado ambiental para o Brasil e América Latina. A
utilizacdo de gastrépodes mostrou-se relevante como alternativa ao uso de animais
vertebrados como indicado em varios paises. Os dados de ecotoxicidade aguda séo
importantes para o estabelecimento de ensaios cronicos com adultos e embrides e
para a obtencédo de dados mais robustos para a normatizagdo dos ensaios com as

bionfalarias.
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