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Resumo

No Brasil, Hyphessobrycon callistus € um importante peixe comercialmente explorado na aquariofilia, sendo um animal
ideal para estudar os prejuizos causados pelos efeitos de metais pesados, os quais sdo detectados frequentemente no
ambiente aquatico. A finalidade principal deste estudo foi detectar a toxicidade aguda do Cd em H. callistus e investigar
seus efeitos no consumo de oxigénio e na excre¢do da amonia. Estas informacdes sdo inéditas para esta espécie, e o tema
é pouco estudado no Brasil. A toxicidade aguda do Cd para H. callistus em termos da concentracao letal em 24h, 48h,
72h e 96h (LC50) foram de: 45.95, 32.49, 28.28, e 15.16 mg/l, respectivamente. Além disso, para peixes expostos a con-
centragdo de a 2,5 mg/I de Cd, houve uma redugao do consumo do oxigénio e da excregdo de amonia de 59% e 71,5%,
respectivamente, em relagdo ao controle.
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Abstract

In Brazil, Hyphessobrycon callistus is an important commercially exploited species and it is an ideal animal for studying
damages caused by the effects of heavy metal that are often detected in the aquatic environment. The main purpose of the
present study was to detect the acute toxicity of Cd to H. callistus and investigate its effects on oxygen consumption, am-
monium excretion, and the neutral red retention time assay to estimate effects at the cellular level. Such investigations have
not been carried out before with this species. Acute toxicity of Cd to H. callistus in 24h, 48h, 72h, and 96h medium lethal
concentration (LC50) was showed to be 45.95, 32.49, 28.28, and 15.16 mg/I, respectively. Furthermore, it was found that
exposure of fish to 1.5 mg/l Cd caused reduction in oxygen consumption and ammonium excretion of 59% and 71.5%,
respectively as compared to controls.
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INTRODUCAO

Os metais pesados ha tempos tém sido
reconhecidos como contaminantes ambien-
tais, podendo, de acordo com a concentracao,
provocar graves problemas de satde publica
e ambientais'?**>¢7 No Brasil, os metais pe-
sados entram nos ecossistemas aquaticos por
descargas de efluentes industriais que sdo li-
berados direta ou indiretamente no ambien-
te®”. Altas concentragdes de metais pesados
tém sido registradas em aguas costeiras®?, rios
e estudrios?®, em crustaceos'™' e em tecidos de
vertebrados marinhos'"314,

Cadmio é um metal altamente téxico para
organismos que vivem no ambiente aquati-
co'>1%1718 Em Qdguas naturais, as concentragoes
de cddmio sao muito baixas, chegando as vezes
a valores inferiores a 0,01 pg/L'%%°.

Alabaster e Lloyd?' verificaram que a
temperatura tem papel fundamental na toxi-
cidade do cddmio e que, quanto maior for a
temperatura, mais acentuada sera a toxicida-
de. Para a USEPA??, a toxicidade do cadmio
(CL50,96h) para espécies de peixes de agua
doce varia de 1,0 a 7.940 pg/L, dependendo
da espécie testada, da dureza e da tempera-
tura da solucao-teste.

O cadmio, em concentracbes subletais,
pode causar a natagdo errdtica em diversas es-
pécies de peixes?>. No relatério da USEPA*,
encontramos dados sobre o efeito de Cd em
Notemigonus crysoleucas no qual ndo verificou-
-se alteracdes significativas de comportamento
quando estes foram expostos a concentragoes de
68 pg/L de cadmio.

As duas maiores fontes de absorcdo de cad-
mio em peixes sao: pela mucosa intestinal e pelo
epitélio branquial®>. Segundo o autor, esse metal
pode provocar alteragdes na terminagdo neuro-
-muscular, resultando em paralisia na musculatu-
ra respiratéria e depressao no sistema respirato-
rio. Para o autor, o cadmio pode se depositar no
epitélio branquial em concentragcdes superiores a
150 mg/kg e causar sua necrose.

Varios autores registraram a toxicidade agu-
da do cddmio para espécies de peixes de agua
doce??7:2829.303132 Entretanto, no Brasil ainda sao

incipientes os trabalhos que tratam do assunto,
carecendo, assim, de dados sobre os efeitos de
metais sobre a biota nativa.

Efeitos de metais pesados na taxa respi-
ratéria de organismos aqudticos ja foram bem
estudados®”®. Entretanto, ainda falta muita in-
formagdo dos efeitos combinados com fato-
res ambientais, como temperatura e dureza da
agua'. Além disso, existem poucos trabalhos
relatando efeitos letais e subletais de metais
pesados sobre os peixes brasileiros. Por essa ra-
zao, este trabalho teve como objetivo avaliar a
toxicidade do Cd e o efeito desse metal sobre o
consumo de oxigénio e a excrecao de amonia
de Hyphessobrycon callistus.

METODO

Hyphessobrycon callistus

Essa espécie foi escolhida por ser uma nativa
de ampla distribui¢ao no Estado de Sao Paulo, ser
de facil aquisicao, disponivel durante quase todo
o ano e de excelente adaptagcao ao laboratério.
Os organismos foram adquiridos de criadores, na

regido de Moji das Cruzes, e posteriormente acli-
matados no laboratério.

Aclimatacao

Os animais foram aclimatados inicialmente
em tanques com agua bifiltrada que apresentava
as seguintes caracteristicas: temperatura — 22,0 +
2 °C; pH-6,8 £ 0,6; condutividade — 60 a 95 pS/
cm; oxigénio dissolvido — 6,5 a 7,3 mg/L; alcali-
nidade — 22 a 34 mg/L de CaCO,; dureza - 38 a
44,0 mg/L de CaCO,; concentracao de N-NH, —
0,05 a 0,65 mg/L.

Eles ai permaneceram por um periodo mi-
nimo de 8 dias, sendo alimentados diariamente
com ragao composta de 4,1 g/kg de farinha de
peixe, 5,0 g/kg de farelo, 6,0 g/kg de fubd, 4,0
g/kg de farinha de trigo, 200 g/kg de butonita,
20 g/kg de NaCl, 200 ml/kg de 6leo de soja,
100 g/kg de polivolimico e 200 g/kg de com-
plexo mineral.

Durante esse periodo, os animais foram
cuidadosamente observados. Em caso de re-
gistro de um comportamento anormal em par-
te da populagdo, ou mesmo na ocorréncia de
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mortalidade de individuos (em porcentagens
proximas a 10%), eles eram colocados em qua-
rentena, em solucdo bactericida e fungicida.
Persistindo a sintomatologia (letal ou subletal),
o lote era descartado.

Posteriormente, os animais foram trans-
feridos para um tanque, onde foram aclima-
tados em condicdes similares as dos testes,
utilizando-se para isso a mesma agua de dilui-
¢ao, classificada como dgua “mole” (“softwa-
ter”), segundo APHA??, com a seguinte com-
posicao: NaHCO, - 48,0 mg/L; CaSO,.2H,O
- 30,0 mg/L; MgSO,.72H,0 - 30,0 mg/L; KCI
- 2,0 mg/L.

Os peixes permaneceram nesse tanque por
um periodo de 2 dias, sem alimentacdo, para
reduzir a influéncia dos metabdlicos nitrogena-
dos®?. Em seguida, foram utilizados nos ensaios
com os agentes toxicos.

As variacdes dos valores dos parametros fi-
sicos e quimicos nesse tanque, durante o perio-
do dos testes, foram as seguintes: temperatura da
agua - 22,0 £ 1,0 °C; pH - 6,4 a 7,2; condutivi-
dade — 132 a 210 pS/cm; alcalinidade — 39 a 52
mg/L CaCO,; dureza — 40 a 57mg/L CaCO,; oxi-
génio dissolvido — 5,9 a 7,5 mg/L; concentragao
de N-NH, - 0,09 a 0,95 mg/L.

Ensaios toxicoldgicos

O método para o desenvolvimento desses
testes esta baseado nas 17° e 18° ed. do Stan-
dard Methods for the Examination of Water
and Wastewater®*: a) os testes foram realiza-
dos em sistema estético (efluentes da refinaria
de petréleo) ou semiestastico (metais pesados
e amonia), com renovacao da solucdo-teste
a cada 24 horas; b) foram utilizados 5 litros
de solugado-teste em aqudrios com capacida-
de méaxima de 16 litros; c) a dgua de diluicao
utilizada foi dgua desionizada com dureza e
alcalinidade ajustadas entre 40 e 48 mg/L de
CaCO,; d) o agente toxico foi distribuido em
seis concentragdes selecionadas com base em
teste preliminar, delimitadas pela menor con-
centragdo na qual ndo se observou mortalida-
de de 100% dos organismos e pela concen-
tragdo mais elevada na qual ndo se observou
mortalidade dos organismos; e) cada série foi
constituida pelo conjunto dos seis aquarios

com diferentes concentracdes, mais o con-
trole (sem o agente téxico); f) para cada tes-
te foram realizadas duas repeticdes; g) foram
colocados dez organismos em cada aquario,
para cada concentracdo testada, assim como
no controle; h) os animais foram distribuidos
nos aqudrios aleatoriamente, sempre em lotes
de dois animais por vez. Essa operagao foi re-
petida de forma a manter o mesmo ndmero
de organismos em cada aqudrio da série, até
se completarem dez individuos por aqudrio; i)
os efluentes foram pré-aerados nos recipientes
de coleta em periodo de 30 a 40 minutos. Du-
rante os testes, os aquarios foram aerados com
burbilhonamento inferior a 100 bolhas por
minuto?’; j) todos os aqudrios foram monitora-
dos nos instantes 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48,72, e
96 horas, considerando os seguintes parame-
tros fisicos, quimicos e biolégicos: tempera-
tura, oxigénio dissolvido, pH, condutividade
e mortalidade dos animais expostos; k) para
a avaliagdo do parametro mortalidade dos or-
ganismos, foram determinados a CL(1)50,24h,
CL50(1),48h, CL50(1),72h, CL50(1)50,96h, isto
é, a concentracao nominal do agente toxico
que causa mortalidade a 50% dos organismos
em 24, 48, 72, e 96 horas de exposicao nas
condigbes de teste. A expressdao dos valores
nominais com a notacao () segue a propos-
ta de Lloyd e Tobby??; I) a dgua de diluicao
dos efluentes foi composta de agua deioniza-
da com a mesma composicao de sais que foi
estabelecida nos tanques de aclimatacao; m)
dureza total, alcalinidade e concentracdo de
nitrogénio amoniacal na dgua foram determi-
nados apds completadas 96 horas do inicio
dos testes; n) para a avaliacdo do parametro
mortalidade dos organismos, s6 foi considera-
do morto aquele que, quando tocado na base
do pedinculo caudal por um bastdo de vidro,
ndo apresentou nenhuma reacdo; o) a sensi-
bilidade da espécie a dicromato de potassio
(CL50,24h) situou-se entre 202 e 210 mg de
K, Cr,O,L; p) foram considerados os testes em
que a mortalidade no controle nao foi superior
a 10% dos organismos testados; ¢) a maior va-
riacdo de comprimento entre os animais testa-
dos situou-se em 50%.



Determinacdo da toxicidade aguda

Na avaliacdo da toxicidade aguda, de-
terminou-se a CL(1)50 para Hyphessobrycon
callistus, empregando-se o método de Sper-
man-Karber (Hamilton, 1977). Para calculo da
CE(1)50 e da CL(I)50, utilizou-se o programa
computacional “LC50 Programs JS Pear test”3°.

Determinacao do consumo de oxigénio e
excrecdo de amdnia

Para o experimento, foram usados 60 pei-
xes (Hyphessobrycon callistus) com massa apro-
ximadamente entre 9,3 g e 7,5 g. Os exemplares
de H. callistus foram aclimatados durante 5 dias
com aeracdo constante, higienizagdo e renova-
¢ao didria da 4gua antes de serem utilizados. Os
animais foram alimentados com racdo colocada
nos tanques, sendo a alimentagao suspensa 24
horas antes dos experimentos. Para a medicao
do metabolismo de rotina, foram usadas trés ré-
plicas com temperatura variando ente 21 e 22
°C. Quatro diferentes concentracdes foram tes-
tadas, além de um controle (0.1, 0.5, 1.5 e 2.5
mg de Cd/L). A escolha da concentracdo de Clo-
reto de Cadmio usada nesse estudo foi baseada
nos dados obtidos em determinacdo prévia de
concentracdo letal a 50% (LC50). Antes de ini-
ciar o experimento, os animais foram mantidos
individualmente em camaras respirométricas
tubulares de acrilico com circulacdo continua
da 4gua durante 60 minutos, a fim de minimi-
zar o stress provocado pelo manuseio. No final
do periodo de aclimatagao, introduziu-se se-
paradamente Cloreto de Cadmio (CdCl,) numa
quantidade determinada nos respirdmetros por
meio de uma pipeta de precisdo de maneira a
se obter a concentragdo final desejada. A dife-
renca entre as concentracdes determinadas no
inicio e no final do confinamento (apés 60 min)
foi utilizada para calcular o consumo de oxigé-
nio (mL/g/h) e a excrecao de amdnia (uL/mL/h),
levando em consideragdo o volume do respiro-
metro e o peso Umido do animal. O oxigénio
dissolvido foi determinado com base no método
de Winkler, e o nitrogénio amoniacal, no mé-
todo phenolhypochlorite. O consumo médio de
oxigénio especifico e excrecdo de amonia por
peixe foram avaliados pela andlise de variancia
(ANOVA, p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAD

O cadmio é um dos metais pesados que
apresenta elevada toxicidade para peixes e
invertebrados aquaticos®. Ensaios realizados
com diversas espécies de peixes revelaram
que a CL()50,96h para o Cd situou-se sem-
pre entre 2 e 55 mg/L. Mudangas na quali-
dade da agua (salinidade, dureza, pH, alca-
linidade, temperatura e fragdo de compostos
organicos) e a utilizacdo de diferentes espé-
cies podem provocar diferengas nos resulta-
dos dos testes de toxicidade. Para a USEPA??,
a dureza é o principal fator que influi na to-
xicidade do cadmio.

Na toxicologia aquatica cldssica, um dos
trabalhos mais citados é o de Pickering e Hen-
derson’*, que expuseram Pimephales prome-
las em aguas de dureza bastante diferentes e
obtiveram pequena variagdo de toxicidade.
Carrol, et al apud USEPA?? determinaram o
efeito de vdrios componentes da dureza da
agua sobre Salvelinus fontinalis e concluiram
que elevadas concentracdes de calcio limitam
o efeito da toxicidade aguda. Calamari, et al
apud USEPA?? verificaram um aumento muito
acentuado da toxicidade de cadmio para Sal-
mo gairdneri com a diminuicao da dureza da
agua. Por esse motivo, para comparagoes de
toxicidade, a dureza da agua tem que ser le-
vada em consideracio.

O efeito da dureza da agua sobre a to-
xicidade dos sais de cadmio é amplamente
conhecido. Segundo Alabaster e Lloyd?', o
caddmio complexado com carbonatos de cal-
cio e magnésio torna-se muito menos dispo-
nivel para absorcdo, sendo esse um fator que
condicionaria a baixa toxicidade desse metal
em aguas duras.

As CL(1)50 de cadmio para Hyphes-
sobrycon callistus constam na Tabela 1. As
CL(1)50,24h obtidas na primeira e na terceira
réplicas foram, respectivamente, de 6,59 e 6,07
mg de Cd/L. As CL(1)50,48h obtidas foram de
4,79, 4,56 e 3,86 mg de Cd/L. As CL()50,72h
foram, respectivamente, de 4,31, 4,00 e 3,45
mg de Cd/L. As CL()50,96h foram de 3,04,
3,35 e 3,17 mg de Cd/L.
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Tabela 1. Valores da toxicidade aguda de cddmio em diferentes periodos de exposicao. Os valores de pH
situaram-se entre 6,90 e 7,12 na réplica 1,entre 6,92 e 7,22 na réplica 2 e entre 6,95 e 7,18 na réplica 3

CL()50 Intervalo de confianga CL()50 Intervalo de confianga
gngdeCdOz Limite inferior | Limite superior | mg de Cd/L Limite inferior Limite superior
Réplica 1
24h 11,83 10,29 13,60 6,59 5,73 7,59
48h 8,59 7,27 10,09 4,79 4,05 5,62
72h 7,74 6,84 8,75 4,31 3,81 4,88
96h 5,45 4,24 7,23 3,04 2,36 4,09
Réplica 2
24h 10,55 10,35 10,75 6,30 5,80 6,80
48h 8,19 7,04 9,52 4,56 3,92 5,30
72h 7,12 6,12 8,28 4,00 3,41 4,61
96h 6,02 5,16 7,01 3,35 2,88 3,91
Réplica 3
24h 10,90 7,25 16,37 6,07 4,04 9,12
48h 6,92 5,98 8,00 3,86 3,33 4,46
72h 6,19 5,36 7,10 3,45 2,99 3,96
96h 5,69 5,07 6,48 3,17 2,83 3,61

H. callistus apresentou CL(1)50,96h (em
aguas com dureza entre 30 e 60 mg/L de CaCO,/L)
muito maior que a de diversas espécies, como é
o caso de Fundulus diaphanus (0,11 mg/L), Cy-
prinus carpio (0,24 mg/L), Roccus sexatilis (1,1
mg/L), Pimephales promelas (1,23 a 1,83 mg/L),
Salmo trutta (1,4 mg/L), Lepomis gibbosus (1,5
mg/L), Salmo gairdneri (2,3 mg/L) e Jordanella flo-
ridae (2,5 mg/L)*.

Entre as espécies que apresentaram sensibi-
lidade semelhante a H. callistus esta Pimephales
promelas 3,39 mg/L**. Entre as que apresentaram
menor sensibilidade, isto €, maior CL50,96h estao
Salvelinus fontinalis (5,08 mg/L), Ictalurus puncta-
tus (7,94 mg/L), Lepomis macrochirus (8,81 mg/L)
e Marone americana (8,4 mg/L)*>3¢.

O consumo especifico de oxigénio para os
peixes expostos ao Cd aumentou com o incremen-
to da concentracdo para as concentragdes de 0,1
e 0,5 mgCd/L (0,65 e 0,80 mL de oxigénio/g/h),
quando comparados ao controle. Entretanto, a mé-
dia do consumo especifico de oxigénio dos peixes
submetidos a 1,5 e 2,5 mg Cd/L diminuiu para 0,44
e 0,33 mLO,/g/h (Figura 1). Constatou-se, por meio

da ANOVA (p < 0,05), (Levene’s Test f = 1,17564;
P=0,35142), que as médias foram significativa-
mente diferentes para as concentragdes 0,5, 1,5 e
2,5 mgCd/L, em relagdo ao controle.

Figura 1. Consumo especifico de oxigénio em
relacdo ao aumento da concentracdo de cadmio
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A diminuicdo no consumo de oxigénio re-
gistrada neste trabalho pode estar relacionada a
danos citolégicos. Isso porque as branquias sao,
provavelmente, o primeiro alvo quando se trata



de contaminacdo por metais, o que inclui es-
pessamento das lamelas branquiais e mudangas
profundas nos padrdes celulares nas branquias,
com um aumento concomitante na vacuolizacao
hemolinfa e espagos reduzidos, provocando a
estagnacao e perfusdo''. Segundo Boyd*®, metais
pesados como o Cd tém como efeito principal
precipitar e tornar compacta a mucosa que cobre
as branquias, impedindo, dessa maneira, o inter-
cambio gasoso. O que certamente deve ter acon-
tecido nesse experimento, uma vez que, com o
aumento da concentracao de Cd, houve uma di-
minui¢ao do consumo de oxigénio.

A relagdo entre intensidade do efeito, con-
centracdo e o tempo de exposicdo depende do
estagio de vida e das condicoes de satde do or-
ganismo em risco. E sabido que, em virtude das
larvas serem particularmente sensiveis, deve-se
evitar sua exposicao a substancias potencialmen-
te toxicas, ja que o efeito da contaminagao por
metais pode muito bem representar consequén-
cias letais para as fases de desenvolvimento da
biota aquatica.

Figura 2. Excrecao especifica de amonia em re-
lacdo ao aumento da concentracdo de cadmio
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A excrecdo de amdnia dos peixes aclima-
tados a temperatura de 20 °C variou em fungao
do aumento da concentracdo do Cd. Houve um
aumento da excrecao quando expostos a concen-

tracdo de 0,5 mg/L de Cd (Figura 2). Na maior con-
centracdo de Cd (2,5 mg/L) empregada, a média
da excregdo atingiu 0.90 pL/mL/h, representando
uma diminuicao da excre¢ao de amonia da ordem
de 77.5% em comparagao com o valor médio
dos animais do grupo controle. Utilizando o tes-
te estatistico Tukey (p < 0,05), constatou-se que as
médias da excrecao de amdnia nas duas maiores
concentragdes empregadas € significativamente
diferente em relacao ao respectivo controle.

A amonia é um dos produtos finais do ca-
tabolismo, principalmente dos aminodcidos.
Esses, além de serem utilizados nos compo-
nentes da carcaga e estruturas do corpo, po-
dem ainda ser mais importantes do que ions
na manutencdo da pressiao osmética nos ca-
mardes>®’. O aumento na excrecao de amonia
reflete no aumento do catabolismo dos ami-
noacidos (Figura 2), mesmo quando os peixes
foram expostos as mais altas concentragoes
de Cd. A diminuigdo da excrecdo de amonia
pode estar relacionada também a danos cau-
sados as branquias, pois a branquia é um im-
portante 6rgao excretor em peixes.

CONCLUSAOQ

Os resultados demonstraram que o H.
callistus é um organismo sensivel ao Cd, mes-
mo em baixas concentracdes. Essa espécie
nativa respondeu aos ensaios de toxicidade
aguda, bem como aos testes metabdlicos de
consumo de oxigénio e excrecdo de amonia.
Assim sendo, o H. callistus pode ser utilizado
em protocolos de toxicidade para organismos
aquaticos.
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