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Resumo

OLIVEIRA, Nádylla Régis Xavier de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa,
fevereiro de 2019. Alterações comportamentais e fisiológicas em baratas d’água, Be-
lostoma anurum (Hemiptera: Belostomatidae) decorrentes da exposição ao cádmio.

Orientador: Eugênio Eduardo de Oliveira. Coorientadora: Mariella Bontempo Duca
de Freitas.

O ecossistema aquático muitas vezes é o depósito final de diversos xenobióticos re-
sultantes de atividades humanas. Esses xenobióticos são produzidos por meio da
eliminação de resíduos industriais, fertilizantes químicos, pesticidas e outras fontes.
Entre esses estão os metais pesados, que apresentam consideráveis impactos em co-
munidades aquáticas devido principalmente à sua capacidade de bioacumulação e
biomagnificação. Esses contaminantes, no geral, têm a capacidade de causar impac-
tos ambientais, mesmo assim ainda são escassos os estudos que venham a descrever
os potenciais efeitos na entomofauna aquática. Dentre essa entomofauna, alguns gru-
pos de insetos se destacam devido atuarem como inimigos naturais de artrópodes
vetores de doença e pequenos vertebrados, além de se enquadrarem como modelos
de estudos da contaminação de ambientes aquáticos. Mediante isso, esta dissertação
foi realizada com o objetivo de avaliar a suscetibilidade da barata d’água, Belostoma

anurum (Hemiptera: Belostomatidae) ao metal pesado cádmio, bem como as possí-
veis alterações fisiológicas e comportamentais em insetos expostos a concentrações
subletais deste metal. Além disso, foi avaliado o impacto sobre o comportamento pre-
datório e os biomarcadores de estresse oxidativo quando consideradas diferentes vias
de exposição (i.e., água/contato e dieta/ingestão). Ninfas de segundo instar de B.

anurum foram expostas a concentrações crescentes de cádmio para estimar curvas de
concentração-mortalidade para 24 e 96 horas de exposição e para todos os experimen-
tos o controle consistiu de ninfas expostas apenas água destilada. Após isso, foi sele-
cionada a concentração referente à CL10 da curva de 24h (0,19 mg/L) para avaliação
da sobrevivência, habilidade predatória e biomarcadores de estresse oxidativo com-
pondo assim o primeiro set de experimentos. No segundo set de experimentos, um
grupo de ninfas de segundo instar foi exposto à CL10 da curva de 96h (0,004 mg/L)
para avaliar a exposição por contato. Um outro grupo de ninfas foi exposto à água
destilada e ao mesmo tempo receberam larvas de Aedes aegypti previamente contami-
nadas com cádmio (4 mg/L), para avaliar a exposição pela dieta. Possibilitando dessa
maneira avaliar a influência das vias de exposição sobre a predação e os biomarcado-
res de estresse oxidativo de B. anurum. No primeiro set de experimentos a exposição a
0,19 mg/L por 24h não foi capaz de afetar a habilidade predatória dos insetos expos-
tos, porém houve aumento do biomarcador malondialdeído (MDA), mostrando que
a concentração testada foi capaz de induzir peroxidação lipídica em ninfas de B. anu-

rum. Além disso, ninfas que ficaram constantemente expostas tiveram uma redução
na sobrevivência em comparação ao controle, de modo que no quarto dia de exposi-
ção todas estavam mortas. Já para o segundo set de experimentos (i.e., diferentes vias
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de exposição) a habilidade predatória foi afetada em todas as vias testadas. Ninfas
expostas por contato da densidade intermediária predaram mais do que o controle, e
quando a via de exposição foi à dieta, as ninfas que receberam as larvas contaminadas
na menor densidade predaram menos que o controle. Apenas a exposição pela dieta
foi capaz de gerar alterações sobre as enzimas antioxidantes e no marcador de peroxi-
dação lipídica. Os resultados obtidos mostram que a exposição ao cádmio por 24h foi
capaz de ocasionar redução na sobrevivência e alterações fisiológicas de ninfas de B.

anurum, e que ambas as vias de exposição influenciam a habilidade predatória desta
espécie, porém apenas a exposição pela dieta se mostrou capaz de alterar os biomar-
cadores de estresse oxidativo, apontando assim que a via pela dieta parece ser mais
citotóxica para B. anurum. Este conjunto de alterações observadas em insetos expostos
ao Cd pode, em conjunto, ocasionar diminuições populacionais desse inseto predador
e potenciais desequilíbrios ecológicos.
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Abstract

OLIVEIRA, Nádylla Régis Xavier de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa,
February, 2019. Behavioral and physiological changes in giant water bugs, Belos-
toma anurum (Hemiptera: Belostomatidae) due exposure to cadmium. Advisor: Eu-
gênio Eduardo de Oliveira. Co-Advisor: Mariella Bontempo Duca de Freitas.

The aquatic ecosystem is often the final deposit of various xenobiotics resulting from
human activities. These xenobiotics are produced by the elimination of industrial
waste, chemical fertilizers, pesticides and other sources. Among these are heavy me-
tals, which have considerable impacts on aquatic communities mainly due to their
ability to bioaccumulate and biomagnify. These contaminants, in general, have the
capacity to cause environmental impacts, however, there are still few studies that will
describe the potential effects in the aquatic entomofauna. Among this entomofauna,
some groups of insects can be highlighted due to their role as natural enemies of arth-
ropod vectors of disease and small vertebrates, besides being included as models of
studies of the contamination of aquatic environments. Therefore, this dissertation was
carried out with the objective of evaluating the susceptibility of the giant water bugs,
Belostoma anurum (Hemiptera: Belostomatidae) to the heavy metal cadmium, as well
as the possible physiological and behavioral changes in insects exposed to sublethal
concentrations of this metal. In addition, the impact on predatory behavior and the
oxidative stress biomarkers when considered different routes of exposure (i.e., water
/ contact and diet / intake) was evaluated. Second instar nymphs of B. anurum were
exposed to increasing concentrations of cadmium to estimate concentration-mortality
curves for 24 and 96 hours of exposure and for all experiments the control consisted
of nymphs exposed only distilled water. After that, the LC10 concentration of the 24
hour curve (0.19 mg / L) was evaluated for survival, predator ability and oxidative
stress biomarkers, thus composing the first set of experiments. In the second set of
experiments, a group of second instar nymphs were exposed to the LC10 of the 96h
curve (0.004 mg / L) to assess contact exposure. Another group of nymphs were ex-
posed to distilled water and at the same time received Aedes aegypti larvae previously
contaminated with cadmium (4 mg / L) to evaluate dietary exposure. It is possible
to evaluate the influence of exposure pathways on the predation and oxidative stress
biomarkers of B. anurum. In the first set of experiments exposure to 0.19 mg / L per
24 hours was not able to affect the predatory ability of exposed insects. However,
there was an increase in the biomarker malondialdehyde (MDA), showing that the
concentration tested was able to induce lipid peroxidation in nymphs of B. anurum. In
addition, nymphs that were constantly exposed had a reduction in survival compared
to control, so that on the fourth day of exposure all were dead. Already for the second
set of experiments (i.e., different routes of exposure) the predatory ability was affec-
ted in all tested routes. Nymphs exposed by contact with the intermediate density
predated more than control, and when the route of exposure was diet, nymphs that
received the contaminated larvae at the lowest density predated less than the control.
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Only dietary exposure was able to generate alterations on the antioxidant enzymes
and on the marker of lipid peroxidation. The results show that the exposure to cad-
mium for 24h is able to cause a reduction in the survival and physiological changes
of B. anurum nymphs, and that both routes of exposure influence the predatory ability
of this species, but only dietary exposure was shown capable of altering the oxidative
stress biomarkers, thus indicating that the route through the diet seems to be more
cytotoxic for B. anurum. This set of observed changes in insects exposed to Cd may,
together, cause population declines of this predatory insect and potential ecological
imbalances.
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Introdução geral

Atividades humanas como mineração, queima de combustíveis fósseis, eliminação

de resíduos industriais, esgotos e aplicação de fertilizantes e defensivos químicos são

responsáveis pela liberação constante de metais pesados no meio ambiente. Essa con-

taminação pode ocasionar potenciais riscos em diferentes ecossistemas, incluindo o

ecossistema aquático (Jiang and Yan 2017; Aydoğan et al. 2016). Entre os poluentes

já conhecidos, os metais pesados tem sido foco de diversas pesquisas, isso em decor-

rência principalmente das características que apresentam, entre elas temos que são

persistentes e tendem a permanecer assim um longo período de tempo seja no ambi-

ente ou no organismo, além disso, são tóxicos para os organismos vivos e podem ser

bioacumulados (Aydoğan et al. 2016).

Entre os metais pesados mais conhecidos e estudados, o cádmio merece destaque

devido principalmente à sua ocorrência relativamente comum em corpos d’água e

em concentrações altas o suficiente para causar efeitos adversos nos organismos vivos

(Lari et al. 2017). Além de apresentar alto potencial de toxicidade devido à sua longa

meia vida biológica, que é aproximadamente 30 anos (Suwazono et al. 2009). Somado

a isso, são diversos os distúrbios biológicos induzidos pelo cádmio, entre estes estão,

estresse oxidativo, aumento da peroxidação lipídica e alterações enzimáticas, além de

causar alterações em padrões comportamentais como forrageamento, nado e outros

(Huang et al. 2006; López et al. 2006; Wallace et al. 2000).

Os insetos aquáticos, por apresentarem suscetibilidade diferencial a diversos gru-

pos de contaminantes e ser um dos grupos mais representativo entre os invertebrados

aquáticos, são utilizados como modelos para avaliar as alterações causadas por esses

compostos (Santos et al. 2017; Valbon et al. 2018; Gutiérrez et al. 016a; Gutiérrez et al.

2016; Gutiérrez et al. 2017), ajudando assim a compreender parte das perturbações

ecológicas ocorridas no ambiente aquático (Aura et al. 2011). Mesmo sendo organis-

mos modelo e abundantes nesse ambiente, ainda são poucos os estudos envolvendo
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Introdução geral

as alterações fisiológicas e comportamentais nesse grupo de insetos expostos a con-

taminantes (Baird and Van den Brink 2007; Brix et al. 2005). Visto que a exposição

a contaminantes pode gerar diversos efeitos negativos além da mortalidade, tendo

como exemplo redução da sobrevivência e alterações no forrageamento (Valbon et al.

2018; Gutiérrez et al. 016a). Assim, o estudo desses efeitos é essencial para o entendi-

mento das diferentes respostas biológicas de insetos aquáticos frente à exposição aos

contaminantes (Rivadeneira et al. 2013).

Em ambientes aquáticos, insetos das famílias Notonectidae e Belostomatidae, am-

bos pertencentes à ordem Hemiptera, merecem destaque devido a sua importância

como predadores de outros insetos e pequenos vertebrados em ecossistemas lóticos

e lênticos (Consoli et al. 1989; Pereira et al. 1993; Toledo 2003; Shaalan and Canyon

2009; Valbon et al. 2018; Gutiérrez et al. 2016). Assim, esses insetos são comumente

utilizados em bioensaios ecotoxicológicos, pois são importantes como organismos bi-

oindicadores de poluição, predadores e agentes de controle biológico natural de mos-

quitos vetores de doenças como Anopheles gambiae ( vetor da malária), Aedes aegypti (

vetor da principalmente da dengue) e Culex spp. (vetor da filariose, encefalite e outras

doenças) (Clark 1992; Saha et al. 2007; Shaalan and Canyon 2009; Gutiérrez et al. 016a;

Valbon et al. 2018; Leon 1998; Gutiérrez et al. 2016).

Uma forma de avaliar os distúrbios fisiológicos desencadeados por metais pesados

em insetos aquáticos é por meio de bioensaios que avaliam o estresse oxidativo (Xie

and Buchwalter 2011). Como esses organismos podem bioacumular metais pesados

por meio de diferentes fontes, como a água, sedimento e pela ingestão de alimento

contaminado, cada via teria seu impacto sobre o sistema antioxidante do organismo

e consequentemente na geração de estresse oxidativo (Aydoğan et al. 2016). Esses

contaminantes no geral tem a capacidade de alterar a formação de espécies reativas

de oxigênio (EROs) de forma transitória ou crônica, além do aumento ou diminuição

das enzimas antioxidantes celulares (Monaghan et al. 2009; Lushchak 2011; Nishida

2011).

Os EROs são produzidos e eliminados continuamente pelo organismo, sendo na

maioria das vezes produtos secundários do metabolismo do oxigênio (Lushchak 2011),

porém por alguns distúrbios essa produção pode ser aumentada ocasionando o que

denominamos de estresse oxidativo (Lushchak 2011). Deste modo a alteração na sua
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Introdução geral

produção implica em perturbações no metabolismo e regulação celular, levando a

dano de proteínas e DNA e peroxidação lipídica (Livingstone 2003). Essas respostas

fisiológicas são utilizadas como biomarcadores não específicos em espécies aquáticas,

uma vez que são úteis para identificar áreas contaminadas (Geracitano et al. 2004;

Amado et al. 2006).

Além de causar estresse oxidativo como mencionado anteriormente, os poluentes

ambientais também podem causar alterações sensoriais, hormonais, neurológicas e

metabólicas em insetos aquáticos, e a união dessas alterações muitas vezes levam

a mudanças comportamentais, resultando em respostas comportamentais anormais

(Scott and Sloman 2004). Alterações no comportamento locomotor podem influenciar

diretamente a capacidade predatória de inimigos naturais de insetos, podendo ocasi-

onar um desequilíbrio em comunidades ecológicas, incluindo comunidades aquáticas

(Reynaldi et al. 2011; Gutiérrez et al. 2017; Valbon et al. 2018; Gutiérrez et al. 2016).

A grande maioria dos estudos ecotoxicológicos envolvendo insetos aquáticos apre-

sentam como ponto final a obtenção de concentrações letais e a avaliação da mortali-

dade dos indivíduos após um curto período de exposição (Stark and Banks 2003). No

entanto, informações acerca das possíveis alterações comportamentais e fisiológicas

em insetos aquáticos predadores ainda são escassas (Dodson et al. 1995; Garaventa

et al. 2010).

Mediante isso, as experimentações científicas conduzidas na presente dissertação

tiveram como objetivo avaliar a suscetibilidade de Belostoma anurum (Hemiptera: Be-

lostomatidae), um importante predador de mosquitos vetores de doenças, ao metal

pesado cádmio, bem como os efeitos subletais da exposição e a influência deste no

comportamento predatório e nos biomarcadores de estresse oxidativo. Além disso,

testar duas rotas de exposição, e conhecer o impacto dessas formas de exposição sobre

o comportamento predatório e nos biomarcadores de estresse oxidativo de B. anurum.

Deste modo, os resultados descritos no presente estudo contribuem para a avaliação

de riscos decorrentes da exposição deste inseto predador aquático ao cádmio.
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Suscetibilidade e alterações nas habilidades de predação e nos
biomarcadores de estresse oxidativo de Belostoma anurum

expostas ao cádmio

Resumo

O cádmio é considerado um dos metais pesados mais tóxicos e são comumente ori-
ginados de atividades humanas como mineração, produção de baterias e pigmento
de cor em tintas. O cádmio ao chegar em ambientes aquáticos pode gerar alterações
comportamentais e fisiológicas nos organismos ali presentes. Entre os organismos te-
mos os insetos aquáticos, estes que desempenham diversas funções, podendo atuar
como inimigos naturais de vetores de doenças e pequenos vertebrados e, além disso,
se enquadram como modelos de avaliação da qualidade desses ecossistemas. Com
isso, o objetivo desse estudo foi avaliar a suscetibilidade e os efeitos subletais sobre
a habilidade predatória e nos biomarcadores de estresse oxidativo da barata-d’água,
Belostoma anurum expostas ao cádmio. Para isso, ninfas de B. anurum obtidas da cria-
ção estabelecida em laboratório foram expostas a concentrações crescentes de cádmio
(0,1 a 30 mg/L) para a estimar a curva de concentração-mortalidade. Após isso, foi
escolhida a concentração de cádmio corresponde a CL10 (0,19 mg/L) e foi avaliado a
sobrevivência (com recuperação e sem recuperação), a habilidade predatória (densi-
dades avaliadas 3, 6 e 9 larvas) após 24 horas de exposição, e os biomarcadores de es-
tresse oxidativo (Superóxido dismutase, Catalase, Glutationa-S-Transferase, Óxido ní-
trico e Malondialdeído). Houve redução na sobrevivência das ninfas expostas apenas
no bioensaio sem recuperação. A habilidade predatória não foi afetada em nenhuma
das densidades testadas, mesmo sendo observado um pico de consumo nas avaliações
intermediárias dos insetos expostos da maior densidade. Entre os biomarcadores de
estresse oxidativo apenas o malondialdeído (MDA) foi afetado, apresentando o valor
aproximadamente três vezes maior nos insetos expostos. Os resultados mostram que
a concentração utilizada do metal pesado cádmio não foi capaz de alterar a habilidade
predatória das ninfas expostas, porém foi capaz de reduzir a sobrevivência e causar
danos oxidativos aos lipídios em B. anurum, o que pode acarretar em desequilíbrios
populacionais destes insetos predadores.

Palavras-chave: ecotoxicologia, habilidade predatória, estresse oxidativo, predador
aquático.

Abstract

Cadmium is considered one of the most toxic heavy metals and is commonly origina-
ted from human activities like mining, battery production and color pigment in paints.
Cadmium when arriving in aquatic environments can generate behavioral and phy-
siological changes in the organisms present. Among the organisms we have aquatic
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insects, which perform several functions, and can act as natural enemies of diseases
vectors and small vertebrates and, in addition, are considered models for assessing
the quality of these ecosystems. Therefore, the objective of this study was to evaluate
the susceptibility and the sublethal effects on the predatory ability and on the oxi-
dative stress biomarkers of giant water bug, Belostoma anurum exposed to cadmium.
For this, B. anurum nymphs obtained from laboratory establishment were exposed to
increasing concentrations of cadmium (0.1 to 30 mg / L) to estimate the concentration-
mortality curve. After that, the concentration of cadmium corresponding to LC10 (0.19
mg / L) was chosen and survival was assessed (with recovery and without recovery),
predatory ability (evaluated densities 3, 6 and 9 larvae) after 24 hours of exposure, and
oxidative stress biomarkers (Superoxide dismutase, Catalase, Glutathione-S Transfe-
rase, Nitric Oxide and Malondialdehyde). There was a reduction in the survival of
nymphs exposed only in the bioassay without recovery. The predatory ability was not
affected in any of the densities tested, even though a peak of consumption was obser-
ved in the intermediate evaluations of exposed insects of the highest density. Among
the oxidative stress biomarkers only malondialdehyde (MDA) was affected, presen-
ting the value approximately three times higher in the exposed insects. The results
show that the concentration of the heavy metal cadmium was not able to alter the pre-
datory ability of the exposed nymphs, but it was able to reduce the survival and cause
oxidative damage to the lipids in B. anurum, which can lead to population imbalances
of these insects predators.

Key words: ecotoxicology, predatory ability, oxidative stress, aquatic predator.

1.1 Introdução

Nos últimos anos, o número de compostos xenobióticos liberados em ecossistemas

aquáticos aumentou de maneira alarmante, de modo a complicar a situação principal-

mente dos organismos ali presentes (Schwarzenbach 2006). A grande maioria desses

compostos são originados de atividades humanas, como liberação de efluentes indus-

triais e urbanos, processos agrícolas, derrames acidentais de lixo e produtos químicos.

Muitos destes compostos são representados por agrotóxicos, material orgânico e me-

tais pesados (Rashed 2001; Chandran et al. 2005; Arias et al. 2007).

O cádmio é considerado um dos metais pesados mais tóxicos para os organismos

(Jaishankar et al. 2014). Essa elevada toxicidade é decorrente de algumas característi-

cas como a alta afinidade pelos grupos funcionais contendo enxofre (SH) presente nas

proteínas (Nieboer and Richardson 1980), e que pode levar a inativação das mesmas

caso o grupo contendo enxofre esteja no seu sítio ativo. Além disso, o cádmio pode

9



Cap.1 - Suscetibilidade de B. anurum ao metal pesado cádmio

interferir na regulação de metais essenciais, como zinco e cobre e no metabolismo do

cálcio (o cádmio é competidor com o cálcio pela abertura do seu canal pois apresentam

o diâmetro bastante semelhante) (Lucu and Obersnel 1996; Sidoumou et al. 1997).

Os compostos tóxicos, ao chegarem ao ambiente aquático, são capazes de interagir

com os organismos presentes, podendo dessa forma causar inúmeras alterações tanto

comportamentais como fisiológicas, que podem ter como consequência final graves

desequilíbrios ecológicos (Livingstone 1993). O impacto dos estressores nas comuni-

dades depende de diversos fatores, entre eles a sensibilidade à exposição ao estressor e

a via de exposição utilizada (Whaley et al. 1989; Martin et al. 2007; Xie and Buchwalter

2011).

Avaliações da toxicidade dos metais devem ser realizadas para o melhor entedi-

mento do impacto que os mesmos possuem sobre os ecossistemas aquáticos. Alguns

estudos mostraram que biomarcadores de estresse oxidativo são importantes para o

monitoramento de ambientes aquáticos (Bainy et al. 1996; Ventura et al. 2002; Chan-

dran et al. 2005; Zanette et al. 2008; Nicholson and Lam 2005). A utilização de enzimas

como marcadores das condições ambientais decorre do fato de que a grande maioria

dos compostos tóxicos possuem elevada afinidade pelos aminoácidos que formam as

enzimas, como é o caso do cádmio pelo grupamento sulfidril (SH).

Além da utilização dos biomarcadores enzimáticos, as manifestações comportamen-

tais começaram a receber atenção como uma importante consequência de exposições

subletais (Weber and Spieler 1994). Os comportamentos observados na maioria das

vezes são as alterações na locomoção, natação, evitação da presa ao predador e com-

portamento alimentar (Kraus and Kraus 1986; Weis and Khan 1991). Entre eles o com-

portamento alimentar ou forrageamento tem se mostrado muito útil na avaliação da

toxicidade subletal de compostos (Weis and Khan 1991; Sandheinrich and Atchison

1990). Alterações no forrageamento podem trazer consequências diretas no fitness do

organismo em questão, e isso pode resultar em um efeito cascata nas interações com

os outros organismos presentes no ecossistema (Wallace et al. 2000).

Entre os representantes dos ecossistemas aquáticos temos os insetos aquáticos. Es-

ses organismos são de relevante importância devido às funções que desempenham

no ambiente, podendo atuar como inimigos naturais de vetores de doenças e peque-

nos vertebrados e além disso, se enquadram como modelos de avaliação da qualidade
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de ambientes aquáticos (Toledo 2003; Shaalan and Canyon 2009; Halstead et al. 2015;

Figueiredo de Andrade et al. 2010).

Devido a importância que os insetos aquáticos apresentam para a estruturação das

comunidades aquáticas e por estarem também em contato direto com os contaminan-

tes, é necessário o conhecimento dos efeitos subletais tanto sobre o comportamento

como nos biomarcadores de estresse oxidativo. Com isso, o trabalho foi realizado com

o objetivo de avaliar a toxicidade da exposição aguda ao metal pesado cádmio e os

efeitos subletais na sobrevivência e na habilidade predatória, bem como nos marcado-

res de estresse oxidativo da barata d’água, Belostoma anurum (Hemiptera: Belostoma-

tidae) após exposição a esse metal.

1.2 Material e Métodos

1.2.1 Obtenção e criação dos insetos

Belostoma anurum: Os insetos foram obtidos a partir da criação já estabelecida no

Laboratório de Fisiologia e Neurobiologia de Invertebrados da Universidade Federal

de Viçosa (UFV, Viçosa, MG) sob condições controladas (27±2 ºC, 60±20% UR, foto-

fase de 12h) (Valbon et al. 2018). Os adultos foram mantidos em aquário (30 x 40 x 60

cm) para que a cópula ocorresse livremente, após isso as fêmeas depositam os ovos no

hemiélitro de machos adultos. Os machos com ovos no hemiélitro foram individua-

lizados em potes de plásticos perfurados (10,9 x 9,2 x 7,5 cm) colocados em bandejas

com água e aquecedor e foram alimentados com Buenoa spp. e Martarega spp. (Hemip-

tera: Notonectidae) até a emergência das ninfas. Após a emergência, as ninfas foram

individualizadas em frascos de vidro (30 mL) até o quarto instar para evitar o cani-

balismo. As ninfas, ao atingirem o quarto instar, foram transferidas para recipientes

de plástico maiores (100 mL) onde completaram o seu desenvolvimento e ficaram até

a fase de adulto. Ninfas do primeiro ao terceiro instar foram alimentas diariamente

com larvas de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), enquanto as de quarto e quinto ins-

tar foram alimentadas com Buenoa spp. e Martarega spp., estes que foram coletados no

setor de piscicultura da UFV. Todas as ninfas foram mantidas em água destilada e os

adultos de B. anurum em água declorada.

Aedes aegypti: Larvas de quarto instar (L4) foram obtidas da criação mantida no
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insetário do Departamento de Biologia Geral da UFV sob condições controladas (25±2

ºC, 60±20% UR, fotofase de 12h) (Marriel et al. 2016).

1.2.2 Metal pesado - Cádmio

Soluções estoques do metal pesado cádmio (Cloreto de Cádmio Monohidratado Puro®

[CdCl2. H2O 55,83% Cd] Merck Group, Darmstadt, Alemanha) foram diluídas e man-

tidas em laboratório durante o período experimental. As concentrações do metal pe-

sado foram preparadas mediante a diluição em recipientes de vidro contento água

destilada.

1.2.3 Bioensaio de concentração-mortalidade

Ninfas de segundo instar de B. anurum (0-72h após a ecdise) foram expostas indivi-

dualmente às concentrações de 0,1; 0,3; 0,5; 1,0; 3,0 e 30 mg/L de cádmio por 24h

em recipientes de vidro contendo 100 mL da solução e cobertos com tecido organza.

Para cada concentração foram feitas quatro repetições de 10 insetos cada. A mortali-

dade foi avaliada 24h após a exposição nas concentrações citadas anteriormente. No

tratamento controle os insetos foram expostos à água destilada. Insetos sem movi-

mentação após estímulos mêcanicos com uma pipeta foram considerados mortos. Os

insetos foram mantidos em condições controladas (27±2 °C, 60±20% UR, fotofase de

12h) no Laboratório de Fisiologia e Neurobiologia de Invertebrados da UFV e durante

a exposição os insetos não foram alimentados.

1.2.4 Bioensaio de sobrevivência

A avaliação da sobrevivência foi conduzida seguindo duas metodologias para a rea-

lização dos bioensaios. No primeiro bioensaio os indivíduos ficaram constantemente

expostos e sem alimentação durante o período de avaliação (32 dias), obtendo dessa

forma o que chamamos de sobrevivência sem recuperação, essa metodologia repre-

sentaria o pior cenário para o inseto. Já para o segundo bioensaio, as ninfas foram

expostas por 24h, e após esse período de exposição foram transferidas para água des-
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tilada e receberam alimento todos os dias de avaliação até o fim do bioensaio (23 dias),

e tivemos dessa maneira uma sobrevivência com recuperação.

Para os bioensaios foram utilizadas ninfas de segundo instar de B. anurum (0 - 72h de

idade) e foi escolhida a concentração referente à CL10 (0,19 mg/L) para a avaliação da

sobrevivência, essa concentração foi obtida no bioensaio de concentração-mortalidade

realizado anteriormente. As ninfas foram expostas individualmente em recipientes de

vidro contendo 100 mL da solução e cada inseto foi considerado uma repetição, tota-

lizando 30 repetições para cada tratamento. Os insetos foram mantidos em condições

laboratoriais controladas (27±2 °C, 60±20% UR, fotofase de 12h) no Laboratório de Fi-

siologia e Neurobiologia de Invertebrados da UFV. A avaliação quanto à sobrevivência

foi realizada a cada 24h até a ecdise ou morte do inseto. Foram considerados indiví-

duos mortos àqueles que não responderam ao estímulo mecânico feito com o auxílio

de uma pipeta. No controle, as ninfas foram expostas somente a água destilada.

1.2.5 Bioensaio de habilidade predatória

Ninfas de segundo instar de B. anurum (0-72h após a ecdise) foram expostas por 24h

à concentração de cádmio correspondente a CL10 (0,19 mg/L) obtida no bioensaio de

concentração-mortalidade para 24h. No controle as ninfas foram expostas somente

a água destilada. Após a exposição ao metal pesado, os insetos sobreviventes foram

transferidos para recipientes de vidro com 100 mL de água destilada e ficaram por

uma hora para a recuperação/ aclimatação. Decorrido esse período, foram oferecidas

larvas L4 de A. aegypti em três densidades (3, 6 e 9 larvas). Foi avaliado o número

de larvas predadas em intervalos de 40 minutos durante seis horas, e ao fim de cada

avaliação foi restabelecido o número inicial de larvas de cada densidade. A avaliação

do número de larvas predadas foi conduzida ao longo de quatro dias e para cada

tratamento (concentração cádmio e densidade de larvas) foram feitas 15 repetições

(insetos) (Valbon et al. 2018).
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1.2.6 Marcadores de estresse oxidativo

Ninfas de segundo instar sobreviventes após a exposição a CL10 da curva de concentração-

mortalidade para cádmio de 24h foram armazenadas a -80 ºC até a sua utilização.

Cada repetição consistiu de sete insetos (peso de aproximadamente 100 mg), totali-

zando quatro repetições de sete insetos para cada tratamento (controle e CL10).

Ninfas de segundo instar foram homogeneizadas em tampão fosfato de potássio

(pH 7.4) 0.2 M com 1M EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) e o homogenato

resultante foi centrifugado a 12000 rpm por 20min a 4 ºC. O sobrenadante resultante foi

passado para outro microtubo e foi utilizado para as análises da atividade das enzimas

Superóxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa-S-Transferase (GST) e dos

níveis de Malondialdeído (MDA) e Óxido nítrico (NO). As análises foram conduzidas

no Laboratório de Ecofisiologia de Quirópteros do Departamento de Biologia Animal

da UFV.

A atividade da enzima SOD foi medida segundo a metodologia de Dieterich et al.

(2000) em leitor de microplacas (λ= 570 nm). A reação consiste na capacidade desta

enzima em catalisar superóxido O2
− a peróxido de hidrogênio (H2O2), diminuindo

assim a razão de auto-oxidação do pirogalol. Para isso, foi pipetado 30 µL de cada

amostra em duplicata, 45 µL de tampão no branco, 30 µL de tampão no padrão, 99

µL de tampão fosfato de potássio 0,2M (pH 7.0) e 6 µL de MTT ( brometo de 3-(4,5-

dimitiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio) em todos e 15 µL de pirogalol (1,2,3-benzenotriol)

em todos os poços, com exceção do branco. Posteriormente, a placa foi deixada na

estufa por cerca de cinco minutos e após isso foi adicionado 150 µL de DMSO (Dime-

tilsulfóxido) em todos os poços, e a leitura foi realizada a 570 nm. Os resultados foram

expressos em Unidades/ mg proteína−1.

A enzima CAT foi mensurada de acordo com o protocolo de Aebi (1984). A ativi-

dade de CAT foi estimada pela queda da absorbância durante 60 segundos do peró-

xido de hidrogênio (H2O2) (10 mM) em tampão fosfato de potássio 0.2M (pH 7.0) e do

homogenato da amostra em espectrofotômetro (leitura em λ= 240 nm). Para a conta-

gem foi utilizado 1000 µL de tampão com peróxido (25 mL de tampão fosfato 7,0 pH e

40 µL de peróxido de hidrogênio em béquer com papel alumínio) e 10 µL de amostras,

as leituras foram feitas nos tempos 0, 30 e 60 segundos. Para encontrar a concentração

total de CAT na amostra foi utilizado o coeficiente de extinção molar do peróxido de
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hidrogênio e240= 36 mol−1L cm−1 e os resultados foram expressos em Unidades/ mg

proteína−1.

A atividade enzimática da GST foi quantificada de acordo com Habig et al. (1974),

por meio da formação do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). A ativi-

dade da enzima foi estimada utilizando CDNB 1 mM em etanol, Glutationa Redutase

(GSH) 1 mM, fosfato de potássio (pH 7.0) 100 mM e homogenato das amostras, a mis-

tura resultante foi adicionada no espectrofotômetro e o aumento da absorbância (λ=

340 nm) foi verificado em 0, 30, 60 e 90s. O coeficiente de extinção molar do CDNB

e340= 9,6 mM−1cm−1 foi utilizado para os cálculos e os resultados foram expressos em

µmol g−1min−1/ g.

A concentração de malondialdeído (produto da peroxidação lipídica) foi estimada

como descrito por Wallin et al. (1993). Para isso, 200 µL do sobrenadante das amos-

tras foram pipetadas em microtubos e então homogeneizados em 400 µL de solução

TBARS (que consiste da mistura de ácido tricloroacético (15%)/ ácido tiobarbitúrico

(0,375%)/ ácido clorídrico 0,25 M). Em seguida os microtubos com a solução resultante

foram passados no vortéx por 10s e então foram aquecidos em banho-maria a 90 ºC

por 40min. Depois foi colocado no gelo por cinco minutos e acrescido 600 µL de álcool

butílico ou n-butanol, vortéx por mais um minuto e em seguida foi centrifugado por

10min a 3000 rpm. Ao final da centrifugação a fase superior formada foi plaqueada

(200 µL) em leitor de microplacas (λ= 540 nm). A quantificação da concentração de

MDA das amostras foi determinada por meio de uma curva padrão a partir das con-

centrações já estabelecidas de TMPO (1, 1, 3, 3 - tetramethoxypropane). Os resultados

foram expressos em µM/ mg proteína−1.

A quantificação da produção de óxido nítrico foi realizada por meio do teor de nitri-

tos presente nas amostras, pois o nitrito é utilizado como indicador indireto do óxido

nítrico. O método utilizado é de Griess, para isso foi necessário adicionar 50 µL do

sobrenadante da amostra, 100 µL da solução A+B (1% de sulfanilamida e 0,1% de naf-

til - etileno-diamina em 2,5% em 2,5% H3PO4) e deixou agir por 10min no escuro em

temperatura ambiente. Após isso foi estimado a absorbâncias em leitor de micropla-

cas (λ= 570 nm). A concentração de nitrito das amostras foi estimado a partir de uma

curva padrão com concentrações conhecidas (provenientes de sete a oito diluições) de

nitrito de sódio (NaNO2) e expressas em Unidades mg proteína−1.
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A concentração de proteína total foi encontrada de acordo com Lowry et al. (1951),

utilizando-se albumina do soro bovino como curva padrão. A concentração de pro-

teína total foi utilizada para expressar a dosagem das enzimas SOD, CAT, GST e das

concentrações de MDA em mg de proteína.

1.2.7 Análise estatística

A curva de concentração-mortalidade foi determinada pelo procedimento PROC PRO-

BIT (SAS Institute, 2010). Os dados obtidos de sobrevivência foram analisados utili-

zando os estimadores de Kaplan-Meier (Log-rank método) com auxílio do software

SigmaPlot 12.0 (Systat Software, San Jose, Califórnia, EUA). Os dados de predação

larval foram submetidos à análise de variância com medida repetida no tempo para

determinar o efeito do cádmio, da densidade e do tempo de recuperação (SAS Insti-

tute, 2010). O número total de larvas predadas foi submetido à análise pelo Test-t com

auxílio do software SigmaPlot 12.0 (Systat Software, San Jose, Califórnia, EUA). Dados

obtidos para cada parâmetro avaliado no bioensaio de estresse oxidativo foram sub-

metidos à análise pelo Teste-t utilizando o software SigmaPlot 12.0 (Systat Software,

San Jose, Califórnia, EUA).

1.3 Resultados

1.3.1 Bioensaio de concentração-mortalidade

Os resultados encontrados para a estimação da curva de concentração-mortalidade

para B. anurum foram adequados ao modelo de Probit. Visto que foi obtido baixo

valor de χ2(1,67) e alto valor de P (>0,05), o valor da CL50 foi de 1,61 (1,14 - 2,61) mg/L

de cádmio (Figura 1.1).

A partir desse bioensaio foi escolhida a concentração que representa a CL10 (0,19

mg/L de cádmio) para avaliar as possíveis alterações na sobrevivência, habilidade

predatória e nos biomarcadores de estresse oxidativo desse predador aquático quando

subletalmente exposto ao metal pesado cádmio por 24 horas (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Curva concentração-mortalidade de ninfas de B. anurum após 24 h de exposição
ao cádmio. Os valores da concentração letal (CL) foram estimados baseados no bioensaio de
concentração-mortalidade usando análises de Probit. Linhas pontilhadas denotam intervalos
de confiança de 95%. Pontos representam a mortalidade média (±EP) de cada tratamento
testado.

1.3.2 Bioensaio de sobrevivência

A análise de sobrevivência do bioensaio sem recuperação mostrou diferença signi-

ficativa entre a sobrevivência de B. anurum expostos a CL10 e o controle (Long-Rank:

χ2= 64,16; g.l.= 1; P< 0,001), em que houve uma redução da sobrevivência e do tempo

de mortalidade (Figura 1.2A). Nenhuma ninfa de B. anurum sobreviveu após quatro

dias de exposição a 0,19 mg/L de cádmio (Figura 1.2A). O tempo médio de sobrevi-

vência para o controle (284 h) foi aproximadamente 4,5 vezes maior que o tempo de

sobrevivência para ninfas expostas ao cádmio (63 h) (Figura 1.2A). No entanto, para o

bioensaio com recuperação não houve diferença significativa entre o controle e expos-

tos ao cádmio (P> 0,05) (Figura 1.2B).
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Figura 1.2: Curvas de sobrevivência (A) sem recuperação e (B) com recuperação de ninfas de B.
anurum expostas ao cádmio e controle. Médias com mesma letra não diferem estatisticamente
pelo teste de Holm-Sidak.

1.3.3 Bioensaio de habilidade predatória

A análise de variância com medida repetida no tempo para o primeiro dia de avaliação

mostrou efeito apenas da variável tempo (F(8,53)= 4,73; P< 0,0002), enquanto as demais

variáveis e interações entre elas não foram significativas (Tabela 1.1, Figura 1.3).
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Tabela 1.1: Análise de variância com medida repetida no tempo para o número médio de lar-
vas predadas de A. aegypti por B. anurum, após 24h de exposição ao cádmio.

Fontes de variação gl F P

Entre fatores
Cádmio (C) 1 1,00 0,321
Densidade (D) 2 0,59 0,555
C x D 2 0,16 0,850
Erro 60 - -

glden glnum Wilks’ lambda F P

Dentro de cada fator
Tempo (T) 53 8 0,583 4,73 <0,0002*
T x C 53 8 0,948 0,36 <0,9377
T x D 106 16 0,832 0,64 0,8466
T x C x D 106 16 0,696 1,31 0,2032

Após 24 horas de exposição ao cádmio, os insetos das três densidades tiveram o con-

sumo larval semelhante ao do controle, mantendo-se de maneira constante ao longo

do tempo (Figura 1.3). No entanto, na maior densidade, podemos observar que os

insetos expostos ao cádmio apresentaram uma redução na predação ao longo das ava-

liações, porém essa redução não foi significativa (Figura 1.3C).
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Figura 1.3: Número médio (±EP) de larvas de A. aegypti predadas por B. anurum em diferentes
densidades, após 24h de exposição do predador ao cádmio. (A) densidade três, (B) seis e (C)
nove.
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A análise de variância com medida repetida no tempo ao longo de todos os dias

de avaliação mostrou efeito do tempo (F(8,53)= 72,79; P= 0,0001), densidade (F(1,2)=

8,78; P= 0,0005), interação entre tempo e cádmio (F(8,53)= 3,52; P= 0,02) e entre tempo

e densidade (F(6,116)= 5,90; P= 0,0001) (Tabela 1.2, Figura 1.4).

Tabela 1.2: Análise de variância com medidas repetidas no tempo para a predação diária de
larvas predadas de Aedes aegypti por Belostoma anurum.

Fontes de variação gl F P

Entre fatores
Cádmio (C) 1 0,05 0,8296
Densidade (D) 2 8,78 0,0005*
C x D 2 0,99 0,3769
Erro 60 - -

glden glnum Wilks’ lambda F P

Dentro de cada fator
Tempo (T) 58 3 0,209 72,79 0,0001*
T x C 58 3 0,845 3,52 0,0205*
T x D 116 6 0,587 5,90 0,0001*
T x C x D 116 6 0,916 0,86 0,5236

Ao longo das avaliações, os tratamentos nas menores densidades (i.e. três e seis

larvas) tiveram um comportamento predatório similar, onde o número de larvas pre-

dadas não diferiram e o consumo ocorreu de forma linear e com redução ao longo dos

dias (Figura 1.4A e B). Porém na densidade de nove larvas as ninfas de B. anurum ex-

postas apresentaram um pico de consumo no segundo dia de avaliação, apresentando

um comportamento diferente do observado nas demais densidades, mostrando uma

possível recuperação da habilidade predatória ( Figura 1.4C).
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Figura 1.4: Número médio diário (±EP) de larvas de A. aegypti predadas por B. anurum em
diferentes densidades. (A) densidade três, (B) seis e (C) nove.
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No entanto, o consumo total de larvas não foi afetado pelo pico de consumo, de

forma que não houve diferença significativa entre os tratamentos para nenhuma das

densidades avaliadas (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Total de larvas (±EP) de A. aegypti predadas por B. anurum na densidade três (A),
seis (B), e nove (C). Médias seguidas por linhas de mesma altura não diferem estatisticamente
entre si.
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1.3.4 Marcadores de estresse oxidativo

A mensuração dos marcadores de estresse oxidativo mostrou que não houve diferença

significativa entre os tratamentos para SOD (P= 0,66), CAT (P= 0,47), GST (P= 0,86) e

NO (P= 0,58) (Figura 1.6A, B, C e D). No entanto, para o MDA (P= 0,001) os insetos que

foram expostos ao cádmio por 24h apresentaram um aumento em aproximadamente

três vezes (20,3nmol/mg/prot−1) dos valores para esse marcador quando compara-

dos ao controle (6,3 nmol/mg/prot−1) (Figura 1.6E).
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Figura 1.6: Mensuração da atividade das enzimas Superóxido dismutase (A), Catalase (B) e
Glutationa S-Transferase (C) e das concentrações de Óxido nítrico (D) e Malondialdeído (E)
em ninfas de B. anurum expostas ao cádmio e do controle (água destilada). Médias seguidas
por linhas de mesma altura não diferem estatisticamente entre si.
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1.4 Discussão

O presente estudo mostrou que houve redução da sobrevivência das ninfas quando

considerado uma exposição que representaria o pior cenário (i.e., exposição prolon-

gada e sem alimento) de exposição, porém a concentração de cádmio testada não alte-

rou o comportamento predatório de ninfas de B. anurum. No entanto, essa concentra-

ção foi o suficiente para causar uma mudança fisiológica que foi mensurada através

do estresse oxidativo.

A sobrevivência das ninfas expostas e do controle variou de acordo com a metodo-

logia de exposição utilizada nos bioensaios, de modo que só houve diferença na sobre-

vivência entre os tratamentos apenas para o bioensaio sem recuperação, de modo que

todas as ninfas estavam mortas em aproximadamente quatro dias. Em contrapartida,

um curto período de exposição juntamente com a oferta de alimento foram capazes

de reduzir a mortalidade, aumentando assim a sobrevivência de insetos mesmo após

a exposição, de modo que não houve diferença estatística entre os tratamentos.

Baseado nos resultados provavelmente a não alteração do comportamento preda-

tório pode ser devido ao tempo e à via de exposição (i.e., água/contato) escolhi-

dos. Trabalhos envolvendo mudanças comportamentais em vertebrados e inverter-

brados aquáticos após a exposição ao cádmio mostram que o efeito é mais pronun-

ciado quando se tem um maior tempo de exposição (Brix et al. 2005; Sullivan et al.

1978). Além disso, outros trabalhos envolvendo insetos aquáticos mostraram um

maior efeito do cádmio sobre o organismo quando a via de exposição é pela dieta

(Xie and Buchwalter 2011; Martin et al. 2007; Timmermans et al. 1992). Este maior

efeito da via de exposição pela dieta pode ser em decorrência do cádmio ser absor-

vido pelos canais de cálcio nos insetos e o intestino ser o local em que o cádmio é mais

acumulado e local também que o cálcio é absorvido (Craig et al. 1999; Hare et al. 1991;

Seidman et al. 1986).

O consumo de larvas de A. aegypti por ninfas de B. anurum foi menor quando o

predador foi exposto a CL10 de cádmio, sendo observado esse comportamento para

a menor densidade e intermediária. Embora a predação tenha sido menor não foi o

suficiente para capturar uma diferença entre os tratamentos, mostrando que o cádmio

não afeta o comportamento predatório desse inseto. Na maior densidade o efeito da
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exposição ao cádmio foi maior logo após a exposição, ou seja, no primeiro dia de

avaliação que corresponde a 24h após a exposição, porém os insetos expostos tiveram

uma recuperação na habilidade predatória, passando a predar mais do que o controle

nos dias seguintes, sendo observado um pico no consumo. Esse aumento da predação

de insetos que foram expostos não foi o suficiente para mostrar diferença na predação

entre ambos os tratamentos. No entanto, podemos sugerir que esse aumento poderia

ser uma resposta compensatória a exposição, já que a metabolização e realocação do

metal tem um certo custo para o inseto e também por ser a maior densidade e como

consequência maior disponibilidade larval (Kliot and Ghanim 2012).

Os insetos possuem um sistema de defesa antioxidante estrategicamente similar ao

dos vertebrados (Pardini 1995). As enzimas Superóxido dismutase (SOD), Catalase

(CAT), Glutationa peroxidase (GPx) e Glutationa redutase (GSR) apresentam papel

fundamental na proteção contra o excesso de produção de espécies reativas de oxi-

gênio, que pode ser causado por contaminantes externos como metais pesados, pes-

ticidas, herbicidas e outros (Ahmad 1995). Além disso, os insetos também contam

com monooxigenases, esterases e glutationa S-transferase como enzimas detoxificati-

vas para uma ampla gama de compostos (Lagadic et al. 1994).

Os nossos resultados mostram que não houve diferença dos níveis das enzimas an-

tioxidantes entre os tratamentos, porém houve alteração do biomarcador de peroxida-

ção lipídica (MDA) nos insetos expostos ao cádmio. Baseado nisso podemos sugerir

que os resultados encontrados podem ser decorrentes do tempo de exposição bem

como da dose utilizada. Essas duas variáveis em conjunto poderiam estar fazendo

com que o sistema de defesa antioxidante não tenha tido tempo para ser ativado e res-

pondido ao metal na tentativa de proteger contra a ação do mesmo, ocasionando dire-

tamente peroxidação lipídica (MDA) das membranas celulares. Esse efeito do tempo

de exposição e da dose também foi observado por Djukić-Ćosić et al. (2008), em que

ratos que tiveram uma exposição aguda apresentaram aumento do MDA, principal-

mente 24h após a administração do cádmio.

Estudos com peixes envolvendo o mesmo tempo de exposição e doses moderadas

também tiveram esse mesmo comportamento no perfil enzimático, bem como o au-

mento apenas do MDA, sugerindo que esse marcador seria uma resposta precoce e

mais sensível para a exposição ao cádmio (Manca et al. 1991; Manca et al. 991a; Müller
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1986). Além disso, a exposição a altas concentrações de cádmio por um curto período

de tempo mostra afetar diversos eventos que levam a toxicidade, sugerindo assim que

a peroxidação lipídica acompanharia esses eventos, embora não pareça ser a respon-

sável pelos mesmos (Stacey et al. 1980; Stacey and Kappus 1982; Gabor et al. 1978).

A alteração do biomarcador de peroxidação lipídica (MDA) encontrada nos insetos

expostos ao cádmio é condizente com o que já foi relatado em outros trabalhos en-

volvendo metais pesados, uma vez que se é conhecido que metais de transição (como

ferro, cádmio, mercúrio e cobre) são responsáveis por induzir o aumento de níveis de

peroxidação lipídica em diversos organismos vivos como ratos, peixes, moluscos bi-

valves marinhos e outros insetos aquáticos (Sarkar et al. 1995; Bainy et al. 1996; Vlaho-

gianni and Valavanidis 2007; Barata et al. 2005).

Em conclusão, a presença do cádmio no ecossistema aquático pode causar efeitos

na entomofauna presente. A concentração subletal de cádmio utilizada por um curto

período de exposição não foi capaz de afetar a habilidade predatória, porém ocasio-

nou redução na sobrevivência e foi capaz de induzir estresse oxidativo nesse inseto

predador aquático.
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Efeito das diferentes vias de exposição ao cádmio na
habilidade predatória e nos biomarcadores de estresse
oxidativo de ninfas de Belostoma anurum (Hemiptera:

Belostomatidae)

Resumo

Os organismos aquáticos podem acumular poluentes diretamente da água, sedimen-
tos e de suas dietas. Com o intuito de impedir os possíveis danos desses poluentes, os
organismos contam com um sistema de defesa, no entanto essa defesa pode ter custos
associados, que podem gerar efeitos fisiológicos e/ou comportamentais. Com isso, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade do metal pesado cádmio quando consi-
derado duas vias de exposição (água e dieta) e os efeitos subletais desta exposição em
marcadores de estresse oxidativo tecidual e habilidade predatória da barata d’água, B.

anurum (Hemiptera: Belostomatidae). Larvas de A. aegypti e ninfas de B. anurum foram
obtidas da criação estabelecida em laboratório. Para a avaliação das diferentes vias de
exposição (i.e., água/contato e dieta/ingestão), um grupo de ninfas de segundo instar
de B. anurum foi exposto ao cádmio por 96 horas para avaliar a exposição por contato,
ao passo que outro grupo de ninfas foi exposto à água destilada também por 96h e ao
mesmo tempo receberam larvas de A. aegypti previamente contaminadas com cádmio
(4 mg/L). No controle as ninfas foram mantidas em água destilada e receberam larvas
não contaminadas. Ao final das exposições, os insetos sobreviventes foram conge-
lados a -80 ºC para posterior análise de estresse oxidativo. Além disso, também foi
avaliada a habilidade predatória de ninfas que foram expostas as diferentes vias de
exposição ao cádmio, em que foram oferecidas três densidades larvais (i.e., 3,6 e 9 lar-
vas). A via de exposição por contato não teve efeito sobre as enzimas antioxidantes
e no marcador de peroxidação lipídica. No entanto, a exposição pela dieta aumentou
significativamente a atividade da superóxido dismutase e catalase e o nível do mar-
cador de peroxidação lipídica (MDA), por outro lado houve redução da concentração
da glutationa S-transferase. A habilidade predatória de ninfas de B. anurum foi afe-
tada em todas as vias de exposição. Quando considerado a exposição por contato,
ninfas da densidade intermediária predaram mais do que o controle, e quando a via
de exposição foi pela dieta as ninfas que receberam as larvas contaminadas na menor
densidade predaram menos que o controle. Os resultados indicam que independente-
mente da via de exposição, a exposição ao cádmio afeta a habilidade predatória de B.

anurum e que baseado nas alterações dos biomarcadores de estresse oxidativo o cád-
mio adquirido pela dieta é potencialmente mais tóxico do que o dissolvido. Assim,
nesse cenário de exposição o cádmio apresenta capacidade de gerar estresse oxidativo
e mudanças na predação de ninfas de B. anurum, e isso pode causar um desequilíbrio
populacional, ressaltando mais uma vez a importância do conhecimento da contribui-
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ção que cada via de exposição possui sobre os aspectos comportamentais e fisiológicos
desse inseto.

Palavras-chave: vias de exposição, estresse oxidativo, comportamento predatório,
barata-d’água.

Abstract

Aquatic organisms can accumulate pollutants directly from water, sediments and their
diets. In order to prevent the possible damages of these pollutants, the organisms have
a defense system, however this defense can have associated costs, which can generate
physiological and / or behavioral effects. The objective of this work was to evaluate
the toxicity of heavy metal cadmium when considering two routes of exposure (wa-
ter and diet) and the sublethal effects of this exposure on markers of tissue oxidative
stress and predatory ability of the giant water bug, B. anurum (Hemiptera: Belosto-
matidae). Larvae of A. aegypti and B. anurum nymphs were obtained from the rearing
establishment in the laboratory. In order to evaluate the different routes of exposure
(ie, water / contact and diet / intake), a group of second instar nymphs of B. anurum

was exposed to cadmium for 96 hours to assess contact exposure, while another group
of nymphs were exposed to distilled water for 96 hours and at the same time received
A. aegypti larvae previously contaminated with cadmium (4 mg / L). In control the
nymphs were kept in distilled water and received uncontaminated larvae. At the end
of the exposures, the surviving insects were frozen at -80 ° C for further analysis of
oxidative stress. In addition, we also evaluated the predatory ability of nymphs that
were exposed to different pathways of exposure to cadmium, in which three larval
densities (i.e., 3.6 and 9 larvae) were offered. The contact exposure route had no effect
on the antioxidant enzymes and on the lipid peroxidation marker. However, dietary
exposure significantly increased the activity of superoxide dismutase and catalase and
the level of lipid peroxidation marker (MDA), on the other hand there was a reduction
in glutathione S-transferase concentration. The predatory ability of B. anurum nymphs
was affected in all routes of exposure. When considered exposure by contact, interme-
diate density nymphs predated more than control, and when the route of exposure
was by diet the nymphs that received the contaminated larvae at lower density pre-
dated less than control. The results indicate that regardless of the route of exposure,
the exposure to cadmium affects the predatory ability of B. anurum and that based on
changes in oxidative stress biomarkers the cadmium acquired by the diet is potentially
more toxic than dissolved. Thus, in this scenario of exposure, cadmium has the capa-
city to generate oxidative stress and changes in the predation of B. anurum nymphs,
and this may cause a population imbalance, emphasizing once again the importance
of knowing the contribution that each route of exposure has on the behavioral and
physiological aspects of this insect.

Key words: pathways of exposure, oxidative stress, predatory behavior, giant water
bug.
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2.1 Introdução

O uso antropogênico de metais pesado desde o ínicio da era da industrialização resul-

tou no aumento da liberação de metais no ambiente, excedendo assim as concentra-

ções naturalmente encontradas (Nriagu and Pacyna 1988). Os ecossistemas de água

doce são os mais vulneráveis à poluição da água, pois são muitas vezes o depósito

final de diversos poluentes. Devido ao acúmulo de metais pesados no ecossistema,

seus efeitos indesejáveis sobre os organismos aquáticos já são conhecidos, podendo

ocasionar alterações ecológicas negativas como aumento ou diminuição da densidade

populacional de algumas espécies, ou ainda interferência das relações predador-presa

(Bervoets et al. 2005; Clements et al. 2000; Norwood et al. 2003).

Os metais pesados mais comuns encontrados em ecossistemas são cromo, cobre,

chumbo, manganês, níquel, zinco e cádmio (Beasley and Kneale 2002). O cádmio é

um contaminante ambiental altamente tóxico (Ercal et al. 2001). É comumente ori-

ginado de atividades humanas como mineração, produção e uso de baterias, usado

também no processo de galvanização e como pigmento de cor em tintas, além de ser

um subproduto da mineração de zinco e chumbo (Lijun et al. 2005; Stohs and Bag-

chi 1995). O cádmio é responsável por gerar diversos distúrbios biológicos como a

indução de estresse oxidativo resultante da produção excessiva de espécies reativas

de oxigênio (EROS) (Stohs et al. 2000). Essa desregulação na produção de EROS tem

como consequência a peroxidação dos lipídios, danos as proteínas e finalmente dano

ao DNA (Cuny et al. 2004).

Os organismos aquáticos podem acumular metais através do contato direto com a

água, alimentos ou sedimentos contaminados (Naimo 1995). Embora existam diferen-

tes trabalhos sobre o acúmulo e os efeitos de metais nesses organismos (Barata et al.

2002), a grande maioria envolve principalmente a via de exposição do ambiente aquá-

tico (Chanu et al. 2017; Cervera et al. 2003). No entanto, organismo aquáticos também

consomem alimento contaminado e recentes estudos mostraram que a rota de exposi-

ção escolhida possui grande importância e influência para a obtenção dos resultados

e muitas vezes é o dominante para eles (Wang 2013; Xie et al. 2010; Ferrero et al. 2017).

A via de exposição pela dieta permanece relativamente pouco estudada, principal-

mente quando se envolve insetos aquáticos (Xie and Buchwalter 2011; Poteat and Bu-
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chwalter 2013; Munger and Hare 1997). A exposição por contato ao metal pode levar

a acumulação nos tecidos, o que pode gerar estresse oxidativo e morte celular. Porém,

muitos organismos aquáticos contam com um sistema de defesa (i.e., antioxidantes

enzimáticos e não enzimáticos e enzimas detoxificativas) com a função de evitar, eli-

minar e desintoxicar os poluentes (Ahmad 1995; Pardini 1995). Caso esse sistema de

defesa falhe, o organismo por ter como consequência extrema a morte. Por outro lado,

se a defesa for suficiente, isso pode gerar um custo para o organismo, este custo fre-

quentemente resulta em alterações comportamentais e/ou fisiológicas (Calow 1991).

No entanto, informações acerca da importância das diferentes vias de exposição

a metais pesados, bem como as possíveis alterações fisiológicas e comportamentais

em insetos aquáticos predadores são escassos. Com isso, o objetivo deste trabalho

foi avaliar a toxicidade do metal pesado cádmio quando considerado duas vias de

exposição (água e dieta) e os efeitos subletais destas diferentes vias em marcadores

de estresse oxidativo e na habilidade predatória da barata d’água, Belostoma anurum

(Hemiptera: Belostomatidae).

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Obtenção e criação dos insetos

Belostoma anurum: Os insetos foram obtidos a partir da criação já estabelecida no

Laboratório de Fisiologia e Neurobiologia de Invertebrados da Universidade Federal

de Viçosa (UFV, Viçosa, MG) sob condições controladas (27±2 ºC, 60±20% UR, fo-

tofase de 12h) (Valbon et al. 2018). Os adultos foram mantidos em aquário (30 x 40

x 60 cm) para que a cópula ocorresse livremente, após isso as fêmeas depositam os

ovos no hemiélitro de machos adultos. Os machos com ovos no hemiélitro foram in-

dividualizados em potes de plásticos perfurados (10,9 x 9,2 x 7,5 cm) colocados em

bandejas com água e aquecedor e foram alimentados com Buenoa spp. e Martarega

spp. (Hemiptera: Notonectidae) até a emergência das ninfas. Após a emergência, as

ninfas foram individualizadas em frascos de vidro (30 mL) até o quarto instar para

evitar o canibalismo. As ninfas ao atingirem o quarto instar foram transferidas para

39



Cap. 2 - Efeito das diferentes vias de exposição ao cádmio em B. anurum

recipientes de plástico maiores (100 mL) onde completaram o seu desenvolvimento

e ficaram até a fase de adulto. Ninfas do primeiro ao terceiro instar foram alimentas

diariamente com larvas de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), enquanto as de quarto

e quinto instar foram alimentadas com Buenoa spp. e Martarega spp., estes que foram

coletados no setor de piscicultura da UFV. Todas as ninfas foram mantidas em água

destilada e os adultos de B. anurum em água declorada.

Aedes aegypti: Larvas de quarto instar (L4) foram obtidas da criação mantida no

insetário do Departamento de Biologia Geral da UFV sob condições controladas (25±2

ºC, 60±20% UR, fotofase de 12h) (Marriel et al. 2016).

2.2.2 Metal pesado - Cádmio

Soluções estoques do metal pesado cádmio (Cloreto de Cádmio Monohidratado Puro®

[CdCl2. H2O 55,83% Cd] Merck Group, Darmstadt, Alemanha) foram diluídas e man-

tidas em laboratório durante o período experimental. As concentrações do metal pe-

sado foram preparadas mediante a diluição em recipientes de vidro contento água

destilada.

2.2.3 Bioensaio de concentração-mortalidade

Ninfas de segundo instar de B. anurum (0-72h após a ecdise) foram expostas individu-

almente às concentrações de 0,001; 0,002; 0,006; 0,01; 0,06 e 0,19 mg/L de cádmio em

recipientes de vidro contendo 100 ml da solução e cobertos com tecido organza. Para

cada concentração foram feitas quatro repetições de 10 insetos cada. A mortalidade

foi avaliada a cada 24h nas concentrações citadas anteriormente totalizando 96h de

exposição. No tratamento controle os insetos foram expostos à água destilada. Insetos

sem movimentação após estímulos mecânicos com uma pipeta foram considerados

mortos. Os insetos foram mantidos em condições controladas (27±2 °C, 60±20% UR,

fotofase de 12h) no Laboratório de Fisiologia e Neurobiologia de Invertebrados da

UFV e durante a exposição os insetos não foram alimentados.
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2.2.4 Bioensaio de predação

2.2.4.1 Bioensaio de predação com exposição por contato

Ninfas de segundo instar de B. anurum (0-72h após a ecdise) foram expostas à con-

centração de cádmio correspondente a CL10 (0,004 mg/L) obtida no bioensaio de

concentração-mortalidade para 96h de exposição. Os insetos permaneceram durante

todo o experimento em contato com o metal pesado. Foram oferecidas larvas L4 de A.

aegypti em três densidades (3, 6 e 9 larvas) para observar o comportamento predatório

das ninfas em um ambiente contaminado. Foi avaliado o número de larvas predadas

em intervalos de 40 minutos durante seis horas, e ao fim de cada avaliação foi resta-

belecido o número inicial de larvas. A avaliação do número de larvas predadas foi

conduzida ao longo de quatro dias e para cada tratamento foram feitas 12 repetições

(insetos) (Valbon et al. 2018).

2.2.4.2 Bioensaio de predação com exposição pela dieta

Ninfas de segundo instar de B. anurum (0-72h após a ecdise) foram acondicionadas

em recipientes de vidro com 100 mL de água destilada e ficaram por uma hora para

aclimatação. Decorrido esse período, foram oferecidas larvas L4 de A. aegypti em três

densidades (3, 6 e 9 larvas). As larvas foram expostas a uma concentração subletal (4

mg/L) de cádmio obtida da curva de concentração mortalidade de 24h previamente

feita para as larvas de A. aegypti. A exposição foi feita por 24h e após esse período

as larvas sobreviventes foram transferidas para recipientes de vidro com 100 mL de

água destilada, onde permaneceram até a sua utilização. A exposição de novas larvas

ocorreu ao longo de toda a condução do experimento. Foi avaliado o número de larvas

predadas em intervalos de 40min durante seis horas, e ao fim de cada avaliação foi

restabelecido o número inicial de larvas. A avaliação do número de larvas predadas foi

conduzida ao longo de quatro dias e para cada tratamento foram feitas 10 repetições

(insetos) (Valbon et al. 2018).
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2.2.5 Marcadores de estresse oxidativo

A fim de avaliar a influência das diferentes vias de exposição ao metal pesado cádmio

na fisiologia antioxidante de B. anurum foram mensurados os marcadores de estresse

oxidativo. Esse bioensaio foi conduzido de forma similar ao bioensaio de predação,

porém para esse foi selecionado apenas a densidade intermediária de larvas (i.e. 6

larvas). Foram oferecidas larvas L4 de A. aegypti na densidade de seis larvas tanto

para o bioensaio de predação com dieta contaminada e ambiente limpo, como para o

de dieta limpa e ambiente contaminado. Foi avaliado o número de larvas predadas em

intervalos de 40min durante as seis horas, e ao fim de cada avaliação foi restabelecido

o número inicial de larvas. A avaliação do número de larvas predadas foi conduzida

ao longo de quatro dias e para cada tratamento foram feitas 25 repetições (insetos)

(Valbon et al. 2018).

Os dados de predação foram coletados apenas para se constatar se o padrão de

predação observado nos bioensaios anteriores permanecia o mesmo e também para

proporcionar as mesmas condições de quando os bioensaios foram conduzidos, para

assim se poder conhecer o perfil enzimático dos insetos mediante diferentes vias de

exposição.

Ninfas de segundo instar sobreviventes dos bioensaios de predação foram armaze-

nadas a -80 ºC até a sua utilização. Cada repetição consistiu de seis ou sete insetos

(peso de aproximadamente 100 mg), totalizando quatro repetições para cada trata-

mento e bioensaio.

Ninfas de segundo instar foram homogeneizadas em tampão fosfato de potássio

(pH 7.4) 0.2 M com 1M EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) e o homogenato

resultante foi centrifugado a 12000 rpm por 20 minutos a 4 ºC. O sobrenadante resul-

tante foi passado para outro microtubo e foi utilizado para as análises da atividade

de Superóxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa-S-Transferase (GST) e

dos níveis de Malondialdeído (MDA). As análises foram conduzidas no Laboratório

de Ecofisiologia de Quirópteros do Departamento de Biologia Animal da UFV.

A atividade da enzima SOD foi medida segundo a metodologia de Dieterich et al.

(2000) em leitor de microplacas (λ= 570 nm). A reação consiste na capacidade desta

enzima em catalisar superóxido O2
− a peróxido de hidrogênio (H2O2), diminuindo

42



Cap. 2 - Efeito das diferentes vias de exposição ao cádmio em B. anurum

assim a razão de auto-oxidação do pirogalol. Para isso, foi pipetado 30 µL de cada

amostra em duplicata, 45 µL de tampão no branco, 30 µL de tampão no padrão, 99

µL de tampão fosfato de potássio 0,2M (pH 7.0) e 6 µL de MTT ( brometo de 3-(4,5-

dimitiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio) em todos e 15 µL de pirogalol (1,2,3-benzenotriol)

em todos os poços, com exceção do branco. Posteriormente, a placa foi deixada na

estufa por cerca de cinco minutos e após isso foi adicionado 150 µL de DMSO (Dime-

tilsulfóxido) em todos os poços, e a leitura foi realizada a 570 nm. Os resultados foram

expressos em Unidades/ mg proteína−1.

A enzima CAT foi mensurada de acordo com o protocolo de Aebi (1984). A ativi-

dade de CAT foi estimada pela queda da absorbância durante 60 segundos do peró-

xido de hidrogênio (H2O2) (10 mM) em tampão fosfato de potássio 0.2M (pH 7.0) e do

homogenato da amostra em espectrofotômetro (leitura em λ= 240 nm). Para a conta-

gem foi utilizado 1000 µL de tampão com peróxido (25 mL de tampão fosfato 7,0 pH e

40 µL de peróxido de hidrogênio em béquer com papel alumínio) e 10 µL de amostras,

as leituras foram feitas nos tempos 0, 30 e 60 segundos. Para encontrar a concentração

total de CAT na amostra foi utilizado o coeficiente de extinção molar do peróxido de

hidrogênio e240= 36 mol−1L cm−1 e os resultados foram expressos em Unidades/ mg

proteína−1.

A atividade enzimática da GST foi quantificada de acordo com Habig et al. (1974),

por meio da formação do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno (CDNB). A ativi-

dade da enzima foi estimada utilizando CDNB 1 mM em etanol, Glutationa Redutase

(GSH) 1 mM, fosfato de potássio (pH 7.0) 100 mM e homogenato das amostras, a mis-

tura resultante foi adicionada no espectrofotômetro e o aumento da absorbância (λ=

340 nm) foi verificado em 0, 30, 60 e 90s. O coeficiente de extinção molar do CDNB

e340= 9,6 mM−1cm−1 foi utilizado para os cálculos e os resultados foram expressos em

µmol g−1min−1/ g.

A concentração de malondialdeído (produto da peroxidação lipídica) foi estimada

como descrito por Wallin et al. (1993). Para isso, 200 µL do sobrenadante das amos-

tras foram pipetadas em microtubos e então homogeneizados em 400 µL de solução

TBARS (que consiste da mistura de ácido tricloroacético (15%)/ ácido tiobarbitúrico

(0,375%)/ ácido clorídrico 0,25M). Em seguida os microtubos com a solução resultante

foram passados no vortéx por 10s e então foram aquecidos em banho-maria a 90 ºC
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por 40min. Depois foi colocado no gelo por cinco minutos e acrescido 600 µL de álcool

butílico ou n-butanol, vortéx por mais um minuto e em seguida foi centrifugado por

10min a 3000 rpm. Ao final da centrifugação a fase superior formada foi plaqueada

(200 µL) em leitor de microplacas (λ= 540 nm). A quantificação da concentração de

MDA das amostras foi determinada por meio de uma curva padrão a partir das con-

centrações já estabelecidas de TMPO (1, 1, 3, 3 - tetramethoxypropane). Os resultados

foram expressos em µM/ mg proteína−1.

A concentração de proteína total foi encontrada de acordo com Lowry et al. (1951),

utilizando-se albumina do soro bovino como curva padrão. A concentração de pro-

teína total foi utilizada para expressar a dosagem das enzimas SOD, CAT, GST e das

concentrações de MDA em mg de proteína.

2.2.6 Análise estatística

A curva de concentração-mortalidade foi determinada pelo procedimento PROC PRO-

BIT (SAS Institute, 2010). Os dados de predação larval foram submetidos à análise

de variância com medida repetida no tempo para determinar o efeito do cádmio, da

densidade e do tempo de recuperação (SAS Institute, 2010). O número total de lar-

vas predadas foi submetido à análise pelo Test-t com o auxílio do software SigmaPlot

12.0 (Systat Software, San Jose, Califórnia, EUA). Dados obtidos para cada parâmetro

avaliado no bioensaio de estresse oxidativo foram submetidos à Análise de Variân-

cia (one-way ANOVA) e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey

utilizando o software SigmaPlot 12.0. O nível de significância foi acertado em 5%.

2.3 Resultados

2.3.1 Bioensaio de concentração-mortalidade

Os resultados encontrados para a estimação da curva de concentração-mortalidade

para B. anurum foram adequados ao modelo de Probit. Visto que foi obtido baixo

valor de χ2 (5,98) e alto valor de P (>0,05), o valor da CL50 foi de 0,02 (0,01 - 0,03)

mg/L de cádmio (Figura 2.1).
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A partir desse bioensaio foi escolhida a concentração que representa a CL10 (0,004

mg/L de cádmio) para avaliar a influência da exposição ao ambiente contaminado

na habilidade predatória e no perfil enzimático desse predador aquático quando su-

bletalmente exposto por 96h ao metal pesado cádmio, representando assim a via de

exposição por meio da água/contato (Figura 2.1).
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Figura 2.1: Curva concentração-mortalidade de ninfas de B. anurum após 96h de exposição ao
cádmio. Os valores da concentração letal (CL) foram estimados baseados no bioensaio de
concentração-mortalidade usando análises de Probit. Linhas pontilhadas denotam intervalos
de confiança de 95%. Pontos representam a mortalidade média (±EP) de cada tratamento
testado.

2.3.2 Bioensaio de predação

2.3.2.1 Bioensaio de predação com exposição por contato

Os resultados obtidos para análise de variância com medida repetida no tempo para

o primeiro dia de experimento mostrou efeito das variáveis cádmio (F(1,2)= 7,46; P=

0,008), densidade (F(1,2)= 27,73; P< 0,0001), tempo (F(8,59)= 13,65; P< 0,0001) e interação

entre cádmio e densidade (F(1,2)= 9,99; P= 0,0002) e tempo e densidade (F(16,118)= 2,03;

P= 0,01) (Tabela 2.1, Figura 2.2).

Nossos resultados para o primeiro dia de avaliação mostram que os insetos tratados

das maiores densidades larvais (i.e., seis e nove larvas) após 24h de exposição preda-

ram mais larvas do que o controle (Figura 2.2B e C). Porém para a menor densidade

esse comportamento não foi observado, havendo uma inversão do comportamento
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Tabela 2.1: Análise de variância com medidas repetidas no tempo para a predação diária de
larvas predadas de A. aegypti por B. anurum, após 24h de exposição ao cádmio.

Fontes de variação gl F P

Entre fatores
Cádmio (C) 1 7,46 0,0081*
Densidade (D) 2 27,73 <0,0001*
C x D 2 9,99 0,0002*
Erro 66 - -

glden glnum Wilks’ lambda F P

Dentro de cada fator
Tempo (T) 59 8 0,350 13,65 <0,0001*
T x C 59 8 0,832 1,48 0,1827
T x D 118 16 0,614 2,03 <0,0160*
T x C x D 118 16 0,674 1,60 0,0783

anteriormente observado, em que agora insetos do controle predaram mais larvas (Fi-

gura 2.2A). Para todas as densidades larvais testadas podemos observar a presença de

um pico de predação entre as primeiras avaliações para os insetos expostos ao metal

pesado, enquanto que o controle apresentou uma predação linear ao longo do tempo,

com exceção da maior densidade larval (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Número médio (±EP) de larvas de A. aegypti predadas por B. anurum em diferentes
densidades, após 24h de exposição ao cádmio. (A) densidade três, (B) seis e (C) nove.
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Quando considerado os quatro dias de avaliação, todas as variáveis avaliadas na

análise de medida repetida no tempo foram significativas, mostrando assim efeito

para o cádmio (F(1,2)= 5,64; P= 0,02), densidade (F(1,2)= 27,12; P<0,0001), tempo (F(3,64)=

264,42; P<0,0001), e as interações entre cádmio e densidade (F(1,2)= 4,90; P= 0,01),

tempo e cádmio (F(3,64)= 3,50; P= 0,02), tempo e densidade (F(6,128)= 13,10; P< 0,0001)

e tempo, cádmio e densidade (F(6,128)= 4,48; P= 0,0004) (Tabela 2.2, Figura 2.3).

Tabela 2.2: Análise de variância com medidas repetidas no tempo para a predação diária de
larvas predadas de A. aegypti por B. anurum.

Fontes de variação gl F P

Entre fatores
Cádmio (C) 1 5,64 0,0205*
Densidade (D) 2 27,12 <0,0001*
C x D 2 4,90 0,0104*
Erro 66 - -

glden glnum Wilks’ lambda F P

Dentro de cada fator
Tempo (T) 64 3 0,074 264,42 <0,0001*
T x C 64 3 0,859 3,50 0,0204*
T x D 128 6 0,383 13,10 <0,0001*
T x C x D 128 6 0,682 4,48 0,0004*

Os resultados obtidos para os quatro dias de avaliação revelaram que o comporta-

mento de predação observado no primeiro dia de avaliação se manteve ao longo dos

dias (Figura 2.3). Insetos das maiores densidades e que estavam expostos ao cádmio

continuaram a predar mais larvas do que o controle (Figura 2.3B e C). Já para a menor

densidade ocorreu o inverso do relatado anteriormente. Independente da densidade

ou tratamento todos apresentaram um comportamento predatório linear, mostrando

uma maior predação para o primeiro dia e reduzindo ao longo das avaliações (Figura

2.3).
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Figura 2.3: Número médio diário (±EP) de larvas de A. aegypti predadas por B. anurum em
diferentes densidades. (A) densidade três, (B) seis e (C) nove.
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Ao ser contabilizado o número total de larvas consumidas ao longo do experimento

podemos notar que na densidade intermediária houve diferença estatística entre os

tratamentos, onde os insetos que estavam expostos predaram mais larvas do que o

controle (F(1,1)= 7,4; P= 0,01) (Figura 2.4B). Porém essa diferença no consumo entre os

tratamentos não foi observado para as demais densidades (Figura 2.4A e C).
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Figura 2.4: Total de larvas (±EP) de A. aegypti predadas por B. anurum na densidade três (A),
seis (B), e nove (C). Médias seguidas por linhas de mesma altura não diferem estatisticamente
entre si.

51



Cap. 2 - Efeito das diferentes vias de exposição ao cádmio em B. anurum

2.3.2.2 Bioensaio de predação com exposição pela dieta

Considerando o primeiro dia de avaliação temos que a análise de variância com me-

dida repetida no tempo mostrou efeito das variáveis densidade (F(1,2)= 14,45; P< 0,0001),

tempo (F(8,41)= 2,37; P< 0,0001) e a interação entre tempo e cádmio (F(8,41)= 1,48; P=

0,03), enquanto que as demais não tiveram valores significativos (Tabela 2.3, Figura

2.5)

Tabela 2.3: Análise de variância com medida repetida no tempo para o número médio de lar-
vas predadas de A. aegypti por B. anurum, para o primeiro dia de avaliação.

Fontes de variação gl F P

Entre fatores
Cádmio (C) 1 0,79 0,3792
Densidade (D) 2 14,45 <0,0001*
C x D 2 0,40 0,6712
Erro 48 - -

glden glnum Wilks’ lambda F P

Dentro de cada fator
Tempo (T) 41 8 0,364 2,37 <0,0001*
T x C 41 8 0,683 1,48 0,0335*
T x D 82 16 0,587 1,56 0,0993
T x C x D 82 16 0,654 1,21 0,2792

Para o primeiro dia de avaliação podemos observar que nas densidades larvais três

e seis, as ninfas que receberam as larvas contaminadas tiveram um consumo maior do

que as que receberam as larvas isentas de metal pesado (Tabela 2.3, Figura 2.5A e B).

Porém para a maior densidade testada tivemos uma mudança no comportamento de

predação, onde o controle passou a predar mais do que o tratamento com as larvas

contaminadas (Figura 2.5C).
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Figura 2.5: Número médio (±EP) de larvas de A. aegypti predadas por B. anurum em diferentes
densidades. (A) densidade três, (B) seis e (C) nove.
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A análise de variância com medida repetida no tempo para todos os dias de avalia-

ção ( i.e., quatro dias) mostrou efeito das variáveis densidade (F(1,2)= 12,62; P< 0,0001),

tempo (F(3,46)= 208,90; P< 0,0001) e para as interações entre cádmio e densidade (F(1,2)=

4,35; P= 0,01), tempo e cádmio (F(3,46)= 8,42; P= 0,0001), tempo e densidade (F(6,92)=

13,61; P< 0,0001) e tempo, cádmio e densidade (F(6,92)= 2,61; P= 0,02) (Tabela 2.4, Fi-

gura 2.6).

Tabela 2.4: Análise de variância com medidas repetidas no tempo para a predação diária de
larvas predadas de A. aegypti por B. anurum.

Fontes de variação gl F P

Entre fatores
Cádmio (C) 1 1,10 0,2986
Densidade (D) 2 12,62 <0,0001*
C x D 2 4,35 0,0184*
Erro 48 - -

glden glnum Wilks’ lambda F P

Dentro de cada fator
Tempo (T) 46 3 0,068 208,90 <0,0001*
T x C 46 3 0,645 8,42 0,0001*
T x D 92 6 0,28 13,61 <0,0001*
T x C x D 92 6 0,73 2,61 0,0222*

Levando em consideração todos os dias de avaliação podemos observar que para

as maiores densidades (i.e., seis e nove larvas) as ninfas que receberam larvas con-

taminadas predaram mais do que as do controle (Figura 2.6B e C) . Porém isso não

foi observado para a densidade três, no qual agora as ninfas do controle passaram a

predar mais (Figura 2.6A). Para as maiores densidades podemos notar um comporta-

mento linear na predação, no qual o primeiro dia é marcado pela maior predação e

diminuindo com o passar do tempo para ambos os tratamentos (Figura 2.6B e C). Já

para a densidade de três as ninfas do controle tiveram um comportamento diferente,

apresentando um pico de consumo no segundo dia de avaliação e logo após reduzindo

o consumo nas demais avaliações (Figura 2.6A). Esse pico não foi observado para as

ninfas do outro tratamento, estas apresentaram um comportamento linear como men-

cionado anteriormente nas outras densidades.
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Figura 2.6: Número médio diário (±EP) de larvas de A. aegypti predadas por B. anurum em
diferentes densidades. (A) densidade três, (B) seis e (C) nove.
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O pico de predação observado no controle na menor densidade resultou em um

consumo total de larvas maior quando comparado ao outro tratamento, mostrando

assim uma diferença estatística para o consumo entre os tratamentos (F(1,1)= 10,32; P=

0,005) (Figura 2.7A). No entanto, não houve diferença estatística para o consumo total

de larvas entre os tratamentos das demais densidades (Figura 2.7B e C).
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Figura 2.7: Total de larvas (±EP) de A. aegypti predadas por B. anurum na densidade três (A),
seis (B), e nove (C). Médias seguidas por linhas de mesma altura não diferem estatisticamente
entre si.
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2.3.3 Marcadadores de estresse oxidativo

Nossos resultados mostram que houve aumento da atividade das enzimas SOD (F(2,10)=

12,32; P= 0,002) e CAT (F(2,10)= 6,33; P= 0,017) e do produto da peroxidação lipídica

(MDA) (F(2,10)= 19,85; P< 0,001) em insetos que tiveram à dieta como via de exposição

ao cádmio quando comparado ao controle e aos insetos expostos apenas ao ambiente

contaminado (Figura 2.8A, B e D).

No entanto, para a enzima GST houve uma redução de aproximadamente mais da

metade da sua atividade (F(2,10)= 11,45; P= 0,003) em insetos expostos a dieta con-

taminada (1,48 μmol/min/g) quando comparado ao controle (3,18 μmol/min/g) e o

ambiente contaminado (3,44 μmol/min/g) (Figura 2.8C).
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Figura 2.8: Mensuração da atividade das enzimas Superóxido dismutase (A), Catalase (B) e
Glutationa S-Transferase (C) e das concentrações de Malondialdeído (D) em ninfas de B. anu-
rum expostas as diferentes vias de exposição ao cádmio e do controle (água destilada). Médias
seguidas por linhas de mesma altura não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey.

2.4 Discussão

O metal pesado cádmio já é reconhecido por sua elevada toxicidade a diversos orga-

nismos, incluindo insetos aquáticos (Sarkar et al. 1995; Kamiyama et al. 1995; Xie and

Buchwalter 2011). Os nossos resultados mostraram que uma exposição mais longa

(i.e., 96h de exposição/ contato) com o cádmio foi capaz de alterar o comportamento

predatório em B. anurum independentemente da via de exposição utilizada. Porém

somente insetos expostos através da dieta apresentaram mudanças fisiológicas, alte-

rando o seu sistema de defesa antioxidante e o produto do estresse oxidativo testado.
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Desse modo, a via de exposição pela dieta foi mais citotóxica para B. anurum, confir-

mando a importância que o conhecimento da contribuição que cada via apresenta na

obtenção dos resultados.

As ninfas de B. anurum que foram expostas ao cádmio por contato tiveram um com-

portamento predatório diferente do controle, nas densidades intermediária e alta as

ninfas expostas passaram a predar mais do que o controle, apresentando essa dife-

rença principalmente no primeiro dia de avaliação, que é referente às 24h após a ex-

posição. Podemos sugerir que esse aumento no consumo larval seria um efeito com-

pensatório a exposição ao contaminante, uma vez que o processo de metabolização

e realocação do metal traz gastos energéticos para o organismo (Kliot and Ghanim

2012). Esse aumento na predação após exposição a um contaminante também foi rela-

tado em outro inseto aquático como observado por Gutiérrez et al. (2017), ao utilizar

o inseticida pirimifós-metil.

Alguns estudos envolvendo a utilização de concentrações subletais já relataram a

presença do fenômeno biológico conhecido como hormese, esse termo está associado

a compostos tóxicos que, em baixas doses apresentam um efeito estimulatório ou be-

néfico ao organismo, porém em altas doses mostram o efeito contrário (Guedes and

Cutler 2013). A hormese tem sido observada em uma ampla gama de organismos,

em que parâmetros como sobrevivência, longevidade, crescimento, processos meta-

bólicos e moleculares são estimulados de algum modo após uma exposição subletal

(Calabrese and Baldwin 2003; Calabrese and Blain 2011; Cutler 2012). Os nossos resul-

tados mostraram que ninfas que estiveram expostas por contato a uma dose subletal

de cádmio passaram a predar mais do que o controle, dessa forma podemos suge-

rir que poderia de se tratar de um efeito hormético, baseado no princípio do termo

hormese.

Larvas de A. aegypti expostas apresentaram mudanças comportamentais induzidas

pela exposição subletal ao cádmio, mostrando um comportamento locomotor letár-

gico, de modo a aumentar a vulnerabilidade a predação por B. anurum (Reynaldi et al.

2011). Podemos surgerir que essa letargia estaria relacionada ao fato do cádmio ser

competidor com o cálcio pelo seu canal, e uma das funções do cálcio no organismo é a

contração muscular (Sidoumou et al. 1997). Essa mudança do comportamento de pre-

sas após exposição a metais pesados também foi observada em peixes (Sullivan et al.
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1978; Weis and Weis 1995; Webber and Haines 2003). Como Belostoma spp. são insetos

que possuem o comportamento de forrageamento do tipo senta e espera pela presa,

esta espécie necessita perceber a presa para então captura-la (Consoli et al. 1989; Clo-

arec 1990). Desse modo, pode-se inferir que a menor predação por B. anurum quando

considerado a menor densidade larval decorre de uma menor percepção das larvas

que foram expostas ao cádmio, já que esta espécie demonstrou redução das respostas

comportamentais como a locomoção (Weis and Weis 1995).

Por outro lado, a maior predação na densidade intermediária e alta ocorreu justa-

mente pelo aumento do número de presas agora disponibilizada, aumentando assim a

chance de encontro entre predador e presa, bem como pela diminuição da locomoção

das larvas poderia torna-la mais fáceis de captura (Weis and Weis 1995).

Baseado nos resultados encontrados para os biomarcadores de estresse oxidativo,

temos que o cádmio derivado de diferentes vias de exposição é capaz de gerar di-

ferentes respostas no sistema de defesa antioxidante dos insetos, mostrando assim a

importância do conhecimento da contribuição que cada via de exposição possui. Os

resultados obtidos nesse trabalho quando considerado a exposição do cádmio por con-

tato foram iguais ao encontrado por Xie and Buchwalter (2011), em que essa forma de

exposição não influenciou os níveis enzimáticos de SOD, CAT e GST, bem como do

marcador de peroxidação lipídica.

A exposição pela dieta, no entanto, foi capaz de aumentar os níveis de atividade

das enzimas SOD e CAT e do biomarcador MDA. Porém para GST ocorreu o inverso,

havendo redução. Essa estimulação para alguns componentes do sistema antioxidante

poderia ser interpretada como um desafio oxidativo que o organismo está passando,

ou mesmo um mecanismo compensatório a esse desafio (Xie and Buchwalter 2011).

A enzima SOD tem como função converter o radical superóxido (O2
−) em H2O2, en-

quanto a CAT tem a capacidade de catalisar a quebra do H2O2 em H2O e O2 (Hermes-

Lima and Zenteno-Savin 2002). Baseado nisso, podemos sugerir que fisiologicamente

o aumento da CAT seria uma consequência da elevada produção de H2O2 pela SOD,

e que a SOD seria uma resposta imediata a exposição ao cádmio (Sarkar et al. 1995).

Levando em consideração a redução da atividade da GST, podemos sugerir que esse

resultado poderia ser em decorrência da diminuição da síntese da própria enzima ou

ainda pela sua inativação devido à interação do cádmio com o grupo tiol como pro-
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posto por Carne et al. (1979). O cádmio possui uma elevada afinidade pela glutationa

(Dudley and Klaassen 1984), que tem como função limpar o cádmio do sistema impe-

dindo assim que interaja com os componentes celulares (Kamiyama et al. 1995; Rana

and Verma 1996).

O aumento da peroxidação lipídica, mensurado pelo biomarcador MDA, já é co-

nhecido como uma das principais consequências do estresse oxidativo gerado pelo

cádmio (Jurczuk et al. 2004; Kotelnikova et al. 2008; Yiin et al. 2000; Valko et al. 2006).

No entanto, ainda não se sabe se o aumento da peroxidação lipídica que sugere dano a

membranas celulares, é um efeito da ação direita do cádmio, ou como uma consequên-

cia da diminuição dos níveis de glutationa (Stohs and Bagchi 1995).

Em diversos organismos já se é conhecido que o cádmio é absorvido pelos canais

de cálcio, sendo assim competidor pelo canal desse elemento químico (Wright 1980;

Holwerda et al. 1989; Stephenson and Mackie 1989; Blazka and Shaikh 1991; Wang

and Evans 1993; Bjerregaard and Depledge 1994; Glynn et al. 1994a). De acordo com

Craig et al. (1999) esta afirmativa também é válida para insetos aquáticos. Estudos

mostraram que o trato digestivo é o principal local de acúmulo de cádmio em diferen-

tes insetos aquáticos (Hare et al. 1991). Trabalhos realizados com o intestino de larvas

de Chironomus sugerem que o local em que o cádmio é acumulado também seria a

região onde os elementos essenciais como cálcio são absorvidos (Seidman et al. 1986).

Além disso, em insetos terrestres o intestino médio mostrou ser o local de absorção

de cálcio (Taylor 1985). Assim, podemos sugerir esta como uma das possíveis razões

para a via de exposição pela dieta ter causado maiores efeitos nos biomarcadores de

estresse oxidativo testados.

Deste modo, os nossos resultados sugerem que a exposição ao cádmio através da

dieta pode ser mais tóxico para B. anurum do que a exposição através da água, refor-

çando o que já foi encontrado em outros estudos envolvendo também insetos aquáti-

cos (Xie and Buchwalter 2011; Martin et al. 2007; Timmermans et al. 1992). O aumento

da predação parece está associado a maior intoxicação ao cádmio, e como consequên-

cia a ocorrência do estresse oxidativo. Podemos pensar que na tentativa de compensar

esse desequilíbrio fisiológico, o inseto exposto passou a predar mais como um meca-

nismo compensatório ao estresse sofrido, porém como o alimento se encontrava con-

taminado, isso só levou ao agravamento da sua situação fisiológica.
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Conclusões gerais

Baseado nos resultados encontrados temos o que cádmio (0,19 mg/L) é capaz de cau-

sar redução na sobrevivência das ninfas quando estas se encontram constantemente

expostas. Em exposição subletal por 24h B. anurum não teve sua habilidade predatória

alterada, porém teve seu marcador de peroxidação lipídica aumentado, indicando que

as ninfas sofreram estresse oxidativo.

Quando considerado os resultados envolvendo as diferentes vias de exposição ao

cádmio temos que independente da via testada todas foram capazes de alterar a habi-

lidade predatória de ninfas expostas, porém apenas a via de exposição pela dieta foi

capaz de alterar os biomarcadores de estresse oxidativo.

69


