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ARANTES, Thaynara Maria. Genotoxicidade e embriotoxicidade dos elementos
uranio e cadmio frente a moluscos Biomphalaria glabrata. 2025. 42. Trabalho de
Conclusédo de Curso (Graduagcdo em Biomedicina) — Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2025.

RESUMO

O aumento de elementos quimicos metalicos no meio ambiente esta relacionado ao
descarte da industria mineradora, agricultura, lixo doméstico e diversas atividades
humanas, sendo os ambientes aquaticos e os oceanos o destino destes poluentes.
Os metais fazem parte de uma classe de elementos quimicos potencialmente
toxicos, entre os quais se destacam o cadmio e o uranio. Embora sejam encontrados
naturalmente no meio ambiente, em concentracdes elevadas, tornam a agua e os
alimentos improprios para o consumo. A contaminagdo pelo uranio pode ser
considerada um problema de saude publica, devido a sua capacidade de
bioacumular no meio ambiente, além de estar relacionada com o aumento na
incidéncia de cancer 6sseo, figado e pulmdo. O cadmio, por sua vez, € um metal
pesado nao essencial que representa uma ameaca potencial aos seres vivos e aos
ecossistemas aquaticos, pois sua ingestdo, mesmo que em baixos niveis, € capaz
de afetar 6rgaos vitais, como pulmao, rins e tecidos 6sseos. Dessa forma, avaliar a
qualidade desses ambientes, por meio de bioindicadores, € de suma importancia
para a saude publica. Portanto, o objetivo deste trabalho foi utilizar os moluscos
Biomphalaria glabrata como bioindicadores da citotoxicidade, genotoxicidade e
embriotoxicidade do uranio e cadmio, expostos por 48 horas, as concentracgdes de
0,01; 0,1 e 1 mg/L, em ambientes aquaticos. Para isso, foram realizados testes de
citotoxicidade em hemdcitos de B. glabrata utilizando o corante azul de tripan para
determinagao da citotoxicidade. Em seguida, foi utilizado o ensaio cometa alcalino
para avaliacdo dos danos ao material genético dos moluscos expostos as diferentes
concentragcbes dos elementos quimicos estudados. Para os testes de
embriotoxicidade foram separados embrides no estagio de blastula (n=100) para
proceder a exposicdo aos elementos uranio e cadmio. Os experimentos foram
realizados em triplicatas. Os resultados indicaram que apenas a concentragao de 1
mg/L de uranio induziu a citotoxicidade nos caramujos adultos. A exposi¢cao ao
cadmio nao apresentou citotoxicidade em nenhuma concentragdo estudada. A
analise do ensaio cometa, demonstrou que ambos os elementos causaram danos ao
DNA dos hemdcitos dos moluscos expostos as diferentes concentragbes testadas.
No estudo da embriotoxicidade pode-se observar que a concentracdo de 1 mg/L de
uranio resultou na inviabilidade total dos embrides. Dessa forma, pode-se observar
que o molusco B. glabrata podera ser utilizado como modelo experimental para
auxiliar na prevengao e no controle da presenga de metais em ambientes aquaticos,
0 que impactara diretamente na saude publica.

Palavras-chave: Biomphalaria glabrata. Ensaio cometa. Meio ambiente. Elementos
quimicos.
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ABSTRACT

The increase in metallic chemical elements in the environment is related to disposal
by the mining industry, agriculture, domestic waste and various human activities, with
aquatic environments and oceans being the destination of these pollutants. Metals
are part of a class of potentially toxic chemical elements, among which cadmium and
uranium stand out. Although they are found naturally in the environment, in high
concentrations they make water and food unfit for consumption. Uranium
contamination can be considered a public health problem due to its ability to
bioaccumulate in the environment, as well as being linked to an increase in the
incidence of bone, liver and lung cancer. Cadmium, in turn, is a non-essential heavy
metal that represents a potential threat to living beings and aquatic ecosystems,
since its ingestion, even at low levels, is capable of affecting vital organs such as the
lungs, kidneys and bone tissue. Therefore, assessing the quality of these
environments using bioindicators is of the utmost importance for public health.
Therefore, the aim of this study was to use Biomphalaria glabrata molluscs as
bioindicators of the cytotoxicity, genotoxicity and embryotoxicity of uranium and
cadmium, exposed for 48 hours to concentrations of 0.01, 0.1 and 1 mg/L in aquatic
environments. To this end, cytotoxicity tests were carried out on B. glabrata
hemocytes using trypan blue dye to determine cytotoxicity. The alkaline comet assay
was then used to assess damage to the genetic material of molluscs exposed to
different concentrations of the chemical elements studied. For the embryotoxicity
tests, embryos at the blastula stage (n=100) were separated for exposure to the
elements uranium and cadmium. The experiments were carried out in triplicates. The
results indicated that only a concentration of 1 mg/L of uranium induced cytotoxicity
in adult snails. Exposure to cadmium showed no cytotoxicity at any of the
concentrations studied. Analysis of the comet assay showed that both elements
caused damage to the DNA of the hemocytes of the molluscs exposed to the
different concentrations tested. In the embryotoxicity study, it can be seen that the
concentration of 1 mg/L of uranium resulted in the total inviability of the embryos. In
this way, it can be seen that the B. glabrata mollusc can be used as an experimental
model to help prevent and control the presence of metals in aquatic environments,
which will have a direct impact on public health.

Key words: Biomphalaria glabrata. Comet essay. Environment. Chemical elements.
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1 INTRODUGAO

A presengca de elementos metalicos oriundos da agricultura, de areas
industriais e de regides de ocorréncia natural de material radioativo no meio
ambiente sado fatores responsaveis pelo aumento das quantidades dos metais
nestes locais (FRED, 2019). Desta forma, o acumulo continuo destes metais
representa uma potencial ameaca aos ecossistemas naturais, o que pode resultar no
surgimento de diferentes efeitos bioldgicos nos organismos vivos, como: anomalias
reprodutivas, desenvolvimento desordenado das células, efeito teratogénico e
aumento da incidéncia de cancer, comprometendo as geracdes futuras (JIROVA et
al., 2020).

Dentre esses elementos, destaca-se o uranio (U%?), um actinideo de origem
natural que possui trés isotopos, sendo o U*® (ndo fissil) o mais abundante,
representando mais de 99% dos recursos de uranio disponiveis (BJORKLUND et al.,
2020). O elemento pode ter origem natural, pois é encontrado em solos e rochas,
sendo detectado em aguas subterrédneas. Além disso, possui origens
antropogénicas, tendo como principais causas a mineragao e fertilizantes fosfatados
(MA et al., 2020). A contaminagao por este elemento é considerada um problema de
saude publica, devido a sua bioacumulagcdo no meio ambiente e toxicidade aos
seres vivos. Exposicdo a altas concentracbes podem acarretar efeitos quimicos
nocivos, e, quando ingerido acidentalmente, pode acarretar desordens metabdlicas,
aumentando a incidéncia de cancer nos ossos e figado e, em caso de inalagéao,
cancer no pulméo (TIRMARCHE et al., 2021).

O cadmio (Cd"'?) é um metal pesado nao essencial e toxico, classificado como
cancerigeno pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céncer (IARC, 2012).
E abundante no meio ambiente, representando risco potencial & saide humana,
bem como aos ecossistemas, visto que sua emissdo esta relacionada com
atividades industriais, incluindo a galvanoplastia e a mineracdo (ARRUEBARRENA
et al., 2023). A ingestdo do cadmio, mesmo que em baixos niveis, por um longo
periodo, é capaz de afetar érgdos como rins, pulmao e tecido ésseo, tornando os
ossos quebradicos (YAO et al., 2020).

Para determinagdo da magnitude do dano e dos possiveis impactos

correlacionados a presenca desses elementos quimicos no meio ambiente, sao
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utilizados bioindicadores, organismos vivos ou seus metabdlitos cuja presenca
determinam a qualidade do ambiente no qual estdo inseridos (PEQUENO et al,,
2024). Nesse contexto, animais invertebrados, atualmente sao considerados
modelos de bioindicagdo devido a elevada sensibilidade e vantagem de detectar a
presenca de contaminantes metalicos, até mesmo quando estdo em baixas
quantidades e sao rapidamente diluidos em grandes volumes de agua, fornecendo
informacdes acerca de suas biodisponibilidades (CAMPOY-DIAZ et al., 2018).

Dentre os invertebrados, o molusco de agua doce, Biomphalaria glabrata
(Say, 1818), vem sendo amplamente utilizado como bioindicador. Isso porque possui
ampla distribuicdo geografica, abrangendo dezesseis estados brasileiros, nas
regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste,além de apresentar curto ciclo de vida,
reproducdo durante o ano inteiro, facil coleta e manutencdo em condigcdes
laboratoriais (NAKANO et al., 2003; TALLARICO et al., 2014).

Desta forma, além da utilizagdo do animal adulto como modelo bioldégico para
analises ecotoxicologicas de substancias potencialmente nocivas, seus embrides
também tém sido utilizados para avaliar a embriotoxicidade (CAIXETA et al., 2021),
pois em seus estagios iniciais, o molusco demonstra expressiva sensibilidade a
diversos poluentes (SIQUEIRA et al., 2021).

Os hemdcitos, células de defesa do B. glabrata, sao também, utilizados para
analises citotoxicas e genotoxicas, por estarem diretamente expostos as substancias
toxicas que sdo absorvidas pelo molusco e circulam na hemolinfa (GRAZEFFE et al.,
2008). Para avaliacdo do dano ao material genético de caramujos expostos a
agentes fisicos ou quimicos, tem sido utilizado o ensaio cometa alcalino, uma
técnica sensivel, de baixo custo e capaz de detectar quebras na fita de DNA
(PEREIRA et al., 2018, Francga et al., 2022).

Portanto, este trabalho teve como objetivo, utilizar os moluscos Biomphalaria
glabrata como bioindicador da toxicidade, genotoxicidade e embriotoxicidade do

Uranio e Cadmio em ambientes aquaticos.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIoINDICADOR

Bioindicadores sdo organismos empregados na avaliagdo e monitoramento
da qualidade ambiental, refletindo as condicbes do ecossistema onde habitam. Eles
apresentam sensibilidade as variagdbes ambientais, fornecendo informacdes
importantes sobre o ecossistema. Esses organismos sdo capazes de refletir niveis
de contaminacdo, variagdes climaticas, bem como outros aspectos ambientais
(MANZOOR et al., 2021).

Os bioindicadores estdao amplamente distribuidos em diversas areas e niveis
tréficos, fornecendo informacdes relevantes para avaliacdo de riscos ambientais. E
recomendado o uso de um unico taxon como indicador, destacando caracteristicas
como ampla distribuicdo e sensibilidade a mudancas no habitat, o que torna
fundamental a obtencdo de conhecimentos cientificos. Assim, para utilizar
bioindicadores é necessario ter conhecimento acerca das vantagens em relacdo a
utilizacdo de métodos convencionais, as quais sdo: baixo custo, suscetibilidade a
uma ampla variedade de agentes estressores e monitoramento ambiental em ampla
escala (PRESTES, VINCENZI, 2019).

Diversas espécies de animais tém sido apontadas como bioindicadores da
qualidade ambiental em ensaios ecotoxicologicos para a deteccdo de elementos
quimicos que apresentam potencial toxico no ambiente aquatico. Por se mostrar um
potencial substituto de animais vertebrados, invertebrados vem tomando espago em
ensaios de ecotoxicidade, levando em consideracdo questdes de bioética e menor
custo. Entre eles, o molusco de agua doce B. glabrata se destaca como modelo
bioindicador por ser facilmente coletado e identificado, além de apresentar ampla
distribuicdo no ecossistema e capacidade de bioacumular essas substancias em
seus tecidos moles (BAT; OZTEKIN, 2016; LIMA et al., 2019a; 2019b).

2.2 BIOMPHALARIA GLABRATA
Os invertebrados representam grande parte das espécies presentes nos

ecossistemas aquaticos e tém sido utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos para

avaliar os efeitos de possiveis contaminantes aquaticos, pois possuem elevada
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sensibilidade a agentes potencialmente nocivos e tem grande relevancia na teia
trofica, o que demonstra que o animal € um bom modelo para estudos de
biomonitoramento (TALLARICO, 2014).

O molusco de agua doce Biomphalaria glabrata (figura 1) pertence ao reino
Animallia, filo Mollusca, classe Gastropoda, subclasse Pulmonata, ordem
Basommatophora, familia Planorbidae e género Biomphalaria. (REY, 2015; NEVES
et al., 2016).

Figura 1. Molusco adulto da espécie Biomphalaria glabrata.

e

Fonte: Autora, 2025.

O B. glabrata tem importancia médica por ser hospedeiro intermediario do
trematédeo Schistosoma mansoni, agente etiolégico da esquistossomose, doenca
endémica no Brasil (CARVALHO et al., 2018). Os moluscos desta espécie tém sido
amplamente estudados devido a sua grande distribuicdo geografica (figura 2),
facilidade de coleta e manutengcdo em condigcdes laboratoriais, além de sua

capacidade de reprodugao durante meses (Morais et al., 2022).
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Figura 2. Distribuicdo geografica do caramujo Biomphalaria glabrata no Brasil.
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Fonte: Brasil, 2014 (Adaptado)

Além disso, esses invertebrados tém um ciclo de vida de aproximadamente
12 meses e atingem a maturidade sexual, por volta dos dois meses em que passam
a ovipor desovas pluriovuladas (NEVES et al., 2016). No individuo adulto, sua
concha, a qual possui a fungdo de proteger o corpo do caramujo e suas visceras
(figura 3) possui formato planispiral, medindo de dois a quatro centimetros de
didmetro, sendo cinco a oito milimetros de espessura e seis a sete giros (AMARAL;
THIENGO; PIERI, 2008). As caracteristicas quimicas da agua, bem como a
disponibilidade de calcio, essencial para a biomineralizagdo da concha, influenciam

na sua coloragao, que pode variar de castanho claro a marrom (SILVA et al., 2006).
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Figura 3. 6rgaos internos do molusco Biomphalaria glabrata adulto.

Cavidade pulmonar (cp), mufla (mf), tentaculo (te), colo (c), Massa cefalopodal (ms), abertura genital
masculina (om), colar ou borda do manto (cm), pneumédstoma (pn), pseudobranquia (ps),), abertura
anal (an), crista lateral (cl), crista retal (ct), veia pulmonar (vp), tubo renal (tr), reto (rt), glandula do
albumen (ga), intestino anterior (ia),veia renal (vr), musculo columelar (mc), intestino médio (im),
intestino posterior (ip), estdbmago (et), glandula digestiva (gd), pé (p), ovoteste (ot).

Fonte: adaptada de Carvalho, 2014

O sistema circulatério do B. glabrata € composto pelo coragdo que apresenta
duas cavidades: o ventriculo e a auricula, além de ser do tipo aberto, utilizando a
hemolinfa como fluido de transporte, a qual irriga diretamente os tecidos através dos
vasos sanguineos, sendo posteriormente drenada pelos vasos, retornando para o
coragao (AMARAL; THIENGO; PIERI, 2008). A hemolinfa corresponde ao sangue do
molusco, sendo constituida por elementos amebdides (hemdécitos), cloreto de sédio,
plasma rico em agua, bicarbonatos e hemoglobina dissolvida, a qual atua como
pigmento na célula e contém ferro, favorecendo a utilizagdo do oxigénio em
condigbes de baixa tensdo (REY, 2015; PESSOA; MARTINS, 2011).

Os hemdcitos, células presentes na hemolinfa com origem multicéntrica,
possuem papel fundamental no sistema de defesa do caramujo e sdo observados
em diversos tecidos hematopoiéticos (SOUZA; ANDRADE, 2006). Essas células
apresentam morfologia e conteudo enzimatico variados, sendo compostas por
diferentes subpopulacdées que desempenham distintos tipos de resposta imune.

Neste sentido, sdo compostos por pelo menos duas populagdes: granulécitos (figura
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4-A) e hialindcitos (figura 4-B). Os granulécitos s&o as maiores células presentes na
hemolinfa com cerca de 7-16 ym de diametro, granulos basofilicos citoplasmaticos
denominados de lisossomos € semelhangas com macréfagos de animais
vertebrados, realizando a fagocitose, bem como a imobilizagdo de parasitas por
meio de encapsulamento (REY, 2015). Por sua vez, os hialindcitos, possuem
tamanho menor que os granuldcitos, com didmetro variando entre 5 a 8 uym, alta
relacdo nucleo-citoplasma, contorno circular quando entram em contato com
superficies e nao apresentam granulos e possuem escassos lisossomos
(CAVALCANTI et al., 2012; PILA et al., 2016; LIMA, 2017).

Figura 4. Hemacitos de B. glabrata, sendo (A) Granulécito e (B) Hialindcito.

Aumento 100x.

- A

Fonte: Morais, 2022.

2.3 Os ELEMENTOS QUIMICOS E O MEIO AMBIENTE

Os elementos quimicos estdo presentes na natureza, sendo apenas 25
considerados essenciais, constituindo os organismos vivos. Os demais 88 elementos
encontram-se disponiveis no ambiente, podendo ser incorporados aos sistemas
bioldgicos (LOPEZ-DOVAL et al., 2012). Dentre os elementos quimicos, destaca-se
a classe dos metais, que, apesar de serem encontrados naturalmente no meio
ambiente, quando em altas concentragdes, podem provocar danos ao organismo
vivo e ao ecossistema. Entre os metais, destacam-se o U%*® e o C'?, elementos
estudados no trabalho. Nesse contexto, concentracdes elevadas de contaminantes,
incluindo elementos quimicos, podem comprometer a qualidade da agua,
impactando negativamente organismos sensiveis e prejudicando o equilibrio dos
ecossistemas aquaticos (AURELIANO et al., 2012)
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2.3.1 UrANIO

O uranio € um actinideo que apresenta trés iso6topos: U%8, U%® e U%*, com
diferentes meias-vidas: 2,455 x 10° anos para o U?%, 7,038 x 108 anos parao U**° e
4,468 x 10° anos para o U?*, indicando que sua radioatividade no ambiente natural é
extremamente baixa (BJORKLUND et al.,, 2020). Esse elemento pode ter origem
natural, sendo encontrado em solos e rochas, além de ser detectado em aguas
subterraneas. No entanto, também pode ser liberado no meio ambiente por fontes
antropogénicas, principalmente devido a atividades como agricultura e mineragao, o
que altera sua distribuicdo geografica (MA et al., 2020).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (2021), em areas
contaminadas por uranio, a populacdo € exposta principalmente por meio da
ingestdo de alimentos e agua potavel. Dessa forma, o corpo humano possui
naturalmente 90 pg de uranio, enquanto sua ingestao diaria por meio de alimentos
varia entre 0,7 e 15,3 pg, aproximadamente. Entretanto, o elemento pode se
acumular no organismo humano por meio da inalacdo de aerossdis e gases
contendo uréanio, ingestdo de agua ou alimentos contaminados e absorgéo pela pele.
A exposicao excessiva, tanto aguda quanto crbénica, pode causar danos a 6rgaos
como rins, ossos, figado, cérebro e pulmdes, além de estar associada a efeitos
nocivos, como cancer nos 0ssos, figado e pulmdes. Isso evidencia sua capacidade
de bioacumulagdo no ambiente, bem como sua toxicidade para os seres vivos (MA
et al., 2020; TIRMARCHE et al., 2021).

2.3.2 Cibmio

As atividades antropogénicas promovem a liberacdo de metais pesados, que
possuem efeitos poluentes, se disseminando nos ecossistemas aquaticos. O cadmio
€ um dos que apresentam maiores riscos, pois € um metal altamente téxico, que
possui capacidade de bioacumular na cadeia alimentar, o que representa riscos aos
ecossistemas, bem como a saude humana (YAO et al., 2020). O elemento é capaz
de contaminar o meio ambiente por meio da agua, ar e solo, o que tem gerado
crescente preocupacao (ARRUEBARRENA et al., 2023).

O elemento é classificado como cancerigeno pela Agéncia Internacional de
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Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 2012). Assim, possui efeitos teratogénicos,
carcinogénicos e nefrotdxicos, os quais ocorrem por consequéncia da sua facilidade
de absorcao, ja que esta presente em alimentos e bebidas contaminados. Nesse
contexto, atividades industriais, como galvanoplastia e mineragao, contribuem para a
liberagdo deste metal, de modo que sua ingestdo, mesmo em baixos niveis e por um
longo periodo, pode afetar 6rgdos como rins, pulmdes e tecido ésseo (CDC, 2024;
YAO et al., 2020).

2.4 VIABILIDADE CELULAR

O corante Azul de Tripan € um dos métodos tradicionais utilizados para
avaliar a viabilidade celular, permitindo a identificacdo de células inviaveis. Durante o
processo, as células sao contadas e analisadas com o auxilio de um hemocitdémetro.
As células inviaveis, por terem a membrana danificada, facilitam a entrada do
corante em seu interior. Em contraste, as células viaveis impedem esse fluxo, pois a
membrana celular permanece intacta e € impermeavel ao corante (LOUIS; SIEGEL,
2011).

2.5 ENSAIO COMETA ALCALINO

A ecotoxicologia € a ciéncia que estuda os contaminantes presentes na
biosfera e seus impactos sobre seus componentes e tem o objetivo de prever e
compreender os efeitos da exposicdo a contaminantes em diferentes niveis de
organizagao bioldgica (GIULIO; NEWMAN et al., 2019). Ela analisa os impactos das
substancias sobre os organismos vivos e sua interagdo com o ambiente, levando em
consideracdo exposicdes de curto e longo prazo (SILVA; POMPEO; PAIVA, 2015).

Radicais livres, radiagao ionizantes, agentes biologicos e produtos quimicos
sdo capazes de induzir danos oxidativos no DNA, podendo resultar em quebras nas
suas fitas duplas. Os mecanismos de reparo celular podem corrigir essas mutagdes,
ou as células podem entrar em apoptose (morte celular programada). No entanto,
algumas mutagbes podem se tornar permanentes e resultar no surgimento de
cancer, indicando que a substancia é capaz de induzir a formagdo de células
cancerigenas, sendo chamada de carcinogénica (SINGH et al., 1988).

Para avaliagdo da genotoxicidade € empregado o ensaio cometa alcalino &

uma técnica sensivel, a qual pode ser usada para testes de monitoramento
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ambiental, destacando-se devido seu baixo custo (GAJSKI et al., 2019). Na analise
dos danos no material genético de B. glabrata, séo utilizadas poucas quantidades de
hemolinfa do caramujo. Nesse sentido, os hemdcitos - células de defesa da B.
glabrata - sao escolhidos para a analise, pois estdo diretamente expostos as
substancias toxicas que circulam na hemolinfa e s&o sensiveis a agentes danosos
ao DNA do animal (VILLELA et al.,2007; GRAZEFFE et al., 2008). Os danos no DNA
sdo mensurados conforme o grau de alteragdes (figura 5) que ocorrem no material
genético, bem como a dos fragmentos de DNA lesados que migram durante a
eletroforese, demonstrando semelhanga com a cauda de um cometa (LEBOUTE et
al., 2003).

Figura 5. Graus de danos ao DNA de hemdcitos de Biomphalaria glabrata.

20 pm

Fonte: Morais, 2022.

Nesse sentido, a categoria O refere-se a auséncia de danos, enquanto as
categorias de 1 a 4 indicam niveis progressivos de alteracdo no DNA, com maior
gravidade a medida que a numeragao aumenta. Por isso, o método se destaca como
uma técnica promissora para avaliagdo de danos genotdxicos em estudos de
biomonitoramento.

Conforme Depledge (1998), embora seja conhecido que poluentes possuem
capacidade de provocar danos ao material genético de populagdes, a identificagao

desses efeitos, bem como a determinacdo de sua relevancia ecolégica ainda
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representam um desafio. Entretanto, € fundamental identificar danos no DNA em
testes in vivo, pois quanto maior a concentragdo de substancias genotoxicas,

maiores Os riscos para a saude humana.

2.6 EMBRIOLOGIA DO CARAMUJO BIOMPHALARIA GLABRATA

As fases embrionarias do caramujo B. glabrata exibem grande sensibilidade
a uma ampla variedade de poluentes (ARAUJO et al., 2018; LIMA et al., 2019a;
SIQUEIRA et al., 2020; 2021). Isso porque a espécie é hermafrodita, possuindo uma
elevada atividade reprodutiva, com capacidade de oviposi¢ao durante o ano todo, a
qual ocorre usualmente a noite em superficies proximas as margens de rios, galhos
flutuantes ou folhas. O periodo embrionario dura em média de seis a oito dias,
enquanto sua eclosédo ocorre entre sete e dez dias. Em condi¢des favoraveis, cada
desova pode conter até 100 ovos, os quais medem aproximadamente 100 um de
diametro e, quando estdo no ambiente, esses ovos passam por sucessivas
clivagens mitéticas até alcangarem o primeiro estagio (KAWANO; NAKANO;
WATANABE, 2008).

As divisbes mitdticas tém inicio apds a fertilizacdo dos ovos e continuam até
atingirem a primeira fase embrionaria, chamada de blastula (102 e 232 horas) (figura
6-A), caracterizada por proliferacbes celulares. A fase seguinte € denominada
gastrula (24-39 horas) (figura 6-B), na qual ocorre o inicio das movimentagdes
celulares, bem como diferenciagdo e crescimento. No estagio de trocéfora (40 a 90
horas) (figura 6-C), ocorre a organogénese, dando origem a regiao cefalica e a boca.
Entre 96 e 120 horas da primeira clivagem, ocorre o estagio de véliger (figura 6-D),
caracterizado por intensa movimentacdo dentro do ovo e pela formagcdo quase
completa do molusco jovem. Apos 120 horas, ocorre a fase de hippo stage (figura
6-E), com formagao da concha, bem como tentaculos. Por fim, a eclosao (figura 6-F)
das desovas ocorre aproximadamente seis dias apds a primeira clivagem. (CAMEY;
VERDONK, 1969; KAWANO; OKAZAKI; RE, 1992; KAWANO et al., 2004
WATANABE, 2008).
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Figura 6. Fases do desenvolvimento de Biomphalaria glabrata.

/(.

A: embrides em blastula (102 e 232 h); B: embrides em gastrula (24% a 392 h); C: embrides em
trocofora (402 e 902 h); D: embrides em véliger (962 e 1202 h); E: embrides em hippo stage (apds 120
h); F: caramujos recém eclodidos.

Fonte: Caixeta, 2020.

Para a realizagao de testes de toxicidade aguda com embrides sdo adotados
periodos curtos de exposicdo, nos quais sdo avaliados parametros de
mutagenicidade, como malformagées embrionarias e mortalidade, resultantes de
alteragbes em células germinativas. (NAKANO, et al., 2003; FIGUEIREDO, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBuETIVO GERAL

Utilizar os moluscos Biomphalaria glabrata como bioindicador da toxicidade,

genotoxicidade e embriotoxicidade do uranio e cadmio em ambientes aquaticos.

3.2 OBJETIVOS EsPECiFicos

e Determinar toxicidade por meio da analise da viabilidade celular de
hemocitos de B. glabrata expostos aos metais uranio e cadmio;

e Analisar a genotoxicidade dos elementos uranio e cadmio sobre
caramujos adultos de B. glabrata, por meio do ensaio cometa alcalino;

e Avaliar os efeitos tdxicos dos elementos uranio e cadmio sobre os

embrides no estagio blastula de B. glabrata.
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4 METODOLOGIA

4.1 CRIACAO E MANUTENCAO DOS CARAMUJOS BIOMPHALARIA GLABRATA

Foram utilizados moluscos adultos pigmentados da espécie B. glabrata,
medindo entre 10-14 mm de didmetro de concha, oriundos do moluscario do
Laboratério de Radiobiologia do Departamento de Biofisica e Radiobiologia (DBR)
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (figura 7), onde foram alimentados

semanalmente com alface (Lactura sativa).

Figura 7- Tanques de criagao do molusco Biomphalaria glabrata do moluscario do
Laboratério de Radiobiologia (DBR-UFPE).

Fonte: Autora, 2023.

4.2 EXPOSICAO DE CARAMUJOS ADULTOS AOS ELEMENTOS QUIMICOS

Para a avaliagdo da toxicidade e genotoxicidade, foram utilizados sete
espécimes de moluscos adultos para cada elemento e concentragao, totalizando 35
animais. Assim, os animais foram expostos por 48 h em recipientes de vidro com
capacidade para 60 mL, com disposi¢ao dos grupos da seguinte maneira: controle
negativo com agua filtrada e declorada, controle positivo com metanossulfonato de
metila (MMS 0,2 mM) e os grupos experimentais nas concentragdes de 0,01; 0,1 e 1

mg/L para U%® e Cd"2. A escolha das concentragdes seguiu os padrées aceitaveis
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para agua doce estabelecidos pela resolugdo n° 357/05 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA).

4.3 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados em hemdcitos dos
moluscos expostos (n=7) e ndo expostos (n=7) a diferentes concentragdes de uranio
e cadmio, bem como ao controle negativo (agua filtrada e declorada). Foram
coletados 20uL de hemolinfa de cada molusco teste e, em seguida, adicionado o
corante azul de trypan 0,04% (1:2). Em seguida, 10uL desta solugdo foram
colocados na camara de Neubauer para a realizagdo da contagem das células. As
células viaveis apresentam-se transparentes, enquanto as células inviaveis
tornam-se azuis, por absorverem o corante, devido a danos na membrana celular
(LOUIS, SIEGEL, 2011; WACZUK et al. 2015).

4.4 (GENOTOXICIDADE: ENSAIO COMETA ALCALINO

Apos a exposicao dos moluscos adultos, aos metais estudados, foi realizado o
Ensaio Cometa Alcalino seguindo o protocolo proposto por Singh et al. (1988) com
modificagdes. Assim, 100 uL de hemolinfa de B. glabrata foram coletados e
homogeneizados com agarose de baixo ponto de fusdo (1%). Esse homogeneizado
foi depositado sobre uma lamina de microscépio, previamente coberta com uma
camada de agarose de ponto de fusdo normal (1,5%) dissolvida PBS (Ph 7,4). Em
seguida a lamina foi coberta por uma laminula e mantida a 4 °C por dez minutos.
Posteriormente, as laminas foram incubadas em solugao de lise (NaCl 2,5M, EDTA
100mM, Tris 10 mM, Triton-X 100 1% e DMSO 10%, pH 10,0) por 24 horas a 4 °C.
Passado este tempo as laminas com as amostras foram submetidas a uma
eletroforese horizontal (figura 8), contendo uma solugédo de tampéao alcalino pH 13,0
(EDTA 1 mM e NaOH 300 mM), por 20 minutos. A eletroforese foi realizada nas
seguintes condi¢des: 0,74 V/icm e 300 mA por 20 minutos a 4 °C. Apds a
eletroforese, as laminas foram neutralizadas com tampao Tris 0,4 M (pH 7,5) por 15

minutos, seguida de fixagdo em alcool absoluto por 10 minutos.
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Figura 8. Equipamento de eletroforese horizontal com laminas com agarose e

amostras de hemolinfa.

Equipamento de
eletroforese

Limina + amostra

Fonte: Autora, 2024.

4.4 1 PREPARACAO DAS LAMINAS

Nos procedimentos seguintes, as laminas foram coradas com 50 pL de
solugdo de SYBR safe (invitrogen) (1:500) e, por fim, analisadas em microscopio de
fluorescéncia (Nikon H550L) em aumento de 400x, com um filtro de excitacdo de

450-490 nm, filtro de emissio de 500-550 nm e um filtro de barreira de 495 nm.

4.1.2 ANALISE DOS DANOS GENETICOS

As analises dos danos ao DNA seguiram a metodologia de Collins et al.
(2008), sendo classificados em cinco categorias (0-4), de forma que a categoria 0
refere-se a auséncia de danos, enquanto as categorias de 1 a 4 indicam que houve
danos no material genético em niveis crescentes, com maior gravidade a medida
que a numeragao aumenta (Figura 5). Para determinar o indice de danos (DlI),

utilizou-se a féormula:
ID = 0. (no) + 1. (nl) + 2. (nz) + 3. (n3) + 4. (n4) (D

Onde: n = numero de cometas quanto a classe.
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4.5 ENSAIO EMBRIOTOXICO

Para o ensaio embriotoxico, 100 embrides em estagio de blastula (figura 9)
foram coletados e expostos em placas de Petri por 48 horas ao controle positivo,
com niclosamida na concentragao de 1 mg/L, controle negativo, com agua filtrada e

declorada e aos elementos quimicos U?*® e Cd"?, ambos nas concentragbes de 0,01;
0,1e 1 mg/L.

Figura 9. Embrides de caramujo da espécie B. glabrata em fase de blastula.

Fonte: Autora, 2024.

Com a finalidade de verificar os danos que esses elementos podem causar,
apos a exposicao, os embrides foram observados durante 7 dias, com auxilio de um
microscoépio estereoscopico, para classificagcdo dos embrides como viaveis, os quais
eclodiram normalmente, e inviaveis (malformados ou mortos) (figura 10) (AGUIAR et
al., 2022). Os experimentos foram realizados em triplicatas.

Figura 10. Classificagdo dos embrides de Biomphalaria glabrata.
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ES: embrido saudavel; MF: embrido malformado; EM: embrido morto

Fonte: Autora, 2024.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos foram realizados utilizando o software GraphPad Prism
5. Para comparagao entre grupos, utilizou-se analise de variancia (ANOVA) e o teste
de Bonferroni como pds-teste entre pares. As comparagdes entre os grupos foram
realizadas com suas respectivas médias e desvios padrdo. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p< 0.05.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

A figura 11 mostra o resultado do teste de viabilidade celular dos hemocitos
dos moluscos adultos B.glabrata expostos as concentragdes de 0,01; 0,1 e 1 mg/L

do U*% nas quais foram observados 100%, 88% e 60% de hemocitos viaveis,

respectivamente.
Figura 11. Viabilidade celular para o U%%,
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A exposicédo ao elemento cadmio apresentou 100% de viabilidade em todas

as concentragdes testadas. Segundo o protocolo internacional para testes
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citotoxicos, criado pela ISO 10993-5:2009 (ISO, 2009), os ensaios sao classificados
como citotdéxicos quando demonstram taxas de células viaveis inferiores a 70%.
Portanto, o resultado obtido na exposicdo a maior concentracédo de uranio (1 mg/L)
apresentou efeito citotoxico, pois obteve 60% de viabilidade celular dos hemacitos.
Dados semelhantes foram encontrados por Morais et al. (2022), em que células
hemocitarias de B. glabrata expostas ao uranio de origem natural, presentes em
agua de poco de regides de minério uranifero nao apresentaram citotoxicidade.

Estudo realizado por Siqueira et al., (2021) avaliou o potencial citotdxico do
lodo doméstico sobre caramujos B. glabrata. Apos 48 horas de exposi¢ao, foram
identificadas concentracbes de aproximadamente 2 mg/kg de wuranio e
aproximadamente 0,7 mg/kg de cadmio, entre outros elementos quimicos. Os
resultados da viabilidade celular dos hemdcitos coletados dos moluscos expostos ao
lodo domeéstico foram semelhantes aos resultados encontrados no presente
trabalho, ou seja, valores altos de viabilidade celular.

Este ensaio de viabilidade celular possibilitou a realizagdo dos testes de

genotoxicidade, por meio do ensaio cometa alcalino.
5.2 ENSAIO COMETA ALCALINO

Durante o periodo de exposicdo, ndo houve registro de mortalidade de
moluscos adultos expostos e ndo expostos ao U>*® e Cd''2. No experimento com U?*8
(figura 12), o grupo controle negativo apresentou indice de dano (ID) de 72,67, o
grupo controle positivo apresentou ID de 339, enquanto as concentragbes de 0,01;
0,1 e 1 mg/L resultaram em indices de danos de 183; 267,33 e 304,67,

respectivamente.
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Figura 12. Dano ao DNA induzido pelo elemento U%%,
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Para o elemento Cd"? (figura 13), o grupo controle negativo registrou um 1D
de 69,33, o grupo controle positivo apresentou ID de 339, enquanto para as
concentragbes de 0,01; 0,1 e 1 mg/L, o ID foi de 132,67; 237,33 e 339,33,

respectivamente.
Figura 13. Dano ao DNA induzido pelo elemento Cd'.
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A genotoxicidade refere-se a capacidade que uma substancia ou amostra
possui de provocar alteragdes na estrutura do DNA, podendo impactar processos
vitais de maneira reversivel ou irreversivel (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006; SILVA,
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2008). Dessa forma, os resultados apresentados neste trabalho (Figura 12 e 13)
revelaram que ambos os elementos testados, apresentaram genotoxicidade em
todas as concentragdes testadas, apresentando uma tendéncia dose-dependente,
ou seja, o aumento das concentragdes resultou em uma elevagdo dos danos ao
DNA.

Estudo realizado com B. glabrata exposto ao lodo de origem doméstica e
industrial apresentaram efeitos genotdxicos. Autores sugerem, que os efeitos estao
relacionados com a presengca de elementos quimicos na composicdo do lodo
(SIQUEIRA et al., 2021). Além disso, pesquisa com B. glabrata expostos a uranio
natural, proveniente de agua de pocos artesianos em residéncias localizadas em
regido com presenca de minério uranifero, identificou danos no material genético
dos animais expostos, utilizando o ensaio cometa como metodologia experimental
(MORAIS et al., 2022). Estes dados corroboram as evidéncias encontradas no

presente trabalho.

5.3 ENSAIO EMBRIOTOXICO

Na tabela 1 pode-se observar os resultados dos testes de embriotoxicidade

dos embrides de B. glabrata expostos aos elementos uranio e cadmio.

Tabela 1- Resultados da embriotoxicidade dos elementos uranio (U) e cadmio (Cd).

Concentragao Embrides Embrides
viaveis inviaveis
[mg/L] U | cd u | Cd
C- 100 100 0 0
0,01 100 100 0 0
0,1 100 100 0 0
1 | 100 0 0 100

Os embrides expostos ao elemento quimico U?*® apresentaram 100% de
viabilidade para todas as concentracdes testadas. Para a exposi¢cdo ao elemento
Cd"?, foi observado 100% de viabilidade para as concentragdes de 0,01 e 0,1 mg/L.
Por outro lado, embrides expostos a concentracao de 1mg/L apresentaram 100% de

inviabilidade, com 97% de malformacgdes e 3% de mortalidade.

Na figura 14 pode-se observar os embrides expostos aos metais e o0s



34

diferentes efeitos morfolégicos.

Figura 14. Embrides de Biomphalaria glabrata apds exposi¢ao.

(A) controle negativo, (B) Uranio, (C) Cadmio e (D) Controle Positivo, sendo 1: embrido vivo
malformado; 2: embri&do morto e; 3: embrido com atraso de desenvolvimento.

Segundo Batista et al. (2022), os embrides de B. glabrata possuem
sensibilidade aos elementos capazes de penetrar a membrana de sua capsula
ovigera. Portanto, pode-se sugerir que a viabilidade dos embrides a exposicdo ao
U?%® ocorreu pela ndo absorgdo do elemento pela massa ovigera, ou seja, o U ndo
conseguiu ultrapassar a membrana que protege os embrides. A embriotoxicidade do
Cd™?, por sua vez, pode estar relacionada com a concentragdo do elemento, bem
como o tempo de exposicao. Estes efeitos também podem ser notados na avaliagéo
da viabilidade celular dos hemocitos dos moluscos expostos, item esta no item 5.1
deste trabalho.

Martin et al., (2009) testaram os efeitos de diferentes concentragdes de
cadmio, chumbo e arsénio sobre embrides de B. glabrata, levando em consideragao
parametros como numero de oviposi¢cbes, tempo de eclosdo, bem como

sobrevivéncia embrionaria. Os resultados mostraram que os elementos foram
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capazes de prolongar o tempo de eclosdo e diminuir a sobrevida embrionaria.
Estudos realizados por Lima et al. (2021), por meio da avaliagdo do potencial
embriotéxico das aguas do rio Capibaribe, constataram anormalidades nos embrides
de caramujos de B. glabrata, tais como malformagdes e mortes. Estudos realizados
por Araujo et al. (2021) sugerem que embrides que apresentam malformacdes tém
dificuldades para eclodir ou ndo sobrevivem apods a eclosao. Portanto, estes estudos
confirmam a sensibilidade dos moluscos adultos e na fase embrionaria de B.
glabrata expostos a agentes quimicos, corroborando com os resultados

apresentados nesta pesquisa.
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6 CONCLUSOES

e O U?® apresentou citotoxicidade sobre os hemacitos do caramuijo B. glabrata,
enquanto, sob as mesmas condigdes experimentais, o Cd'"2 ndo demonstrou
citotoxicidade celular.;

e Os elementos quimicos U*® e Cd"? causaram genotoxicidade nos hemdcitos
dos moluscos adultos expostos as concentragdes de 0,01; 0,1 e 1 mg/L;

e O U?® n3o apresentou embriotoxicidade, enquanto o Cd'? foi responsavel
pelo surgimento de malformagdes e morte embrionaria para a concentragao

de 1 mg/L, causando 100% de viabilidade embrionaria;

Dessa forma, pode-se concluir que utilizar o molusco B. glabrata podera
auxiliar na prevencdo e no controle da presenca dos metais Cd'2 e U?*® em

ambientes aquaticos.
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