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Resumo

A Artemia spp. é utilizada desde os anos 80 em estudos de toxicidade, de varias
substancias toxicas. Neste estudo foi determinada a concentracao de sulfato de cobre
letal para 50 % de nauplios de Artemia expostos ao final de 48 horas. Determinou-se
que o sulfato de cobre é cerca de 1,5 vezes menos toxico do que o dicromato de potassio
(toxico de referéncia), sendo necessario uma concentracdo letal de 17 mg/L suficiente

para 50 % da populacdo, relativamente a 11 mg/L dicromato de potassio.
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Introducéo

Para o estudo dos efeitos nocivos de substancias quimicas no contexto
ecologico, realizam-se ensaios de toxicidade, que consistem em avaliar o efeito adverso
de determinadas substancias gquimicas em organismos teste. Como organismos teste
podem-se utilizar peixes, bactérias, algas, plantas, protozoarios, invertebrados aquaticos
e ainda a utilizacdo de linhas celulares.

Neste estudo utilizou-se um microcrustaceo, braquidpoda, a Artemia spp.
pertencente ao filo Arthropoda. A artemia possui mecanismos de adaptacdo que as
tornam cosmopolitas, como a osmorregulacdo, a presenca de pigmentos respiratérios

como a hemoglobina permitindo a sua existéncia em condigdes abruptas de salinidade,
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temperatura e oxigénio dissolvido (Bayly, 1972), a disponibilidade de alternativas
reprodutivas facilitam a dispers&o nivel mundial e a perpetuacdo dessa espécie.

Habita normalmente em pogos e pequenos lagos de agua salgada. Por serem
ricas em proteinas, vitaminas (caroteno) e sais minerais, sao utilizadas em larga escala
como alimento de peixes e camardes de aquacultura. E utilizada em estudos de
toxicidade desde os anos 80 por apresentar caracteristicas significativas como: os seus
organismos adultos tém um grande potencial reprodutivo; sdo de fécil aquisicdo no
mercado e manutencdo em laboratorio; os cistos sdo de facil eclosdo; os testes
apresentam uma boa reprodutividade e pode ser utilizada em diferentes estagios de
desenvolvimento (quisto ou ovo, nauplio, matanauplio ou adulto) (Nunes, 2005).

Diversos ensaios de toxicidade tém sido realizados testando diferentes
substancias, em Artemia spp. (tanto nos diferentes estados evolutivos como na
capacidade de eclosdo) (Brix, 2006), como por exemplo, estudos de toxicidade de
lixiviados de aterros sanitarios (Svensson, 2005); pesticidas organofosforados e
carbamatos (Varo, 2006, Barahona, 1999); antibi6ticos (Migliore, 1997), agentes
antifouling (Castritsi-Catharios, 2007) entre outros (Nunes, 2006). Mendez-Hermida
(2007), considera a Artemia um agente de transmissao de Cryptosporidium spp. em
cultura de peixes, e Varo et al. (2000) considera- a um bioacumulador de contaminantes
ambientais, uma vez que estd na base da cadeia alimentar. Estudos de CL 5o em artemia
e em ratinhos, mostram que a Artemia pode ser utilizada como ensaio preliminar (janela

de accdo toxica) de quimicos toxicos em mamiferos (Nunes, 2006).

O objectivo deste estudo foi determinar concentragdo letal para 50% das
Artemias as quais foi administrado um produto téxico, sulfato de ferro (mg/l), num
periodo de 48 horas (48h-CLs).

Material e Métodos
- Organismo teste

Utilizaram-se ovos de Artemia devidamente preparados e embalados. Para a
ecloséo dos ovos utilizou-se um recipiente de plastico, com agua salgada artificial a 35
ppm, ligado através de um tubo a uma bomba de ar de forma a manter a 4gua sempre
em movimento e oxigenada. A agua com pH cerca de 8,0 foi mantida a temperatura

ambiente 25°C e iluminada com um candeeiro de luz média/forte colocado por cima do

Maria Jodo Moreira — m.joao.moreira@hotmail.com 2



recipiente. No periodo entre 48 e 72 horas os ovos eclodirdo, tendo-se utilizado os

nauplios com 24 horas ap6s eclosao.

- Solugéo Sulfato de Cobre

Preparou-se uma solucdo mae (50000 mg/L) adicionando-se 250 mg de sulfato
de cobre 5 ml de agua autoclavada. Para as dilui¢Ges utilizou-se agua salgada artificial a

35 ppm.

- Solucéo de Dicromato de Potéssio: Téxico de Referéncia

Preparou-se a solucdo de dicromato de potassio (50000 mg/L), adicionando-se
250 mg a 5 ml de agua autoclavada. Para as dilui¢Bes utilizou-se agua salgada artificial

a 35 ppm.

- Metodologia dos Ensaios

Para os ensaios preliminares e definitivos utilizaram-se microplacas de cultura
de células de 96 pocos. Em cada poco, foi colocado 10 pl da solucdo de incubagdo com
aproximadamente 5 nauplios, 80 ul de agua salgada artificial a 35 ppm e 100 ul de
solucdo de contaminacdo diluida de sulfato de cobre e de dicromato de potassio
respectivamente. Nos pocos de controlo substitui-se a solucdo de contaminacdo por
agua salgada artificial a 35 ppm. Para cada concentracdo repetiu-se seis vezes de
maneira a ter um total de 30 artemias por concentracdo. Mantiveram-se as microplacas a
temperatura ambiente 25 °C sem adi¢édo de alimento, durante 48 horas. A realizacdo dos
ensaios foi em sistema fechado, uma vez que ndo ocorreu renovacdo periodica do meio

durante o periodo de exposicdo.

- Ensaio Preliminar
Para determinar a janela de accdo tdxica das solucGes de contaminacao,

procedeu-se a diluicdo de cada uma das solugcBes mée em &gua salgada artificial a 35

ppm, obtendo-se as seguintes concentragdes: 0,1;1,0;10;100 e 1000 mg/L. Foi
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determinado o intervalo de concentracdo de sulfato de cobre e dicromato de potassio
que provocaram 0 % e 100% de mortalidade das Artemias expostas, de maneira a serem
utilizadas nos ensaios definitivos. Para a avaliacdo da mortalidade, apds 48 horas de
exposicdo, contaram-se 0 numero total de Artemias modveis e imoveis por cada
concentracdo. A Artemia é considerada morta quando ndo se observa nenhum
movimento durante o periodo de 30 segundos (Castrits-Catharios, 2007). A
percentagem de mortalidade determinou-se através da seguinte equacéo: In= Np/N; X
100, onde N, corresponde ao numero de Artemias mortas e N; corresponde ao humero

total de individuos.

- Ensaio Definitivo

Para a determinacdo da toxicidade letal aguda (48h-CLsg), repetem-se o0s
mesmos passos do ensaio preliminar, utilizando agora uma gama de concentracfes
correspondente aos limites dentro dos quais se obteve taxa mortalidade das Artemias
entre 0 % e 100%. Procedeu-se a diluicdo de cada uma das solu¢cBes mae em agua
salgada artificial a 35 ppm, para as seguintes concentracdes: 0; 10; 20; 40; 80 mg/L.

As Artemias foram expostas a quatro concentragdes de sulfato de cobre e dicromato de
potéssio e duas concentraces controle, com seis repeticdes com aproximadamente
cinco Artemias por repeticdo num total de 30 Artemias por concentracdo. A avaliacdo da
mortalidade e percentagem de mortalidade, apds 48 horas de exposicao, foi de acordo

com o descrito para o teste preliminar.
- Teste Estatistico

A determinacdo da toxicidade letal aguda (48h-CLsp), foi estatisticamente
analisada através do Logprobit. Para cada substancia de contaminacg&o foi determinada a

48h-CLs para o intervalo de confianga 95 %. Para P > 0,05 os valores obtidos ndo séo

significativo, sdo homogéneos.
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Resultado
- Ensaio Preliminar
Ambas as solucbes de contaminacdo provocaram mais de 50 % de mortalidade

em nauplios de artemia, para concentracBes entre 10 e 100 mg/L. N&o se verificou

nenhuma morte para os controlos de ambas as solugdes a testar.

- Ensaio definitivo

- Solucdo Sulfato de Cobre

Tabela 1. — Resultado do logProbit

Probit Empirico Log Dose
4,02075 1
5,33065 1,301
6,64056 1,602
7,95046 1,903
Sulfato de Cobre y=4.3518x- 0,3311
R®=1
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Gréfico 1 — Representacéo grafica do logProbit

O CLsg=17 mg/l; X*=0,3e 0P > 0,05
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- Solucdo de Dicromato de Potassio: Toxico de Referéncia

Tabela 2. — Resultado do logProbit

Probit Empiric:

Probit Empirico Log Dose
4,76887 1
6,49195 1,301
8,21504 1,602
9,93812 1,903
Dicromato Potéassio y = 5,7245x - 0,9557

R?=1

1 15

Log Dose (mg/L)

Grafico 2 — Representacéo grafica do logProbit

O CLso= 11 mg/l; X*=0,06 e 0 P > 0,05
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Concluséao e Discussao

O sulfato de cobre é cerca de 1,5 vezes menos toxico que dicromato de potassio
(toxico de referéncia), uma vez que é necessario maior quantidade de sulfato de cobre
para ter o mesmo efeito letal em 50 % dos organismos em estudo (artemia), nas mesmas
condigdes experimentais.

O valor de sulfato de cobre (CL 50=17.000 pg/l) é superior ao valor obtido por
Verriopoulos et al. (1987), que obteve CL 5o =485 ug/l, também apos 48 horas.
Relativamente ao dicromato de potassio, o valor que obtivemos (11 mg/l) é inferior aos
valores obtidos por outros estudos CL 50=17.75 mg/l (Gaete, e tal. 1996) e CL 50 =14.1
mg/l (Persoone, e tal. 1989), no entanto estes valores foram determinados apds 24 horas

de exposicdo, ao contrario da nossa experiéncia (48 horas).
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