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RESUMO

O ambiente aquatico, por possuir alta diversidade e complexidade, pode ser afetado de
forma significativa pela presenca de medicamentos, e, por meio de estudos de
ecotoxicidade é possivel avaliar os efeitos tdéxicos de agentes quimicos e fisicos em
comunidades aquaticas. Dentre os organismos-teste mais utilizados e confiaveis para
estudos de ecotoxicologia, destaca-se a espécie de microcrustaceo Artemia salina, de
agua salgada. O presente estudo visou implementar o teste de ecotoxicidade utilizando
a A. salina, e procedimentar o método para futuros estudos de avaliacido de impactos
de medicamentos e suas classes no meio ambiente. Foram realizados experimentos no
laboratério do Servico de Ecotoxicologia/ DCI/ FUNED, com o medicamento
antirretroviral, tenofovir, utilizado no tratamento de Hepatite B crénica e HIV. Os
bioensaios foram adaptados para as condi¢gbes do laboratério de acordo com a Norma
ABNT 16530-2016. Esse teste consistiu na exposicdo de nauplios em fase Il e lll a
varias concentragdes da amostra durante um periodo de 24h para se observar o efeito
de imobilidade nos organismos-teste. Por meio dos ensaios realizados no presente
estudo, foi possivel estabelecer os pardametros ideais para o cultivo de A. salina, e
destacar a importancia da utilizagdo de grupos controles, para identificar possiveis
variagdes no experimento.

Palavras-chave: ecotoxicologia, artemia salina, tenofovir.



INTRODUCAO

A presenca de medicamentos em ambientes onde ocorre a descarga de estacdes de
tratamento de esgoto (ETE), assim como qualquer langamento de dejetos gerados pela
populagdo, vem preocupando cada vez mais 0s pesquisadores sobre 0s possiveis
efeitos ecoldgicos na fauna e flora aquatica devido ao seu uso excessivo e sua
complexidade quimica. No Brasil, apenas 38% do esgoto doméstico recebe tratamento,
sem considerar a parcela que possui sistema de coleta, e, ainda assim, ndo ha um
tratamento de esgoto efetivo prévio ao seu langamento em aguas superficiais. Os
recursos hidricos podem ser contaminados pela descarga de aguas residuarias de
forma direta, sem o tratamento necessario, de origem hospitalar, doméstica ou
industrial, assim como por efluentes de estacbes com eficiéncia de remogao baixa ou
moderada (BRAUSCH et al., 2012; LIMA et al., 2017; SILVA, 2020).

No Brasil, a Portaria n° 2914 de 12 de dezembro de 2011 (BRASIL, 2011), define regras
para o controle e vigilancia da qualidade da agua para o consumo humano, assim
como seu padrao de potabilidade, no entanto, ndo inclui os farmacos e disruptores
endocrinos. Além disso, o estudo de revis&o realizado por Lima et al. (2017), mostra
que a maioria dos farmacos encontrados no Brasil podem ser obtidos de forma direta
pela populagdo, sem necessidade de prescricdo médica ou limite de quantidade.
Apesar da recente implementacdo de politicas voltadas ao recolhimento de farmacos
vencidos, na pratica, essa politica tem se apresentado pouco efetiva, 0 que contribui
para o aumento do descarte ambiental e, consequentemente, a presenga dos mesmos
nos efluentes (LIMA et al., 2017).

O ambiente aquatico compreende varios ecossistemas diferentes, sendo eles, os rios,
oceanos, mares, estuarios e lagos. Sendo assim, ele possui uma diversidade muito
grande e complexa que pode ser afetada significativamente pela presenca de produtos
quimicos, dependendo de alguns fatores como concentragdo no meio, persisténcia e
suas propriedades fisico-quimicas Dentre os principais problemas associados aos
residuos ambientais de farmacos, evidenciam-se a bioacumulacédo na cadeia alimentar
e o risco iminente a biota aquatica (COSTA et al., 2008; SILVA, 2020).

Investigagbes realizadas nas ultimas décadas sobre os efeitos que a exposicédo a
produtos farmacéuticos podem causar em organismos, revelaram que o etilestradiol,
contribuiu para a feminizacdo de peixes machos em rios onde desembocam muitos
efluentes (KUSTER e ADLER, 2014). Esses desreguladores enddcrinos também
podem causar diversas alteragcdes, como efeitos e danos na producao de esperma dos
machos e declinio na capacidade de reproducdo. Os antibidticos sulfametoxazol e
trimetoprima, quando descartados no meio ambiente, podem induzir a resisténcia aos
antibidticos em bactérias patogénicas (LIMA et al., 2017).



Dentre os medicamentos que causam efeitos ambientais negativos, pode-se citar o
Fumarato de Tenofovir Desoproxila (FT), um antirretroviral da classe dos analogos de
nucleotideos, muito utilizado para o tratamento de pessoas infectadas pelo HIV. Ele
atua inibindo a enzima transcriptase reversa, interrompendo a replicagdo do virus HIV
(SILVA, 2020). Segundo o estudo de Ncube et al. (2018), cerca de 5,49 toneladas de
FT sao liberados no ambiente diariamente, o que resulta em uma média global de 2,35
ngL™' em aguas superficiais. As concentragdes residuais ndo sdo uniformes, sofrendo
variagbes dependendo de questdes demograficas, condigdes sanitarias, dentre outras.
Segundo Wood et al. (2015), foram identificadas concentragdes de 145-243 ngL-"de FT
nos rios da Africa do Sul.

E possivel identificar a toxicidade de um medicamento por meio da realizacéo de testes
toxicolégicos em laboratério, onde organismos-teste sdo expostos a diferentes
concentracdes de um mesmo medicamento e sao registrados e quantificados os efeitos
toéxicos observados durante um periodo determinado de tempo. Recomenda-se que o
efeito toxico de uma amostra seja observado em mais de uma espécie representativa
da biota aquatica, e, segundo o artigo 18, paragrafo 1 da Resolugdo CONAMA
n°430/11, é necessario utilizar organismos aquaticos de dois niveis troficos diferentes
(BRASIL, 2011; COSTA et al., 2008).

Em algas, frequentemente utilizadas em testes de toxicidade, pode-se observar o efeito
de inibicdo de crescimento, comparando o crescimento com a presenga do agente
toxico e o crescimento normal sem o agente. O efeito mais faciimente observado em
testes de toxicidade com microcrustaceos € a imobilidade, e, em experimentos com
peixes, geralmente utilizado como a primeira etapa na avaliacdo da toxicidade de um
produto quimico, o efeito observado é a mortalidade (COSTA et al.,, 2008;
ZAKRZEWSKI, 2002).

A inibicdo do crescimento e a mortalidade ndo sao os unicos efeitos que podem ser
avaliados no estudo de toxicologia. A bactéria bioluminescente, Aliivibrio fischeri
diminui sua emissdo de luz em funcdo da inibigdo de processos metabdlicos, por
exemplo. Dessa forma, na presenca de substancias toxicas, como metais pesados,
fendis, tensoativos e outros compostos organicos toxicos, a bioluminescéncia diminui,
sendo a quantidade de perda de luz proporcional a toxicidade da amostra (SILVA, 2020;
ZAKRZEWSKI, 2002).

As espécies selecionadas para testes de ecotoxicidade devem apresentar algumas
caracteristicas especificas como: representatividade de seu nivel trofico; uniformidade
e estabilidade genética nas populagdes; elevadas disponibilidade e abundancia;
facilidade de cultivo e de adaptagdo as condi¢cdes de laboratério; ampla distribuicao e
importancia comercial; significado ambiental em relagdo a area de estudo; e
seletividade constante e elevada dos contaminantes. Também & recomendavel que



sejam espécies de fisiologia, genética e comportamento conhecidos, para facilitar a
interpretacéo dos resultados (COSTA et al., 2008).

A Artemia salina € um microcrustaceo de agua salgada da ordem Anostraca que pode
ser utilizada para alimentar outros seres vivos, como peixes, e € comumente utilizada
como espécie ornamental. De acordo com o estudo realizado por Salgueiro et al.
(2018), a coloragéo da A. salina pode variar de acordo com sua alimentacdo. Séo
animais filtradores, que se alimentam bombeando a agua do ambiente em que estao
para dentro de seu organismo, sendo essa caracteristica, uma das que a tornam um
bom bioindicador. Um dos efeitos utilizados para avaliar a toxicidade da espécie é a
mobilidade, por apresentar um complexo sistema enzimatico para permitir sua
locomocgao, que é sensivel a presencga de substancias exégenas (SILVA, 2020).

Durante seu ciclo de vida, a A. salina pode passar por quatro estagios (Figura 1), o de
ovo ou cisto, nauplios (larvas), jovem (com até seis dias de idade) e, por ultimo, a fase
adulta (quando o individuo atinge 10 dias de idade). Sua reproducao pode acontecer
por oviparidade ou ovoviviparidade (SALGUEIRO et al., 2018).

Figura 1: Ciclo de vida da A. salina. (MARTIN, 2014).

Dentre os principais organismos-teste utilizados para estudos de ecotoxicidade, a A.
salina € muito utilizada gragas a resisténcia de seus ovos, que podem ser mantidos por
seis meses em ambiente seco; rapidez dos testes; facil manuseio em laboratério; bom
custo-beneficio; € um dos modelos mais confiaveis de ecotoxicidade e € amplamente
utilizado (COSTA et al., 2008; CUNHA, 2011; RAJABI, et al., 2015; VANHAECKE et al.,
1981).



E imprescindivel que estudos de ecotoxicologia continuem documentando o perigo e
potencial risco de farmacos liberados em ambientes aquaticos, descrevendo suas
toxicidades aguda e crénica, para que haja uma melhoria na tecnologia e eficiéncia das
ETEs, assim como o direcionamento de politicas publicas que regulamentem o
langamento de dejetos nos corpos d'agua, com a criagao de punigdes aos langadores,
e, por consequéncia, conter a entrada de medicamentos indesejaveis em ambientes
aquaticos e remover ao maximo os poluentes persistentes.

OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo tem como objetivo geral implementar o teste de ecotoxicidade
utilizando Artemia salina no laboratério do Servigo de Ecotoxicologia, da Diretoria de
Pesquisa e Desenvolvimento da Fundagao Ezequiel Dias (FUNED) e procedimentar o
método para futuros estudos de avaliagdo de impactos de medicamentos e suas
classes no meio ambiente.

Objetivos especificos

e Avaliar a possivel interferéncia de parametros criticos do ensaio, como tempo de
eclosao, pH, temperatura e iluminacéo;

e Determinar as melhores condi¢cdes de cultivo baseadas nos parametros criticos:
presencga ou auséncia de iluminacgéao artificial, tempo de eclosédo dos cistos (24h
ou 48h), controle de temperatura, solugao salina com cloreto de sodio (NaCl) ou
solugao salina com sal marinho, ajuste de pH da agua e ponteiras adequadas
para separacao da A. salinas;

e Determinar valores de CEso - 24h (valor que expressa a concentragdo da
amostra que causa o efeito de imobilizacdo em 50% dos organismos-testes em
24h de teste) encontrados nos trabalhos de referéncia para o Fumarato de
Tenofovir.

METODOLOGIA

De julho a novembro de 2021, foram realizados experimentos de ecotoxicidade com
Artemia salina, no laboratério do Servico de Ecotoxicologia da Pesquisa e
Desenvolvimento da FUNED, utilizando o antirretroviral Fumarato de Tenofovir
Desoproxila (FT) com o objetivo de implementacao do teste no laboratério.

Os testes foram adaptados para as condi¢cdes do laboratério de acordo com a Norma
ABNT 16530-2016. Esse teste consistiu na exposicdo de nauplios em fase Il e lll
(Figura 2) a varias concentragdes da amostra durante um periodo de 24h para se
observar o efeito de imobilidade nos organismos-teste.



Figura 2: A. salina na fase |l (esquerda) e fase Il (direita). Fotos autorais.

Os cistos de A. salina foram colocados para eclodir em solucédo de sal marinho e em
solugéo de cloreto de sodio (NaCl) a 35 g/L (Figura 3) e, apés 24h comegaram a
eclodir. Os detalhes da eclosdo serdao explorados durante a determinacdo dos
parametros criticos e condi¢oes de cultivo.

Figura 3: Béquer com cistos de artémia para eclosdo em solugéo salina. Foto autoral.

Para preparar a solugédo de FT foi realizada a pesagem de 100 mg do antirretroviral e
feita a diluicdo em 10 mL de agua salina (Figura 4).



Figura 4: Preparo da solugao de Fumarato de Tenofovir. Foto autoral.

O teste consistiu na separacéao aleatdria de 10 individuos de A. salina em cada tubo de
polietileno contendo a solugcédo teste. Os recipientes dos testes foram mantidos em
temperatura entre 23°C e 27°C durante 24h. Apds esse periodo, foi feita a contagem
dos individuos que estavam iméveis.

Para a determinacgao dos parametros criticos

A solugao salina (SS) foi preparada com 17,5 g do sal cloreto de sédio (NaCl) diluido
em 500 mL de agua destilada. Foram adicionados 2,5 mg de cistos de Artemia salina
na solugdo salina e deixados para eclodir em cima da bancada na presencga de luz, em
temperatura ambiente e pH entre 6,7 e 8,5. Apds 24h, os individuos estavam prontos
para o inicio dos testes (Figura 5).



Figura 5: Béquer com artémias eclodidas em Solugao Salina. Foto autoral.
Para a determinagao das condi¢des de cultivo

Nos Experimentos 1, 2 e 3, os cistos de artémia foram colocados em um béquer de
vidro de 100 mL com solugdo salina (SS) de NaCl 35 g/L para eclodir. No Experimento
4 foram preparadas SS de 35 g/L e 75g/L de NaCl e de 35 g/L e 75 g/L de sal marinho.

Experimento 1

Apods 24 horas da ecloséao, os tubos de ensaio de polietileno foram separados, € neles,
foi adicionada a quantidade previamente calculada de SS e FT. Os volumes utilizados
em cada tubo foram: 30 mg/L = 4885 uL SS + 15 uL FT; 60 mg/L = 4870 uL SS + 30 uL
FT; 90 mg/L = 4855 uL SS + 45 uL FT; 120 mg/L = 4840 uL SS + 60 uL FT, 150 mg/L =
4825 uL SS + 75 uL FT; 180 mg/L = 4810 uL SS + 90 uL FT. As artémias foram
adicionadas aos tubos com o auxilio de uma pipeta de 10-100 uL, regulada para 10 uL,
com o auxilio de luz artificial, que atrai as artémias, facilitando a captura. A leitura do
teste foi feita apos 24h.
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Experimento 2

No Experimento 2, foi avaliada a possibilidade da ponteira de 10-100 uL (Figura 6)
provocar alguma lesao fisica nos individuos durante o processo de retirada do béquer e
adicao nos tubos de ensaio. Os cistos de artémia foram colocados para eclodir em SS
de NaCl, e, apos 48 horas foi feita a transferéncia dos dez individuos de artémia para
cada tubo de ensaio. As variaveis observadas foram: ponteira normal, ponteira cortada,
temperatura ambiente e temperatura controlada a 25°C. A leitura do teste foi feita apos
24h.

Figura 6: Ponteiras testadas. Fotos autorais.

Experimento 3

No Experimento 3, foi avaliado se o volume final dos tubos de polietileno influenciavam
na sobrevida dos individuos. Os cistos foram colocados para eclodir em SS de NacCl, e,
apos 48h foi feita a transferéncia dos dez individuos de artémia para cada tubo de
ensaio com volume final de 10 mL em cada um. A leitura do teste foi feita apds 24h.

Experimento 4

No Experimento 4, as variaveis observadas foram: temperatura, luz e SS. Neste teste,
foi definido que as solugdes com os cistos de A. salina ficariam em dois ambientes
diferentes: bancada (temperatura ambiente) e incubadora (25°C), sendo que para cada
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ambiente analisou-se a eclosdo na presencga e auséncia de luz. Foram preparadas SS
de 35 g/L e 75¢g/L de NaCl e de 35 g/L e 75 g/L de sal marinho. As condigdes de cada
béquer foram:

Béquer 1: Bancada, sem luz, com SS de 35 g/L de NaCl com 2,5 mg/L de
Artemia

Béquer 2: Bancada, sem luz, com SS de 35 g/L de sal marinho com 2,5
mg/L de Artemia

Béquer 3: Incubadora, sem luz, com SS de 35 g/L de NaCl com 2,5 mg/L
de Artemia

Béquer 4: Incubadora, sem luz, com SS de 35 g/L de sal marinho com 2,5
mg/L de Artemia

Béquer 5: Incubadora, com luz, com SS de 35 g/L de NaCl com 2,5 mg/L
de Artemia

Béquer 6: Incubadora, com luz, com SS de 35 g/L de sal marinho com
2,5mg/L de Artemia

Béquer 7: Bancada, sem luz, com SS de 75 g/L de NaCl com 2,5 mg/L de
Artemia

Béquer 8: Bancada, sem luz, com SS de 75 g/L de sal marinho com
2,5mg/L de Artemia

Béquer 9: Incubadora, sem luz, com SS de 75 g/L de NaCl com 2,5 mg/L
de Artemia

Béquer 10: Incubadora, sem luz, com SS de 75 g/L de sal marinho com
2,5mg/L de Artemia

Béquer 11: Incubadora, com luz, com SS de 75 g/L de NaCl com 2,5 mg/L
de Artemia

Béquer 12: Incubadora, com luz, com SS de 75 g/L de sal marinho
Béquer 13: Bancada, sem luz, com SS de 35 g/L de sal marinho com 5
mg/L de Artemia

Béquer 14: Incubadora, sem luz, com SS de 35 g/L de sal marinho com 5
mg/L de Artemia.

Apos 48h de ecloséo foi feito o preparo dos tubos de ensaio e a adicao das artémias. A
leitura do teste foi feita apds 24h.

Todos os parametros avaliados estdo dispostos na Tabela 1, em relagdo a cada
experimento realizado.
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Tabela 1: Parametros avaliados em fungao dos testes.

Experimento Parametros testados Data

Tempo de eclosao dos

cistos, 24h ou 48h. 14/07

Ponteiras amarela normal,
2 ponte!ra amarela cortada, 22/07
ponteira branca cortada e

pipeta de pasteur.

Volume de 10mL no final
3 de cada tubo. 29/07

Temperatura, presencga ou
auséncia de luz e solugao
salina de sal marinho e
NaCl.

05/08

Realizagao dos testes

Para a realizagcado dos ensaios foram preparados trés tubos de controle para cada teste
realizado (tubos que receberam apenas SS e as artémias, para garantir que nenhum
fator externo tenha influenciado na morte dos individuos), e foram feitas trés réplicas
para cada concentragao, adicionando dez individuos por réplica (Figura 7).
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Figura 7: Tubos preparados com suas respectivas concentragdes. Foto autoral.

O calculo das concentragdes de 30 mg/L, 60 mg/L, 90 mg/L, 120 mg/L, 150 mg/L e 180
mg/L de FT (C, x V; = C, x V,), foi feito considerando o volume final de cada tubo de
ensaio (5 mL) e o volume de 10 uL por artémia (100 uL por tubo de ensaio). As
concentracdes foram determinadas de acordo com os testes realizados pela doutora
Sandra Regina Silva em sua tese de doutorado (SILVA, 2020).

Em todos os testes, a leitura foi realizada apdés 24 horas, com o auxilio de um
microscopio e luz artificial. A mortalidade foi observada por meio da contagem de
individuos moveis (vivos) e imoveis (mortos).

RESULTADOS
Determinagao dos parametros criticos

As artémias eclodiram na solugao salina de NaCl. Entretanto, o pH dessa solugédo nao
se manteve estavel, caindo de 8,5 para 6,7. Uma das hipoteses seria o fato do NaCl
nao ser um tampao o que pode explicar essa instabilidade do pH. No momento da
retirada dos individuos do béquer, foi observado que os individuos estavam muito
pequenos, dificultando sua captura. A taxa de mortalidade dos individuos manteve-se
acima de 30% em todos os tubos. N&o foram feitos tubos de controle nesse primeiro
teste (06/07/2021 e 07/07/2021).
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Determinacgao das condigdes de cultivo

ApoOs a realizagao do Experimento 1, foi possivel perceber que a taxa de mortalidade
dos individuos manteve-se acima de 30%, o que invalida o teste, visto que nao ha
maneiras de se constatar que a morte dos individuos foi causada pela presenca do
medicamento nos tubos de teste, podendo ter sido influenciada por fatores externos.
Observou-se que os testes deveriam comecar apds 48h da eclosao dos cistos de A.
salina para que todos os individuos pudessem eclodir e facilitar sua captura.
(13/07/2021 e 14/07/2021).

Tabela 2 - Resultados da leitura do Experimento 1.

Resultados - Experimento 1

Tubos Moveis | Imoveis
CONTROLE 2 8
CONTROLE 2 8
CONTROLE 2 8
30 mg/L Tenofovir 2 8
30 mg/L Tenofovir 2 8
30 mg/L Tenofovir 2 8
90 mg/L Tenofovir 1 9
90 mg/L Tenofovir 0 10
90 mg/L Tenofovir 3 7
150 mg/L Tenofovir 0 10
150 mg/L Tenofovir 0 10
150 mg/L Tenofovir 1 9
210 mg/L Tenofovir 0 10
210 mg/L Tenofovir 0 10
210 mg/L Tenofovir 0 10

Apos a leitura do Experimento 2, foi possivel observar que a mortalidade ainda
manteve-se acima de 30%, excluindo a possibilidade de as ponteiras estarem
machucando os individuos durante a sua separacéo. A temperatura também nao teve
influéncia durante esse teste (Tabela 3). A pipeta de Pasteur ndo apresentou ser uma
boa escolha para fazer a separagdo das artémias por nao possibilitar o controle da
quantidade de solugao salina a ser pipetada junto com os microcrustaceos, interferindo
no volume final dos tubos, e consequentemente, na concentracgao final do medicamento
em cada tubo (21/07/2021 e 22/07/2021).
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Tabela 3 - Resultados da leitura do Experimento 2.

Resultados - Experimento 2

Tubos Moveis | Iméveis
Ponteira Branca Cortada (PBC) 3 7
Ponteira Branca Cortada (PBC) 1 7
Ponteira Branca Cortada (PBC) 2 8
Ponteira Amarela Cortada (PAC) 2 8
Ponteira Amarela Cortada (PAC) 0 10
Ponteira Amarela Cortada (PAC) 1 9
Ponteira Amarela Cortada - Quente (PAC-Q) 0 10
Ponteira Amarela Cortada - Quente (PAC-Q) 0 9
Ponteira Amarela Cortada - Quente (PAC-Q) 0 10
Ponteira Amarela Normal (PAN) 3 7
Ponteira Amarela Normal (PAN) 2 8
Ponteira Amarela Normal (PAN) 3 7
Ponteira Amarela Normal - Quente (PAN-Q) 1 8
Ponteira Amarela Normal - Quente (PAN-Q) 1 8
Ponteira Amarela Normal - Quente (PAN-Q) 1 9
Pipeta de Pasteur Cortada (PPC) 1 9
Pipeta de Pasteur Cortada (PPC) 0 10
Pipeta de Pasteur Cortada (PPC) 2 8

No Experimento 3, muitos individuos ficaram presos nas ponteiras das pipetas, nao
sendo possivel retira-los, fazendo com que fossem descartados posteriormente junto
com as ponteiras. Diante disso, o teste so6 foi realizado até a concentragdo de 60 mg/L
pois ndao havia mais individuos viaveis para utilizacdo nas demais concentragdes. Foi
possivel observar que as artémias agarraram no fundo do tubo de ensaio e na ponteira,
mas nao agarraram no béquer. A quantidade de 10 mL de solugdo salina também
dificultou a leitura do teste no microscépio.

Apesar de haver uma quantidade maior de individuos vivos nos tubos controle, o teste
nao pbde ser validado pois a taxa de mortalidade dos individuos ainda foi alta (Tabela

4).
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Tabela 4 - Resultados do Experimento 3, considerando um volume final maior (10 mL) nos tubos.

Resultados - Experimento 3

Tubos Moveis Imoveis
CONTROLE 1 6 3
CONTROLE 1 6
CONTROLE 1 4
CONTROLE 2 3

3
3

CONTROLE 2
CONTROLE 2
CONTROLE 3 1
CONTROLE 3
CONTROLE 3
TF 30 mg/L
TF 30 mg/L
TF 30 mg/L
TF 60 mg/L
TF 60 mg/L
TF 60 mg/L

Al |lO|N|N|]O|IN|lO|lO|O| >

D|la| B IN|IOJOAOA|WIDN

No Experimento 4, pode-se observar que nos tubos com sal marinho, havia uma maior
quantidade de individuos vivos e ativos, e, nos tubos de NaCl, ndo foi possivel
visualizar a mesma intensidade de movimentagcdo e muitos individuos de A. salina
encontravam-se nos fundos dos tubos de ensaio.

Nos béqueres de 75 g/L de Sal marinho (Béqueres 8 e 10) houve a ecloséao tardia das
artémias, portanto, o teste ndo foi realizado. Nos béqueres de 75 g/L com NaCl nao
houveram nenhuma eclosdo. Foram preparadas novas SS de sal marinho, pois néao
havia quantidade suficiente para todos os tubos. Os tubos com as artémias do béquer
10 receberam a SS preparada no dia 02/08 e os tubos com as artémias do béquer 8
receberam a SS nova preparada no dia do teste.

No caso dos tubos de ensaio com SS de Sal marinho, ndo houve a necessidade de se
utilizar o microscépio para fazer a leitura do teste. Foi feita a transferéncia das artémias
do tubo para uma placa de petri e a observagao foi feita a olho nu. Nos casos em que
nao foi possivel notar movimentagao do individuo a olho nu, a leitura foi realizada com
a utilizacdo do microscoépio. Os individuos que ficaram na SS de NaCl apresentaram
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maior mortalidade quando comparados com os que ficaram na SS de Sal Marinho

(Tabela 5).

Tabela 5 - Resultados da leitura do Experimento 4.

Resultados - Experimento 4

Tubos (Triplicata 1) Moveis Imoveis

Incubadora, com luz, 35 g/L Sal marinho, 2,5 mg de A 9 0

1 Incubadora, com luz, 35 g/L Sal marinho, 2,5 mg de A 10 0
Incubadora, com luz, 35 g/L Sal marinho, 2,5 mg de A 10 0
Incubadora, com luz, 35 g/L NaCl, 2,5 mg de A 2 8

2 Incubadora, com luz, 35 g/L NaCl, 2,5 mg de A 1 8
Incubadora, com luz, 35 g/L NaCl, 2,5 mg de A 3 7
Incubadora, sem luz, 35 g/L Sal marinho, 2,5 mg de A 10 0

3 Incubadora, sem luz, 35 g/L Sal marinho, 2,5 mg de A 10 0
Incubadora, sem luz, 35 g/L Sal marinho, 2,5 mg de A 9 0
Incubadora, sem luz, 35 g/L NaCl, 2,5 mg de A 2 8
4 Incubadora, sem luz, 35 g/L NaCl, 2,5 mg de A 0 10
Incubadora, sem luz, 35 g/L NaCl, 2,5 mg de A 3 6
Incubadora, sem luz, 35 g/L Sal marinho, 5 mg de A 9 0

5 Incubadora, sem luz, 35 g/L Sal marinho, 5 mg de A 10 0
Incubadora, sem luz, 35 g/L Sal marinho, 5 mg de A 10 0
Bancada, sem luz, 35 g/L NaCl, 2,5 mg de A 0 9
6 Bancada, sem luz, 35 g/L NaCl, 2,5 mg de A 0 10
Bancada, sem luz, 35 g/L NaCl, 2,5 mg de A 2 7
Bancada, sem luz, 35 g/L Sal marinho, 2,5 mg de A 10 0

7 Bancada, sem luz, 35 g/L Sal marinho, 2,5 mg de A 10 0
Bancada, sem luz, 35 g/L Sal marinho, 2,5 mg de A 10 0
Bancada, sem luz, 35 g/L Sal marinho, 5 mg de A 10 0

8 Bancada, sem luz, 35 g/L Sal marinho, 5 mg de A 9 1
Bancada, sem luz, 35 g/L Sal marinho, 5 mg de A 9 0

No Experimento 5, todos os individuos de A. salina sobreviveram, independente da
concentracdo de TF. Uma das hipoteses para esse ocorrido, € que o acido usado para
corregdo do pH da solugédo de Tenofovir possa ter degradado as moléculas de TF,
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fazendo com que o medicamento ndo apresentasse efeito sobre os individuos de A.

salina.

Tabela 6 - Resultados da leitura do Experimento 5.

Resultados Teste Artemia salina 12/08
Tubos Méveis Imoveis
BRANCO 10 0
BRANCO 10 0
1 BRANCO 10 0
BRANCO 9 1
30 mg/L 10 0
30 mg/L 10 0
2 30 mg/L 10 0
30 mg/L 10 0
60 mg/L 10 0
60 mg/L 10 0
’ 60 mg/L 10 0
60 mg/L 10 0
90 mg/L 10 0
4 90 mg/L 10 0
90 mg/L 10 0
90 mg/L 10 0
120 mg/L 10 0
120 mg/L 10 0
> 120 mg/L 10 0
120 mg/L 10 0
150 mg/L 10 0
150 mg/L 10 0
° 150 mg/L 10 0
150 mg/L 10 0
180 mg/L 10 0
180 mg/L 10 0
! 180 mg/L 10 0
180 mg/L 10 0
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DISCUSSAO

Por meio dos experimentos realizados no laboratério com a espécie Artemia salina, foi
possivel a confirmacdo de variaveis importantes para a realizacdo de testes de
ecotoxicidade com a espécie.

Apesar da alta mortalidade do Experimento 1, quando comparado o resultado com o
valor de dose-resposta obtido no estudo de Silva (2020), observa-se 0 mesmo padrao,
onde nos tubos com menor concentragao de tenofovir (30 mg/L e 90 mg/L) as artémias
apresentaram maior mobilidade em relagdo aos tubos com maior concentragao (150
mg/L e 210 mg/L).

No Experimento 2, péde-se concluir que o método de captura utilizado (micropipeta)
nao estava interferindo na realizagdo dos experimentos, e, quando comparados os
resultados de testes que utilizam diferentes métodos de captura, ndo se observou
interferéncia na sobrevida das mesmas. Porém, houve momentos em que individuos de
artémias ficaram presos nas ponteiras e nos tubos, como observado no Experimento 3.
No entanto, ndo foi identificado o motivo e ndo foi encontrado nenhum estudo de
referéncia que mencionasse o ocorrido.

Com o Experimento 4, foi possivel identificar a interferéncia do NaCl na sobrevida das
artémias, o que explicaria a alta taxa de mortalidade dos grupos controle. Os tubos com
a solucao salina de sal marinho n&o apresentaram mortalidade. Em outros estudos de
ecotoxicidade com A. salina, foi possivel encontrar a solugdo salina preparada
seguindo a metodologia descrita por Meyer et al. (1982), onde: para cada 1 L de agua
destilada, foram adicionados 23 g de cloreto de sodio (NaCl), 11 g de cloreto de
magneésio hexa-hidratado (MgCl,6H,0), 4 g de sulfonato de sédio (Na,SO,), 1,3 g de
cloreto de calcio di-hidratado (CaCl,) e 0,7 g de cloreto de potassio (KCI); sendo que o
ajuste de pH é feito para 9,0 com solugdo de carbonato de sddio (Na,CO; 1M).
Acredita-se que a eficiéncia do uso dessa solugao esteja relacionado a sua similaridade
com o habitat natural das artémias.

Diferente do Experimento 1, o Experimento 5 ndo seguiu os padrées observados no
estudo de Silva 2020, onde os individuos passaram a demonstrar uma imobilidade a
partir das concentragdes de 90 mg/L. Vale ressaltar que no Experimento 1, a solugao
salina utilizada foi feita com NaCl, e no Experimento 5, a solugao salina foi preparada
com sal marinho. Uma das hipéteses € que no Experimento 5 houve a adi¢cado de 30 uL
de acido cloridrico (HCI) na solugado de Tenofovir para melhorar a solubilidade deste
farmaco em &agua, portanto o acido pode ter quebrado as moléculas do Tenofovir,
fazendo com que o farmaco perdesse sua atividade.

Ao comparar o Experimento 5 com outros estudos de ecotoxicidade com A. salina,
notou-se que Cunha (2011) e Oliveira et al. (2014) utilizaram sal marinho artificial para
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o preparo da solucédo salina e seus resultados foram positivos. Ambos optaram por
aerar o ambiente de eclosdo das artémias, proporcionando maior oxigenagao, ao
contrario de Palacio et al. (2012), que optaram pelo preparo da solugéo salina seguindo
o método de Meyer et al. (1982), previamente descrito, e ndo promoveram a aeragéo
no ambiente de eclosio.

Destaca-se a semelhanga com Palacio et al. (2012) na escolha de manter os tubos de
experimento em temperatura ambiente e na presenca de luz por 24h. No estudo de
Cunha (2011), os frascos foram cobertos com plastico filme e incubados por 48h (foi a
avaliada a toxicidade cronica), assim como no Experimento 5, onde os tubos também
foram cobertos.

CONCLUSAO

Os parametros ideais para o cultivo dos individuos de A. salina foram estabelecidos a
partir dos ensaios realizados neste trabalho. Entretanto, diversas variaveis afetaram os
resultados dos testes realizados, ndo sendo possivel determinar os valores de CEs.
Portanto, faz-se necessaria a realizacdo de mais experimentos para que o teste de
ecotoxicidade com Artemia salina seja implementado no laboratorio.

Destaca-se a importancia da utilizacdo de grupos controles, para que seja possivel
identificar variagcbes no experimento, visto que, com a auséncia dos mesmos, nao seria
possivel identificar relacao entre o efeito observado e o farmaco.
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