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APRESENTACAO

O E-book “Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3” é
composto por 32 capitulos. Nesse volume, sdo abordados distintos topicos nas
areas de biotecnologia, citologia, genética, saude humana, educacao, importancia
de condicbes ambientais que as espécies estao inseridas, bem como, potenciais
espécies invasoras que podem ser nocivas ao meio ambiente. No cenario atual de
mudancas ambientais correntes e avancgos tecnoldgicos € extremamente importante
0 uso adequado de técnicas em cada area. Interacoes entre espécies sao dificeis
de serem mensuradas na natureza. Mutualismo é um tipo de relagdo simbidtica
essencial, em que ambos os organismos se beneficiam na relacdo. Estudos que
abordam essa tematica sdao muito relevantes para compreensédo da relacdao de
dependéncia ou ndo que os organismos estabelecem para se manterem em um
determinado ambiente.

O E-book também traz capitulos que abordam estratégicas didaticas para
alunos da educacgédo basica e da graduacéo. O ensino de ciéncias precisa ser cada
vez mais divulgado e exige interatividade e criatividade para seu sucesso em sala de
aula, o uso de modelos confeccionados ou a prépria producdo de material manual
pode auxiliar no aprendizado dos jovens.

O tema sobre saude humana se encontra em pauta trazendo o uso de células
tronco para recuperacao do tecido lesionado por queimadura, esse € um avanco
que pode ser continuadamente avaliado. Outro fator essencial associado a saude
humana é a manipulacédo de produtos altamente comercializaveis, como acgai na
regiao amazobnica, o qual sugere a pasteurizacdo como tratamento térmico pelas
industrias produtoras.

As aplicacdes de técnicas adequadas de biotecnologia que envolvem transgenia,
genética com a busca de marcadores e melhoramento genético e parasitologia
sao extremamente importantes para uso de produtos eficazes em diversas areas.
Adicionalmente, analises citogenéticas, histoquimicas e toxicoldgicas fornecem
informacgdes que sdo relevantes e inovadoras para contemporaneidade.

Convidamos os leitores a lerem os capitulos desse livro com muita atencgao,
e desejamos que cada conteudo abordado aqui seja util na vida académica. A
linguagem acessivel e no idioma portugués facilita o acesso tanto para grupos de
pesquisas como para jovens pesquisadores da area cientifica.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvao
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RESUMO: A determinagdo da toxicidade
aguda é muito importante para identificagcdo de
substancias com potencial toxico, ou seja, que
causam danos aos organismos vivos. O teste
toxicolégico utilizando Artemia salina como
bioindicador € um teste que apresenta muitas
vantagens como: ser mais pratico em relacéao a
testes com outros organismos, ter baixo custo
e boa repetibilidade. Este trabalho buscou
implementar o teste toxicoldgico utilizando
K,Cr,O,como controle positivo, e cafeina como
substancia com potencial toxico. E na sequéncia
determinar a LC, (concentragao letal mediana)
de extratos aquosos de goiaba serrana e
semente de pinh&o. O teste utilizando Artemia
salina foi adaptado da norma NBR 16530 e
a LC,, foi calculada por meio do método de
probit. O resultado obtido para LC foi 565

50 cafeina
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ppm, maior que os relatados na literatura, no
entanto, condizente com relagdo as condi¢cbes
geograficas do local de realizacdo do ensaio.
Para os extratos de goiaba serrana e pinh&o foi
observado efeito nao-toxico, dado os valores de
LC,, > 1000 ppm. Por fim, o teste de toxicidade
pdde ser implementado e utilizado para estudar
0 potencial toxico de alimentos nativos da
serra catarinense até entdo nao verificados.
Este ensaio torna-se uma ferramenta util
para screening de plantas e substancias com
potencial toxico.

PALAVRAS-CHAVE: ecotoxicidade, Branchipus
stagnalis, Acca sellowiana

IMPLEMENTING TOXICOLOGICAL ASSAY
USING BRINE SHRIMP: DETERMINATION
OF LC,, OF Araucaria angustifolia SEED
(PINHAO) AND FEIJOA

ABSTRACT: Determination of acute toxicity
is very important for the identification of
substances with toxic potential, causes damage
to living organisms. The Toxicological assay
using Artemia salina like a bioindicator has
many advantages such as: practicity compared
to tests with other organisms, low cost and
good repeatability. The aimed of this work
was implement the toxicological assay using
K,Cr,O, as a positive control, and caffeine as a
substance with toxic potential. The second point
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was determine the LC,, (median lethal concentration) of aqueous extracts of Araucaria
angustifolia sess (pinh@o) and feijoa. The test was adapted from NBR 16530 and the
LC,, was calculated using the probit method. The result obtained for caffeine was LC_,
565 ppm, higher than those reported in the literature, however, consistent with the
geographical conditions of the trial site. To pinhdo and feijoa, a non-toxic effect was
observed, with LC, | values >1000 ppm. Finally, the toxicity assay could be implemented
and used to study the toxic potential of native food. This assay becomes a useful tool
for screening plants and substances with toxic potential.

KEYWORDS: ecotoxicity ,Branchipus stagnalis, Acca sellowiana

11 INTRODUCAO

A atividade biolégica se refere aos efeitos causados por uma droga em
organismos vivos, e a toxicidade é uma atividade bioldégica que causa danos aos
organismos vivos, mas esta depende muito da dosagem da substancia e do individuo
(MACHADO, 2003). Por isso, &€ muito importante o estudo de compostos que podem
ter atividade toxica. Porém, os testes toxicologicos e estudos de compostos bioativos
sdo limitados muitas vezes por falta de procedimentos apropriados que sejam
simples e rapidos, pois, muitos laboratérios nao tem estrutura para a realizacao de
bioensaios com animais, tecidos ou 6rgéos, e nao tem pessoal capacitado. O teste
agudo-letal requer como resposta apenas a letalidade, para estes testes podem ser
utilizados organismos simples (CIFUENTES, 2003).

A morte ou vida de organismos simples tem sido utilizada para uma rapida
e simples avaliacdo da resposta bioldgica e determinacédo da toxicidade geral em
compostos com potencial atividade biolégica (CAVALCANTE, et al., 1999). A Artemia
salina (Branchipus stagnalis) € um microcrustaceo que vive em agua salgadas e é
de facil aquisicao seus ovos desidratados podem ser obtidos em lojas de aquaristas
e podem durar por anos em ambiente seco (Meyer, 1982). Este organismo tem sido
amplamente utilizado como bioindicador em estudos de compostos ativos e testes
toxicoldgicos agudo-letal, pois, apresenta um baixo grau de tolerancia a fatores
ambientais modificados, apresentando uma resposta clara a pequenas variagbes em
seu ambiente (CARVALHO et al., 2009). Em testes com Artemia Salina a letalidade
€ Unica variavel observada (Meyer, 1982).

O bioensaio frente a Artemia salina baseia-se em compostos bioativos que
sédo toxicos em doses maiores, devido a grande sensibilidade da Artemia salina
produzem uma boa resposta para testes agudo-letal, correlaciona-se com testes
de citotoxicidade, antitumorais, atividade larvicida, inseticida, antifungica, virucida,
antimicrobiana, parasiticida e tripanossomicida, além disso é pratico, de baixo custo,
facil e com boa reprodutibilidade (MACHADO, 2003; KARCHESY et al 2016). O
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primeiro teste a que sdo submetidos os compostos é o agudo-letal que consiste em
uma sé dose que serve como teste preliminar para determinar a concentracéo letal
mediana, que é a dose que mata 50 % de uma populacédo em teste, representada em
mg de substancia por kg de massa corporal do organismo testado mg/kg (OLIVEIRA,
2012).

O objetivo deste trabalho é implementar o teste toxicologico utilizando K.,Cr,O,
como controle positivo, e cafeina como substancia com potencial téxico e determinar
determinar a LC,  de extratos aquosos de goiaba serrana e semente de pinhéo,
alimentos tipicos da serra catarinense.

2| METODOLOGIA

Foi utilizada a metodologia NBR 16530 (2016), com adaptacdes. Toda a
vidraria utilizada no experimento foi lavada com detergente neutro, acetona e ficou
em banho de solucéo de acido cloridrico 2% por 24 horas seguida de lavagem com
agua corrente e agua deionizada. Para a ecloséo dos cistos de Artemia salina foi
preparada agua do mar reconstruida de composi¢cao conhecida de sais (Tabela 1).
O pH da solucgéao foi ajustado para 8,0 - 8,5 com NaOH 0,1 mol/L, e aerada durante
10 min (utilizando bomba de aquério). Em aproximadamente 500 mL de agua do
mar reconstituida foram colocados os cistos desidratados de artemia salina 0,2 g
(adquiridos no comércio local) e o recipiente foi envolto de papel aluminio para impedir
a entrada de luz, o qual foi mantido a 25 °C em incubadora shaker com camara de
acrilico durante 24 h (Figura 1). ApOs eclosao, os nauplios foram transferidos com
micropipeta para outro recipiente com agua do mar reconstituida e incubados a 25 °C
por mais 24 h em auséncia de luz. Este procedimento de incubagéao de 48 h garante
gue os nauplios alcancem a fase Il de desenvolvimento, ideal para a realizacdo do
teste (Figura 2, C).

Reagente Massa (g)
Cloreto de estroncio hexahidratado (SrCl,. 6H,0) 0,02
Acido borico (H,BO,) 0,03
Brometo de potéassio (KBr) 0,1
Cloreto de potéassio (KCI) 0,7
Cloreto de calcio dihidratado (CaCl,. 2H,0) 1,4
Sulfato de sédio (Na,SO,) 3,5
Cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl,. 6H,0) 10,78
Cloreto de sodio (NaCl) 23,5
Bicarbonato de sédio (NaHCO,) 0,2

Tabela 1. Massa dos reagentes para o preparo de 1L de agua do mar reconstituida.
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Figura 1. Incubagéo das Figura 2. Principais estagios de desenvolvimento da Artemia

artémias salinas em salina. A: Cistos Diapausa, B: Nauplios I; C: Nauplios II; D:
incubadora shaker SP labor, Metanduplios II; E: Posmetanduplios — adultos. Escala:
a 25°C na auséncia de luz A: 178 um; B: 177 um; C: 150 pm; D: 250 um; E: 3,5 mm
com papel aluminio. (GOSTLING et al, 2009).

Para execucéao do teste sdo contados e transferidos exatamente 10 nauplios de
Artemia salina na fase Il (48 h de incubacéo dos cistos e nauplios Figura 1, C) para
um tubo de ensaio contendo os respectivos volumes de agua do mar reconstituida,
e por ultimo foi adicionado volumes das amostras em diferentes concentracées
conforme mostram as Tabelas 2 a 4. A solugcdo devem estar a aproximadamente
25°C na transferéncia dos nauplios. O ensaio foi feito em triplicata. Os naudplios
foram incubados a 25° C durante 48 h. Foram avaliadas trés diferentes amostras: a
cafeina que serve como referéncia para avaliacdo da implementacéo e comparacéao
com resultados de outros trabalhos e também os extratos aquosos de pinhéo e
goiaba serrana.

Solucdo de  Concentracdo Aguado mar Quantidade de
Tubo de ensaio  cafeina 1000 de cafeina (mg reconstituida Artemia salina

mg L' (mL) L) (mL) (unidade)
Controle negativo 0 0 10 10
2 0,25 125 9,25 10
3 0,5 250 9,5 10
4 1,0 500 9,0 10
5 2,0 1000 8,0 10
6 3,0 1500 7,0 10
Controle positivo* 3,0 45 7,0 10
Tabela 2. Condi¢bes para o preparo dos ensaios para cafeina.
*Adicionado 3 mL de solugéo estoque 150 mg L de K,Cr,O..
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_ I?xtr?to de Concentracao Agua d? mar o ontidade
Tubo de ensaio plnr_1ao 10g de extrjato (mg reconstituida de nadplios
L (uL) L") (mL)
Controle negativo 0 0 10 10
1 50 50 9,95 10
2 100 100 9,9 10
3 250 250 9,75 10
4 500 500 9,5 10
5 1000 1000 8,0 10
Controle positivo* 3,0 45 7,0 10

Tabela 3. Condi¢des para o preparo dos ensaios para pinhao cru.
*Adicionado 3 mL de solugéo estoque 150 mg L™ de K,.Cr,0, .

Extrato de Concentracdo Agua do mar .

. . o Quantidade
Tubo de ensaio goiaba serrana de extrato (mg reconstituida L
de nauplios
75g L7 (uL) L") (mL)

Controle negativo 0 0 10 10

1 60 50 9,94 10

2 130 100 9,87 10

3 330 250 9,67 10

4 660 500 9,34 10

5 1330 1000 8,67 10

Controle positivo* 3,0 45 7,0 10

Tabela 4. Condic¢oes para o preparo dos ensaios para goiaba serrana.
*Adicionado 3 mL de solugéo estoque 150 mg L de K,Cr,0O, .

Apds esse periodo de 48 h foi feita a contagem de nauplios mortos e vivos, a
morte &€ evidenciada pela sedimentacao e falta de movimento das Artemias, sendo
evidente a movimentacdo das que permanecem vivas. Apds a contagem calculou-
se a média da mortalidade para cada concentracédo, sendo que a mortalidade no
controle negativo n&o deve ultrapassar 10 % para que o teste tenha validade. Foi

calculado a LC_ , para todas as amostras pelo método de probit, os resultados de

50’
LC,, foram comparados com resultados encontrados na literatura.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de LC,, foram calculados primeiro por meio da porcentagem de
mortalidade (M %) utilizando a férmula de Abbott (Nguta et al.,2012) (Equacéo 1).
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~ A —A .
Equagao 1 M % = m Meonwole negativo x 100

A""c:\mi:role negativo

onde: Am = média das Artemias mortas; Am = média das artemias

controle negativo™

mortas no controle negativo; Av_ . . ...= Média das Artemias vivas no controle
negativo.

Os resultados obtidos foram transformados em probit, por meio de tabela de
conversédo em probit (Karchesy et al, 2016) (Figura 3). Os valores foram localizados
encontrando o valor da dezena na coluna e o valor da unidade na primeira linha
como demonstrado para o valor 14,0 de porcentagem de mortalidade obtida (M %)

pela formula de Abbott, sendo igual a 3,92 probit.

5 6 7 8 9

336 345 352 359 3.66
396 401 405 408 4.2
433 436 439 442 445
30 448 450 453 456 459 461 464 467 469 472
40 475 477 480 482 485 487 490 492 495 497
50 500 503 505 508 510 513 515 518 520 523
60 525 528 531 533 536 539 541 544 547 550
70 552 555 558 561 564 567 571 574 577 581
80 584 588 592 595 599 604 608 6.13 6.18 623
90 628 634 641 648 655 664 675 688 705  7.33

Figura 3. Converséao de porcentagem de mortalidade (M %) em valor probit.

Para determinagdo da LC_, foi entdo construida uma tabela para obter os
valores de log concentracdo da substancia teste (log [substéncia]) e de Probit para
cada ensaio como demonstrado na Tabela 5 para cafeina. Na sequéncia construiu-
se grafico que relaciona Probit x log [cafeina] para determinar o LC_, (Figura 4). A
LC,, foi estimada a partir da regressao linear obtida da correlagao entre o probit e a
concentracado da substancia ou extrato.

Am Av  Total de

7

[cafeina] ppm log [cafeina] média média artemias M% probit O I - R .
Controle negato 0,00 0 10 10 ] 0 %
125 210 T n e " - .
250 240 2 8 10 A 4,16 451 .
0 M 4 6N M 4% . ’
1000 (TN S AR SR Y % I e
1500 38 9 1 10 9% 6,28 . N = R * B W

log [cafeina]

Tabela 5. Determinagéo do log [cafeina] e
probit para ensaio de toxicidade com artemia
salina.

Figura 4. Determinacao grafica do
LC,, para cafeina.

Em seguida, a LC,, & determinada pelo método grafico de Probit através da
equacao de regressao (GUTIERREZ, 2008). Considerando a equacao da reta

representada por: Probit = a x log [substancia] + b (Figura 4), substitui-se o valor
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da variavel dependente (probit) pelo valor 5, que refere-se a 50 % dos individuos
testados e isola-se a variavel log[substancia]. Na sequéncia determina-se o inverso
do log, obtendo-se a [cafeina] para probit 5, ou seja o LC_, da substancia testada,
simplificada pela Equagéo 2. Para o caso da Figura 4 o valor de [substancia] = LC,,
=477 ppm.

S
Equacdo 2: [Substancia] = LCz,=10"7

Os valores obtidos de LC_, para a cafeina com exposicao de 48 h estdo

50’
apresentados na Tabela 6, onde os valores apresentaram variacéo de + 421 ppm.
Tal variacao esta ligada ao fato de que o teste apresenta muitas varidveis que podem
interferir nos resultados, como: viabilidade dos ovos, temperatura e as condicbes
geograficas (Hamidi M. et al, 2014). Observou-se que o0s resultados dos Testes 3 e
4 apresentaram valor de LC,  consideravelmente maior que a dos resultados dos
Testes 1 e 2, isso deve estar relacionado a maturidade dos cistos que estavam mais
velhos, observado pela ecloséo tardia dos nauplios causando incerteza da fase de
desenvolvimento dos organismos para realizar o teste. Dessa forma, estes valores

foram desconsiderados para célculo da médiada LC_, ., que foi de 565 ppm.

LC,,(ppm) Teste*
1 472

2 658
3 1361
4 1183
Media (1 e 2) 565

Tabela 6. Valores de LC, para réplicas de implementagéo do teste de toxicidade com artemia
salina usando cafeina como substancia padrao.

* Testes realizados com mesmo lote de cistos, e apresentados em ordem cronolégica de execucao.

A condicao geografica é outro fator interessante que influencia nos resultados,
haja vista que foram executados em uma regido de altitude elevada com média
de 884 m acima do nivel do mar (Lages, SC - Brasil). Estes resultados mostram
uma realidade plauzivel, onde percebe-se uma correlacéo entre 0 aumento do valor
numérico de LC,, para cafeina com o aumento da altitude do local onde o teste
€ realizado (Figura 5). Corrobora esta constatacdo, o fato de as artemias salinas
serem organismos sensiveis e de habitat marinho (altitude zero) as quais podem
sofrer maior influéncia no metabolismo (desaceleracédo) quando ndo se encontram
ao nivel do mar.
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1000 -
900
800
700
600
500
400 -
300
200 -
100

mAltitude (m) mLC50 (ppm) 884

*West Lafayette, *Cartum, Suddo **Lages, Brasil
EUA

Figura 5. Correlagéo entre altitude dos locais de realizagéo dos testes e valores de LC, para
cafeina.

Legenda: * Meyer, 1982; **Gadir, 2012; ***Presente estudo

3.1 Toxicidade de extratos de pinhao e goiaba serrana

Os critérios utilizados por Clarkson e colaboradores (2004) para toxicidade de
extratos de plantas foi a seguinte: extratos com LC,, acima de 1000 ppm s&o n&o-
toxicos, LC, de 500 - 1000 ppm s&o levemente toxicos, extratos com LC, de 100
- 500 ppm sdo de moderadamente toxicos, e extratos com LC,, < 100 ppm s&o de
altamente toxicos (Clarkson et al., 2004; Nguta et al., 2012). Como os extratos de
goiaba serrana e pinhao apresentaram mortalidade de 0% dos nauplios na dose de
1000 ppm, sé&o considerados como nao toxicos, pois a concentracéo onde 50 % dos
individuos testados morrem é superior a maior concentracao testada e neste caso
LC,, > 1000 ppm.

41 CONCLUSOES

A metodologia para avaliagao da toxicidade aguda utilizando Artemias salinas
pode ser utilizado na serra catarinense para avaliar toxicidade de compostos quimicos
e extratos. Porém para utilizacdo dos testes de toxicidade com artemia salina em
regides de altitude diferente do nivel do mar, uma sugestéo seria a utilizacao de
um fator de conversédo (fator multiplicativo). Este fator, serviria para convergir o
valor experimental com o encontrado na literatura para uma substéncia considerada
padrao, que no presente estudo foi a cafeina. Outra possibilidade € mineralizar agua
do mar, e utiliza-la para o ensaio ao invés de agua do mar reconstituida.

Por fim, o teste de toxicidade pdde ser implementado e utilizado para estudar o
potencial tbxico de alimentos nativos da serra catarinense até entao nao verificados.

Este ensaio é uma ferramenta (til para varredura e descoberta de plantas e
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substéancias com potencial toxico, mesmo das mais conhecidas. Vale salientar que
mais testes devem realizados para confirmacdo da real toxicidade de qualquer
substancia e ou extrato de planta.
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