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INTRODUCAO

O peixe zebra (Danio rerio) é reconhecido mundialmente como um modelo biolégico
com caracteristicas ideais em estudos farmacolégicos, médicos e ecotoxicolégicos. Apresenta
similaridade de 70% com o genoma humano e tem sido cada vez mais utilizado na avaliagao
e compreensao da atividade farmacocinética de compostos sintéticos nos sistemas imune e
reprodutivo. Desde 2005, o ensaio com embrido de D. rerio é obrigatério para o
monitoramento de efluentes em alguns paises da Europa (BRAUNBECK e LAMMER, 2006),
em substituicdo ao ensaio de toxicidade aguda com peixes adultos. A metodologia descrita
na OECD (2013) referente ao teste de fertilizacdo com embrido recomenda o uso de agua de
diluicdo com 100 mg CaCO;.L1, enquanto a ABNT (2007) recomenda dgua com cerca de 40
mg CaCOs.L1 para os ensaios com peixes adultos e larvas recém eclodidas. Portanto o
presente trabalho teve como objetivo verificar a sensibilidade do teste FET utilizando-se a

substancia de referéncia sulfato de cobre em 4guas de diluicao com durezas 40 e 100.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados em novembro de 2017 no Laboratério de Ecotoxicologia do
Centro de Recursos Hidricos do Instituto de Pesca seguindo-se as normas da OECD (2013).
Os embrides com 1 hpf (hora ap6s a fertilizagdo) foram obtidos de desovas da reproducao do
peixe D. rerio mantidos na proporcao de dois machos para uma fémea com base nos
protocolos da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2007) e da Plataforma

Zebrafish do Instituto Butantan.
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Foi utilizado o sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H:0) e a partir da solucdo
estoque de 500 mg.L-! em agua destilada foram preparadas seis solu¢des nas concentracdes
nominais de 0,033; 0,058; 0,105; 0,190; 0,343 e 0,622 mg Cu.L! em dgua preparada com dureza
40 e 100 mg CaCOs.L1. Seguiu-se a metodologia do teste “FET” - Teste de toxicidade aguda
com embrides de peixe (OECD, 2013) com modificacdes referentes ao nimero de replicatas
utilizadas: vinte no controle negativo constituido de dgua de diluicdo com durezas 40 e 100, e
dez em cada um dos tratamentos com cobre. O ensaio estatico com duracgdo de 96hs foi
conduzido em placas de cultivo celular com 24 pogos contendo 1 ovo por poco em 2 mL de
amostra, em cdmara incubadora na temperatura de 27°C e fotoperiodo de 12h de luz.

A cada 24 horas, foram feitas leituras das placas utilizando-se quatro parametros
biolégicos como indicadores de letalidade: (a) coagulagdo de ovos fertilizados, (b) a falta de
formagdo de somito, (c) auséncia de separacdo entre o pediinculo caudal e o saco vitelinico, e
(d) auséncia de batimentos cardiacos. Ao final das 96hs, a toxicidade aguda foi determinada
com base num resultado positivo em qualquer um dos quatro parametros, e a concentragao
necessdaria para produzir a morte de 50% dos individuos expostos (CL50; 96h) foi calculada
utilizando-se o programa Trimmed Spearman Karber (HAMILTON et al., 1977). A auséncia

de eclosao dos embrides foi utilizada como parametro biolégico de efeito subletal.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Fig. 1 é apresentada a sobrevivéncia (%) de embrides do peixe zebra apés 96 hs

de exposicao ao sulfato de cobre diluido em diferentes concentracdes de carbonato de calcio.
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FIGURA 1-SOBREVIVENCIA (%) DE EMBRIOES DE D.RERIO
APOSEXPOSICAOAO SULFATO DE COBRE DILUIDO EM
DIFERENTES CONCENTRACOES DE CARBONATO DE CALCIO.

O calculo e a estimativa dos valores das CL50 em 96 hs derivados dos dados de
sobrevivéncia plotados na Fig. 1 resultaram em 0,35 mgCu.L?! (IC: 0,24-0,5) para a dureza 40
e > 0,6 mgCu.L! para a dureza 100, respectivamente. Esta diferenca de sensibilidade pode

ser explicada pela maior toxicidade dos metais em aguas mais moles como foi observado por
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POURKHABBAZ et al. (2011) ao estudarem os efeitos da dureza da 4gua e os metais cobre e
zinco na sobrevivéncia do peixe Gambusia holbrooki.

No entanto, ndo explica a maior sensibilidade para o parametro eclosdo, que pode
estar relacionada com as diferentes fases do ciclo de vida do organismo, onde o cérion,
presente no ovo, funciona como uma barreira fisica que impede a entrada de contaminantes,
enquanto nas fases posteriores até a eclosdo do embrido esta barreira protetora estd ausente
(BRAUNBECK e LAMMER, 2006).

Na Fig. 2 é apresentada a eclosdo (%) de embrides do peixe zebra apés 96hs de
exposicdo ao sulfato de cobre diluido em diferentes concentracdes de carbonato de calcio.
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FIGURA 2- ECLOSAO (%) DE EMBRIOES DE D. RERIOAPOS
EXPOSICAO AO SULFATO DE COBREDILUIDO EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE CARBONATO DE CALCIO.

CONCLUSAO

O uso do sulfato de cobre como substancia de referéncia em &gua de diluicdo
modula as alteragdes de desenvolvimento do embrido utilizadas como pardmetros de
avaliacdo de toxicidade. Nossos dados mostram ndo haver diferenca entre as respostas
avaliadas quando os organismos nas suas diferentes fases do ciclo de vida sdo expostos
somente as aguas de diluicdo com durezas 40 e 100 mg CaCOs.L! e, que a diminuicao da
dureza da agua em conjunto com o cobre potencializa o efeito do metal resultando no

aumento da toxicidade observada.
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