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Resumo

As beatas de cigarro constituem uma das formas de poluicdo mais comuns
mundialmente, entrando nos sistemas aquéticos através das chuvas, escorréncias, rios
(entre outros), ap0s serem descartadas inapropriadamente. A sua vasta distribuigcéo,
acumulacéo e dificil biodegradacgéo apresenta um risco para 0 meio ambiente e para 0s
organismos. Assim, este trabalho tem o objetivo de estudar os efeitos toxicoldgicos das
beatas fumadas (BF) e ndo fumadas (BNF) de cigarro em nauplios e individuos adultos
de Artemia franciscana em varias concentracfes-teste em ensaios de toxicidade aguda.
A A. franciscana é um crustaceo pequeno que habita em ambientes hipersalinos e com
resisténcia a condigdes ambientais adversas. Nos ensaios realizados, avaliou-se a
mortalidade de nauplios e de individuos adultos da espécie ao fim de 96h utilizando
lixiviados de beatas fumadas (BF) e beatas ndo fumadas (BNF). Os resultados obtidos
mostraram que ambos os lixiviados foram toxicos para os nauplios e individuos adultos.
Os ensaios com 0s nauplios obtiveram valores de LC,,, LC,, € LCg, iguais a 0,59; 0,80
e 1,42 BF/L e 3,88; 4,28 e 5,17 BNF/L. Para os individuos adultos, os LC,, LC;, € LCsq
corresponderam a 0,90; 1,32 e 2,75 BF/L e 1,96; 2,72 e 5,05 BNF/L, respetivamente.
Foi possivel observar uma maior tolerancia por parte dos individuos adultos ao lixiviado
com beatas fumadas (BF) comparado com os nauplios. Apesar de ter sido possivel
verificar os impactos negativos que as beatas apresentam nesta espécie, sao
necessarios mais estudos sobre esta tematica.

Palavras-chave: beatas de cigarro, Artemia franciscana, toxicidade.
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Abstract

Cigarette butts are one of the most common forms of pollution worldwide,
entering aquatic systems through rain, runoff, rivers (among others), after being
inappropriately disposed of. Its wide distribution, accumulation and difficult
biodegradation pose a risk to the environment and organisms. Thus, this work aims to
study the toxicological effects of smoked (BF) and non-smoked (BNF) cigarette butts in
nauplii and adult individuals of Artemia franciscana at various test concentrations in
acute toxicity trials. A. franciscana is a small crustacean that lives in hypersaline
environments and is resistant to adverse environmental conditions. In the tests carried
out, the mortality of nauplii and adult individuals of the species was evaluated after 96
hours using leachates from smoked cigarette butts (BF) and non-smoked cigarette butts
(BNF). The results obtained showed that both leachates were toxic to nauplii and adult
individuals. The tests with the nauplii obtained values of LC,,, LC,, e LCg, equal to 0.59,
0.80 and 1.42 BF/L and 3.88, 4.28 and 5.17 BNF/L. For adult individuals, the LC,,, LC,,
e LCs, corresponded to 0.90, 1.32 and 2.75 BF/L and 1.96, 2.72 and 5.05 BNF/L,
respectively. It was possible to observe a greater tolerance for adult individuals to the
leachate with smoked-end cigarette butts (BF) compared to nauplii. Although it was
possible to verify the negative impacts that cigarette butts have on this species, further
studies on this subject are needed.

Keywords: cigarette butts, Artemia franciscana, toxicity.
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1.Introducao

1.1. Beatas de cigarro

O aumento exponencial da populacdo humana e o desenvolvimento da
tecnologia tem aumentado a demanda e o fabrico de produtos para satisfazer o estilo
de vida moderno ao ponto que o lixo produzido e os compostos introduzidos no meio
ambiente, em particular nos recursos hidricos, tém sido alvo de preocupacédo. O lixo ao
entrar no oceano, permanece a superficie da agua e é transportado pelas ondas e vento
até se afundarem no fundo do mar ou se depositarem nas costas (Rosas et al., 2021).

As beatas de cigarro constituem uma das formas mais comuns de poluicdo
mundialmente (Kadir e Sarani, 2015) e cerca de 5,6 trilibes de cigarros sdo fumados por
ano (Parker e Rayburn, 2017). Estima-se que estejam presentes em 22-46% do lixo
visivel (Murugan et al., 2017), sendo o item mais recolhido na limpeza de &reas publicas
como praias e parques (Ariza et al., 2008) e encontradas desde éareas urbanas
densamente habitadas (Bator et al., 2011; Novotny et al., 2011; Schultz et al., 2009) até
florestas e areas protegidas (Valiente et al., 2020). Também sdo um dos itens mais
apanhados por aparelhos de colheita de lixo flutuante em marinas e portos, constituindo
cerca de 29% de todo o lixo recolhido (Seabins™, The Seabin Project, 2020; Plastics
Europe, 2019). As beatas sdo introduzidas nos ecossistemas marinhos através das
chuvas, escorréncias, rios e, assim, facilmente distribuidas por todo o globo pelas
correntes marinhas.

1.1.1 Preocupacdes quanto a sua distribuicdo

As preocupacdes quanto a distribuicdo de beatas de cigarro descartadas sdo em
parte devidas as varias substancias presentes que acabam por ser libertadas no
ambiente (Moriwaki, 2009) e que afetam 0s meios aquaticos.

Em Micevska et al. (2006), a toxicidade aguda de 19 tipos de beatas fumadas de
6 marcas diferentes foram estudadas em espécies da ordem dos Cladocera
(Ceriodaphnia cf. dubia) e em micrébios (Vibrio fischeri). Os lixiviados de beatas
preparados foram toxicos para a C. cf. dubia e V. fischeri a concentragdes inferiores a
25,9 e 832mg L1, respetivamente, e houve uma diferenca de 2,9 e 8 vezes entre o
lixiviado menos téxico e o lixiviado mais téxico para a C. cf. dubia e V. fischeri,
respetivamente. C. cf. dubia foi a mais sensivel aos lixiviados usados por um fator de,
aproximadamente, 15,4.

Em Dieng et al. (2013), a toxicidade das beatas foi estudada como controlo de
mosquitos transmissores de doencas, neste caso, de Aedes aegypti (estirpe da
Malaysia). A presenca das beatas afetou a oviposicdo: houve uma maior atracdo de
fémeas gravidas em relacdo ao meio com mais residuos de beatas do que com o
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controlo, resultando numa maior taxa de deposicéo de ovos. Apesar de néo ter havido
diferencas significativas na taxa de eclosdo dos ovos entre 0os meios utilizados
(substratos de oviposi¢cdo encharcados com agua da torneira e solugao com beatas), a
longevidade da descendéncia que esteve exposta as solu¢des de beatas foi afetada,
esta diminuindo a concentracdes inferiores, e ambos 0s sexos apresentaram menor
expetativa de vida na concentracdo mais alta a que foram expostos.

Em Slaughter et al. (2011), foi observada a toxicidade de lixiviados de beatas
fumadas (filtro com tabaco e sé filtro) e de filtros de beatas ndo fumadas em peixes
marinhos (Atherinops affinis) e de agua doce (Pimephales promelas). O lixiviado de
beatas com filtro e tabaco apresentou toxicidade aguda em ambas as espécies com um
LCs, de, aproximadamente, 1 beata/L. O lixiviado com os filtros fumados apresentou um
LCs, de 1,8 beatas/L para P. promelas e 4,3 beatas/L para A. affinis. Por fim, o lixiviado
com os filtros n&o fumados também apresentou toxicidade aguda, com LCs, de 5,1 para
A. affinis e 13,5 para P. promelas, havendo um aumento significativo.

Estudos em mamiferos também mostraram ser positivos para a toxicidade das
beatas. Em animais domeésticos, a ingestao pode causar salivagéo excessiva, excitacao,
tremores, vomitos, falta de coordenacéo, fragqueza, convulsdes, falha na respiracdo e
inclusivamente, morte (Vig, 1990; Kaplan, 1968; Novotny et al., 2011).

Dos estudos que foram realizados, € possivel verificar que estas substancias sao
toxicas para uma diversa variedade de espécies com funcdes diferentes nos
ecossistemas e na cadeia alimentar e o grau de sensibilidade aos toxicos difere entre
espécies.

1.1.2 Constituintes das beatas

Apesar de ja se ter conhecimento de que o descarte indiscriminado das beatas
apresenta um risco para 0S organismos e 0s ecossistemas, pouco é feito para a
prevencédo da sua distribuicdo no ambiente e os estudos atualmente disponiveis ainda
sdo poucos. Tais substancias que vém tanto dos componentes como da producgéo do
tabaco antes da sua distribuicdo e consumo.

O cigarro convencional € constituido por duas partes: o tabaco e o filtro enrolados
em papel. O filtro do cigarro convencional € normalmente composto por acetato de
celulose, um biopléstico produzido pela modificagcdo e substituicdo dos grupos hidroxilo
da estrutura da celulose (proveniente de plantas como fibras de madeira e cotdo) com
acido acético e anidrido acético na presenca de um catalisador, sendo substituidos por
grupos acetilo. Esta modificagdo permite que o acetato de celulose seja moldado
facilmente e funcione como um retardador de chama. O filtro foi inicialmente criado com
a intengdo de reduzir os riscos associados com o fumar, filtrando as substancias
provenientes do fumo e supostamente proteger o fumador (Geiss e Kotzias, 2007).

Estudos demonstram que o fumo do tabaco é uma mistura complexa, contendo,
aproximadamente, 7000 compostos quimicos (Hoffmann e Hoffmann, 1998; Thielen et
al., 2008; Borgerding e Klus, 2005) e cerca de 50 sao carcinogénicos conhecidos (U.S.
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Surgeon General 1983; 1984; 1986; 1989). Estes compostos presentes no fumo podem
ficar retidos no filtro enquanto os cigarros sdo fumados e, aproximadamente, 130
substancias ja foram encontradas (Gong et al., 2017).

O principal constituinte do tabaco é a nicotina, também estando presente outros
compostos como o acetaldeido (composto que amplifica a atividade farmacol6gica da
nicotina), alcatrdo, oxidos de nitrogénio (nitratos e amonia), cianeto de hidrogénio,
aldeidos volateis (como acetaldeido, formaldeido), monoxido de carbono (U.S. Surgeon
General, 1984; Hoffmann e Hoffmann, 1998), hidrocarbonetos arométicos policiclicos
(PAHSs), N-nitrosaminas, poldnio-210, aminas aromaticas (benzeno, fenol) e também
metais (Moriwaki, 2009) como o arsénico, o caddmio, niquel, zinco (Menden et al., 1972),
entre outros.

Outros compostos, que também se encontram nos filtros, provém do cultivo e
crescimento do tabaco como herbicidas, inseticidas, fungicidas, rodenticidas (Glantz et
al., 1996) e umectantes (Harris, 2011).

Para além das substancias presentes, outro motivo de preocupagédo € a
acumulacdo das beatas no ambiente. O mecanismo principal para a degradacédo é a
deacetilacdo inicial através da hidrolise quimica e acetil esterases. A celulose é
facilmente biodegradada por microrganismos, contudo, o acetato de celulose é um
material plastico cujos niveis de acetato, grande densidade de fibras e inclusao de
plastificantes aumenta a eficacia dos filtros, mas torna a sua degradacéo biolégica dificil
e lenta (Rustemeyer, 2004; Araujo e Costa, 2019). Apesar de ser um polimero foto-
degradavel a comprimentos de onda ultravioleta inferiores a 280nm, a sua degradacgéo
é limitada a luz do sol devido a falta de cromoéforos para a absorcéo da radiacdo. O baixo
conteudo em azoto (N) também podera ser um fator que precisa de ser superado no
ambiente em que se encontra para que uma degradagdo biol6gica ocorra mais
rapidamente. Caso 0 ambiente seja pobre em N, como pavimentos e praias arenosas,
este talvez ndo conceda um input exégeno suficiente para atingir a taxa C:N necessaria
para a decomposicao de acordo com Parton et al. (2007).

A decomposicdo das beatas pode chegar até mais de 10 anos. Bonanomi et al.
(2015, 2020) fez estudos de longa duragdo (5 anos) para avaliar a dinamica e
ecotoxicidade da decomposi¢cédo do acetato de celulose em condi¢des controladas e de
campo em dois tipos de solo e com a auséncia de solo. A perda de massa das beatas
apresentou um padrdo: no primeiro més, houve uma perda de massa inicial significativa
(~15-20%) com a degradacao da camada de celulose externa. No entanto, ao fim de 5
anos, a decomposi¢do abrandou para ~30-35%. Os ensaios realizados nos dois tipos
de solo em incubacdo no laboratério tiveram uma grande perda de massa,
aproximadamente 75 e 85%, enquanto o ensaio sem solo apenas teve 52%. Nos
ensaios realizados no campo, os valores de perda de massa foram intermédios devido
as condicdes ambientais e da adicdo do solo. Quanto aos ensaios sem solo, as beatas
permaneceram intactas apds 5 anos. Este estudo mostrou que ao fim de dois anos de
decomposicao, as beatas perderam apenas ~30-40% da sua massa inicial e 50-80% ao
fim de 5 anos dependendo do solo e das condi¢cbes a que se encontravam. Mesmo em
condi¢cdes com disponibilidade suficiente de N, pouco deacetilagcdo ocorreu nas beatas,
afetando a decomposicao biolégica. Apesar de ter havido degradacdo dos compostos,
tanto este como os seus metabolitos podem ainda persistir no ambiente.
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1.1.3 Lei, sensibilizacdo do publico e recolha

Ao constituir uma das maiores formas de poluicdo, iniciativas ja estdo a ser
tomadas para tentar controlar e diminuir este problema mundialmente, incluindo
Portugal.

Em Portugal, a 3 de setembro de 2019, a lei n°® 88/2019 foi publicada com o
objetivo de reduzir o impacto das beatas de cigarro, charutos e outros cigarros no meio
ambiente. A lei aprova medidas para a deposicao, recolha e tratamento dos residuos de
produtos de tabaco, assim como medidas de sensibilizacdo e de informacé&o. No artigo
n® 9, as empresas produtoras de tabaco devem promover a utilizagdo de materiais
biodegradaveis nos filtros de tabaco. Estabelecimentos comerciais (restauracdo e
bebidas), empresas de transportes publicos, edificios de ocupacdo n&do habitacional
(instituicbes de ensino superior, atividade hoteleira, alojamento local) devem dispor aos
seus clientes de cinzeiros e de equipamentos para a sua deposicao e limpar os residuos
produzidos nas areas de ocupacgdao (artigo n°4).

Segundo o artigo n°11, o descarte inapropriado de beatas é punivel por lei, com
coima de 25 a 250 euros para individuos e de 250 a 1500 euros a entidades
responsaveis caso ndo coloquem cinzeiros ou fizerem a limpeza dos residuos.

Campanhas sao feitas pelos municipios e organizacbes de defesa ambiental
para encorajar e organizar a recolha e limpeza das beatas nas ruas e nas praias.
Algumas cidades ja disponibilizam caixotes de lixo proprios distribuidos pelas ruas e
existem pequenas empresas que recolhem os residuos para proceder ao seu
tratamento. Assim, as beatas ou sdo descartadas em aterros ou podem ser recicladas
noutros materiais. No entanto, de momento as alternativas aos filtros e o descarte das
beatas ainda séo limitadas e a iniciativa também depende do esfor¢co do consumidor
para ndo continuar com o descarte indiscriminado. Para analise desta tematica tem-se
utilizado varios organismos-teste em laboratério, entre eles, Artemia.

1.2. Artemia

1.2.1 Taxonomia

Considerando a diversidade de organismos aquéticos que podem ser afetados
pela presenca das beatas, é importante compreender a forma como estes residuos
afetam os ecossistemas, nomeadamente os ecossistemas marinhos. Para este trabalho

0 organismo-teste escolhido foi a Artemia franciscana.

Artemia franciscana pertence ao filo Arthropoda, subfilo Crustacea, class
Branchiopoda, ordem Anostraca, familia Artemiidae e género Artemia (Siebold e
Stannius, 1848; Pennant, 1777; Latreille, 1806; Sars, 1867; Grochowski, 1896).
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O género foi descrito pela primeira vez por Lymington (Inglaterra) numa
publicacdo atualmente extinta no século XVIIl. Em 1758, Linneo identificou a Artemia
como Cancer salinus (Garcia, 2009; Lopez, 2012) e, em 1819, Leach renomeou o
organismo como Artemia salina (Amat, 1985), este binomen definindo de forma
generalizada todas as espécies pertencentes ao género (Hontoria e Amat, 1992).

Desde essa data, varias espécies foram identificadas e, atualmente, o género
Artemia, também conhecido como brine shrimp, € constituido por seis espécies
bissexuais, nomeadamente, A. franciscana (Kellogg, 1906), A. persimilis (Piccinelli e
Prosdocimi, 1968), A. salina (Leach, 1819), A. urmiana (Gunther, 1890), A. sinica (Cali,
1989) e A. tibetiana (Abatzopoulos et al., 1998); e por varias linhagens partenogenéticas
obrigatérias (Garcia, 2009; Gajardo et al., 2001; Baxevanis et al., 2006). No entanto, a
taxonomia das vérias espécies ainda € um tema bastante debatido (Garcia, 2009) e
ainda existe muita incerteza quanto as suas relagfes sistematicas e filogenéticas
(Triantaphyllidis et al., 1997).

A Artemia habita ambientes hipersalinos (salinidade até 370ppt), como lagos
salgados, lagoas costeiras e salinas solares (Persoone and Sorgeloos 1980), pois tem
mecanismos fisioldgicos para aguentar o stress osmaético (Gajardo e Beardmore, 2012),
sendo que a salinidade é o fator abi6tico delimitante principal. Esta distribuida por todos
0s continentes com excecdo da Antartica (Triantaphyllidis et al., 1998) e as espécies
que se reproduzem por partenogénese nao estao distribuidas no continente americano.
Apesar de a salinidade ser o fator principal, outros fatores como a temperatura,
composicao idnica e interacdes bitticas também influenciam a sua distribuigcdo (Van
Stappen, 2002). As diferentes espécies tém em comum a sua adaptabilidade a grandes
variacGes de salinidade (5-250gL1) e de temperatura (6-35°C), com temperatura 6tima
entre os 20-25°C. Como sao organismos filtradores ndo seletivos, conseguem adaptar-
se a diferentes fontes de nutrientes conforme o que esta disponivel no ambiente. Podem
ser encontradas a diversas altitudes desde ao nivel do mar até quase 4500m (Xin et al.
1994) e a condi¢cdes meteoroldgicas desde humidas-subhumidas a &ridas (Vanhaecke
et al., 1987) e a zonas tropicais, frias ou temperadas (Persoone e Sorgeloos, 1980).

A Artemia tem uma grande importéancia econémica na industria da aquacultura e
€ usada como alimento para peixes marinhos e espécies de crustaceos, constituindo,
aproximadamente, 40% da demanda para alimenta¢&o nos estados de desenvolvimento
iniciais (Sorgeloos et al., 2001). Normalmente o instar | € o estado de desenvolvimento
usado para a alimentagcdo de outros organismos. O instar Il apesar de ser maior em
tamanho, a sua natacdo € mais rapida e, ao estarem privados de nutrientes, tornam-se
transparentes, ndo sendo téo eficazes como presa. Para além disso, 0s quistos secos
sem capsula e a biomassa dos juvenis e adultos também podem ser usados como
alimento para algumas espécies de peixe (Dhert et al., 1997; Vanhaecke et al., 1995;
Verreth e Den Bieman, 1987).

1.2.2 Morfologia externa

Artemia consiste de crustaceos pequenos primitivos com um comprimento total
de, aproximadamente, 10mm para os machos adultos, 10-12mm para as fémeas adultas
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e, para ambos 0s sexos, uma largura de 4mm (Abatzopoulos et al., 2002). As espécies
gue se reproduzem por partenogénese podem atingir 20 mm de comprimento (Amat,
1985). O corpo é segmentado com apéndices anexados e esta dividido em 3 partes:
cabeca, térax e abdémen (figura 1), sendo possivel observar certas diferencas nestas
partes entre 0S sexos.

A cabeca consiste de cinco segmentos metaméricos, cada segmento contendo
estruturas diferentes. O primeiro segmento contém dois pedunculos em cada
extremidade onde se encontram os olhos compostos seguido de um segmento com um
par de anténulas e de antenas. As fémeas apresentam as antenas pequenas e filiformes
enguanto as dos machos sao hipertrofiadas a nivel dos exopdédios (estruturas descritas
na parte do térax). Quanto aos pedunculos e olhos, estes podem ser usados para
distinguir o sexo do individuo, pois, os machos apresentam maior comprimento e
largura. Os restantes segmentos contém o labrum (uma estrutura a cobrir a boca
ventral), um par de mandibulas e um par de maxilas, respetivamente (Amat, 1985).

O toérax consiste de 11 segmentos, cada um com um par de apéndices
articulados: filopodes, estes que apresentam tanto exopoditos usados para a
osmorregulacdo e respiracdo, como endopoditos usados para a locomogdo. O
comprimento dos filbpodes aumenta desde o primeiro e décimo primeiro segmento em
direcdo ao meio do térax. Os membros toracicos definem um canal medio-ventral
chamado o sulco de comida que tem a fungdo de oOrgéo filtrador. Estruturas nos
filbpodes, chamadas de espinhas e cerdas (setae), aumentam a sua area funcional,
melhorando a eficacia da natacdo e, juntamente com cilios presentes na base do
membro, tém funcdes de filtracdo da comida (Amat, 1985; Criel e Macrae, 2002).

Por fim, o abdémen esta segmentado em 8. Os primeiros segmentos contém o
pénis e vesicula seminal nos machos ou o0 saco ovigero e Utero nas fémeas. Nao ha
apéndices anexados do segundo ao sétimo segmento e o oitavo acaba num par de
cercépodes (télson) que apresenta dimorfismo (Amat, 1985; Criel e Macrae, 2002).
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Cabecga

Torax

Abddémen

Figura 1. Representagdo da morfologia externa de Artemia, apresentando o corpo divido em 3 partes: cabeca, térax e
abdomen (adaptado de Amat, 1985).

1.2.3 Morfologia interna

A Artemia apresenta uma morfologia interna bastante primitiva e simples. O
sistema nervoso consiste de um cérebro dorsal e conetivos circunesofagicos unidos a
ganglios segmentais emparelhados que se distribuem por todo o corpo. A hemolinfa é
composta por hemdcitos com hemoglobina em estado livre, sendo que os hemdcitos
tém a funcdo de coagulante e reparador (Lochhead, 1941; Martin et al., 1999; Day et al.,
2000). A presenca de hemoglobina na hemolinfa (Hb3) e o seu aumento ou perda
dependo do baixo ou alto teor de oxigénio dissolvido no meio e é o0 que permite 0s
organismos sobreviverem em aguas salinas (com baixo teor de oxigénio dissolvido). O
baixo teor de oxigénio confere a Artemia uma cor avermelhada devido as maiores
concentracdes de hemoglobina. O sistema circulatério € um sistema lacunar aberto e o
coracao é um tubo longitudinal suspenso dorsalmente que se abre em varias partes,
circulando a hemolinfa. Como referido anteriormente, os exopoditos encarregam-se da
osmorregulacédo e respiracao e os filopodes assistem na alimentacéo ao dirigirem algas
unicelulares, protozoarios e bactérias filtradas a boca. (Amat, 1985; Criel e Macrae,
2002). A excrecdo nos organismos adultos efetua-se através dos toracopodes,
glandulas maxilares e intestino (Lopez, 2012).
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1.2.4 Reproducéo e ciclo de vida

A Artemia consegue sobreviver apesar das condi¢des ambientais dificeis onde
se encontram devido a um conjunto de varias adaptacfes, uma delas o seu ciclo de vida
intercambidvel (Kappas et al., 2004) Apresenta reproducdo sexuada e assexuada por
partenogénese. Na reproducdo por partenogénese a producdo de descendéncia é
efetuada apenas pelas fémeas sem precisar da presenca dos machos. Por sua vez, a
reproducdo sexuada pode ser por oviparidade ou ovoviviparidade dependendo das
condi¢cdes ambientais (Igarashi, 2008). Quando as condi¢bes ambientais sdo favoraveis
com alto teor de oxigénio dissolvido, abundancia de alimento e salinidade dentro dos
niveis aceitaveis, ocorre a ovoviviparidade: os nauplios desenvolvem-se dentro do saco
ovigero da fémea até ao instar | e, posteriormente, séo libertados pelas fémeas no
ambiente. No caso da oviparidade, esta ocorre quando as condigbes ambientais s&o
desfavoraveis, ou seja, quando ha escassez de alimento, baixo teor em oxigénio
dissolvido e alta salinidade. O desenvolvimento e metabolismo do embrido séo
interrompidos (diapausa e criptobiose) durante o estado de gastrula e uma camada
espessa segregada pelas glandulas localizadas no uUtero (glandulas de casca)
desenvolve-se em volta do embrido, formando quistos que séo libertados pelas fémeas
para o ambiente (Amat, 1985; Criel e Macrae, 2002). A camada dos quistos é formada
por trés estruturas que proporcionam diferentes fungfes de forma a proteger o embrido:
o coérion, a membrana cuticular externa e membrana cuticular embrionaria. O coérion
protege o0 embrido contra ruturas mecanicas e radiacdo ultravioleta dos raios solares; a
membrana cuticular externa atua como filtro e protege contra moléculas maiores que as
moléculas de CO,; e a membrana cuticular embrionéria transforma-se em membrana de
eclosdo durante a incubacado (Jean Michel e Jefferson, 2011). Estes quistos podem ser
dispersos de forma natural através das ondas, ventos e aves limicolas e de forma
artificial na inoculacéo de quistos nas salinas e que se acumulam e sado recolhidos em
locais especificos (Amat, 1985; Lopez, 2012). Os quistos permanecem em estado de
laténcia até o meio voltar a ter condigbes favoraveis para a eclosdo das larvas
microscopicas da Artemia, os nauplios, cada quisto dando origem a um organismo.

Quer por reproducdo sexual quer por partenogénese, os nauplios passam por 18
estados larvares até chegarem ao estado adulto (Vanhaecke e Persoone, 1984).
Quando a eclosao ocorre (1-2 dias no caso dos quistos), o nauplio apresenta-se num
primeiro estado de desenvolvimento, o Instar | (figura 2). Neste estado, o nauplio, ainda
com um sistema digestivo pouco desenvolvido, ndo se alimenta e apenas consome as
suas proprias reservas (Benijts et al., 1976). Como os exopoditos s6 se tornam
funcionais com o desenvolvimento larval, meios com baixo teor de oxigénio séo
prejudiciais para os nauplios. O corpo €é principalmente composto pela cabeca e tem
presente um par de anténulas, um par de antenas e um par de mandibulas curtas. Para
além disso, ja apresenta o labrum a cobrir o ventre (boca) (Anderson et al., 1967).

Aproximadamente 6-8 horas apos a eclosdo, os nauplios desenvolvem-se para
o Instar Il ou metanauplio (Sorgeloos et al., 2001). Os metanauplios tém o dobro do
comprimento que em Instar I, o tronco continuando a diferenciar-se nas préximas
mudas, e tém uma natacado mais eficiente com o desenvolvimento das antenas e das
mandibulas, sendo mais rapidos. Neste estado de desenvolvimento, as larvas sdo mais
translucidas apds consumirem as suas reservas e comegam a alimentar-se por filtragéo
(Anderson et al., 1967; Lopez, 2012).
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No Instar I, os nduplios também sdo chamados de metanauplios como em Instar
Il. As larvas continuam a crescer e as pequenas diferencas das antenas e mandibulas
sdo as caracteristicas que ajudam a distinguir entre esta fase e Instar Il. Esta muda dura
até 22-27h apos a ecloséo (Anderson et al., 1967).

Com as diferentes mudas, o corpo fica mais segmentado e mais desenvolvido
até chegarem ao estado adulto cerca de 3 semanas ap0s a eclosdo e comegam a gerar
descendéncia. Os individuos adultos conseguem sobreviver até 4 meses (Anderson et
al., 1967). As fémeas reproduzem-se durante toda a sua vida apds atingirem a
maturidade sexual (Lopez, 2002). Para a reprodugéo, os machos unem-se as fémeas
através das suas antenas a frente do utero, permanecendo nessa posi¢gado e movendo-
se juntos até a fertilizacdo estar completa e o ciclo recomeca.

Figura 2. Fotos de trés estados de Artemia franciscana durante o desenvolvimento: A — Eclos&o do quisto; B — Nauplio
em Instar I; C — Nauplio em Instar II. (Lopalco et al., 2019)

1.2.5 Artemia franciscana como modelo toxicolégico

A. franciscana € uma espécie endémica do continente americano que comegou
a distribuir-se em diversas partes do mundo devido a sua comercializagdo e introdugéo
internacional de salinas (Mendes, 2014; Amat et al., 2005; Amat et al.,2007) para
melhorar a producéo de sal e para a colheita de quistos e cultivo dos organismos para
a aquacultura. A demanda por quistos de Artemia apresenta cerca de 40% da demanda
total para a alimentacao de estados iniciais de desenvolvimento (Sorgeloos et al., 2001).

Para além de forma de alimentag&o para outras espécies, a Artemia também é
bastante usada em ensaios toxicolégicos. Apesar de ndo ser considerada uma espécie
sensivel comparada com outras espécies usadas (Nunes et al., 2006a), a A. franciscana
€ considerada um bom modelo ecotoxicolégico pelas seguintes razées (Nunes et al.,
2006a; Manfra et al., 2012; Kokkali et al., 2011; Vanhaecke et al. 1981):

- bom conhecimento da sua biologia e ecologia;

- rapida obtencdo e abundancia de nauplios (24-72h) apesar de se esperar grande
mortalidade durante as fases iniciais da vida em cultivo intensivo;
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- disponibilidade de quistos comerciais duraveis que garantem a homogeneidade da
populacdo-teste;

- ciclo de vida curto;
- baixo custo de manutencéo;
- boa adaptacéo a diversas condicbes ambientais/de teste e a nutrientes.

A Artemia tem sido usada numa grande variabilidade de testes de toxicidade
envolvendo materiais toxicos como pesticidas (Barahona e Sanchez-Fortun,1996),
lixiviados (Svensson et al., 2005), materiais dentarios (Pelka et al., 2000), toxinas
fangicas (Harwig e Scott, 1971), biocidas anti-incrustantes (Koutsatftis e Aoyama, 2007)
e de iBes metalicos (Kokkali et al., 2001) como arsénio (As) (Brix et al., 2003), cAdmio
(Cd) (Hadjispyrou et al., 2001; Brix et al., 2006; Leis et al., 2014; Kokkali et al., 2001),
cobre (Cu) (Kokkali et al., 2001), cromo (Cr) (Hadjispyrou et al., 2001; Leis et al., 2014),
ferro (Fe) (Kokkali et al., 2001), mercario (Hg) (Leis et al., 2014), estanho (Sn)
(Hadjispyrou et al., 2001), zinco (Zn) (Brix et al., 2006; Kokkali et al., 2001).

Esta espécie foi escolhida considerando as vantagens que tem como modelo
toxicolégico, assim como a sua tolerancia e boa adaptacdo a condicbes ambientais
dificeis quando comparada com outros organismos-teste utilizados em ensaios
toxicolégicos que sao menos adaptados a varias condi¢des abidticas, tanto no ambiente
como em laboratério (Nunes et al., 2006a). Estas vantagens tornam a A. franciscana
numa espécie interessante para avaliar a toxicidade das beatas e comparar 0s
resultados com a literatura atualmente disponivel.

1.3. Obijetivos

Assim, este estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos toxicoldgicos das beatas
fumadas (BF) e ndo fumadas (BNF) de cigarro em nauplios e individuos adultos de A.
franciscana em vérias concentragfes-teste em ensaios de toxicidade aguda. Pretende-
se verificar caso o efeito € o mesmo nas duas fases de desenvolvimento distintas do
organismo.
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2.Materiais e Métodos

Os quistos certificados de A. franciscana para este trabalho foram obtidos pela
Inve Aquaculture® em Salt Lake City, Utah (EUA) e escolheu-se a espécie de algas
Dunaliella salina como alimento para os organismos-teste.

O parametro escolhido para os ensaios toxicolégicos foi a mortalidade, de forma
a avaliar os efeitos toxicolégicos das beatas de cigarro, tanto nos nauplios como nos
individuos adultos da A. franciscana. A mortalidade foi definida como a auséncia de
movimento dos organismos, observando-se a cessacao da atividade de natacdo e/ou
auséncia de movimento dos apéndices.

Para a realizacdo deste trabalho, foi definido um desenho experimental baseado
em Manfra et al. (2015), fazendo altera¢cdes conforme o necessario de acordo com o
material disponivel no laboratorio e as limitagbes devido as medidas de seguranca
implementadas para o coronavirus SARS-CoV-2.

2.1. Preparacao de agua salgada atrtificial

A agua salgada artificial (ASW) foi obtida através de uma mistura de agua
desionizada e de sal marinho (Tropic Marin® Premium Reef-Salt — Germany), mantendo
a salinidade a 35PSU. A ASW foi utilizada como controlo e para a realizagdo das
diferentes solucbes teste, assim como habitat para o organismo teste e alimento
enquanto a saturacao de oxigénio na agua foi mantida a niveis superiores a 60%
(Manfra et al., 2015).

2.2. Preparacao das solucdes-teste

As solucdes-teste foram preparadas a partir de solu¢des-stock com 8 beatas
fumadas (BF) e 8 beatas nao fumadas (BNF) por litro. As beatas de cigarros (Winston®
Classic) utilizadas foram fumadas pela mesma pessoa, de forma a controlar a
variabilidade e diminuir o risco de contaminagéo (Slaughter et al., 2011), e armazenadas
a temperatura ambiente num recipiente até a sua utilizacao.

Misturou-se 1L de ASW com as beatas respetivas para cada solugdo-stock e
agitou-se durante 24h com uma placa de agitacdo magnética (VWR®-VMS-A S40).
Apo6s 24h, as solugdes foram filtradas com uma bomba de vacuo (VWR®-VCP 80),
usando filtros de papel Whatman® Grade 4 e, posteriormente, armazenadas a 4°C (Lee
e Lee, 2014). Aplicou-se um fator de diluicdo 2x das solucBes-stock para preparar as
solucBes-teste, misturando ASW para atingir as concentracoes desejadas (8; 4; 2; 1; 0,5
beatas por litro respetivamente). Estas concentracdes-teste escolhidas foram baseadas
de outros estudos com A. franciscana e dos resultados que eram esperados.
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2.3. Cultura de algas

Um cultivo de algas da espécie Dunaliella salina foi utilizado como alimento
durante a fase de crescimento dos organismos-teste até atingirem a fase adulta. O
sistema de cultivo para as algas foi montado com luz artificial e manteve-se uma
oxigenacdo constante, usando bombas de ar (AirPump AP180) com o tubo plastico
conectado a uma pipeta graduada de 10mL. BalBes de fundo redondo de 6L foram
preenchidos por 4 a 5L de ASW e adicionou-se 10mL de meio Fabregas (Fabregas et
al., 1984) por cada litro de ASW como fonte de nutrientes para as algas.

Quando necessario para evitar o crescimento excessivo das algas que causaria
a sua mortalidade e a acumulagdo de amédnia que também afetaria 0os organismos
quando utilizadas, procedia-se a filtragem das algas que apresentavam uma cor verde-
escuro. Metade da solugéo do baléo era transferido e adicionava-se ASW para perfazer
o volume anterior. Depois adicionava-se meio de Fabregas dependendo do estado das
algas.

2.4. Ensaio de toxicidade em nauplios de A. franciscana

2.4.1 Obtencédo dos organismos

Nesta fase do trabalho, 4g de quistos de A. franciscana foram colocados num
baldo volumétrico de 6L contendo 5L de ASW (fonte de luz) e com arejamento, usando
uma bomba de ar (AirPump AP160) com o tubo plastico conectado a uma pipeta
graduada de 10mL e expostos a uma fonte de lux (1000-4000 lux) durante uma hora.
Depois, foram incubados a um fotoperiodo 14h:10h (luz/escuro) e a uma temperatura
de 25+1°C durante 48h até eclodirem e atingirem o estado de desenvolvimento II-lll
desejado para os ensaios toxicoldgicos com os nauplios (entre 24-72h).

2.4.2 Ensaio de toxicidade (fase larvar)

Com o auxilio de uma pipeta Pasteur de 3mL, uma fonte de luz e uma lupa (Zeiss
Stemi DV4), 10 nauplios foram transferidos para cada gobelé de 100mL com 50mL de
controlo (ASW) e de solugbes-teste preparadas (0,5; 1; 2; 4; 8 beatas por litro). Tapou-
se 0s gobelés parcialmente com parafilme para evitar a contaminag&o, mas permitindo
a passagem de oxigénio. Os gobelés foram mantidos com um fotoperiodo 14h:10h
(luz/escuro) durante 96h. Os individuos foram observados a cada 24h utilizando a lupa,
uma placa de petri e uma pipeta Pasteur de 3mL e a mortalidade foi registada conforme
0 que foi definido.

2.5. Ensaio de toxicidade em individuos adultos de A. franciscana

2.5.1 Crescimento dos organismos

Para a obtencdo dos organismos necessarios para o ensaio de toxicidade em
individuos no estado adulto de A. franciscana, procedeu-se ao mesmo procedimento
apresentado no ensaio de toxicidade em nauplios seguindo as mesmas condi¢cdes
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(incubacao com fotoperiodo 14h:10h (luz/escuro) e arejamento). Os nauplios obtidos
apoés 48h foram transferidos para outro baldo de fundo redondo limpo contendo ASW.
Para isso, utilizou-se uma fonte de luz para os atrair & superficie e proceder sem
transferir quistos juntamento com os nuplios. Eles foram alimentados com 200mL por
semana de cultura de algas da espécie Dunaliella salina durante aproximadamente 3
semanas (estado adulto) até serem usadas no ensaio de mortalidade.

Durante o processo, teve-se o cuidado de manter o mesmo nivel de salinidade
da agua salgada (35 PSU) assim como manter a agua limpa e evitar 0 excesso de
alimento e a acumulacdo de amdnia, acrescentado ou trocando a agua quando
necessario.

2.5.2 Ensaio de toxicidade (fase adulta)

Seguiu-se novamente 0 mesmo procedimento que no ensaio de mortalidade dos
nauplios. Transferiu-se 10 individuos adultos para gobelés de 250mL com 100mL das
solugBes-teste preparadas (0,5; 1; 2; 4; 8 BF e BNF) e controlo, tapando-os parcialmente
com parafilme. Os gobelés foram mantidos no escuro a 25+1-C. Foram realizadas 3
réplicas para cada tratamento.

O ensaio teve uma duracdo de 96h e a mortalidade foi avaliada a cada 24h.
Como no ensaio com os nauplios, a mortalidade foi definida como auséncia total de
movimento apos estimulagdo mecénica.

2.6. Analise Estatistica:

O tratamento dos dados é efetuado utilizando o software IBM SPSS Statistics 26
com p<0.05 utilizando uma ANOVA unidirecional e um teste post-hoc Turkey HSD de
forma a avaliar as diferencas entre as véarias concentragdes-teste e controlo dos
tratamentos com as beatas fumadas e as n&do fumadas.

Para os diferentes periodos de observacdo (24, 42, 72 e 96h), vao ser
determinadas as vérias concentracdes letais dos tratamentos (LC,,, LCyg, LCso) atraves
de uma regresséao probit.
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3.Resultados

3.1. Toxicidade do lixiviado das beatas fumadas (nauplios)

Na figura 3 est4 apresentada a curva de concentragao-resposta obtida apos 96h
para 0s ensaios com 0s nauplios de A. franciscana, assim como o LCs, de,
aproximadamente, 1,42 BF/L para a espécie.

100

80

60

LC,, — 0,59 BF/L

40 LC,, — 0,80 BF/L

LCso — 1,42 BFIL
20 >0

Mortalidade nauplios (%)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Beatas Fumadas/L

Figura 3. Curva concentragao-resposta para os nauplios de Artemia franciscana as 96h (beatas fumadas). No grafico
estao apresentados os valores que representam as médias de mortalidade, em percentagem, e o0s respetivos desvios-
padréo. Os valores de LC,,, LC,, € LCs, para as beatas fumadas as 96h foram os seguintes: 0,59; 0,80 e 1,42 BF/L.

Como podemos observar no grafico da figura 1, o lixiviado das beatas fumadas
foi toxico para os nauplios, sendo que a concentragdo testada mais alta (8 BF/L) teve
100% de mortalidade enquanto a concentracédo mais baixa (0,5 BF/L) apresentou uma
mortalidade inferior a 10% (6,67%) (tabela 1). O controlo teve uma sobrevivéncia
superior a 80%, este valor que torna valido os resultados de acordo com Manfra et al.
(2015).
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Tabela 1. Valores obtidos para o ensaio de mortalidade dos nauplios de Artemia franciscana com as beatas fumadas,
percentagem de mortalidade e respetivos desvios-padrao as 96h.

Concentracgéo Mortalidade (n° de individuos) Mortalidade Desvio-
(BF/L) Réplical Réplica2 Réplica3 (%) padréao

0 (Controlo) 0 2 0 6,67 11,55

0,5 1 0 1 6,67 5,77

1 4 1 3 26,67 15,28

2 8 6 9 76,67 15,28

4 9 8 10 90,00 10,00

8 10 10 10 100,00 0,00

A concentragdo mais alta de 8 BF/L teve mortalidades mais elevadas desde as
primeiras 24h, seguida da concentracdo de 4 BF/L que aumentou a partir das 48h (figura
4) até chegar a um valor préximo ao fim das 96h. Nas primeiras 48h, todos as
concentracdes exceto a de 4 BF/L e 8 BF/L mantiveram 0% de mortalidade, comegando
a aumentar so6 a partir das 72h. A concentracdo de 0,5 BF/L manteve-se relativamente
baixa até ao fim do ensaio, apenas as médias das trés concentracbes mais altas
ultrapassando os 50% as 96h. Com a realizag&do de uma ANOVA unidirecional e do teste
post-hoc Tukey HSD, foi possivel observar que a concentragdo mais alta teve diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) comparada com o controlo desde as 48h até ao
fim do ensaio e as concentracdes 2 BF/L e 4 BF/L as 72h.
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24h 48h 72h 96h

m0BF/L m05BF/L ®m1BF/L =2BF/L m4BF/L m8BF/L
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o

(o)

Mortalidade (n° individuos)
EAN [e)}
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Figura 4. Médias e respetivos desvios-padrédo da mortalidade observada nos nauplios de Artemia franciscana durante o
ensaio toxicoldgico (BF). Asteriscos (*) indicam diferencas significativas entre o controlo e as solugGes-teste para cada
dia de observacdo com base no teste post-hoc Tukey HSD (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). BF — beatas fumadas.

Utilizou-se a regressdo probit como método para calcular as diferentes
concentracoes letais (LC,q, LC,o € LCgq).
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O valor LC;, mais alto observado na tabela 2 foi obtido as 24h enquanto o valor
mais baixo foi as 96h, ou seja, as 96h obteve-se a concentracdo mais baixa para se
observar a morte de 10% dos individuos. O mesmo pode ser observado tanto para o
LC,, e LCsq, com as concentragfes mais altas e as mais baixas correspondendo as 24h
e 96h, respetivamente. Para que metade dos individuos estejam mortos ao fim de 96h,
€ apenas necessdaria uma concentracao de 1,4 BF/L.

Tabela 2. Valores obtidos de LC,,, LC,, € LCs, do ensaio realizado nos nauplios de Artemia franciscana com beatas
fumadas em cada dia de observacgéo. LI — Limite de confianga inferior (95%); LS — Limite de confianca superior (95%).

24h 48h 72h 96h
Estimativa 4,104 3,856 1,445 0,594
95% (LI-LS) (3,336-4,678) (2,942-4,501) (N.D.-N.D.) (0,172-0,975)
Estirlrll(;zt(i)va a 4,533 4,252 1,897 0,801
95% (LI-LS) (3,823-5,127) (3,406-4,924) (N.D.-N.D.) (0,293-1,211)
Estirl;lgst(i)va a 5,481 5,124 3,192 1,416

95% (LI-LS) (4,826-6,278)  (4,370-6,023) (N.D.-N.D.) (0,795-1,878)

3.2. Toxicidade do lixiviado das beatas ndo fumadas (nauplios)

Em seguida, apresenta-se a curva de concentragdo-resposta dos nauplios de A.
franciscana para o ensaio com as beatas ndo fumadas (BNF) apds 96h (figura 5),
obtendo-se um LC;, de, aproximadamente, 5,17 BNF/L.
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Figura 5. Curva concentragao-resposta para os nauplios de Artemia franciscana as 96h (beatas nao fumadas). No grafico
estdo apresentados os valores que representam as médias de mortalidade, em percentagem, e os respetivos desvios-
padréo. Os valores de LC,,, LC,, € LCs, para as beatas fumadas as 96h foram os seguintes: 3,88; 4,28 e 5,17 BF/L.

O lixiviado de beatas ndo fumadas (BNF) também foi téxico para 0s organismos,
no entanto, apresentou uma descida dos valores de mortalidade entre 0,5 e 4 BF/L até
estes valores voltarem a subir na concentragdo de 8 BNF/L. Tal como no ensaio com o
lixiviado de beatas fumadas, este teve uma mortalidade de 100% na concentracdo mais
elevada (8 BNF/L) enquanto a mais baixa correspondeu a concentracao de 2 BNF/L
com uma mortalidade de, aproximadamente, 23% igual ao valor do controlo. A
sobrevivéncia do controlo foi, aproximadamente, 80% (tabela 3). Considerou-se que 0s
nauplios ainda nédo tinham sido alimentados assim como a subida da temperatura
quando o ensaio foi realizado. Apesar de a espécie ser resistente, ambos poderéo ter
afetado a sobrevivéncia dos nauplios.

Tabela 3. Valores obtidos para o ensaio de mortalidade dos nauplios de Artemia franciscana com as beatas nédo fumadas,
percentagem de mortalidade e respetivos desvios-padréo as 96h.

Concentracéo Mortalidade (n° de individuos) Mortalidade Desvio-
(BF/L) Réplical Réplica2 Réplica3 (%) padrao

0 (Controlo) 3 2 2 23,33 5,8

0,5 6 6 3 50,00 17,3

1 4 5 2 36,67 15,3

2 3 3 1 23,33 11,5

4 4 4 1 30,00 17,3

8 10 10 10 100,00 0,0

A mortalidade para a concentragéo 8 BNF/L foi 100% desde o primeiro dia como
no ensaio do lixiviado das beatas fumadas (figura 6). Com excec¢éo dessa concentracao,
a mortalidade média das restantes concentracfes manteve-se relativamente baixa e
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apenas a concentracdo 0,5 BNF/L chegou aos 50% ao fim das 96h. A concentracdo
mais elevada apresentou diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) desde o
primeiro dia do ensaio e a concentracdo 2 BNF/L apenas nas primeiras 24h.
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Figura 6. Médias e respetivos desvios-padrao da mortalidade observada nos nauplios de Artemia franciscana durante o
ensaio toxicolégico (BNF). Asteriscos (*) indicam diferengas significativas entre o controlo e as soluges-teste para cada
dia de observacdo com base no teste post-hoc Tukey HSD (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). BNF — beatas ndo fumadas.

Com uma regressao probit, também se obteve o LC;,, 0 LC,, € 0 LCg, (tabela 4).
O LC;, mais baixo correspondeu as 72h e o mais alto as 96h, contudo, os valores obtidos
em cada dia foram bastante préximos. Para o LC,,, 0 valor mais baixo foi o das 72h e o
mais alto novamente as 96h. Entre as 24h e as 72h os valores de LCs, foram muito
préximos e, apos as 96h, é necessdaria uma concentracao de 5,2 BNF/L para que haja
morte de metade dos individuos. Os valores obtidos foram mais altos que os obtidos no
ensaio do lixiviado com beatas fumadas.

Tabela 4. Valores obtidos de LC,,, LC,, € LCs, do ensaio realizado nos nauplios de Artemia franciscana com beatas néo
fumadas em cada dia de observagéo. LI — Limite de confianca inferior (95%); LS — Limite de confian¢a superior (95%).

24h 48h 72h 96h
Est];r(rzlgztiva 3,509 3,630 3,171 3,884
o5 (LLLa) (2821-4036) (2843-4063)  (L956-3866)  (N.D-N.D)
Estir];q(:t(i’va . 3,960 3,084 3,652 4,285
osoh (LlLs)  (3387-4422) (33654450)  (2535-4326)  (N.D-N.D)
Estir';](;‘i’va ) 4,756 4,759 4,782 5,172
(4,262-5,685)  (4,268-5,765)  (3,948-5,662)  (N.D.-N.D.)

95% (LI-LS)
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3.3. Toxicidade do lixiviado das beatas fumadas (individuos adultos)

No ensaio do lixiviado das beatas fumadas com os individuos adultos da A.
franciscana, obteve-se a curva concentracdo-resposta representada na figura 7, para
as 96h, e um LCs, de, aproximadamente, 2,75 BF/L.

100
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(2]
2
S 60
g LCyo — 0,90 BF/L
Q
g 40 LCz — 1,32 BF/L
g LCso — 2,75 BF/L
= 20
0
0 2 4 6 8 10

Beatas fumadas/L

Figura 7. Curva concentragao-resposta para os individuos adultos de Artemia franciscana as 96h (beatas fumadas). No
grafico estdo apresentados os valores que representam as médias de mortalidade, em percentagem, e 0s respetivos
desvios-padrdo. Os valores de LC,,, LC,, € LCg, para as beatas fumadas as 96h foram os seguintes: 0,90; 1,32 e 2,75
BF/L.

O lixiviado de beatas fumadas (BF) também mostrou ser téxico para 0s
individuos adultos da espécie. A concentracdo testada mais alta obteve uma
mortalidade de, aproximadamente, 93%, enquanto as duas concentracdes mais baixas
tiveram uma mortalidade inferior a 50% (43% e 47% para 0,5 e 1 BF/L, respetivamente)
(tabela 5). Novamente, a sobrevivéncia do controlo foi inferior a 80%, portanto
considerou-se 0 mesmo gue no ensaio anteriormente indicado.
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Tabela 5. Valores obtidos para o ensaio de mortalidade dos individuos adultos de Artemia franciscana com as beatas
fumadas, percentagem de mortalidade e respetivos desvios-padréo as 96h.

Concentracgéo Mortalidade (n° de individuos) Mortalidade Desvio-
(BF/L) Réplical Réplica2 Réplica3 (%) padréao

0 (Controlo) 0 0 0 26,67 5,8

0,5 1 1 43,33 5,8

1 1 0 2 46,67 20,8

2 0 0 2 63,33 15,3

4 1 0 0 80,00 10,0

8 7 4 5 93,33 5,8

Neste ensaio, a mortalidade média da concentracdo de 8 BF/L manteve-se
relativamente mais alta que a das restantes durante as primeiras 72h. A partir das 72h,
a mortalidade das concentragfes 2 e 4 BF/L tiveram um grande aumento, ultrapassando
os 50% (figura 8). Novamente, a concentragcdo mais alta teve diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) quanto ao controlo e as concentragbes 2 e 4
BF/L no dltimo dia do ensaio.
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Figura 8. Médias e respetivos desvios-padrdo da mortalidade observada nos individuos adultos de Artemia franciscana
durante o ensaio toxicolégico (BF). Asteriscos (*) indicam diferencas significativas entre o controlo e as solugGes-teste
para cada dia de observacdo com base no teste post-hoc Tukey HSD (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). BF — beatas
fumadas.

Em todos os valores obtidos de LC;,, LC,, € LCsq, 0s valores mais altos foram os
das 24h e os mais baixos as 96h (tabela 6). Para que metade dos organismos morram
apos 24h, € necesséaria uma concentragcdo relativamente alta, mas, apo6s 96h, a
concentracao torna-se mais baixa e fixa-se, aproximadamente, nas 2,8 BF/L.
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Tabela 6. Valores obtidos de LC,,, LC,, € LCs, do ensaio realizado nos individuos adultos de Artemia franciscana com
beatas fumadas em cada dia de observagéo. LI — Limite de confianga inferior (95%); LS — Limite de confianga superior

(95%).
24h 48h 72h 96h

Estli‘rggztiva 4,205 3,322 3,388 0,895
95% (LI-LS) (1,576-5,491) (0,157-4,788) (1,375-4,472) (000,2-2,122)
Estilr;wcéiz'[(i)va a 5,463 4,225 3,923 1,317
95% (LI-LS) (3,280-7,139) (0,558-5,640) (1,928-4,983) (0,010-2,696)

LCso 9,015 6,692 5,191 2754
Estimativa a

95% (LI-LS) (6,941-22,636) (4,433-11,048) (3,535-6,377)

(0,229-4,536)

3.4. Toxicidade do lixiviado das beatas ndo fumadas (individuos

adultos)

Por fim, obteve-se a curva concentragdo-resposta apresentada na figura 9, apés
96h, para o lixiviado de beatas nao fumadas (BNF) no ensaio com os individuos adultos

com um LCs, correspondente a 5,05 BNF/L, aproximadamente.
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Figura 9. Curva concentracdo-resposta para os individuos adultos de Artemia franciscana as 96h (beatas fumadas). No
grafico estdo apresentados os valores que representam as médias de mortalidade, em percentagem, e 0s respetivos
desvios-padrdo. Os valores de LC,,, LC,, € LCg, para as beatas fumadas as 96h foram os seguintes: 1,96; 2,72 e 5,05

BF/L.
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Neste ensaio, o lixiviado também foi toxico para os individuos adultos da espécie,
sendo que a concentracdo mais alta teve 90% de mortalidade ao fim de 96h (tabela 7)
e a concentracdo mais baixa correspondeu a uma mortalidade superior a 50%.
Novamente, o controlo teve uma sobrevivéncia proxima de 80%.

Tabela 7. Valores obtidos para o ensaio de mortalidade dos individuos adultos de Artemia franciscana com as beatas
ndo fumadas, percentagem de mortalidade e respetivos desvios-padrédo as 96h.

Concentracgéo Mortalidade (n° de individuos) Mortalidade Desvio-
(BFIL) Réplical Réplica2 Réplica3 (%) padréo

0 (Controlo) 3 2 2 23,33 5,8

0,5 5 7 5 56,67 11,5

1 8 3 7 60,00 26,5

2 10 4 5 63,33 32,1

4 7 6 8 70,00 10,0

8 9 9 9 90,00 0,0

Na figura 10 estdo representadas as médias de mortalidade obtidas. Os valores
em todas as concentracfes aumentaram ao longo do ensaio, ultrapassando os 50% ao
fim das 96h. Com excecdo da concentragdo de 8 BNF/L as 24h e 96h (p<0,05), ndo
foram observadas diferencas estatisticamente significativas comparadas com o
controlo.
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Figura 10. Médias e respetivos desvios-padrdo da mortalidade observada nos individuos adultos de Artemia franciscana
durante o ensaio toxicolégico (BNF). Asteriscos (*) indicam diferengas significativas entre o controlo e as solu¢des-teste
para cada dia de observac@o com base no teste post-hoc Tukey HSD (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). BNF — beatas n&o
fumadas.
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O valor mais alto de LC;, foi obtido as 72h enquanto o mais baixo foi obtido as
48h (tabela 8). Para o LC,,, 0 mais alto correspondeu as 24h e o mais baixo voltou a ser
observado as 48h. Ja no caso do LCs,, € necessaria uma concentracdo
consideravelmente alta para que ocorra mortalidade em 50% dos individuos, esta que
diminuiu apés as 96h do ensaio para, aproximadamente, 5,0 BNF/L.

Tabela 8. Valores obtidos de LC,,, LC,, € LCs, do ensaio realizado nos individuos adultos de Artemia franciscana com
beatas ndo fumadas em cada dia de observagéo. LI — Limite de confianga inferior (95%); LS — Limite de confianga superior
(95%).

24h 48h 72h 96h
Estli‘;gqciva 2,032 0,054 2,143 1,965
95% (LI-Ls)  (\-D-N.D.) (N.D.-N.D.) (N.D.-N.D.) (N.D.-N.D.)
Estier‘1Ca2t(i)va a 5,038 0,450 4,524 2,717
95% (LI-LS) (N.D.-N.D.) (N.D.-N.D.) (N.D.-N.D.) (N.D.-N.D.)
Esti[nl1ca5t(i)va a 28,624 25,943 18,896 5,047
(N.D.-N.D.) (N.D.-N.D.) (N.D.-N.D.) (N.D.-N.D.)

95% (LI-LS)
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4.Discussao

Todos os resultados obtidos indicaram que tanto o lixiviado de beatas fumadas
como o das ndo fumadas foram toxicas para ambas as fases de desenvolvimento,
resultados que eram esperados. O LCs, obtido no ensaio com o lixiviado de beatas
fumadas usado nos néuplios foi mais baixo que o obtido no ensaio com o lixiviado de
beatas ndo fumadas (1,42 BF/L e 5,17 BNF/L), indicando que o das beatas fumadas foi
mais toxico. O mesmo pode ser observado entre os valores de LCg, obtidos no ensaio
com os individuos adultos (2,75 BF/L E 5,05 BNF/L). Apesar de ter havido uma diferenca
entre 0s LCg, dos lixiviados de beatas fumadas nos ensaios com os hauplios e os
individuos adultos (1,42 BF/L E 2,75 BF/L), os LCs, dos lixiviados de beatas néo
fumadas tiveram valores préximos (5,17 BF/L e 5,05 BNF/L). Ainda que os valores
obtidos dos lixiviados de beatas ndo fumadas neste trabalho serem menos toxicos e de
terem uma diferenca consideravel comparados com os das beatas fumadas, a
mortalidade ao fim de 96h foi elevada.

Register (2000) indicou num estudo que o lixiviado de tabaco fumado era muito
toxico para a espécie Daphnia magna, 1,0-2,0 BF/L as 48h. No entanto, nos ensaios
com os lixiviados de beatas fumadas, ambas as fases de desenvolvimento (nauplios e
adultos) obtiveram concentra¢cdes mais altas, nomeadamente, 5,124 BF/L nos nauplios
e 6,691 BF/L nos individuos adultos. Estes valores mostraram que A. franciscana foi
mais tolerante aos lixiviados que a D. magna.

Na tabela 9 estdo apresentados varios LCs, de diferentes espécies obtidos de
estudos realizados por Register (2000), Slaughter et al. (2001) e Warne et al. (2002). De
acordo com os valores obtidos dos lixiviados de beatas fumadas, os nauplios de A.
franciscana foram menos tolerantes apenas comparando com Atherinops affinis e
Pimephales promelas. A fase adulta mostrou ser uma das mais tolerantes, apenas nao
sendo superior ao ECs, de C. dubia. Quanto aos lixiviados de beatas ndo fumadas, tanto
0s nauplios como os individuos adultos de A. franciscana mostraram ser mais tolerantes
apenas comparando com C. dubia, as restantes espécies tendo valores superiores com
excecdo de A. affinis que teve um LCs, semelhante.

Tabela 9. Valores de LCg, em vérias espécies ao fim de 96h. BF/L — beatas fumadas por litro; BNF — beatas nao
fumadas por litro; (*48h).

Espécies BF/L BNF/L
Daphnia magna 1,0-2,0* >16
Atherinops affinis 1,8 (1,5-2,0) 5,1 (4,6-5,7)
Pimephales promelas 4,3 (3,7-5,1) 13,5 (11,4-15,9)
Ceriodaphnia dubia (ECsg) 0,16 (0,09-0,27) 1,7 (1,4-2,1)
Artemia franciscana (nauplios) 1,42 5,17
Artemia franciscana (adultos) 2,75 5,05

E necessério considerar que as espécies apresentadas nesta tabela s&o, na
maioria, espécies de agua doce. Apenas A. affinis € uma espécie de agua salgada igual
a A. franciscana e foi a Unica com valores de LCg, proximos dos valores obtidos do
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organismo-teste. Com esta comparacao, € possivel verificar que o facto de a espécie
ser de agua doce ou salgada podera ser um fator que influéncia a letalidade do lixiviado
nas espécies.

O motivo da A. franciscana ser mais tolerante comparada com outras espécies
ainda é desconhecido, mas pode ser devido a diferencas metabdlicas entre as espécies
(Slaughter et al., 2011; Moerman et al., 2011).

Trabalhos realizados sobre esta temética com A. franciscana sdo, de momento,
escassos, mas estes apontam para a sua grande toxicidade em pouco tempo. O
aumento da toxicidade dos lixiviados das beatas ndo fumadas para os lixiviados das
beatas fumadas deste trabalho esta de acordo com os estudos publicados.

Comparando os resultados do ensaio envolvendo os nauplios com outros
estudos sobre o efeito dos lixiviados de beatas fumadas e ndo fumadas na fase larvar
da A. franciscana, os LCs, obtidos neste trabalho foram diferentes. Em Silva A. (2019),
a concentracao de LC;, para as beatas fumadas foi, aproximadamente, 2,6 BF/L. O LCsg,
das beatas fumadas foi mais alto que o obtido neste trabalho (1,42 BF/L), sendo que o
valor esta mais aproximado do que se obteve no ensaio com os individuos adultos. Para
os resultados do ensaio com a fase adulta, estes podem ser comparados com um estudo
realizado por Pinto T (2021) e Pereira B (2021) com o lixiviado de beatas fumadas na A.
franciscana., em que o LCs, (2,19 BF/L) foi préximo do obtido neste trabalho (2,75 BF/L).

De acordo com os resultados de Silva A (2019), Pinto T (2021) e Pereira B
(2021), a mortalidade nas concentrages das beatas fumadas no estado mais prematuro
de desenvolvimento, ou seja, nos nauplios, foi mais alta que a das concentragdes nos
individuos adultos, o que pode indicar que a fase adulta da A. franciscana podera ser
mais tolerante ao lixiviado, resultado que também é demonstrado neste trabalho.

Nas beatas podemos encontrar uma grande variedade de compostos que ficam
retidos nos filtros quando fumadas e que podem ser lixiviados para 0 meio aquatico e
gue estudos ja demonstraram a toxicidade que podem apresentar no organismo-teste
deste trabalho. Estes mesmos compostos também podem estar presentes nos filtros
sem o0s cigarros serem fumados e, por isso, apresentam também uma grande
toxicidade. Entre os componentes presentes podemos encontrar varios metais pesados,
PAHSs, pesticidas e herbicidas, alguns que estdo apresentados na tabela 10 com
diferentes valores de LCs, para A. franciscana.

Tabela 10. Sumario de LCg, em Artemia franciscana de varios compostos em mg/L.

Composto 24h LCs
Cadmium chloride (mg/L Cd) 155.5
Dibutyltin diacetate (mg/L Sn) 89.4

Dimethyltin dichloride (mg/L Sn) 80.7
Potassium dichromate (mg/L Cr) 4.77

Organophosphorus Pesticide
: >18
Chlorpyrifos

Eucalyptos major (flowers) 762
DCMU (Diuron) (herbicida) 12,5
nTiO2 28

Benzalkonium chloride 32000
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Carvao ativado >1000

Artemia ssp. sdo consideradas um grupo de organismos pouco sensiveis aos
metais devido a possuirem estratégias para a destoxificagdo de metais como vias
metabdlicas de calcio e acumulacdo no exosqueleto de granulos de fosfato e,
posteriormente, a sua excrecdo por via de mudas (Wang, 2002; Rainbow et al., 2006).
O organismo é resistente ao cadmio (cd) comparado com outras espécies (tabela 10),
sendo que o valor de LCs, atinge 4 ordens de magnitude mais elevada para Daphnia
magna (Kungolos e Aoyama, 1993). A. franciscana também apresenta certa resisténcia
para o estanho (Sn), contudo, Hadjispyrou (2001) demonstrou que 0 organismo é
particularmente sensivel ao cromio (Cr), em que o dicromato de potassio tem o0 LCs,
mais toxico dos metais indicados (2,77 mg/L Cr). No entanto, os valores apresentados
na tabela 10 sdo apenas para as primeiras 24h, estes podendo ser consideravelmente
diferentes a uma exposi¢do mais prolongada.

Residuos de pesticidas provenientes do processo de producgédo de tabaco foram
encontrados no fumo num estudo utilizando trés dos tipos de tabaco mais utilizados nos
cigarros comerciais, burley, bright e oriental (Dane et al. 2006). Os trés pesticidas
encontrados (flumetralin, trifluralin e pendimethalin) sdo suspeitos de serem disruptores
enddcrinos que causam efeitos adversos no desenvolvimento, reproducdo e processos
hormonais nos organismos (Wattiez, 2004; Rawlings et al., 1998; Hurley et al., 1998) e
possiveis carcinogénicos para o ser humano (U.S. EPA, 2001). Aditivos também séo
bastante usados na industria do tabaco, alguns gque ja se mostraram ser carcinogénicos
em animais (National Toxicology Program, 2000; Wiseman et al., 1987).

Como a Artemia € resistente a muitos dos compostos presentes nas beatas, a
sua elevada mortalidade a concentragdo baixas e a capacidade de os compostos se
bioacumularem no ambiente causa preocupacdo para 0S ecossistemas e para as
espécies que possuem maior sensibilidade. Apesar de haver evidéncias da toxicidade
das beatas de cigarro em varios organismos, a relacdo entre estes e a forma como os
compostos interagem nos sistemas aquaticos, assim como o metabolismo diferente dos
organismos, é bastante complexa, tornando-se dificil avaliar o verdadeiro risco que a
sua contaminacdo pode apresentar.
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5.Conclusao

Com a realizacao deste trabalho, foi possivel verificar que as beatas de cigarro,
tanto fumadas como nédo fumadas, sdo bastante toxicas para a espécie escolhida, A.
franciscana. Os resultados obtidos vdo de acordo com os estudos publicados quanto a
maior toxicidade dos lixiviados de beatas fumadas quando comparados com o0s
lixiviados das beatas ndo fumadas. Também se pode concluir que a fase de
desenvolvimento da A. franciscana (e muito provavel a de outras espécies) tem
influéncia na toxicidade das beatas de cigarro, apresentando maior tolerancia durante a
fase adulta aos compostos presentes. No entanto, como os valores de LCg, dos
lixiviados de beatas ndo fumadas obtidos neste trabalho foram préximos, podera ter
havido influéncia de certos fatores (aumento de temperatura e falta de alimento) que
poderdo ter causado a debilitagdo e menor sobrevivéncia dos organismos durante a
realizagdo dos ensaios e menor resisténcia aos lixiviados. O método utilizado para a
obtencao das concentracdes letais também podera néo ter sido o mais adequado devido
a alguns dos resultados terem ficado como N.D. Seria necessaria a realizagcdo de mais
ensaios com as condi¢fes mais controladas e aumento do numero de individuos usados
em cada ensaio ou do numero de réplicas.

Considerando que o estudo foi realizado em laboratério e em apenas 96h, os
riscos que apresentam nos meios aquaticos poderédo ser subestimados. Nao sé poderao
estar presentes em maiores concentragdes, como as beatas e os seus metabolitos
podem persistir durante anos, dependendo das condigBes ambientais do local, afetando
as espécies mais sensiveis aos compostos toxicos.

Seria necessério a realizacao de estudos mais aprofundados sobre esta temética
e explorar se certos fatores podem influenciar a toxicidade das beatas, tais como a
temperatura, a salinidade, a presenca de alimento e se existe uma diferenca em termos
de sensibilidade entre as espécies de agua doce e agua salgada. E importante ter maior
conhecimento sobre o impacto que esta forma de lixo tdo comum e com tamanha
distribuicdo mundial pode ter.
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