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RESUMO

A iopromida € um contraste radiolégico iodado amplamente utilizado em procedimentos
diagnosticos e considerada um contaminante emergente devido a sua persisténcia em
ambientes aquaticos. Este estudo avaliou os efeitos ecotoxicoldégicos da iopromida em
diferentes estagios de desenvolvimento de Artemia salina. Nauplios, metanauplios e adultos
foram expostos as concentracoes de 62,3; 124,6; 249,2 e 498,4 ug/mL por 24 e 48 h. A
mortalidade apresentou comportamento concentragdo-dependente, sendo mais elevada nos
estagios larvais. Em nauplios, a mortalidade atingiu aproximadamente 45% apo6s 48 h na
maior concentragcdo testada, enquanto metanauplios apresentaram mortalidade préxima a
40%. Em contraste, os organismos adultos exibiram menor susceptibilidade, com
mortalidade inferior a 25% nas mesmas condi¢cdes experimentais. Alteragdes morfologicas e
estruturais também foram observadas nos organismos expostos, incluindo deformacgdes
corporais e comprometimento estrutural. Adicionalmente, o ensaio cometa realizado em
nauplios revelou aumento significativo dos danos ao DNA, evidenciado pelo aumento da
porcentagem de DNA na cauda e do momento da cauda em relagdo ao controle negativo.
Os resultados demonstram que a iopromida apresenta potencial ecotoxicolégico e
genotoxico em Artemia salina, reforcando a necessidade de monitoramento ambiental de

contrastes radioldgicos iodados e de estudos sobre seus efeitos em organismos aquaticos.

Palavras-chave: Contraste radiolégico; Contaminantes emergentes; Ensaio cometa;
Toxicidade aquatica.



ABSTRACT

lopromide is an iodinated radiographic contrast agent widely used in diagnostic procedures
and considered an emerging contaminant due to its persistence in aquatic environments.
This study evaluated the ecotoxicological effects of iopromide on different developmental
stages of Artemia salina. Nauplii, metanauplii, and adults were exposed to concentrations of
62.3, 124.6, 249.2, and 498.4 ug/mL for 24 and 48 h. Mortality showed a concentration-
dependent pattern, with greater sensitivity observed in larval stages. In nauplii, mortality
reached approximately 45% after 48 h at the highest tested concentration, while metanauplii
showed mortality close to 40%. In contrast, adult organisms exhibited lower susceptibility,
with mortality below 25% under the same experimental conditions. Morphological and
structural alterations were also observed in exposed organisms, including body deformities
and structural impairment. Additionally, the comet assay performed in nauplii revealed
significant DNA damage, evidenced by increased tail DNA percentage and tail moment
compared to the negative control. The results demonstrate that iopromide presents
ecotoxicological and genotoxic potential in Artemia salina, highlighting the need for
environmental monitoring of iodinated radiographic contrast agents and further investigations

regarding their effects on aquatic organisms.

Keywords: Radiographic contrast agent; Emerging contaminants; Comet assay; Aquatic
toxicity.
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Ecotoxicological and genotoxic effects of iopromide in

different developmental stages of Artemia salina
Efeitos ecotoxicoldgicos e genotoxicos da iopromida em diferentes estagios
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Abstract

Iopromide is an iodinated radiographic contrast agent widely used in diagnostic
procedures and considered an emerging contaminant due to its persistence in aquatic
environments. This study evaluated the ecotoxicological effects of iopromide on
different developmental stages of Artemia salina. Nauplii, metanauplii, and adults were
exposed to concentrations of 62.3, 124.6, 249.2, and 498.4 pug/mL for 24 and 48 h.
Mortality showed a concentration-dependent pattern, with greater sensitivity observed in
larval stages. In nauplii, mortality reached approximately 45% after 48 h at the highest
tested concentration, while metanauplii showed mortality close to 40%. In contrast,
adult organisms exhibited lower susceptibility, with mortality below 25% under the same
experimental conditions. Morphological and structural alterations were also observed in
exposed organisms, including body deformities and structural impairment. Additionally,
the comet assay performed in nauplii revealed significant DNA damage, evidenced by
increased tail DNA percentage and tail moment compared to the negative control. The
results demonstrate that iopromide presents ecotoxicological and genotoxic potential in
Artemia salina, highlighting the need for environmental monitoring of iodinated
radiographic contrast agents and further investigations regarding their effects on aquatic
organisms.

Keywords: Radiographic contrast agent; Emerging contaminants; Comet assay; Aquatic
toxicity.



Highlights

« A iopromida induziu toxicidade dependente da concentracdo em Artemia salina.

« Os estagios larvais apresentaram maior susceptibilidade em comparacdo aos
organismos adultos.

« A exposicao a iopromida promoveu alteragdes morfologicas e estruturais.

« O ensaio cometa revelou danos significativos ao DNA em nauplios expostos a

iopromida.

. INTRODUCAO

A crescente inser¢ao de contaminantes quimicos nos ambientes aquaticos apresenta
ameaca significativa a biodiversidade e ao funcionamento dessas comunidades. Entre os
poluentes emergentes destaca-se a iopromida, um contraste radioldgico iodado que permite
a distin¢ao de estruturas anatomicas com opacidades similares, muito utilizado em exames
de tomografia computadorizada (TC) para estudo dos vasos sanguineos (Martin et al.,
2014).

Embora a iopromida seja considerado um medicamento de baixa toxicidade e pouca
absor¢ao pelo organismo, quando descartado de forma inadequada em ambientes aquaticos
com a presenca de cloro aquoso e monocloramina, produz niveis significativos de
iodotrihalometano (iodo-THM) e iodoécidos. Sua presenga em fontes de agua pode ser
motivo de preocupagao devido a formagao de subprodutos de desinfec¢do iodados (DBPs)
altamente toxicos em agua clorada e cloraminada (Duirk et al., 2011).

Artemia salina (A. salina) é uma espécie de microcrustaceo reconhecida como um
organismo modelo de cultivo em laboratorio, ciclo de vida curto e elevada sensibilidade a
agentes toxicos (Jeyavani et al., 2022). A. salina € uma espécie de microcrustaceo da ordem
Anostraca, esta espécie ¢ utilizada em testes de citotoxicidade devido a sua capacidade de

formar cistos dormentes, fornecendo desse modo material bioldgico que pode ser



armazenado durante longos periodos sem perda de viabilidade e sem necessidade de
manterem culturas continuas de organismo teste. E uma espécie de facil manipulagdo em
laboratério e baixo custo econdmico (Lima et al., 2009).

O estudo avalia os efeitos do contraste iodado a base de iopromida em organismos
aquaticos sensiveis, tendo como modelo experimental 4. salina, devido a sua alta
sensibilidade e facilidade de manejo em laboratério. O estudo justifica-se em razdo do uso
desse composto em procedimentos diagndsticos, o que pode levar a sua liberagdo no
ambiente aquatico e ocasionar alteragdes que podem comprometer processos fisiologicos e
reprodutivos nesses organismos. Diante disso, o estudo propde investigar como a
exposi¢do a iopromida afeta a sobrevivéncia e a integridade morfologica de A. salina em
diferentes estagios de desenvolvimento, contribuindo para a compreensao dos impactos
ambientais e para o monitoramento da qualidade dos ecossistemas aquaticos.

A avaliagdo dos efeitos toxicos de iopromida sobre 4. salina permite estabelecer uma
abordagem integrada de risco ecotoxicologico, contemplando a toxicidade quimica. Tal
abordagem ¢ alinhada com os principios da avalia¢ao de risco ecologico preconizados por
orgdos internacionais, como a Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento

Economico (OCDE) e a Agéncia de Protecao Ambiental dos Estados Unidos (EPA).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Descricao do tipo de pesquisa

Este trabalho caracteriza-se como uma pesquisa experimental, pois ¢ um método de
investigacao cientifica que manipula viaveis para testar uma hipotese e estabelecer relagdes

de causa e efeito.



2.2. Materiais, solventes e reagentes

Agua destilada Milli-Q® (Merck Millipore), Cloreto de soédio (NaCl) P.A. (Synth®),
Cistos de A4. salina (INVE Aquaculture®), Contraste radiologico iodado (iopromida),
Laminas e laminulas de vidro (Knittel Glass®), Micropipetas automaticas (Gilson®),
Ponteiras estéreis (Axygen®), Solu¢do de metilcelulose a 1% (Sigma-Aldrich®), Placas de
Petri (Kasvi®), Microtubos de polipropileno (TTP®), Pipetas Pasteur estéreis (Kasvi®),
Etanol P.A. (ACS grade) (Dinamica®), pHmetro de bancada (Hanna Instruments HI-
2211®), Termometro digital (Incoterm®).

2.3. Eclosao dos cistos

Para obter os nduplios de 4. salina a serem utilizados nos bioensaios, foi realizado a
eclosdo controlada dos cistos viaveis, seguindo protocolo adaptado de Sorgeloos et al.,
(1986) e Nunes ef al., (2006). Inicialmente, foi preparada uma solugao salina artificial, 4gua
destilada e cloreto de sddio (NaCl) de grau analitico, na concentragao de 35 + 2 g/L, que
corresponde a salinidade ideal para o desenvolvimento de 4. salina. O pH foi ajustado para
8,0 = 0,5, mediante adi¢ao de hidréxido de soédio (NaOH) ou 4cido cloridrico (HCI),
garantindo condigdes 6timas para a eclosao.

Os cistos foram previamente hidratados em dgua destilada por um periodo de uma
hora, sob leve agitagdao, com o objetivo de quebrar a dorméncia e uniformizar a hidratagao.
Apos o preparo, os cistos hidratados e desinfetados foram transferidos para erlenmeyers ou
béqueres de vidro contendo a solugdo salina preparada, na propor¢ao de 1 g de cistos por
litro de solucdo, a fim de evitar a superpopulacdo e garantir adequada oxigenac¢do. O
sistema foi mantido sob aeragdo vigorosa e continua, utilizando bomba de ar acoplada a
pedra porosa, garantindo que os cistos permane¢am em suspensdao homogénea e

favorecendo a oxigenagao necessaria ao processo de eclosao.



Decorrido o periodo de incubacdo, a aeracdo foi interrompida e os cistos
remanescentes e extivias (casulos vazios) foram deixados em repouso por cercade 10a 15
minutos, permitindo sua flotagdo. Os nauplios recém-eclodidos, por sua vez, tenderam a se
concentrar nas zonas mais iluminadas do recipiente, facilitando sua coleta. A coleta foi
realizada cuidadosamente com o auxilio de pipetas Pasteur estéreis, evitando a aspiracao de
extuvias ou cistos ndo eclodidos. Os nduplios foram entdo transferidos para novos
recipientes contendo solugdo salina fresca, previamente preparada com as mesmas
condigdes fisico-quimicas.

A qualidade do processo de eclosdo foi verificada mediante avaliagdao da taxa de
eclosdo, considerada satisfatoria quando igual ou superior a 80% apds 24 a 48 horas, bem
como pela observacao da motilidade ativa dos nauplios, indicando sua vitalidade. Este
protocolo visa assegurar a obtencao de nauplios de 4. salina em condigdes fisiologicas
ideais para sua posterior utilizacdo nos bioensaios de avaliacdo dos efeitos toxicos de

iopromida, garantindo a reprodutibilidade e a confiabilidade dos resultados obtidos.

2.4. Estagios de desenvolvimento avaliados

Para avaliacdo dos efeitos toxicos do contraste iodado, foi utilizado os estagios de
nauplios metanauplios e adultos, onde segundo a literatura, o estagio de nauplio € o mais
sensivel a agentes quimicos e o mais utilizado em testes de toxicidade.

e Nauplios: organismos recém-eclodidos (estagio I), com até 24 horas de vida.
e Metanauplios: organismos com 3 a 5 dias de vida, caracterizados por maior
desenvolvimento morfoldgico e inicio da diferenciagao dos apéndices toracicos.

e Adultos: organismos com 7 a 10 dias de vida, com caracteristicas morfoldgicas bem
definidas.

Os diferentes estagios foram obtidos mediante manutengdo dos nauplios recém-

obtidos em condigdes controladas de laboratério, alimentados com microalgas, até



atingirem as respectivas idades experimentais. A salinidade, temperatura, pH e iluminagao

permanecerao constantes durante todo o periodo de cultivo.

2.5. Delineamento experimental

Cada estagio de desenvolvimento foi submetido aos seguintes tratamentos:
1. Controle (C): sem adi¢ao de contraste.
2. Exposigao a iopromida (IP): exposicdo apenas ao contraste, nas quatro

concentragdes indicadas.

Cada tratamento foi realizado em triplicata para as concentragdes, além de um grupo
controle (apenas solucdo salina) e um grupo controle positivo (solugdo salina e

tiossemicarbazida em excesso), totalizando 18 amostras experimentais.

2.6. Exposicao a iopromida

O contraste radiologico iodado foi preparado a partir da suspen¢do padrdao de
iopromida de grau analitico, com posterior dilui¢do em solugao salina artificial a 35 +2 g/L
de NaCl, nas seguintes concentragoes: 498.4,249.2, 124.6 ¢ 62.3 pug/ml.

Para cada unidade experimental, foi utilizado um volume 3 mL de solugdo salina
contendo a concentragdo de contraste definida. A densidade de organismos foi ajustada
conforme o estagio:

e Nauplios: 10 individuos por unidade experimental;
e Metanauplios: 10 individuos por unidade experimental;

e Adultos: 10 individuos por unidade experimental.



Os organismos foram transferidos para os recipientes contendo as solucoes de
exposicao utilizando micropipetas estéreis, evitando danos fisicos. A exposicao foi
realizada por um periodo fixo de 48 horas, sob temperatura controlada de 25 +2 °C, com
iluminacdo ambiente controlada e sem aeragdo, para evitar alteracdes nas propriedades

fisico-quimicas das suspensdes. Esse teste seguira os protocolos de Barahona (1999).

2.7. Avaliacao de danos estruturais ou morfologicos

Para a avaliacdo morfologica das alteracdes induzidas pela exposicao a iopromida em
A. salina, foi utilizada a técnica de microscopia Optica de contraste de fase (Melanthota et
al., 2022), que possibilita a visualizagdo de estruturas celulares e morfoldgicas sem
necessidade de coloracao ou preparo destrutivo, preservando a integridade dos organismos.
Ao término dos bioensaios de exposi¢cdo, espécimes representativos de cada grupo
experimental, foram cuidadosamente coletados utilizando micropipetas Pasteur estéreis e
transferidos para laminas de vidro previamente limpas.

Os organismos foram imobilizados em pequenas gotas da propria solugao salina,
com espessura controlada, a fim de evitar a compressao excessiva ou desidratagdo. Para
facilitar a imobilizagdo, foi utilizada uma leve cobertura com lamina de vidro, aplicada
cuidadosamente para evitar danos fisicos aos espécimes.

As observagdes morfologicas foram realizadas em microscopio optico equipado com
sistema de contraste de fase, permitindo a visualizacdo nitida de detalhes anatdmicos, como
a morfologia dos apéndices locomotores, tegumento, antenas, olhos e estruturas cefalicas,
além de alteragdes decorrentes da exposi¢dao ao contraste radioldgico, tais como lesoes
superficiais, deformidades anatomicas, alteragdes no padrao pigmentério ou presenga de
particulas aderidas.

As imagens foram obtidas utilizando uma camera digital acoplada ao microscopio,
com ampliagdo variando entre 100x e 400x, conforme o tamanho do espécime ¢ o nivel de

detalhamento necessario. Todas as imagens foram armazenadas em formato digital para



posterior andlise. As mensura¢des morfoldgicas, como comprimento total, largura corporal,
area dos apéndices e presenca ou auséncia de lesdes, foram realizadas com o auxilio de
software de analise de imagens (ImagelJ), padronizando-se as medi¢des para garantir a
compatibilidade entre os diferentes grupos experimentais.

A analise foi realizada de forma qualitativa e quantitativa, permitindo identificar
padrdes de alteracdes morfologicas associadas aos diferentes tratamentos e aos diferentes
estagios ontogenéticos. As observagdes foram conduzidas de forma sistematica, avaliando-
se pelo menos 10 individuos por grupo experimental, garantindo uma amostragem
representativa e adequada para a analise estatistica subsequente.

Os dados obtidos através da microscopia Optica de contraste de fase foram
correlacionados com os demais parametros avaliados no estudo, como mortalidade,
possibilitando uma compreensao integrada dos efeitos toxicos induzidos pelo contraste

radiolégico em A. salina.

2.7. Danos genotoxicos em nauplios de Artemia salina

Seguiu-se o protocolo de Xu et al., (2015) nessa etapa, com pequenas modificagdes.
Os danos genotoxicos induzidos pela iopromida foram avaliados pelo ensaio cometa
alcalino (Single Cell Gel Electrophoresis — SCGE) utilizando nauplios de Artemia salina
apos 48 h de exposi¢dao. Aproximadamente 20 nauplios por grupo foram coletados, lavados
em solugao salina artificial (3,5%) e homogeneizados em 500 puL de PBS gelado (pH 7.,4)
para obtencao da suspensao celular.

A suspensao foi misturada a agarose de baixo ponto de fusdo a 0,5% e distribuida
sobre laminas previamente recobertas com agarose normal a 1,5%. Apos solidificacao, as
laminas foram submetidas a lise celular por 24 h a 4 °C em solugdo contendo NaCl,
EDTA, Tris-HCI, Triton X-100 e DMSO.

Em seguida, realizou-se desnaturacao alcalina (300 mM NaOH e 1 mM EDTA; pH

> 13) por 20 min, seguida de eletroforese a 25 V e 300 mA durante 20 min. As laminas



foram neutralizadas, coradas com brometo de etidio (20 pg/mL) e analisadas em
microscopio de fluorescéncia (400%). Foram avaliados 100 nucleoides por tratamento,
classificados de acordo com o grau de migracao do DNA para determinagdo do indice de

dano genético.

2.8. Procedimentos para analise de dados

Os dados obtidos foram organizados em planilhas eletronicas, registrando nelas o
numero de individuos expostos e mortos para cada grupo experimental de 4. salina. A
mortalidade foi calculada em porcentagem e utilizada para a determinagao da Dose Letal
M¢édia (DL50) e, quando aplicavel, da Dose Letal 90% (DL90).

Para a estimativa dessas doses letais, foi aplicada andalise de regressao logistica,
ajustando-se os modelos de probit ou logit, conforme a melhor adequagdo aos dados. O
ajuste foi realizado em software estatistico apropriado, Prism.

A comparagdo entre grupos experimentais foi realizada por andlise de variancia
(ANOVA), como o teste de Tukey para comparagdes multiplas. Os resultados foram

expressos como médias + desvio padrao.

2.9. Aspectos éticos e de biosseguranca

Embora A. salina ndo seja objeto de regulamentacao por comités de ética animal,
todas as etapas do experimento foram conduzidas respeitando os principios éticos e de

biosseguranga, conforme legislagdo ambiental vigente.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Toxicidade da iopromida sobre diferentes estagios em

desenvolvimento de Artemia salina

A exposi¢ao dos nauplios de Artemia salina a iopromida promoveu aumento da
mortalidade de forma concentragcdo-dependente nos periodos de 24 e 48 horas (Figura 1).
Observa-se maior efeito toxico nas concentracdes mais elevadas (498,4 e 249,2 png/mL),
enquanto as menores concentragdes apresentaram reducdo expressiva da mortalidade,
indicando possivel relagdo dose—resposta do contraste radioldgico sobre os organismos
teste. Além disso, o aumento discreto da mortalidade apds 48 horas sugere influéncia do

tempo de exposicao na toxicidade observada.

Figura 1. Mortalidade de nduplios de Artemia salina expostos a diferentes concentracdes de
1opromida ap6s 24 e 48 horas de exposi¢ao.
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Fonte: Autoria propria (2026).



Os percentuais de mortalidade observados para os nauplios de Artemia salina
expostos a iopromida nos diferentes tempos e concentragdes encontram-se apresentados
na Tabela 1. Os resultados evidenciam aumento da toxicidade nas maiores concentragcdes
avaliadas, com discreta intensificacdo do efeito apos 48 horas de exposi¢do, corroborando

o perfil dose-resposta observado experimentalmente.

Tabela 1. Percentual de mortalidade de nauplios de Artemia salina expostos a diferentes
concentracdes de iopromida apos 24 e 48 horas.

Grupo/Concentragao 24h 48h
Controle positivo 100% £ 0,0 100% £ 0,0
Controle negativo 4% £+ 2,5 7% £ 1,5
498.4 ng/ml 47% + 2,1 52% + 1,7
249,2 ng/ml 26% + 1,0 32% + 1,6
124,6 pg/ml 19% + 1,8 23% + 2,0
62,6 ug/ml 6% = 2,0 8% + 1,7

Os dados representam a porcentagem de mortalidade de nauplios de Artemia salina expostos a iopromida nas
concentragdes de 62,6; 124,6; 249,2 e 498.,4 ug/mL, avaliadas apos 24 e 48 h de exposicao. O controle positivo
apresentou 100% de mortalidade, enquanto o controle negativo exibiu baixa mortalidade basal. Os valores estdo
expressos como média + desvio padrio.

A exposicao dos metanauplios de Artemia salina a iopromida resultou em aumento da
mortalidade conforme a elevagdo da concentragao e do tempo de exposi¢ao (Figura 2). As
maiores concentragdes avaliadas apresentaram os efeitos toxicos mais pronunciados,
especialmente apos 48 horas, evidenciando sensibilidade dos organismos ao contraste
radiologico. Em contrapartida, as menores concentragdes promoveram baixa mortalidade,

indicando menor impacto toxico nas condi¢des experimentais analisadas.



Figura 2. Mortalidade de metanduplios de Artemia salina expostos a diferentes
concentracdes de iopromida apds 24 e 48 horas de exposicao.

-
(=
o

=
_8 Bl Controle positivo
S Bl Controle negativo
\@©
= Bl 498,4 pg/mL
£ 50 Bl 249,2 ug/mL
3 124,6 pg/mL
2 62,3 pg/mL
S
©
= 0
S 24 48
Tempo (h)

Fonte: Autoria proria (2026).

Os percentuais de mortalidade dos metanduplios de Artemia salina expostos a
iopromida encontram-se apresentados na Tabela 2. Os resultados demonstram incremento
da toxicidade em fungdo do aumento da concentracdo e¢ do tempo de exposi¢ao,
reforcando o potencial efeito toéxico do contraste radioldgico sobre os organismos

avaliados.



Tabela 2. Percentual de mortalidade de metanauplios de Artemia salina expostos a
diferentes concentragdes de iopromida apds 24 e 48 horas.

Grupo/Concentragao 24h 48h
Controle positivo 100% =+ 0,0 100% £ 0,0
Controle negativo 2% = 1,8 6% £ 1,5
498.4 ng/ml 38% £+ 2,0 41% + 3,0
249,2 pg/ml 24% + 2,1 27% + 1,5
124,6 ng/ml 18% + 1,4 21% + 1,0
62,6 ug/ml 3% £ 2,0 5% £ 0.0

Os dados representam a porcentagem de mortalidade de metanduplios de Artemia salina expostos a iopromida nas
concentracdes de 62,3; 124,6; 249,2 ¢ 498,4 ng/mL, avaliadas apds 24 e 48 h de exposi¢do. O controle positivo
apresentou 100% de mortalidade, enquanto o controle negativo exibiu mortalidade reduzida. Os resultados estdo
expressos como média + desvio padrao.

A mortalidade dos adultos de Artemia salina expostos a iopromida esta apresentada
na Figura 3. Em comparagdo aos ndauplios € metanauplios, os organismos adultos
apresentaram menor sensibilidade ao contraste radioldgico, evidenciada pelos menores
percentuais de mortalidade em todas as concentragdes avaliadas. Mesmo nas maiores
concentragdes testadas, os adultos exibiram resposta toxica mais discreta, sugerindo maior
tolerancia fisiologica nesse estagio de desenvolvimento. Além disso, observou-se leve
aumento da mortalidade apds 48 horas de exposi¢do, indicando influéncia do tempo de

contato sobre os efeitos toxicos da iopromida.



Figura 3. Mortalidade de adultos de Artemia salina expostos a diferentes concentragdes de
iopromida ap6s 24 e 48 horas de exposi¢ao.
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Fonte: Autoria préopria (2026).

Os percentuais de mortalidade dos adultos de Artemia salina expostos a iopromida
encontram-se apresentados na Tabela 3. Os resultados demonstram menor susceptibilidade
dos organismos adultos em relagcdo aos estagios de nduplio e metanauplio, evidenciada
pelos reduzidos indices de mortalidade observados mesmo nas maiores concentragdes

avaliadas.



Tabela 3. Percentual de mortalidade de adultos de Artemia salina expostos a diferentes
concentracdes de iopromida apos 24 e 48 horas.

Grupo/Concentragao 24h 48h
Controle positivo 100% =+ 0,0 100% =+ 0,0
Controle negativo 0% = 0,0 0% £ 0,0
498,4 pg/ml 21% + 2,5 26% + 2,0
249,2 pg/ml 19% + 2,0 20% + 1,5
124,6 ng/ml 3% £+ 1,8 7% £ 3.5
62,6 ug/ml 0% £ 0,0 0% =+ 0.0

Os dados representam a porcentagem de mortalidade de adultos de Artemia salina expostos a iopromida nas
concentragdes de 62,3; 124,6; 249,2 e 498,4 ug/mL, avaliadas apds 24 e 48 h de exposicdo. O controle positivo
apresentou 100% de mortalidade, enquanto o controle negativo exibiu mortalidade reduzida. Os resultados estdo
expressos como média + desvio padrio.

Nao foi possivel determinar a concentracao letal média (CL50) da iopromida para
Artemia salina nas condi¢oes experimentais avaliadas, uma vez que a maioria dos grupos
expostos ndo apresentou mortalidade igual ou superior a 50%, mesmo nas maiores
concentracdes testadas. Dessa forma, os dados obtidos nao atenderam aos critérios
estatisticos necessarios para aplicacdo confidvel dos modelos de estimativa de CLsg,
indicando que o composto apresentou toxicidade aguda moderada nas concentragdes

analisadas.

Os resultados obtidos demonstraram que a exposi¢do a iopromida promoveu
aumento da mortalidade em nduplios e metanauplios de Artemia salina, com efeito
dependente da concentracao e do tempo de exposicao. As maiores concentragoes testadas
apresentaram os percentuais mais elevados de mortalidade, evidenciando potencial efeito
toxico do contraste radiologico sobre os organismos avaliados. Embora os controles

negativos tenham apresentado baixa mortalidade basal, os grupos expostos a iopromida



exibiram resposta toxica progressiva, sugerindo interferéncia direta do composto sobre a

viabilidade dos microcrustaceos.

Os meios de contraste iodados, incluindo a iopromida, sdo classificados como
contaminantes emergentes devido a elevada estabilidade quimica, alta solubilidade em agua
e baixa biodegradabilidade, caracteristicas que favorecem sua persisténcia em ambientes
aquaticos (Borowska, 2015). Estudos recentes (Nowak, 2020), demonstram que esses
compostos sdo frequentemente detectados em efluentes hospitalares, estagdes de
tratamento de esgoto, dguas superficiais e até mesmo agua potavel, frequentemente sem

sofrer degradagao significativa durante os processos convencionais de tratamento.

Apesar de muitos meios de contraste iodados serem tradicionalmente considerados
compostos de baixa toxicidade aguda para organismos aquaticos, pesquisas recentes t€ém
demonstrado que a exposicao continua ou em concentracoes elevadas pode desencadear
efeitos subletais e toxicos importantes, incluindo estresse oxidativo, alteragdes metabolicas,
danos celulares e disttrbios fisiologicos em diferentes niveis troficos (Wrzesinska et al.,
2026). Nesse contexto, os resultados observados no presente estudo refor¢am a
necessidade de avaliagdes ecotoxicoldgicas mais abrangentes envolvendo meios de
contraste radioldgicos, especialmente devido ao crescente consumo mundial desses agentes

diagnosticos.

A utilizagdo de Artemia salina como organismo-teste ¢ amplamente consolidada em
estudos ecotoxicologicos em razdo de sua elevada sensibilidade a contaminantes quimicos,
facilidade de cultivo e rapida resposta biologica frente a exposicao toxica. Revisoes classicas
como a de Nunes et al., (2006) e Kalcikova (2012), apontam que parametros como
mortalidade, alteracdes comportamentais e comprometimento do desenvolvimento tornam
esse microcrustaceo um modelo eficiente para avaliacdo de toxicidade ambiental. Além
disso, estudos recentes (Pacheco et al., 2021; Albarano et al., 2022) destacam que diferentes

estagios de desenvolvimento de Artemia podem apresentar sensibilidades distintas frente



aos contaminantes, justificando a avaliacdo separada de nauplios, metanauplios e

organismos adultos.

Os resultados encontrados neste trabalho apresentam comportamento semelhante
ao observado em estudos com outros contaminantes emergentes e agentes quimicos.
Exposicao de Artemia salina a metais pesados, nanoparticulas e metalofarmacos demonstrou
aumento significativo da mortalidade de maneira dose-dependente, frequentemente

associado a geracao de estresse oxidativo e danos celulares (Vitorino et al., 2015; Pacheco et
al., 2021).

Embora nao existam estudos envolvendo especificamente a iopromida em Artemia
salina, trabalhos com contaminantes emergentes apresentam tendéncias semelhantes as

observadas neste estudo.

Em estudo envolvendo compostos de uranio (Pedroso et al., 2021), por exemplo, foi
observado comprometimento da sobrevivéncia e alteragdes fisiologicas relevantes em
Artemia salina, especialmente apds maiores periodos de exposi¢do. Esses achados
corroboram a tendéncia observada no presente estudo, em que o aumento do tempo de

contato com a iopromida intensificou a mortalidade dos organismos.

Resultados semelhantes foram descritos em estudos envolvendo nanoparticulas e
microcontaminantes aquaticos. Pecoraro ef al., (2021), destacaram que nduplios de Artemia
salina apresentam elevada susceptibilidade a exposi¢ao de nanoparticulas, com aumento da
mortalidade associado a capacidade de absor¢ao e bioacumulagdo dessas substancias. De
maneira semelhante, Ates et al., (2013), observaram que nanoparticulas de didxido de titanio
promoveram efeitos toxicos progressivos, incluindo alteragdes fisiologicas e

comprometimento da sobrevivéncia larval.

Embora os percentuais de mortalidade observados para a iopromida ndo tenham
atingido niveis extremamente elevados em todas as concentragdes avaliadas, os resultados
indicam que o composto exerce impacto bioldégico mensurdvel sobre os organismos

expostos. Esse aspecto torna-se particularmente relevante considerando que os meios de



contraste 10dados sdo continuamente introduzidos no ambiente aquatico em decorréncia
do uso hospitalar e diagnostico em larga escala. Além disso, estudos recentes alertam que
produtos de transformacgdo gerados durante processos oxidativos ou de desinfec¢ao podem

apresentar toxicidade ainda superior a dos compostos originais (Nowak, 2020).

Outro aspecto importante refere-se as diferengas observadas entre os estdgios de
desenvolvimento avaliados. Os metanduplios apresentaram perfil toxicologico semelhante
ao observado para os nduplios, porém com variagdes na intensidade da resposta biologica
em determinadas concentracdes. Essa diferenca pode estar associada a alteragdes
fisiologicas relacionadas ao desenvolvimento, capacidade metabolica, permeabilidade
corporal e mecanismos de defesa antioxidante entre os estagios larvais de Artemia salina.
Trabalhos recentes destacam que organismos em diferentes fases ontogenéticas podem
responder de maneira distinta a exposi¢do a contaminantes quimicos, o que refor¢a a

importancia da avaliagdo ecotoxicologica em multiplos estagios de desenvolvimento.

3.2 Alteracoes morfologicas e estruturais em Artemia salina induzidas

pela iopromida

As analises morfoldgicas revelaram que a exposi¢ao de Artemia salina a concentragdes
crescentes de 1opromida induziu efeitos toxicos e teratogénicos severos de forma dose-
dependente (Figura 4). Enquanto o grupo controle exibiu integridade estrutural, com o
trato digestivo linear e o olho do nauplio com pigmentacao compacta (Figura 4A), os
organismos expostos apresentaram danos progressivos. Nas concentragdes iniciais €
intermediarias, observou-se a perda da homeostase digestiva através da reducdo de
conteudo e posterior compactacao escura do intestino (setas vermelhas), acompanhada pela
dispersao do pigmento ocular (circulos azuis) (Figuras 4B e 4C). Sob a maxima

concentracdo do contraste 1odado, o efeito citotoxico culminou na completa



desestruturagao do plano corporal do microcrustaceo, caracterizada por severa atrofia e
deformacao dos apéndices natatorios (setas amarelas) e necrose tecidual generalizada
(Figura 4D), evidenciando o elevado potencial de toxicidade do xenobiotico sobre o

desenvolvimento do organismo-teste.

Figura 4. Efeitos teratogénicos e toxicidade morfologica da iopromida em nauplios de
Artemia salina.

Fonte: Autoria préopria (2026).

Os efeitos morfologicos e teratogénicos observados neste estudo demonstram que a
iopromida, apesar de ser classificada clinicamente como um contraste ndo i6nico de baixa
osmolalidade, exerce expressiva toxicidade sobre o desenvolvimento do microcrustaceo
Artemia salina. A resposta dose-dependente caracterizada pela desestruturagdao do trato
digestivo, dispersdao do pigmento ocular e atrofia generalizada dos apéndices natatorios
corrobora os achados de Pires ef al., (2021), que apontam os meios de contraste iodados
(MCI) como contaminantes emergentes de alta persisténcia com capacidade de induzir

anomalias fenotipicas severas em invertebrados marinhos de triagem ecotoxicoldgica.



A descoloragdo seguida de forte compactacao e escurecimento do trato digestivo de
A. salina (Figuras 4B e 4C) reflete um padrado de estresse citotoxico no epitélio intestinal.
Investigando compostos 1odados similares (como o 10hexol e o iopamidol), Santos et al.,
(2022) observaram que a ingestdo cronica dessas moléculas altera drasticamente as
microvilosidades do intestino médio de microcrustaceos. Esse acimulo gera uma disfuncao
osmotica e celular interna, bloqueando o transito alimentar e mimetizando a estagnacao
intestinal escura evidenciada nas concentragdes intermediarias deste experimento. Além
disso, conforme mostrado por Silva e Martinez (2024) ao avaliarem poluentes de efluentes
hospitalares em organismos aquaticos, a parede intestinal atua como a primeira linha de
bioacumulacao, sofrendo necrose epitelial precoce induzida pela produgao de Espécies

Reativas de Oxigénio (EROs).

Ademais, a dispersdao do pigmento ocular observada (Figura 4C) sugere uma agao
neurotdxica ou quimiotdxica periférica do contraste radioldgico. Avaliando a exposi¢ao de
estagios larvais de invertebrados a agentes de diagnostico por imagem, Garcia-Goémez et al.,
(2021) demonstraram que os MCls interferem na neurotransmissdo e no desenvolvimento
de fotorreceptores. Essa neurotoxicidade subletal se manifesta visualmente na perda de
simetria e espalhamento da mancha ocular pigmentada, afetando diretamente as respostas

de fototaxia que sdo vitais para a sobrevivéncia do nauplio.

O 4pice do efeito toxico, evidenciado na Figura 4D através da severa atrofia e
dismorfia dos apéndices natatdrios, demonstra o potencial teratogénico da iopromida em
altas concentracoes. Esse achado estd fortemente alinhado com o estudo de Nguyen et al.,
(2025), que testaram os efeitos do contraste iodado diatrizoato e do gadoprevist (agente de
contraste para ressonancia magneética) em modelos de crustaceos estuarinos. Os autores
verificaram que doses elevadas desses agentes de imagem rompem o sincronismo do ciclo
de muda e inibem os genes responsaveis pela sintese de quitina, resultando em apéndices
locomotores curtos, dismorficos € sem cerdas. Essa perda de integridade anatdmica impede
a natacdo, impossibilitando a captura de alimentos e gerando mortalidade ecologica

indireta.



3.3 Avaliacio de danos genotoxicos em nauplios de Artemia salina por

meio do ensaio

Os nauplios de Artemia salina foram selecionados para o ensaio cometa devido a
elevada sensibilidade apresentada nos estdgios iniciais de desenvolvimento frente a
exposicao a contaminantes quimicos. Além disso, organismos em fase larval possuem
intensa atividade metabolica e celular, tornando-os mais suscetiveis a danos em nivel
molecular e genético. A utilizagdo exclusiva dos nauplios também permite maior
padronizacdo experimental, reduzindo interferéncias relacionadas as diferencas
morfofisiologicas observadas em estagios mais avangados de desenvolvimento. Dessa
forma, o emprego desse estagio larval torna-se adequado para a deteccao precoce de

possiveis efeitos genotoxicos induzidos pela iopromida.

As micrografias representativas do ensaio cometa realizadas em nauplios de Artemia
salina expostos a iopromida estdo apresentadas na Figura 5. Observa-se aumento
progressivo da migracdo do DNA conforme a elevacdo da concentracdo do contraste
radioldgico, evidenciado pela formagdo de “caudas” mais extensas nos nucleoides expostos.
Os maiores danos genéticos foram observados nos grupos tratados com 498,4 ¢ 249,2
ug/mL, enquanto os organismos do controle negativo apresentaram DNA integro, com
auséncia ou minima formacao de cauda. O controle positivo (H,O, 100 uM) confirmou a

sensibilidade do método ao demonstrar intenso padrao de fragmentagdao do DNA.



Figura 5. Perfis de fragmentacdo de DNA celular exposto a diferentes concentracoes de
iopromida (498,4 a 62,3 ug/mL).

A Controle negativo Controle positivo lopromida lopromida lopromida lopromida
(Solugéo salina) (H,0,, 100 uM) 498,4 ug/mL 249,2 pg/mL 124,6 pg/mL 62,3 pg/mL

B Controle negativo Controle positivo lopromida lopromida lopromida lopromida
(Solugédo salina) (H,0,, 100 uM) 498,4 pg/mL 249,2 pg/mL 124,6 pg/mL 62,3 pg/mL

(A) Imagens de microscopia de fluorescéncia; (B) Imagens processadas em escala de cinzas para analise
quantitativa.

A andlise quantitativa do ensaio cometa confirmou o potencial genotoxico da
iopromida de maneira dose-dependente, conforme exposto nos painéis C e D da Figura
6. O controle negativo apresentou niveis basais reduzidos de dano, com média de
aproximadamente 8% para o percentual de DNA na cauda e para o momento da cauda.
Em contrapartida, o controle positivo (H20; pg/mL) exibiu os maiores indices de

fragmentacdo, com o %de DNA na cauda atingindo uma média proxima a 63%.

Entre os grupos tratados, a maior concentracdo de iopromida (498,4 ug/mL)
induziu uma fragmentacdo severa no DNA, resultando em cerca de 40% de DNA na
cauda (Painel C) e um momento da cauda de aproximadamente 48 (Painel D). A medida
que a concentragao do contraste foi reduzida (249,2 ug/mL e 124,6 ug/mL), observou-
se um decréscimo progressivo e linear em ambos os parametros biomarcadores. Na
menor concentragdo testada (62,3 pg/mL), os valores retornaram a patamares
estatisticamente equivalentes aos do controle basal, sugerindo a auséncia de

genotoxicidade significativa nesta dose.



Figura 7. Analise quantitativa dos parametros de dano ao DNA celular induzidos por
diferentes concentragdes de iopromida via ensaio cometa.
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Os dados estdo representados como média + desvio padrao (DP) de experimentos independentes (n =
15 nucleoides por grupo). A analise estatistica foi realizada por meio do teste de Analise de Variancia
(ANOVA) de uma via, seguido pelo pos-teste de comparagdo multipla de Dunnett. Os asteriscos
(****) indicam diferenca estatistica em relacdo ao controle negativo (p < 0,0001).

Os resultados obtidos no ensaio cometa demonstraram que a exposicao dos
nauplios de Artemia salina a iopromida promoveu aumento significativo dos danos ao
DNA, evidenciado pelo aumento da porcentagem de DNA na cauda e do momento da
cauda em relagdo ao controle negativo. As micrografias obtidas corroboram esses
achados, uma vez que os organismos expostos as maiores concentragdes apresentaram
cometas mais extensos e com maior dispersao do material genético, indicando
fragmentacdo do DNA e possivel ocorréncia de quebras de fita simples. Observou-se
ainda um padrao concentragao-dependente, no qual as maiores concentragdes de

iopromida resultaram nos maiores indices de dano genético.

O controle positivo contendo H,O, apresentou intensa migracao do DNA,

confirmando a sensibilidade e adequagdao metodoldgica do ensaio para detec¢do de



danos genotoxicos. A resposta observada para a iopromida, embora inferior ao controle
positivo, demonstrou clara elevacdo dos pardmetros genéticos avaliados quando
comparada ao controle negativo, sugerindo potencial genotoxico do contraste

radiologico em organismos aquaticos.

Apesar de os meios de contraste iodados serem frequentemente descritos como
compostos de baixa toxicidade aguda, estudos recentes demonstram crescente
preocupacao relacionada aos seus efeitos genéticos e a formacdo de subprodutos
altamente reativos no ambiente aquatico (Matsushita ef al., 2015). Postigo et al., (2018)
relataram que meios de contraste iodados, incluindo a iopromida, podem originar
subprodutos iodados com elevado potencial mutagénico apos processos de cloragao e
transformacao ambiental. Esses achados reforcam a relevancia dos danos observados
no presente estudo, especialmente considerando a persisténcia ambiental da iopromida

e sua baixa remog¢ao em estagdoes convencionais de tratamento de dgua (Redeker et al.,

2018; Nowak et al., 2020).

Os resultados encontrados também apresentam semelhanga com estudos
ecotoxicoldgicos envolvendo outros contaminantes emergentes avaliados por ensaio
cometa em organismos aquaticos. Em pesquisas utilizando Artemia exposta a mutagenos
de referéncia, Sukumaran e Grant (2013) observaram aumento significativo da
porcentagem de DNA na cauda apds exposicao ao etilmetanossulfonato, demonstrando
que o ensaio cometa ¢ altamente sensivel para detec¢do precoce de danos genéticos em

microcrustaceos.

Trabalhos recentes envolvendo contaminantes ambientais também demonstram
associacao entre aumento do momento da cauda e ocorréncia de estresse oxidativo
celular. Estudos com microplasticos sintéticos em Artemia salina relataram que a
exposicao continua promove aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio,
danos oxidativos e alteracdes fisiologicas relevantes (Das Pramanik et al., 2023). Embora

os mecanismos moleculares da 1opromida ainda ndo estejam completamente



esclarecidos em Artemia salina, € possivel que parte dos danos observados esteja
relacionada a inducdo de estresse oxidativo e comprometimento dos mecanismos

celulares de reparo do DNA.

Além disso, estudos recentes destacam que o ensaio cometa representa uma
ferramenta extremamente sensivel para monitoramento ambiental e avaliacdo de
contaminantes emergentes, especialmente em situagdes nas quais alteragdes genéticas
precedem efeitos citotdxicos mais severos (Cordelli, 2021; Collins et al., 2023; Gendron

etal., 2023)

4. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que a iopromida apresenta potencial
ecotoxicologico em Artemia salina, promovendo mortalidade, alteragcdes morfoestruturais e
danos genotoxicos de forma dependente da concentragao e do estagio de desenvolvimento.
Nauplios e metanauplios mostraram-se mais sensiveis em comparagao aos organismos
adultos, evidenciando maior vulnerabilidade dos estagios iniciais frente a exposi¢ao ao
contraste radioldgico. Além dos efeitos sobre a sobrevivéncia, o ensaio cometa revelou
danos significativos ao DNA, indicando que a iopromida pode induzir efeitos subletais
importantes mesmo em concentracdes moderadas. As alteracdes morfoldgicas observadas

reforgam o potencial impacto bioldgico do composto sobre organismos aquaticos.

Dessa forma, o estudo evidencia que a iopromida ndo deve ser considerada
ambientalmente inerte, ressaltando a necessidade de maior monitoramento ambiental e de
investigagdes adicionais sobre os efeitos ecotoxicoldgicos de contrastes radioldgicos

iodados em ecossistemas aquaticos.
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