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TOXICITY IN AQUATIC ENVIRONMENTS: DISCUSSION AND EVALUATION METHODS. Aquatic toxicity tests are assays
performed with different aquatic organisms of different ecological organization levels. Such tests are a source of information on
the toxicity of a given substance or wastewater under controlled conditions, and they complement the physico-chemical analyses.
Moreover, they allow one to evaluate the risks resulting from the presence of toxic substances in the environment. Algae, crustaceans,

fishes and bacteria are frequently used in toxicity tests. In this work, we will present the main aspects related to the aquatic toxicity

tests and a discussion of their applicability will also be presented.
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INTRODUCAO

Testes de toxicidade sdo ensaios laboratoriais, realizados sob
condi¢des experimentais especificas e controladas, utilizados para
estimar a toxicidade de substincias, efluentes industriais € amostras
ambientais (dguas ou sedimentos). Nesses ensaios, organismos-testes
sdo expostos a diferentes concentracdes de amostra e os efeitos toxicos
produzidos sobre eles sdo observados e quantificados.' Os testes de
toxicidade ndo permitem obter uma resposta absoluta sobre o risco
que uma determinada amostra apresenta para a populacdo humana,
uma vez que € muito dificil extrapolar para os seres humanos os re-
sultados de toxicidade obtidos para os organismos em laboratdrio e
até mesmo correlacionar os resultados de toxicidade entre organismos
de diferentes espécies.

Testes de toxicidade sdo ferramentas desejdveis para avaliar a
qualidade das dguas e a carga poluidora de efluentes, uma vez que
somente as andlises fisico-quimicas tradicionalmente realizadas, tais
como demanda quimica de oxigénio (DQO), demanda bioquimica
de oxigénio (DBO), sdlidos suspensos, concentragdes de metais
e de outras substincias de cardter orgdnico ou inorginico, cujos
limites encontram-se estabelecidos nas legislagdes ambientais,
nao sdo capazes de distinguir entre as substancias que afetam os
sistemas biolégicos e as que sdo inertes no ambiente e, por isso,
ndo sdo suficientes para avaliar o potencial de risco ambiental dos
contaminantes. Apesar disso, os testes de toxicidade nio substituem
as andlises quimicas tradicionais. Enquanto as andlises quimicas
identificam e quantificam as concentragdes das substancias toxicas,
os testes de toxicidade avaliam o efeito dessas substincias sobre
sistemas bioldgicos. Assim, as andlises quimicas e os testes de toxi-
cidade se complementam. Em se tratando de amostras de natureza
quimica complexa, como € o caso de efluentes industriais, os quais
sdo constituidos por uma variedade de substancias quimicas, seria
analitica e economicamente invidvel detectar, identificar e quantificar
todas as substincias presentes, mesmo que os padrdes de emissio
fossem estabelecidos para cada uma delas. Além disso, somente
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com a identifica¢@o e a quantificaciio dessas substincias ndo seria
possivel estimar os efeitos que elas apresentam sobre a biota, uma
vez que a atividade bioldgica de uma substancia pode depender de
suas interagdes com os outros componentes do efluente, incluindo
aqueles que néo sdo téxicos mas que afetam as propriedades quimicas
ou fisicas do sistema e, conseqiientemente, as condi¢des de vida dos
organismos. Assim, ¢ impossivel identificar uma unica substancia
como responsdvel por um determinado efeito t6xico.>*¢

A ciéncia que estuda os efeitos nocivos causados por substan-
cias quimicas sobre organismos vivos € chamada toxicologia.” Por
convengao, essa ciéncia também estuda os efeitos danosos causados
por agentes fisicos, tais como radiagdes de diferentes tipos e poluigao
sonora.” A toxicologia tem como principais objetivos identificar os
riscos associados a uma determinada substincia e determinar em quais
condigdes de exposi¢do esses riscos sdo induzidos.!® A ocorréncia,
natureza, incidéncia, mecanismo e fatores de risco associados as
substdncias toxicas sdo parametros experimentalmente investigados
pela toxicologia.!’ Ela ndo serve somente para proteger os seres vivos
e o ambiente dos efeitos deletérios causados pelas substancias toxicas,
mas também para facilitar o desenvolvimento de agentes quimicos
nocivos mais seletivos, tais como drogas clinicas e pesticidas.’

A toxicologia compreende basicamente os seguintes ramos:”?
toxicologia clinica, a qual estuda o efeito de drogas sobre pacientes
humanos; toxicologia forense, cujo objetivo € detectar o uso ilegal
de agentes toxicos para fins judiciais e toxicologia ambiental, a qual
se preocupa com o destino dos agentes toxicos, seus metabdlitos e
produtos de degrada¢@o no ambiente e nas cadeias alimentares e com
o efeito desses contaminantes sobre os organismos e as populacdes.
Esse tltimo ramo considera que a sobrevivéncia humana depende do
bem-estar de outras espécies e da disponibilidade de ar, d4gua, solo e
alimentos limpos e considera também que as substancias quimicas
antropogénicas podem causar efeitos danosos aos organismos vivos
e aos processos biolégicos. Embora na defini¢ao de toxicologia am-
biental estejam incluidas substancias quimicas toxicas naturalmente
encontradas no ambiente, como venenos animais € toxinas micro-
bianas e vegetais, a toxicologia ambiental ¢ tipicamente associada
com o estudo de agentes quimicos de origem antropogénica.”!!
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Assim, a toxicologia ambiental se preocupa com a influéncia que os
agentes toxicos ambientais exercem sobre a saide e o bem-estar de
humanos, animais e plantas, por meio da interagdo desses organis-
mos.'" A toxicologia ambiental € uma ciéncia altamente eclética e
multidisciplinar que envolve diversas dreas de estudo como biologia,
quimica (organica, analitica e bioquimica), anatomia, genética, fisio-
logia, microbiologia, ecologia, ciéncias do solo, dgua e atmosfera,
epidemiologia, estatistica e legislagdo.”*!" Os objetos de estudo de
algumas dessas dreas sdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Objetos de estudo de algumas dreas compreendidas pela toxico-
logia ambiental

A ecotoxicologia € uma drea especializada da toxicologia am-
biental que centra seus estudos nos efeitos ocasionados por agentes
quimicos e fisicos sobre a dindmica de populacdes e comunidades
integrantes de ecossistemas definidos.>® O termo ecotoxicologia é
algumas vezes utilizado como sindnimo do termo toxicologia am-
biental, entretanto, este tltimo também abrange os efeitos dos agentes
quimicos do ambiente sobre os seres humanos.'> Basicamente, a eco-
toxicologia compreende a seqiiéncia de eventos apresentada na Figura
2, a qual € referida como cadeia da causalidade."® As informagoes
obtidas por meio dessa cadeia sdo essenciais para: determinar os niveis
de contaminantes no ambiente e seus destinos; estimar o grau de peri-
culosidade dos contaminantes e seus metabdlitos para os organismos
vivos; indicar niveis mdximos permitidos de contaminantes, ou seja,
os padrdes a serem mantidos; diagnosticar e prognosticar o efeito dos
contaminantes no ambiente e o efeito das medidas tomadas; controlar
a emissdo de efluentes e avaliar os riscos ecoldgicos.'

A ecotoxicologia aqudtica tem como objetivo avaliar o efeito
de substincias quimicas tdxicas sobre organismos representativos
do ecossistema aqudtico.'* Os efeitos téxicos podem se manifestar
em diferentes niveis de organizagdo, desde estruturas celulares até
individuos, populagdes e comunidades.>!> A ecotoxicologia aqudtica
envolve o transporte, a distribuicdo, a transformacao e o destino final
dos contaminantes no ambiente aqudtico.'® Os testes de toxicidade
aqudtica sdo bastante utilizados porque os ecossistemas aqudticos
constituem os principais receptidculos de contaminantes, sejam eles
langados diretamente nos corpos d’dgua por meio das descargas de
efluentes, emitidos no ar ou depositados nos solos.**

O AMBIENTE AQUATICO

O ambiente aquadtico € altamente complexo e diverso. Ele com-
preende virios tipos de ecossistemas dentre os quais se encontram
rios, lagos, estudrios, mares e oceanos. Todos esses ecossistemas sao
produtos dinamicos de interagdes complexas entre os componentes
bidticos e abidticos caracteristicos de cada um deles.'
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Figura 2. Segiiéncia de etapas compreendidas pela ecotoxicologia e deno-
minada cadeia da causalidade

As propriedades fisicas e quimicas dos ecossistemas aqudticos
podem afetar significativamente a atividade bioldgica e o impacto
dos agentes quimicos e outros xenobidticos. A vulnerabilidade do
ambiente aqudtico as substincias quimicas depende: das propriedades
fisicas e quimicas dos contaminantes e dos produtos resultantes de
sua transformacdo; da concentra¢do dos contaminantes no ecossis-
tema; da duragdo e do tipo de descarga dos contaminantes (descarga
intermitente ou continua); das propriedades do ecossistema que lhe
permitem resistir as alteracdes resultantes da presenga dos contami-
nantes, como a capacidade tamponante das dguas e a concentracio
de matéria organica dissolvida nelas e, da localizag@o do ecossistema
em relagdo ao sitio de lancamento dos contaminantes.'*

Os sistemas aqudticos naturais sdo abertos e dindmicos e por
isso sofrem modificagdes continuas na sua composi¢do quimica. As
dguas marinhas sdo constituidas principalmente por ions cloreto,
sédio, cdlcio, potdssio, magnésio e sulfato, os quais sdo denominados
componentes conservativos. Eles constituem aproximadamente 99%
da massa total de sélidos dissolvidos na dgua do mar, sendo que os
fons cloreto e sédio respondem sozinhos por aproximadamente 86%.
Nas dguas doces, cdlcio, magnésio e carbonato s@o os fons mais
abundantes. Compostos de sodio, potdssio, fésforo, ferro, enxofre e
silicio também estdo presentes nessas dguas. Além de componentes
conservativos, as dguas também sao constituidas por componentes nao
conservativos, os quais incluem: gases dissolvidos como O,, CO,eN,;
nutrientes como fosfato e nitrato; compostos organicos dissolvidos
como aminodcidos e substancias himicas; elementos tragcos como
cobre, zinco, cromo, molibdénio, vanddio, manganés, estanho, ferro,
niquel, cobalto e selénio e, materiais particulados como areia, argila,
coldides, tecidos ndo vivos e excretos.'*!”

Oxigénio e diéxido de carbono sdo os dois gases mais abun-
dantes nas dguas doces e marinhas. O oxigénio € importante porque
atua como regulador em processos metabdlicos dos organismos e
comunidades. Grande parte do oxigénio dissolvido nas dguas doce
e salgada provém da atmosfera, mas ele também ¢ produzido pela
acdo fotossintética das algas. Didxido de carbono atua como tampao
impedindo que mudangas bruscas de pH ocorram nas dguas naturais.
Em soluc@o ele participa das reagdes de equilibrio envolvendo os fons
carbonato e bicarbonato. Bicarbonato € a espécie predominante nas
dguas naturais com pH entre 6 e 10. Abaixo de pH 6 a espécie predo-
minante € o diéxido de carbono e acima de pH 10, o fon carbonato ¢
predominante. Di6xido de carbono também participa como regulador
em certos processos bioldgicos que ocorrem no ambiente aquatico
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como no crescimento de plantas e na respiragdo animal.'*

A concentracdo, transporte, transformagdo e disposicéo final
de um contaminante introduzido no ambiente aquético dependem,
principalmente, das propriedades do ambiente e das caracteristicas
do contaminante.' As emissdes de contaminantes no ar, no solo e
principalmente nas dguas (etapa 1, Figura 2) estdo relacionadas aos
processos naturais e, principalmente, as atividades humanas. As fontes
de polui¢do podem ser classificadas em pontuais e ndo pontuais.'®
Dentre as fontes pontuais podemos citar as estagdes de tratamento
de efluentes industriais, redes de esgoto doméstico, derramamentos
acidentais e mineragdo. As emissdes de fontes pontuais sdo mais
facilmente detectadas e controladas e, geralmente, resultam em des-
cargas diretas dos contaminantes nos corpos d’dgua. Ao contrario, as
emissdes de fontes ndo pontuais sdo de dificil controle, variam com
o tempo e espago e podem envolver rotas que resultem na deposicéo
parcial dos contaminantes antes deles atingirem os corpos d’dgua.
Um exemplo tipico de fonte ndo pontual € a utilizagdo de pesticidas
no solo.

Uma vez no ambiente, os contaminantes podem estar sujeitos
a uma combinagdo de processos que podem afetar o seu destino e
comportamento.'®!® As substincias potencialmente téxicas podem
ser degradadas por processos abidticos e bidticos que ocorrem na
natureza. No entanto, algumas delas resistem aos processos de
degradacio e por isso sdo capazes de persistirem no ambiente por
longos periodos de tempo. O descarte continuo no ambiente de uma
substancia persistente pode levar a sua acumulagdo em niveis am-
bientais suficientes para resultar em toxicidade.?

No ambiente aqudtico, os contaminantes podem ser envolvidos
em processos de transporte e transferéncia de fase, em processos de
transformag@o e em processos de assimilagdo!® (etapa 2, Figura 2).
Os processos incluidos na primeira categoria ndo sdo degradativos,
enquanto que os das duas tltimas categorias sdo.’ Na Figura 3 sdo
apresentados alguns processos de transporte e transformagdo dos
contaminantes no ambiente aqudtico.

Os processos de transporte e transferéncia de fase determinam a
distribui¢do temporal de um contaminante no ambiente.'® No ambiente
aqudtico, encontram-se entre esses processos: volatilizagio e deposi-
¢do umida, processos de sor¢do (adsorcdo e dessorgdo), dissolugdo e
precipitagéo e, sedimentagdo e ressuspensdo. '8!

Contaminantes organicos que apresentam alta pressio de vapor
e baixa solubilidade em dgua, como benzeno, cloroférmio, dicloro-
metano e tetracloreto de carbono, tendem a volatilizar.'** A volati-
lizagdo ocorre por um mecanismo difusivo no qual o contaminante
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Figura 3. Alguns processos de transporte e transformacdo que ocorrem no
ambiente
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¢é transferido de um compartimento ou fase onde a fugacidade ¢
alta para outra onde a fugacidade € menor, até que seja atingido um
equilibrio termodindmico entre ambas as fases. Processos difusivos
sdo bidirecionais e a direcdo do transporte do contaminante depende
da sua concentracéo nas fases envolvidas.?!

Contaminantes com baixa pressdo de vapor e baixa solubilida-
de em dgua tendem a se adsorver nos materiais particulados e nos
sedimentos.'® Os sedimentos sdo as camadas de particulas minerais
e organicas finamente granuladas que estdo em contato com a parte
inferior dos corpos d’dgua naturais. Metais pesados, pesticidas e
hidrocarbonetos aromadticos polinucleados podem se adsorver nos
sedimentos e, em seguida, podem ser transferidos para os organismos
que os habitam.”

A dissolucdo é a principal rota pela qual vérias substancias entram
nos corpos d’dgua. Contaminantes com alta solubilidade em 4dgua
tendem a permanecer nela. Em se tratando de contaminantes organi-
cos, grupos polares como hidroxilas, aminas e carboxilas aumentam
sua solubilidade em dgua e fazem com que eles sejam volatilizados
mais lentamente."

Os principais processos de transformagdo que ocorrem no am-
biente aqudtico sdo a hidrdlise, a fotdlise, a complexagdo e a biode-
gradacdo (Figura 3).!8222326 Egses processos sd0 importantes porque
determinam a persisténcia dos contaminantes no ambiente.'®

A hidrdlise € uma reagdo importante porque os produtos resul-
tantes dela sdo tipicamente mais soltiiveis em dgua e por isso sdo
menos biodisponiveis e menos voldteis do que seus precursores. A
velocidade das rea¢des de hidrélise depende de um grande niimero de
varidveis ambientais como pH, temperatura, presenca de catalisado-
res, sor¢do sobre sé6lidos e forga i6nica. Sdo exemplos desse tipo de
reagdo a conversdo de haletos de alquila a dlcoois, de ésteres a cidos
e de ep6xidos a didis.?>**2¢ Paration®, um pesticida organofosforado,
¢ altamente susceptivel a hidrélise, o que diminui o seu tempo de
vida no ambiente aqudtico. Os produtos resultantes da hidrélise do
Paration® s@o o dietilfosforotioato e o p-nitrofenol.?

A luz, principalmente a radiagdo UV, € capaz de provocar a
quebra de ligagdes quimicas e assim contribuir significativamente
para degradar algumas substancias. As reacdes fotoquimicas podem
ser responsdveis por uma variedade de transformacdes, incluindo
oxidagdo, hidroxilagdo, cicliza¢do e desalogenacdo. Para que elas
ocorram € necessdrio que a luz solar penetre no ambiente aqudtico.
No entanto, parte da radiagao solar € absorvida pela matéria dissolvida
e particulada, o que atenua a intensidade da luz nas camadas de agua
mais profundas. Assim, as reagdes fotoquimicas ocorrem mais fre-
qiientemente na atmosfera e nas dguas superficiais e podem provocar a
degradagdo de compostos toxicos ou, ainda, promover um aumento na
toxicidade de compostos inicialmente pouco téxicos.’? Diclofenaco,
por exemplo, foi encontrado em dguas superficiais na Alemanha em
concentragdes acima de 2 pg L'.?” Quando exposto & luz solar ele se
decompde rapidamente, originando compostos como 2-cloroanilina,
2,6-dicloroanilina, 2,6-diclorofenol e outros. Cianocomplexos, como
hexacianocobaltato(I1l), também sdo fotodissociados em dgua libe-
rando fons cianeto, os quais sdo extremamente toxicos. Na auséncia
de luz, o hexacianocobaltato(IIl) mostrou-se moderadamente toxico
aos microcrustaceos Daphnia magna e Ceriodaphnia dubia e pra-
ticamente atéxico ao peixe Oncorhynchus mykiss mas, na presenca
de radiagdo emitida por um simulador solar, tornou-se altamente
téxico para ambas as espécies de crusticeos e, principalmente, para
a espécie de peixe.”®

A toxicidade dos metais depende da forma quimica que assumem
no ambiente aquatico. H4 evidéncias de que processos capazes de
reduzir a concentrag@o dos fons metalicos livres como, por exemplo,
reagdes de complexacio, podem diminuir significativamente sua to-
xicidade. No ambiente aqudtico, metais podem se complexar com a
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matéria organica dissolvida, principalmente com substancias himicas.
Essas representam 80% da matéria organica dissolvida nas dguas
naturais e influenciam numerosos processos biogeoquimicos.?*

Apesar de muitos contaminantes serem susceptiveis aos processos
de degradag@o abidticos, tais processos geralmente sao muito lentos.
Degradacdes mais rapidas dos contaminantes podem ocorrer por
meio da acdo de microorganismos.?’ Os microorganismos, tais como
bactérias e fungos, sdo capazes de degradar as substancias organicas
porque elas servem como fonte de carbono para seu crescimento e
manutencdo.?? Os fatores que influenciam a biodegradagdo desses
contaminantes sdo: a disponibilidade de microorganismos apropria-
dos, a susceptibilidade dos contaminantes a degradacdo bioldgica e
as condi¢des ambientais, tais como temperatura, pH, disponibilidade
de nutrientes, nivel de oxigénio, etc. Além desses, a disponibilidade
das substancias aos microorganismos pode desempenhar um pa-
pel importante. De forma geral, somente espécies dissolvidas sdo
absorvidas pelos organismos e degradadas no interior das células.
Transformacdes extracelulares por enzimas excretadas também sio
possiveis e podem afetar inclusive compostos adsorvidos nos mate-
riais particulados e sedimentos.?

A biodegradacdo pode ocorrer sob condi¢des aerdbias e anaerd-
bias. Na biodegradagdo aerébia, os organismos utilizam o oxigénio
como receptor de elétrons no metabolismo, enquanto que na biodegra-
dagdo anaerdbia sdo utilizados substratos eletrofilicos, como sulfato e
nitrato. Os processos aerébios sdo mais rapidos do que os anaerébios
nas dguas superficiais devido ao maior nimero de microorganismos
aerébios com crescimento rapido.*

As seguintes caracteristicas moleculares geralmente aumentam
a biodegradabilidade aerébia das substancias: grupos susceptiveis a
hidrdlise enzimatica, tais como ésteres; dtomos de oxigénio na forma
de grupos hidroxilas, aldeidos, dcidos carboxilicos e cetonas; cadeias
alquilicas lineares ndo substituidas e anéis fenilicos. Por outro lado, a
presenca de halogénios na molécula; extensas ramificacdes na cadeia;
grupos nitro, azo, arilamino e aminas tercidrias; residuos policiclicos,
tais como hidrocarbonetos aromadticos policiclicos e, residuos hete-
rociclicos como imidazol sdo algumas caracteristicas que aumentam
a resisténcia das substincias a biodegradagio aerdbia.*!

Na drea de ecotoxicologia, décadas de pesquisa e testes com
vérias substincias orginicas tém levado a uma série de generaliza-
¢des sobre como a toxicidade aqudtica pode ser reduzida, por meio
de modificagdes das estruturas e das propriedades das substancias.
Assim, o aumento do peso molecular de uma substincia para va-
lores maiores do que 1000, a reducgdo da sua solubilidade em agua
para valores menores do que 1 pg L' e o aumento do impedimento
estérico nos seus sitios ativos resultam em uma diminui¢do da toxi-
cidade aqudtica da substincia, mas implicam na diminuic¢do da sua
biodegradabilidade. No entanto, € possivel reduzir a toxicidade de
uma substancia sem concomitantemente aumentar sua persisténcia no
ambiente, ou seja, sem diminuir sua biodegradabilidade. Por exemplo,
a introduc@o de um grupo metil no 2-hidroxietilacrilato originando
o 2-hidroxietilmetacrilato resulta em uma diminuicio de toxicidade
devido ao aumento do impedimento estérico, mas tem pouco efeito
sobre sua biodegradabilidade.™!

A tltima etapa da cadeia de causalidade (etapa 3, Figura 2) diz
respeito aos efeitos toxicos provocados pelas substancias quimicas,
seus metabdlitos e produtos de conversdo sobre os organismos
aquadticos. Para isso, essas substdncias devem entrar em contato
com um sitio alvo apropriado e reagir com ele em concentracdo e
intervalo de tempo suficientes. O contato e a reagdo entre a substancia
quimica e o sitio alvo do organismo recebem o nome de exposigao.
Os organismos aqudticos podem ser expostos aos agentes quimicos
presentes na dgua, nos sedimentos e nos alimentos. Contaminantes
soldveis em dgua sdo introduzidos nos organismos aqudticos por
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meio da superficie do corpo (exposi¢cdo dérmica) e pelos tecidos
respiratérios. Contaminantes presentes nos alimentos podem ser
ingeridos (exposicdo oral) e absorvidos pelo trato gastrointestinal,
enquanto que contaminantes adsorvidos em particulas e sedimentos
podem penetrar no organismo por exposi¢ao dérmica ou respiratdria,
amedida que vao sendo dessorvidos para a d4gua que estd em contato
com o organismo aquatico. As rotas de exposi¢do podem afetar a
cinética de absorcdo, distribuicio, biotransformacdo e excre¢do dos
contaminantes e, dessa forma, podem influenciar sua toxicidade.'
Assim, a concentracdo ambiental de uma determinada substancia
ndo € necessariamente a concentracio a qual os individuos de uma
espécie estdo expostos porque a dose biologicamente ativa de um
contaminante diz respeito a quantidade deste contaminante que atinge
as células, sitios e membranas onde ocorre a reacéio responsavel pelos
efeitos txicos do contaminante.'®

Dentre os efeitos bioquimicos e fisiolégicos provocados pelos
agentes toxicos podemos destacar: modificacdes na permeabilidade
das membranas celulares; interferéncia na produgio de ATP; inibicao
reversivel ou irreversivel de enzimas; distdrbios no metabolismo
de lipidios, podendo resultar em alteracdes hepdticas; alteragdes
nos sistemas enzimdaticos microssomais, os quais sao responsaveis
pela biotransformagdo de xenobidticos; alteracdo na estrutura ou
na atividade de enzimas que participam de processos reguladores,
comprometendo a sintese e liberagdo de hormonios, bem como re-
duzindo a velocidade de crescimento dos organismos; distirbios no
metabolismo de carboidratos e disttirbios no processo respiratério pela
inibi¢do do transporte de elétrons e da fosforilagdo oxidativa.’

Contaminantes absorvidos podem ser retidos nos organismos e
provocar efeitos deletérios quando niveis elevados sdo atingidos. Os
processos de acumulagdo nos organismos envolvem a bioconcen-
tracdo, a bioacumulg¢do e a biomagnificacdo. A bioconcentragdo € o
processo pelo qual uma substincia quimica € absorvida do ambiente
aqudtico pelo organismo por meio das superficies respiratérias e
dérmicas, ou seja, a exposi¢do ao contaminante por meio da dieta
alimentar ndo € incluida. A bioconcentracdo de um contaminante €
a concentragdo retida no organismo resultante apds os processos de
assimilagdo e eliminagdo do mesmo. A eliminagdo do contaminante
do organismo pode ocorrer por troca respiratdria, excrecio fecal,
biotransformag@o metabdlica do contaminante de origem e diluigdo
resultante do crescimento. A dilui¢do provocada pelo crescimento
€ considerada um processo de “pseudo-eliminacdo” desde que o
contaminante ndo € realmente eliminado do organismo, mas tem sua
concentracio diminuida pelo aumento do volume dos tecidos nos
quais ele se encontra. A bioacumulagio € um termo mais abrangente
que inclui todas as rotas de exposi¢do ao contaminante, inclusive a
dieta alimentar. O aumento da concentragdo de contaminantes nos
tecidos a medida que se avanga nos niveis troficos, resultante princi-
palmente da acumulag@o ocasionada pela dieta alimentar, recebe o
nome de biomagnificagdo.**%

Os efeitos deletérios provocados pela acéio dos contaminantes nos
organismos se propagam pelos demais componentes dos ecossistemas.
Esses efeitos podem provocar modificagdes: nas caracteristicas e
dindmica das populacdes (reproducdo, migracao, restabelecimento
e mortalidade), na estrutura e fungio das comunidades (alteragdo na
diversidade de espécies, modificagdes na relagdo predador-presa) e
na fun¢@o do ecossistema (alteragcdes nos processos de respiragdo e
fotossintese e no fluxo de nutrientes).

Devido a complexidade do ambiente aqudtico e ao grande niimero
de processos aos quais estd sujeito um contaminante neste ambiente,
¢ dificil extrapolar para escala ambiental as informacdes provenientes
dos testes de toxicidade realizados em laboratdrio. Além disso, deve-
se considerar que, a principio, devido as diversas condigdes abidticas
e bidticas presentes nos ecossistemas aqudticos, ndo hd nenhum
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organismo nem comunidade ecolégica que possam ser usados para
avaliar todos os efeitos possiveis sobre esses ecossistemas. Para que os
efeitos em escala ambiental pudessem ser preditos a partir dos testes
de toxicidade, as informagdes toxicoldgicas deveriam ser conectadas
a modelos populacionais, o que € uma tarefa extremamente compli-
cada que envolve uma série de restri¢cdes, principalmente de custo e
tempo. Apesar disso, os testes de toxicidade realizados sob condi¢oes
controladas e padronizadas vém servindo como fonte de informacdes
para avaliar os efeitos ecoldgicos de contaminantes t6xicos.?

TESTES DE TOXICIDADE COM ORGANISMOS
AQUATICOS

A toxicidade € uma propriedade que reflete o potencial de uma
substancia em causar um efeito danoso a um organismo vivo. Ela
depende da concentragdo e das propriedades da substancia quimica
a qual o organismo € exposto e também do tempo de exposicdo.'*
Tradicionalmente, os testes de toxicidade aquatica sdo utilizados para
medir os efeitos toxicos de substancias particulares e de 4guas conta-
minadas. Os testes com substancias especificas sdo realizados com o
propésito de obter informagdes para registros quimicos, enquanto que
os testes com dguas contaminadas sdo utilizados para verificar se ha
concordancia dos valores obtidos com os padrdes permitidos. Neste
dltimo caso, as dguas podem ser coletadas em pontos de descarga de
efluentes ou no préprio corpo d’dgua receptor.® Dados de toxicidade
sdo utilizados para comparar diferentes substancias quimicas, além de
permitir comparar a sensibilidade de diferentes organismos aqudticos
a uma mesma substancia.'

E recomendavel que o efeito téxico de uma amostra seja avaliado
para mais de uma espécie representativa da biota aquatica, de prefe-
réncia pertencentes a diferentes niveis tréficos da cadeia alimentar'*
(Figura 4). Além de organismos pertencentes aos trés niveis tréficos
apresentados na Figura 4, testes de toxicidade com organismos decom-
positores, como rotiferos e bactérias, também podem ser utilizados.* A
utilizacdo de uma bateria de testes com pelo menos quatro organismos-
testes de diferentes niveis de organizacio bioldgica pode ser apropriada
para avaliar a ecotoxicidade de uma substancia ou efluente."¥ Isso é
recomendado devido as diferencas de sensibilidade apresentadas por
organismos de diferentes espécies frente as substancias quimicas. Além
disso, ndo € possivel extrapolar o efeito toxico de uma substancia sobre
organismos de determinada espécie para organismos de outras espé-
cies.* Assim, sempre que possivel, € recomenddvel avaliar o efeito de
uma substancia ou efluente para mais de uma espécie da biota aqudtica
para que, por meio do resultado obtido com o organismo mais sensivel,

Consumidores secundarios
Peixes

Consumidores primarios
Microcrustaceos

Produtores
Algas

Numero de individuos

Figura 4. Um exemplo de cadeia alimentar do ecossistema aqudtico consti-
tuida por representantes de trés niveis trdficos (NT)
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seja possivel estimar com mais seguranga o impacto do contaminante
no corpo d’dgua receptor.* Apesar disso, por razdes praticas e econd-
micas, muitas vezes os testes de toxicidade sdo realizados com uma
Unica espécie de organismo-teste.!

Em principio, qualquer espécie aqudtica pode ser utilizada em testes
de toxicidade.® Entretanto, as espécies utilizadas nesses testes devem
apresentar as seguintes caracteristicas:>'** seletividade constante e
elevada aos contaminantes, elevadas disponibilidade e abundancia,
uniformidade e estabilidade genética nas populacdes, representativi-
dade de seu nivel tréfico, significado ambiental em rela¢@o a drea de
estudo, ampla distribui¢do e importancia comercial e, facilidade de
cultivo e de adaptacdo as condigdes de laboratério. Além disso, devem
ser utilizadas espécies cuja fisiologia, genética e comportamento sejam
bem conhecidos, o que pode facilitar a interpretacio dos resultados.

Um dos objetivos da ecotoxicologia € o desenvolvimento de
protocolos de testes de toxicidade que permitam definir limiares
de toxicidade permissiveis com niveis de incerteza aceitdveis e que
sirvam de guia para as entidades reguladoras para a tomada de de-
cisdes.? Diversos 6rgéos de protecdo ambiental, como Environment
Canada e Environmental Protection Agency dos Estados Unidos
(U.S. EPA), e de padronizagio, como American Society for Testing
and Materials (ASTM), Organisation for Economic Cooperation
and Development (OECD), Association of Analytical Communities
(AOAC) e International Organization for Standardization (ISO) tém
se concentrado na elaboragdo e implementagdo de sistemas de diag-
ndstico, 0s quais constituem a base para a geracdo de estratégias que
visam proteger os ecossistemas.? A utilizagéo de testes padronizados
€ vantajosa principalmente porque permite a selecio de um ou mais
testes uniformes e uteis para uma variedade de laboratérios, facilita
a comparacdo dos dados contribuindo para aumentar a utilizagao
dos dados publicados e permite a reproducdo dos testes. No Brasil,
o 6rgdo responsavel pelo desenvolvimento de protocolos de testes de
toxicidade € a Associac@o Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). A
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de
Sao Paulo (CETESB) também tem padronizado testes de toxicidade.
Na Tabela 1 sdo apresentadas as principais normas brasileiras refe-
rentes a testes de toxicidade aqudtica para organismos pertencentes
a diferentes grupos taxondmicos.

Os testes de toxicidade podem ser classificados em agudos e
cronicos. Esses testes diferem na duragdo e nas respostas finais que
sdo medidas. Os testes de toxicidade aguda sdo utilizados para medir
os efeitos de agentes toxicos sobre espécies aqudticas durante um
curto periodo de tempo em relagdo ao periodo de vida do organismo-
teste. Eles t€ém como objetivo estimar a dose ou concentragdo de um
agente toxico que seria capaz de produzir uma resposta especifica
mensurdvel em um organismo-teste ou populagdo, em um periodo
de tempo relativamente curto, geralmente de 24 a 96 h.* Os efeitos
toxicos medidos em testes de toxicidade aguda incluem qualquer
resposta exibida por um organismo-teste ou populagdo resultante de
um estimulo quimico. Normalmente, o efeito medido em estudos de
toxicidade aguda com organismos aqudticos € a letalidade ou alguma
outra manifestagio do organismo que a antecede como, por exemplo,
o estado de imobilidade. Os testes de toxicidade aguda permitem
que valores de CE, e CL, (Tabela 2) sejam determinados por va-
rios métodos estatisticos computacionais. Geralmente os valores de
concentracdes efetivas e letais sdo expressos em relagdo a 50% dos
organismos porque estas respostas sao mais reprodutiveis, podem ser
estimadas com maior grau de confiabilidade e sdo mais significativas
para serem extrapoladas para uma popula¢@o. No ambiente aquatico,
efeitos agudos provocados por agentes toXicos nos organismos po-
dem resultar de aplicagdes inadequadas de agrotéxicos, de acidentes
ambientais e de situacdes em que efluentes industriais ndo tratados
sdo langados nos corpos d’dgua receptores. 8101438
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Tabela 1. Testes de toxidade padronizados pela ABNT e CETESB

A toxicidade em ambientes aqudticos: discussdo e métodos de avaliacido 1825

Organismo Efeito Espécie Normas brasileiras
Bactéria Agudo Vibrio fischeri CETESB, L5.227%
Bactéria Agudo Spirillum volutans CETESB, L5.228%
Alga Cronico Chl"’eg;’ezzlf;: ’C‘h:ecr‘z;j"s‘,:’;’z;;’l‘zz tcatus, CETESB, L5.020” ¢ ABNT, NBR12648*
Microcrusticeo Agudo Daphnia similis, Daphnia magna CETESB, L5.018* ¢ ABNT, NBR12713%
Microcrustdceo Agudo Artemia salina CETESB, L5.021%
Microcrustaceo Cronico Ceriodaphnia diubia, Ceriodaphnia silvestrii CETESB, L5.0224 ¢ ABNT, NBR133734
Peixe Agudo Danio rerio, Pimephales promelas CETESB, L5.019% ¢ ABNT, NBR15088%

Testes de toxicidade cronica sdo realizados para medir os efeitos
de substancias quimicas sobre espécies aqudticas por um periodo que
pode abranger parte ou todo o ciclo de vida do organismo-teste. O
fato de uma substincia quimica ndo produzir efeitos téxicos sobre
organismos aqudticos em testes de toxidade aguda ndo indica que
ela ndo seja téxica para eles. Testes de toxicidade cronica permitem
avaliar os possiveis efeitos toxicos de substincias quimicas sob
condicdes de exposicdes prolongadas a concentra¢des sub-letais, ou
seja, concentracdes que permitem a sobrevivéncia dos organismos,
mas que afetam suas funcdes bioldgicas, tais como reproducio, de-
senvolvimento de ovos, crescimento e maturagdo, dentre outras. Os
resultados obtidos em testes de toxicidade cronica sdo geralmente
expressos como CENO ou CEO (Tabela 2), mas também podem ser
expressos como CE, . O langamento continuo de efluentes aquosos

Tabela 2. Definicdo de alguns termos utilizados em testes de toxi-
cidade

Tempo de ex-

Parametro .
posigdo

Definicao

Dose Letal Média: dose de amostra
que causa mortalidade de 50% dos

30 organismos no tempo de exposicao
e condigdes do teste.

DL 24a96h

Concentrag@o Letal Média: concen-
tracdo de amostra que causa mor-

CL,, talidade de 50% dos organismos no
tempo de exposicdo e nas condigdes
do teste.

24a96h

Concentragio Efetiva Média:
concentracio de amostra que causa
um efeito agudo (imobilidade, por

0 exemplo) a 50% dos organismos no
tempo de exposicao e nas condigdes
do teste.

CE 24 ou48 h

Concentragdo de Efeito ndo Ob-
servado: maior concentracdo de
agente t6xico que nio causa efeito
deletério estatisticamente signifi-
cativo nos organismos no tempo de
exposicao e nas condicdes do teste.

CENO 7 dias

Concentragdo de Efeito Observado:
menor concentragdo de agente
toxico que causa efeito deletério
estatisticamente significativo nos
organismos no tempo de exposi¢ao
e nas condi¢des do teste.

CEO 7 dias

tratados nos corpos d’dguas pode provocar efeitos cronicos, uma vez
que 0s organismos s3o expostos a certos contaminantes, mesmo em
baixas concentragdes, durante longos periodos de tempo,>#58:10:14.38

Os testes de toxicidade podem ainda ser classificados em es-
taticos, semi-estaticos e dindmicos, de acordo com o método de
adicdo das solugdes-teste.>!> Os ensaios estdticos sdo realizados sem
renovagdo das solugdes-testes e sdo recomendados para amostras
que ndo causam deplecdo de oxigénio, que ndo sdo voldteis e que
sdo estdveis em meio aquoso.>** Amostras com elevados valores
de DBO e/ou DQO ou que contenham popula¢des bacterianas em
suas composi¢des podem apresentar concentragdes de oxigénio
dissolvido menores do que as encontradas nas dguas naturais o que
pode provocar stress ou mortalidade dos organismos-teste, fazendo
com que o resultado do teste de toxicidade seja superestimado.
Por outro lado, substancias téxicas instdveis ou voldteis t&ém suas
concentracdes reduzidas ao longo do teste, contribuindo para que
seu resultado seja subestimado.>® Nesses casos sdo recomendados
0s testes semi-estticos, nos quais as solugdes-testes sio renovadas
periodicamente. Nos testes semi-estaticos, o perfodo de renovacdo das
solucdes-testes dependerd da espécie de organismo-teste. Para Danio
rerio, por exemplo, recomenda-se que as solugdes sejam renovadas
a cada 24 h, enquanto que para Pimephales promelas o intervalo de
tempo recomendado para a renovagio das solucoes € de 48 h.% Testes
de toxicidade cronica de longa duragdo sdo geralmente realizados
em modo dindmico."” Nos testes dinimicos as solugdes-testes sdo
continuamente renovadas.’

Na Tabela 2 s@o definidos os pardmetros mais freqiientemente
utilizados em testes de toxicidade. A DL € um parametro normaliza-
do pelo peso do organismo, ou seja, € expresso em mg de substancia
quimica por massa do organismo em kg.>' O termo dose refere-se a
quantidade de substancia téxica que entra no organismo e, portanto,
pode ser inferior a dose a qual o organismo € exposto.” DL € um
pardmetro bastante utilizado em farmacocinética e medicina.” Os
parametros CL, , CE,, CENO e CEO, freqiientemente utilizados em
ecotoxicologia aqudtica, s3o normalizados em fun¢do do ambiente em
que os organismos sao expostos.’! Por esse motivo, eles sdo expressos
em termos da concentra¢do ambiental da substincia quimica, a qual
¢ geralmente expressa em mg de substancia por litro de solugdo pre-
parada em dgua natural ou sintética apropriada (dgua de diluigdo).!!
Os resultados dos testes de toxicidade para substancias especificas
sdo comumente expressos em mg L', enquanto que para efluentes ou
dguas contaminadas os resultados sdo expressos em %.

Os valores numéricos de toxicidade aguda e cronica, expressos
como CL, CE,, CENO e CEO, exprimem uma relacdo inversa a
toxicidade, ou seja, menores valores numéricos indicam maiores
toxicidades.* Para facilitar a comparagdo e fazer com que esses
parimetros exprimam uma relacio direta com a toxicidade, podem
ser transformados em unidades t6xicas aguda (UT ) ou cronica (UT,)
pelas seguintes Equagdes:*?
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UT,= 100/CE,, ou UT, = 100/CL, (1)

UT, = 100/CENO ou UT_ = 100/CEO (2)

Dessa forma, quanto maior o valor numérico em unidade téxica,
maior serd a toxicidade da amostra. Na Tabela 3 sdo apresentados
valores de CL, em % e UT, para Daphnia magna em diferentes
efluentes industriais.> Os resultados indicam a seguinte seqiiéncia
crescente de toxicidade: efluente (3) < efluente (4) < efluente (5) =
efluente (6) < efluente (2) < efluente (1) < efluente (7).

Tabela 3. Toxicidades agudas de diferentes efluentes industriais para
Daphnia magna apés 48h. Adaptada da ref. 52

Efluente Origem do Efluente CL,, (%) CL,, (UT)
1 Hospital (1) 04+0,2 250,0
2 Hospital (2) 33,2 +6,6 3,0
3 Fabrlcan.tfi Qe materiais 70.8 + 15.2 1.4
para escritorios e escolas
4 Fabricante de,pef;as para 545+53 1.8
automoveis
5 Fabrlcante.df: produtos de 510114 2.0
higiene

6 Companhia farmacéutica 49,1 £ 10,3 2,0
7 Industria téxtil 0,2+0,1 500,0

A relagdo entre a concentracdo de uma substincia quimica a
qual € exposto um determinado organismo e o efeito nocivo que
lhe € produzido, conhecida como relagdo dose-resposta, ¢ um dos
aspectos mais importantes da ecotoxicologia aqudtica. A relagdo
dose-resposta constitui a base fundamental para a avalia¢do do risco
gerado pelas substancias quimicas no meio ambiente porque permite
quantificar a toxicidade aguda dessas substancias. Em geral, as curvas
que representam a relacdo dose-resposta apresentam comportamento
ndo-retilineo do tipo sigméide, como ilustrado na Figura 5.°9"%° Dois
pardmetros importantes podem ser determinados a partir das curvas
dose-resposta: a concentragio ou dose, que resulta em 50% do efeito
medido, ou seja, os valores de CL, ou CE, e, o coeficiente angular
da por¢do linear da curva que passa pelo ponto correspondente a
CL,, ou CE,. Os dois pardmetros sdo necessarios para descrever
precisamente a relacdo entre a concentragdo do agente quimico e o
efeito deletério provocado nos organismos-teste. Diferentes substan-
cias quimicas podem apresentar diferentes valores de CL, ou CE,,
mas podem apresentar os mesmos valores de coeficientes angulares.
Valores similares de coeficientes angulares podem indicar que os
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Figura 5. Representagdo de uma curva dose-resposta tipica obtida em testes
de toxicidade
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modos de acdo das substincias quimicas analisadas sdo similares.
Apesar de CL,; e CE,, serem comumente expressos em mg L™, a
concentra¢do molar fornece uma avaliagdo mais precisa, uma vez que
a toxicidade de uma substancia especifica se relaciona ao nimero de
moléculas dessa substancia que interage com um sitio ativo. Outro
problema refletido nos valores CL e CE, € que expressam concen-
tracOes ambientais de substancias téxicas referentes a um determi-
nado tempo de exposicio, estabelecido para cada teste. Assim, uma
substancia que se move lentamente nos tecidos, por exemplo, pode
apresentar uma toxicidade menor no periodo do teste, simplesmente
pelo fato de sua concentragdo no tecido alvo nio ter atingido niveis
suficientes para provocar efeito toxico durante o intervalo de tempo
considerado.!'!

A estatistica desempenha um papel importante no planejamento
e execugdo dos testes de toxicidade e na andlise e interpretagdo dos
resultados obtidos nesses testes. Em geral, os métodos de andlises
dos resultados estao bem documentados, sdo aplicdveis a maioria dos
dados obtidos nestes tipos de testes e podem ser manipulados por
pessoas que ndo possuem conhecimentos de estatistica.™

O método estatistico apropriado para analisar dados de toxicida-
de deve apresentar trés caracteristicas: ser razoavelmente preciso e
acurado; ser programdvel, para que os cdlculos possam ser realizados
por um computador e, ser suficientemente robusto, o que significa
que ndo deve falhar quando os dados forem atipicos. Quando um
grande niimero de bioensaios € realizado, algumas anomalias podem
ocorrer. O método estatistico escolhido deve ser capaz de estimar
razoavelmente CE, e CL,  a partir de tais dados anomalos.*

Dentre os métodos para determinar CL,, e CE, encontram-se o
método Probit,>” o método Logit’ e os métodos Spearman-Karber®
e trimmed Spearman-Karber.>>* Os dois primeiros sdo métodos
paramétricos que transformam os dados da curva dose-resposta em
uma fun¢do matemadtica conhecida ou esperada antes dos valores de
CL,, e CE,, serem estimados. Apresentam deficiéncias para contornar
as anomalias apresentadas por alguns dados e ndo sdo vélidos para
curvas dose-resposta assimétricas. Os métodos Spearman-Karber e
trimmed Spearman-Karber sdo métodos ndo paramétricos que ndo
estdo sujeitos a esses problemas, tém boas propriedades estatisticas,
sdo faceis de usar e recomendados para célculos precisos de CE, e
CL,, com intervalo de confianga de 95%. Eles sdo validos para curvas
dose-resposta simétricas e assimétricas. A Unica limitacdo desses
métodos em relagdo aos métodos paramétricos € que devem cobrir o
intervalo de zero a 100% de mortalidade ou de efeito agudo.>>*

Organismos utilizados em testes de toxicidade

Algas

O uso de algas como indicador biolégico € importante porque,
como produtores primarios, elas se situam na base da cadeia alimentar
e qualquer alteracdo na dindmica de suas comunidades pode afetar os
niveis tréficos superiores do ecossistema. Dentre as vantagens em se
utilizar algas em testes de toxicidade podemos destacar sua grande
sensibilidade as alteracdes ocorridas no meio ambiente e o seu ciclo
de vida relativamente curto, o que possibilita a observacdo de efeitos
toxicos em varias geracoes.*

O efeito de inibigdo resultante sobre a populagio de algas, apds
um intervalo de tempo pré-estabelecido (geralmente 3 ou 4 dias), é
determinado comparando-se o crescimento observado na presenga de
agente toxico com o crescimento normal observado em um sistema
livre de agente t6xico, o qual ¢ chamado de controle. Nesses testes,
a temperatura e a luminosidade devem ser rigorosamente controladas
porque podem afetar significativamente o crescimento das algas. Para
algas verdes de dgua doce, a temperatura recomendada € 24 +2 °Ce
aintensidade de luz deve estar compreendida entre 80 e 120 pE s m™.
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Dependendo do nimero de concentra¢des de agente t6xico e do niimero
de réplicas utilizadas nos testes de toxicidade com algas, CE,, CENO
e CEO podem ser determinadas.?> Os resultados podem ainda ser
comparados quanto a drea sob a curva de crescimento obtida durante
o periodo de 3 dias de teste, freqlientemente chamada de biomassa, ou
pela velocidade de crescimento das algas.”’

O crescimento algiceo pode ser determinado por contagem celular
ao microscopio éptico ou com um contador eletronico de particulas,
pelo conteddo de clorofila medido por espectrofotometria ou fluori-
metria, ou pela turbidez medida em 750 nm.* As algas verdes e uni-
celulares de dgua doce Chlorella vulgaris, Scenedesmus subspicatus
e Selenastrum capricornutum (o género desta tltima foi formalmente
modificado para Pseudokirchneriella subcapitata) sao freqlientemente
utilizadas em testes de toxicidade porque crescem rapidamente e suas
culturas sdo facilmente preparadas em laboratdrio.?#357

Uma vez que a luz € um parametro imprescindivel para o cres-
cimento de algas, amostras que apresentam cor, como corantes e
efluentes de industrias téxteis, podem interferir nos testes de toxici-
dade com algas, levando a um resultado superestimado. Nesses casos,
¢ dificil afirmar se o crescimento da populacio de algas foi realmente
afetado pela interacio da amostra com sitios alvos do organismo ou
se simplesmente foi afetado porque parte da luz foi absorvida pela
amostra. Além disso, como métodos dpticos como espectrofotometria
e fluorimetria sdo sugeridos para determinar a concentragao das algas,
amostras com cor acentuada podem ser interferentes.*

Crustdceos e peixes

Crustdceos de dgua doce da ordem Cladocera e do género Daph-
nia, os quais sao vulgarmente conhecidos como pulgas d’dgua, sdo
bastante utilizados em testes de toxicidade porque s3o amplamente
distribuidos nos corpos d’agua doce, sdo importantes em muitas
cadeias alimentares e sdo fonte significativa de alimento para peixes,
possuem um ciclo de vida relativamente curto, sdo facilmente cultiva-
dos em laboratdrio, sdo sensiveis a varios contaminantes do ambiente
aquadtico e porque, devido ao seu pequeno tamanho, necessitam de
menores volumes de amostras-teste e dgua de dilui¢do do que os
testes realizados com algas e peixes.>***® Além disso, a reproducéo
assexuada desses crustdceos por partenogénese garante a producio
de organismos geneticamente idénticos permitindo, assim, a obtengao
de organismos-teste com sensibilidade constante.**%

Virias espécies de Daphnia sdo utilizadas em testes de toxici-
dade, mas, a mais utilizada é a Daphnia magna, para a qual existe
um grande nimero de informagdo sobre as técnicas de cultivo, os
requisitos de temperatura, luz e nutrientes e sobre sua resposta a mui-
tas substancias toxicas.>® As espécies de Daphnia sdo basicamente
diferenciadas pelo seu tamanho e essa caracteristica tem influéncia
sobre a toxicidade das substéncias.®! No Brasil, Daphnia similis vem
sendo bastante utilizada em testes de toxicidade.®® Apesar de néo ser
uma espécie nativa, € facilmente cultivada em laboratdrio e atende os
critérios estabelecidos pelos procedimentos padrdes para a selecio
de espécies alternativas.®%?

O crustdceo de dgua salgada Artemia salina também ¢ uma
espécie bastante utilizada em testes de toxicidade.®% A utilizacdo
dessa espécie € interessante porque seus ovos resistem a secagem e
estocagem por longos periodos de tempo. Quando os ovos secos sao
colocados em dgua do mar e incubados a aproximadamente 23 °C,
eles eclodem dentro de 1 ou 2 dias e apds isso os organismos ja estao
prontos para serem utilizados nos testes de ecotoxicidade.?® Os ovos
de Artemia salina podem ser adquiridos em qualquer loja de artigos
para aquarios, uma vez que sao utilizados como alimento para peixes.
Nessas lojas também pode ser adquirido sal marinho para preparar
dgua marinha artificial. O uso de Artemia salina € interessante quando
se pretende avaliar a toxicidade de efluentes que apresentam alta sa-
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linidade e, portanto, alta condutividade, uma vez que esse parametro
¢ um fator critico para espécies de dgua doce.

O efeito toxico freqiientemente avaliado em testes de toxicidade
com microcrusticeos € a imobilidade porque, devido ao pequeno
tamanho desses organismos, € dificil avaliar se estdo mortos.”

Os principais representantes dos consumidores secunddrios nas
cadeias alimentares sdo os peixes.* Diversas espécies de peixes sdo
utilizadas como bioindicadores. No Brasil a espécie mais utilizada é
o Danio rerio, o qual € vulgarmente conhecido como peixe paulis-
tinha ou peixe zebra. Pimephales promelas, o qual é popularmente
conhecido como “Fathead minnow”, também € utilizado em testes
de toxicidade.*® O pardmetro avaliado nos testes de toxicidade aguda
com peixes € a mortalidade e os testes de toxicidade cronica com
esses organismos requerem longos periodos de tempo, uma vez
que seu ciclo de vida e seu perfodo reprodutivo sdo longos quando
comparados aos de outras espécies.®

Bactérias

Embora tradicionalmente algas, crusticeos e peixes sejam usados
para medidas de toxicidade aqudtica, esses testes requerem maiores
tempo de exposi¢do e volume de amostra do que testes de toxicidade
que utilizam bactérias. Dentre esses, o teste que utiliza a bactéria
marinha bioluminescente Vibrio fischeri e recebe o nome de Microtox
é, sem divida, o mais utilizado.®" Nesse teste € medida a reducéo da
luminescéncia emitida naturalmente pela bactéria quando ela € posta
em contato com um agente toxico, o qual inibe a atividade da enzima
luciferase. O tempo de duracdo do teste varia entre 15 e 30 min.

Microtox® € um teste de toxicidade rdpido, sensivel, facil de
executar e de baixo custo que pode ser utilizado no controle da
poluicdo das dguas e efluentes industriais. Apesar dessas vantagens
¢ um teste criticado por empregar uma bactéria marinha de pouco
significado ecoldgico.

Efeitos aditivos, sinérgicos e antagonicos

Em relacdo a toxicidade de misturas como, por exemplo, efluentes
industriais, os efeitos resultantes das intera¢des de seus constituintes
podem ser classificados em: aditivos, sinérgicos e antagdnicos.'®!"2
O efeito € aditivo quando a toxicidade da mistura € igual a soma das
toxicidades individuais de seus componentes.”' Quando a toxicidade
de uma mistura € maior que a soma das toxicidades dos seus cons-
tituintes ha um efeito sinérgico e quando a toxicidade da mistura
¢ menor que a soma das toxicidades de seus componentes, hd um
efeito antagbnico.”! A ocorréncia desses efeitos depende dos modos
de interagdo entre os constituintes da mistura e o sitio alvo no orga-
nismo. Quatro tipos de interagdes sdo possiveis:!? os constituintes da
mistura afetam a mesma fung¢ao fisioldgica; uma interagd@o quimica
entre os constituintes da mistura afeta a toxicidade de um dos qui-
micos; a absor¢do, o metabolismo, a distribui¢do ou a excrecdo de
um constituinte sofre alteracdo provocada pelos demais constituintes
da mistura e, hd uma competicdo entre os constituintes da mistura
pelo mesmo tecido receptor. Na Tabela 4 sdo exemplificados os trés
tipos de interagdo.”

Testes de toxicidade com sedimentos

Testes de toxicidade aguda com sedimentos tém sido bastante uti-
lizados em programas de avaliacdo e controle de sedimentos dragados
para descarte em mares abertos ou dguas continentais, de monitora-
mento de locais contaminados com descargas toxicas e de triagem
de dreas prioritdrias.” Esses testes sdo de baixo custo, relativamente
simples e podem ser conduzidos com vdrias espécies.?

Diferentes bioensaios e organismos-teste t€m sido empregados na
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Tabela 4. Toxicidades agudas de misturas bindrias (intervalo de confian¢a de 95%) determinadas por Microtox® apés 15 min. Adaptada da

ref. 72

Misturas bindrias Efeito UT (A) UT (B) UT (A+B)
(A) 5 mg L' de Zn(IT) Aditivo 3,09 2,73 6,23
(B) 90 mg L' de Co(II) UT (A+B) = UT (A) + UT (B) (2,34-3,70) (2,39-3,14) (4,27-8,19)
(A) 0,5 mg L' de Cu(Il) Sinérgico 1,85 1,64 4,04
(B) 60 mg L' de Cr(VI) UT (A+B) > UT (A) + UT (B) (1,78-1,91) (1,38-1,94) (3,72-4,36)
(A) 4 mg L' de Zn(IT) Antagonico 2,50 7,15 5,61
(B) 2 mg L' de Cu(II) UT (A+B) <UT(A) + UT(B) (1,62-2,90) (6,61-7,32) (4,93-6,29)

avaliacdo da toxicidade de sedimentos. Entre os organismos-teste fre-
qiientemente utilizados incluem-se microcrusticeos e macroinvertebra-
dos bentonicos, os quais ocupam posicoes de consumidores nas cadeias
alimentares da regido peldgica (regido que se estende desde a superficie
até aproximadamente 200 m de profundidade) e bentonica (regido situada
préxima ao fundo ocednico e onde vivem organismos que rastejam, se
prendem ou vivem enterrados na areia ou no lodo). Na regido peldgica
0s microcrusticeos atuam como consumidores primarios e secundarios,
enquanto que na regido bentonica as larvas de insetos e também os mi-
crocrustdceos s3o importantes porque transformam os organismos vivos
e a biomassa morta em alimento para outros consumidores. Devido as
diferencas dos hédbitos alimentares dos organismos das regides peldgica
e bentdnica, é recomendado que a avaliacao da toxicidade de sedimentos
seja realizada com organismos de ambas as regides.

Os organismos bentdnicos sao os mais indicados para os testes de
toxicidade com sedimentos porque vivem em contato direto com eles
e com as dguas intersticiais. Assim, alguns anfipodos, como Hyalella
azteca, e larvas de insetos, como Chironomus xanthus, vém sendo uti-
lizados em varios estudos que envolvem a determinag@o da toxicidade
de sedimentos. Apesar disso, sdo encontrados problemas em relacio
ao cultivo dessas espécies em laboratdrio e ao desenvolvimento de
testes cronicos. Além disso, métodos padronizados com esses orga-
nismos ainda estdo sendo desenvolvidos, o que faz com que o uso
de testes padronizados com organismos ndo-bentdnicos como, por
exemplo, microcrustdceos do género Daphnia, seja preferido.>™

Os testes com sedimento podem ser realizados com o sedimento
total ou com a frag@o liquida dos mesmos (dgua intersticial ou solu-
bilizado). Os testes com o sedimento total consistem na exposi¢ao
de organismos a amostras de sedimento supostamente contaminadas
com substancias quimicas. Ao final do periodo de exposicao, varid-
vel de acordo com o teste utilizado, a resposta do organismo-teste &
observada em relacio a um determinado efeito adverso (mortalidade,
crescimento, reproducdo, citotoxicidade, alteracdes nas taxas de
desenvolvimento ou respiracio) e comparada estatisticamente com
os resultados do controle e/ou sedimento de referéncia.”

Os testes com a frag@o liquida s@o realizados de acordo com os
procedimentos descritos para amostras de agua. Podem ser realizados
com a 4gua intersticial ou com o solubilizado. A dgua intersticial €
formada pela interiorizacdo da dgua durante o processo de sedimen-
tacdo e a quantidade disponivel da mesma depende diretamente da
porosidade e indiretamente do tamanho e do grau de compactagio
das particulas. Existem diferentes métodos para extracdo da dgua
intersticial como didlise, congelamento e centrifugagdo, sendo este
dltimo o mais utilizado. A solubilizagao € obtida por meio de lixivia-
¢do do sedimento com dgua destilada na propor¢do de uma parte de
sedimento para quatro partes de dgua destilada. Apds um periodo de
agitacdo de 24 h, o sedimento ¢ decantado e o liquido sobrenadante
¢ retirado e submetido ao teste de toxicidade.*>7*

Quando os testes sdo realizados com dgua intersticial assume-se
que os contaminantes presentes nela e que causam toxicidade aos
organismos-teste em laboratdrio sdo os mesmos que podem causar
toxicidade nos sedimentos. Por outro lado, o solubilizado reflete di-

retamente a interface sedimento/dgua uma vez que os contaminantes
dos sedimentos ndo se restringem apenas aos organismos bentonicos,
mas também podem afetar os organismos peldgicos por meio da
ressuspensdo dos sedimentos e liberacdo dos contaminantes neles
adsorvidos. Assim, o solubilizado € a fase liquida que melhor repre-
senta esta ultima situagdo. Devido as diferencas apresentadas entre a
dgua intersticial e o solubilizado, os resultados obtidos com testes de
toxicidade em ambos 0s meios nem sempre sdo concordantes.

Avaliacio e identificacio da toxicidade

Amostras constituidas por substancias de diferentes classes como,
por exemplo, efluentes industriais podem apresentar componentes
toxicos e ndo téxicos. Com o objetivo de isolar e identificar as subs-
tancias toxicas responsdveis pela toxicidade de efluentes, corpos
d’dgua, dguas intersticiais e sedimentos, métodos conhecidos como
TIE (Toxicity Identification Evaluation) tém sido desenvolvidos como
parte integrante dos protocolos de reducdo de toxicidade. Métodos
TIE combinam a quantificagdo da toxicidade com a identificagdo e
confirmagdo de uma ou mais substincias e/ou classe de substancias
responsdveis pela toxicidade total de uma amostra.3%%7

Métodos TIE compreendem trés fases distintas.’®’® A fase I tem
como objetivo caracterizar a natureza fisico-quimica dos constituintes da
amostra responsdveis pela sua toxicidade, por meio de manipulagdes ou
tratamentos quimicos e de testes de toxicidade aquatica. Fracoes dessa
amostra podem ser submetidas aos seguintes tratamentos fisico-quimicos:
ajustes de pH, o qual pode afetar a especiacdo de substancias, como
S*, CN e NH,*; adi¢do de agente quelante, o qual se complexa a fons
metdlicos, como Cu?*, Cd* e Zn*; extracdo em fase s6lida com coluna
C18, a qual remove compostos organicos apolares, como pesticidas e
COVs (Compostos Organicos Volateis); adicao de tiossulfato de sédio,
o qual reduz espécies oxidantes, tais como Cl, e Cr(VD); filtragdo, a qual
remove particulas suspensas e substincias cuja solubilidade € afetada
pelo pH do meio; e outros. Testes de toxicidade aqudtica sdo realizados
antes e ap6s cada manipulac@o, o que permite avaliar a eficicia de cada
tratamento e obter informacao sobre a natureza das substancias toxicas.
Ap6s a fase I, fica claramente definida a classe ou classes de substancias
responsaveis pela toxicidade total da amostra. Na fase II, os estudos
sdo conduzidos com o objetivo de identificar uma ou mais substancias
especificas responsaveis pela toxicidade da amostra. Assim, por exemplo,
quando a classe de substancias organicas € indicada na fase I como a
principal responsdvel pela toxicidade de uma amostra, na fase II, essas
substancias serdo isoladas e identificadas por técnicas analiticas especifi-
cas, como cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia gasosa,
espectrometria de massas e outras técnicas. Na fase I, as substancias
toxicas caracterizadas na fase I e identificadas na fase II sdo confirmadas
por meio de testes quimicos e toxicoldgicos adicionais.

A identificacdo de substancias toxicas € um passo fundamental
para compreender as causas da toxicidade de amostras complexas,
bem como para remové-las ou reduzir suas concentragdes para niveis
aceitdveis, principalmente quando se trata de efluentes industriais que
serdo langados nos corpos d’dgua.
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Nesta revisdo foram apresentados os principais processos fisicos,
quimicos e biolégicos nos quais um contaminante quimico pode se en-
volver no ambiente aquético e que podem afetar a sua biodisponibilidade
e toxicidade. Também foram discutidos os principais aspectos relacio-
nados aos testes de toxicidade aguda e cronica, os parametros utilizados
para expressar a toxicidade e os métodos estatisticos utilizados nos seus
cdlculos, as principais espécies utilizadas nos testes padronizados, o
aditivismo, sinergismo e antagonismo das toxicidades dos contaminantes
em misturas, os testes com sedimentos e os métodos TIE.

Os testes de toxicidade sdo importantes para avaliar o potencial
de risco ambiental dos contaminantes, uma vez que somente as ana-
lises quimicas ndo possibilitam esse tipo de avaliagdo. Além disso,
andlises de toxicidade ja vém sendo exigidas por leis ambientais no
Brasil. No capitulo IV da Resolucdo n°. 357 do Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA), referente as condi¢des e padrdes
de lancamento de efluentes, € estabelecido nos § 1 e 2 do artigo 34
que o efluente ndo deverd causar ou possuir potencial para causar
efeitos toxicos aos organismos aqudticos no corpo receptor e que
os critérios de toxicidade devem se basear em resultados de ensaios
ecotoxicoldgicos padronizados utilizando organismos aquéticos.
Nesse contexto, essa revisdo procurou esclarecer alguns aspectos
relevantes sobre os testes de toxicidade, mostrando que apesar de ser
dificil extrapolar para o ambiente as informagdes obtidas com esses
testes, ja que no ambiente aqudtico os contaminantes estdo sujeitos a
diversos processos bidticos e abidticos que ndo sdo reproduzidos no
laboratdrio, eles sdo imprescindiveis para predizer possiveis efeitos
téxicos dos contaminantes no ambiente.
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