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RESUMO

Este artigo apresenta uma revisdo sobre a avaliacdo da ecotoxicidade como ferramenta de
caracterizagcdo ambiental em sistemas aquaticos eutrofizados utilizando como organismos
bioindicadores a Daphnias spp. Utilizou-se como metodologia, a revisdo de literatura de cunho
qualitativo descritivo, que possibilitou um aprofundamento sobre o tema proposto. Diversas
pesquisas apontaram que as cianotoxinas avaliadas causam inibicdo da atividade alimentar,
diminuicdo no crescimento, baixo indice de reproducgdo, mé formacao de filhotes, diminuicdo do
tempo de vida, estresse oxidativo e aumento da tolerancia as toxinas ao longo de geragdes de
Daphnias spp. As analises de toxicidade aguda e crénica em Daphnias spp. apresentaram
diferentes efeitos toxicos, pois os resultados dependeram da cepa testada. Alguns fatores sdo
atribuidos a toxicidade de extratos de cianobactérias em organismos zooplanctdnicos,
principalmente, a inadequagdo nutricional, diminuicdo da atividade de filtrac&o, inibicdo de
enzimas digestivas, bioacumulagéo e estresse oxidativo.
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INTRODUCAO

Ha algumas décadas a avaliacdo dos efluentes in natura ou da &gua ja tratada
vendo sendo descrita e recomendada por métodos padrbes de varias entidades
internacionais como a Organizacdo Internacional de Normalizacéo (1SO), a Organizagéo
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de Cooperagédo e Desenvolvimento Economico (OCDE), a Agéncia de protegédo
ambiental dos EUA (USEPA), dentre outras organizagdes de protecdo ambiental. Entre
0s métodos utilizados estdo 0s ensaios ecotoxicologicos que sdo bem analisados e em
muitos paises eles sdo uma ferramenta padrdo para caracterizar a qualidade do efluente
(POWER e BOUMPHREY, 2004).

A cronologia das pesquisas ecotoxicologicas no Brasil tem seus primdrdios no
trabalho de Rocha et al. (1971) descritos no relatorio da FESB-CETESB (1971); quando
estes autores iniciaram o desenvolvimento de testes de toxicidade, utilizando a tilapia,
com um efluente de uma industria na regido do rio Atibaia (SP). Ja em termos
metodoldgicos, foi a partir de 1975 que se deu o desenvolvimento e a adaptacdo de
varios métodos de ensaios de toxicidade aguda e cronica, de curta duracdo, utilizando
outros grupos e espécies de organismos, dentre 0s quais estdo presente as algas, 0s
microcrustaceos e 0s peixes de aguas continentais e marinhas, além de testes com
sedimentos, para avaliacdo da polui¢do hidrica. Em 1987 a Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas - ABNT, por meio dos trabalhos desenvolvidos pelo GT02 (Grupo de
Toxicidade) da Comissdo Técnica de Qualidade das Aguas, comeca a publicar suas

primeiras normas relativas a testes ecotoxicolégicos com organismos aquaticos.

Uma das limitacbes encontradas para 0 emprego de organismos vivos como
indicadores de toxicidade € a diferenca de sensibilidades apresentada pelos organismos
frente aos compostos quimicos ou efluentes. Alguns esforcos tém sido feitos com o
objetivo de encontrar uma espécie de organismo que seja sensivel a todos ou a maior
parte dos compostos quimicos. Porém, diversos estudos tém mostrado a diferenca entre
as respostas de toxicidade obtidas para um mesmo composto sobre organismos de

espécies diferentes.

O estudo ecotoxicoldgico € uma ferramenta para a determinacdo de efeitos
deletérios de agentes quimicos sobre o meio ambiente, possibilitando a verificacdo das
caracteristicas ecotoxicoldgicas de substéncias quimicas, mecanismos de agdo sobre
organismos vivos, definicdo de diretrizes para controle da qualidade de efluentes e
avaliacdo da eficiéncia de processos de tratamento (R1ZZO, 2011). Diante disso, este

estudo apresenta uma revisao sobre a avaliagdo da ecotoxicidade como ferramenta de
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caracterizagdo ambiental em sistemas aquaticos eutrofizados utilizando como

organismos bioindicadores a Daphnias spp.

METODOLOGIA

Neste estudo utilizou-se como metodologia, a revisdo de literatura de cunho
qualitativo descritivo, que possibilitou um aprofundamento sobre o tema proposto.
Pautando-se em publicacBes contidas em livros, jornais e revistas nacionais e
internacionais, direcionados a area cientifica e académica, sendo realizada uma busca
bibliogréafica por meio das seguintes bases de dados: Web of Science, Scopus, Google
Académico e na biblioteca eletronica Scientific Eletronic Library Online (SciELO). As

palavras chaves utilizadas para esta busca, foram: “Daphia spp.”, “ecotoxicidade” e

“cianobactérias”, publicadas no periodo de 1990 a 2021.

REFERENCIAL TEORICO

A ecotoxicologia € uma vertente da toxicologia e diferencia-se desta no sentido
de que integra os conceitos de ecologia aos estudos de toxicidade, ou seja, € a ciéncia
que estuda os efeitos adversos das substancias naturais ou sintéticas e efluentes sobre os
organismos vivos, quando liberadas no meio ambiente. Os testes de toxicidade diferem
principalmente quanto ao tempo de exposi¢cdo do organismo teste ao agente ou
substancia a ser testada. Os testes de toxicidade aguda tém por objetivo mensurar a
capacidade de determinadas substancias quimicas ou amostras ambientais, de causar
efeitos deletérios sobre 0s organismos teste, durante um curto periodo de tempo (24 a 96
h) em relacdo ao periodo de vida do organismo-teste. Geralmente, o efeito medido nesse
tipo de teste é a letalidade ou alguma outra manifestacdo do organismo que a antecedeu,
como a imobilidade. Os resultados sdo avaliados através da Concentracdo Letal
Mediana (CLsp), que corresponde a concentracdo da substancia toxica responsavel por
provocar a mortalidade de 50% dos organismos teste; ou através da Concentracdo
Efetiva Mediana (CEso), relacionada a concentracdo da substdncia que causa
imobilidade a 50% dos organismos teste (BRASIL, 2011).

O efeito adverso da exposi¢do dos organismos teste a concentragdes subletais,
sdo observados em testes de toxicidade crénica, ou seja, avaliam as concentragdes que

permitem a sobrevivéncia dos organismos, mas que afetam suas funcBes bioldgicas
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(reproducdo, desenvolvimento de ovos, crescimento e maturacdo) sdo avaliados por um
periodo que pode abranger parte ou todo o ciclo de vida do organismo teste
(WIECZERZAK, NAMIESNIK, KUDLAK, 2016). Nestes testes, os resultados sao
expressos em Concentracdo de Efeito Ndo Observado (CENO), que corresponde a
maior concentracdo da substancia toxica, que ndo causa efeito deletério estatisticamente
significativo na sobrevivéncia e reproducdo dos organismos nas condicGes de teste; e
Concentracdo de Efeito Observado (CEQO) que esta relacionada a menor concentragdo

nominal do agente toxico, que causa efeito deletério (BRASIL, 2011).

No Brasil existem poucas leis referentes a toxicidade. Pode-se citar a Resolucéo
CONAMA 430/2011 e a Lei Federal de Recursos Hidricos 9.433/97 como as mais

importantes referéncias legais para controle de toxicidade no Pais.

A Lei Federal de Recursos Hidricos 9.433/97, que institui a Politica Nacional de
Recursos Hidricos e cria o Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos Hidricos,
descreve em seu Art. 21: “Na fixagdo dos valores a serem cobrados pelo uso dos
recursos hidricos devem ser observados, nos langamentos de esgotos e demais residuos
liquidos ou gasosos, o volume lancado e seu regime de variacdo e as caracteristicas

fisico-quimicas, biologicas e de toxidade do afluente” (BRASIL, 1997).

A Resolucdo CONAMA 430/2011 dispde sobre a classificacdo dos corpos de
agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as
condicdes e padrdes de lancamento de efluentes (BRASIL, 2011). Nesta Resolucdo os

seguintes artigos descrevem sobre toxicidade:

* Art. 7°, paragrafo tnico: “Eventuais interagdes entre substancias, especificadas
ou naonesta Resolucdo, ndo poderdo conferir as aguas caracteristicas capazes de causar

efeitosletais ou alteracdo de comportamento, reproducao ou fisiologia da vida”.

» Art. 8°, em seu § 1° “Também deverdo ser monitorados os pardmetros para os
quais haja suspeita da sua presenca ou nao conformidade”. No § 3° “A qualidade dos
ambientes aquaticos podera ser avaliada por indicadores biologicos, quando apropriado,
utilizando-se organismos e¢/ou comunidades aquaticas”. E no § 4° “As possiveis
interacbes entre as substancias e a presenga de contaminantes ndo listados nesta

Resolugdo, passiveis de causar danos aos seres vivos, deverdo ser investigadas
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utilizando-se  ensaios  ecotoxicoldgicos, toxicologicos, ou outros métodos

cientificamente reconhecidos”.
* Art. 34° em seus paragrafos 1° e 2° dispde:

8 1° O efluente ndo deverd causar ou possuir potencial para causar efeitos
toxicos aos organismos aquaticos no corpo receptor, de acordo com o0s critérios de

toxicidade estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente.

8§ 2° Os critérios de toxicidade previstos no 8 1° devem se basear em resultados
de ensaios ecotoxicoldgicos padronizados, utilizando organismos aquaticos, e realizados

no efluente.

A ABNT (Associacdo Brasileira de Normas Técnicas) € uma das agéncias que
elabora as normas de testes ecotoxicoldgicos, padronizando assim esses ensaios com
organismos testes a serem utilizados, baseando-se nos conhecimentos adquiridos pelos
pesquisadores desta, em relacdo as agéncias mais tradicionais, e, adaptando tais ensaios
as nossas necessidades. Para avaliar a toxicidade de agentes quimicos, € necessario
realizar ensaios toxicoldgicos com organismos representativos de diferentes niveis
troficos. O conhecimento da toxicidade de substancias toxicas em diferentes
organismos, possibilita estabelecer limites permissiveis destas substancias para a
protecdo da vida e avalia o impacto que estes poluentes causam, permitindo estabelecer
e avaliar critérios e padrdes de qualidade das aguas (ARAGAO e ARAUJO, 2006). Nos
estudos do efeito agudo de produtos potencialmente toxicos ao meio ambiente e aos
seres humanos, sdo utilizados organismos-teste como peixes, microcrustaceos e
microalgas, por serem sensiveis e representarem diferentes niveis troficos (MATIAS,
2005).

Daphnia spp (Straus, 1820) € classificada taxonomicamente no filo Arthropoda,
subfilo Crustacea, classe Branchiopoda, ordem Diplostraca, subordem Cladocera e
familia Daphnidae, apresentando larga distribuicdo no hemisfério norte e ocupam uma
importante posicdo nas cadeias alimentares aquaticas (Ruppert e Barnes, 1996).
Segundo estes mesmos autores, 0 nome Branchiopoda caracteriza a classe que possui
coxas providas de epipodos achatados que servem como branguias. Este zooplancton da
ordem Diplostraca mede cerca de 5 a 6 mm, apresenta a cabeca livre e o tronco fechado

dentro de uma carapaca bivalve que termina posteriormente em um espinho apical. A
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extremidade da ponta do tronco, o pds-abdémen, vira-se ventralmente e para frente,
portando apresentam garras e espinhos especiais para limpeza da carapaga. (NBR
12.713/2016).

Considerados consumidores primarios em um ecossistema aquatico, estes
organismos se alimentam de particulas em suspenséo e fitoplancton. A nutricdo se da
pela captura das particulas em suspensao através da atracdo das cargas opostas das
particulas e a superficie de um filtro. Este filtro é composto por cerdas finas dos
apéndices do tronco e coleta particulas da corrente hidrica, transferindo-as para o sulco
alimentar meio-ventral, e posteriormente para a boca. A excrecdo € realizada por
glandulas, e justamente por isso, sdo 0s primeiros seres afetados pelas toxinas
produzidas por cianobactérias, sofrem efeitos de bioacumulacdo, diminuicdo da
filtragem de alimentos, que pode causar mortalidade ou consequéncias ao longo de

geracoes.

O seu desenvolvimento compreende quatro fases: ovo, juvenil, adolescente e
adulto, no qual possuem uma expectativa de vida média de 60 dias. No estagio inicial
do desenvolvimento, é possivel observar a existéncia de uma estrutura — nauplio —, na
qual as larvas se encontram protegidas no interior do ovo. Apos sua eclosdo, da-se
origem aos juvenis, morfologicamente idénticos aos adultos, que serdo libertados cerca
de dois dias ap0Os este acontecimento. A auséncia de estdgios larvais externos e a
producéo de juvenis idénticos aos adultos indica que se trata de um desenvolvimento
direto (COVICH; THORP; ROGERS, 2010). Em geral, o ciclo de vida aumenta com o

decréscimo da temperatura, em funcéo da diminuicéo da atividade metabdlica.

As espécies de Daphnias podem reproduzir-se tanto assexuadamente — sob
condicdes ambientais favoraveis, uma fémea pode dar origem a fémeas juvenis
geneticamente idénticas a progenitora (reproducdo por partenogénese) ou, quando
expostas a condi¢bes ambientais adversas (diminuicdo do nivel da agua, super-
populacdo, baixas temperaturas, entre outros), as fémeas podem produzir machos —
quanto sexuadamente: na presenca de machos, algumas fémeas produzem ovos
sexuados (que sofreram meiose) que podem ser fecundados. Os ovos fecundados ndo se
desenvolvem. Estes ovos sdo envoltos por uma membrana protetora, formando uma
estrutura em forma de “rissol” denominada ephippium (ANTUNES E CASTRO, 2017).

T
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Considerada uma espécie bioindicadora de toxicidade, o género Daphnia é a
mais empregada em ensaios ecotoxicoldgicos para uma variada gama de compostos,
bem como devido asua importancia ecologica, disponibilidade e facilidade para manejo
em laboratério. Testes com Daphnia sp. sdo normalizados e padronizados
internacionalmente pela OECD (Teste n° 202: Daphnia sp. Acute Immobilization Test,
2004) e pela 1ISO (1SO 6341:2012 - Determination of the inhibition of the mobility of
Daphnia sp Straus (Cladocera, Crustacea) - Acute toxicity test) e no Brasil pela NBR
12.713 (ABNT, 2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversas pesquisas apontam que as microcistinas causam inibigdo da atividade
alimentar, diminuigdo no crescimento, baixo indice de reproducdo, ma formacdo de
filhotes, diminuicdo do tempo de vida, estresse oxidativo e aumento da tolerancia as
toxinas ao longo de geracdes de Daphnia spp. (DAO; DO-HONG; WIEGAND, 2010;
RODRIGUEZ; DAO;WIEGAND, 2012).

Segundo revelam Ferrdo-Filho, Herrera e Echeverri (2014), a bioacumulacdo de
microcistinas em animais aquaticos ocorre através de duas principais rotas: 0 consumo
das células bacterianas durante as floragdes e a ingestdo de agua contaminada pelas
toxinas dissolvidas. Em sua pesquisa, 0s autores utilizaram trés espécies de claddceros:
Moina micrura, Daphnia laevis e Daphnia similis, os quais foram expostos por 96 horas
a extratos aquosos de matéria liofilizada de floracdes em diferentes concentracdes. Os
resultados mostraram que a captagdo de microcistinas pelos zooplancton foram
diretamente proporcionais as concentracGes dos extratos aquosos, mostrando, portanto,
que a ingestdo de agua contaminada a partir da dissolucdo da toxina é também um fator
determinante para bioacumulagéo. Este estudo mostrou, que a captacdo de microcistina
da fracdo dissolvida por zooplancton é possivel, ndo apenas a partir da ingestdo dessas

cianotoxinas ou ligado a células.

Kosiba et al. (2018) em seu estudo buscou responder a hipétese do efeito das
microcistinas dissolvidas se seria mais evidente em reservatorios e lagoas artificiais do

que em aguas naturais. No estudo, as concentragcdes de microcistinas dissolvidas nas
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aguas estudadas variaram de 0,07 a 0,81 ug.L™. Os autores mostraram que as lagoas
artificiais estavam mais sujeitas a floracbes de cianobactérias. Os zooplanctons
presentes em lagoas artificiais foram expostos as concentragdes significativamente mais
altas de microcistinas dissolvidas do que as dos lagos naturais. Usando uma regressdo
do modelo linear geral (GLM), o estudo ainda identificou uma relagéo significativa
entre microcistinas dissolvidas sobre a densidade, biomassa e riqueza de determinados
grupos zooplanctonicos (ciliados, rotiferos, cladoceranos, copépodes), os quais foram
significativamente menores nas lagoas artificiais do que nos lagos naturais. O impacto
das microcistinas e o tempo que elas permaneceram na &gua causaram alteracao

estrutural do fitoplancton.

Ortiz-Rodriguez et al. (2018) avaliaram os efeitos agudos relacionados ao tempo
de exposicdo da MC-LR em D. magna na biotransformacdo de suas enzimas
antioxidantes (glutationa S-transferase, GST e catalase, CAT), subsequente peroxidagédo
lipidica, no lactato e na enzima lactato desidrogenase (LDH). Neonatos D. magna (<3
dias) e adultos jovens (7 dias) foram expostos a concentracBes crescentes de MC-LR
(até 100 pg.L™) por 24 e 48 h. As atividades de sGST em D. magna foram realizadas
para ambas as idades, porém em adultos, foram aumentadas as concentracdes de MC-
LR. Foi verificado que as atividades metabolicas de D. magna foram diminuidas em
exposicoes de concentragdes mais altas de MC-LR, sugerindo menor capacidade de
biotransformar a cianotoxina. A protecdo oxidativa foi mais eficiente em neonatos, onde
a TAC foi fortemente elevada e contribuiu para amortecer o estresse oxidativo,
evidenciado pelas constantes concentracfes de TBARS. A lactato desidrogenase LDH
foi afetada negativamente em neonatos e adultos pela exposicdo de todas concentracdes
utilizadas de MC-LR, levando as baixas concentracfes constantes (LDH). Como esta
enzima esta envolvida na producdo de energia rapidamente necessaria, 0s resultados

sugerem um comprometimento energético devido a presenca de MC-LR.

Comparando a sobrevivéncia de Brachionus calyciflorusPallas (Rotifera) e
Daphnia pulex Leyding (Cladocera) expostos a microcistina pura (MC-LR), anatoxina-a
(ANTX) e cinco extratos obtidos de cianobactérias Microcystis, Planktothrix e
Dolichospermus spp, Pawlik-Skowronska e colaboradores 2019 obtiveram resultados
relevantes a diferentes respostas dos organismos zooplancténicos a altas concentracfes

de MC-LR pura, ANTX e extratos complexos de cianobactérias. A toxicidade dos
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extratos para os invertebrados foi maior que a exercida pelas cianotoxinas puras e
dependia da composicdo dos metabdlitos das cianobactérias: Microcystis spp.O extrato
contendo anabaenopeptinas A e B, aeruginosamida, quatro variantes de cianopeptolinas
e cinco MCs ndo foram toxicas para nenhum dos organismos, enquanto o extrato de
Planktothrix agardhii (1), contendo anabaenopeptinas A, B, F, 915, oscililida Y, cinco
diferentes aeruginosinas e quatro variantes de MC foram mais toxicas para os Daphnia
do que para os rotiferos. Isso sugere fortemente que os oligopeptidideos néo
ribossémicos e as MCs tiveram uma contribuicdo essencial para a toxicidade e seus
efeitos em espécies ou populacbes especificas podem variar dependendo do perfil
metabolico secundério das cianobactérias.

Investigando as reacdes fisiologicas de microcistina — LR produzida por
Microcystis aeruginosa (PCC7806) em Daphnia magna, Savic et al. (2020) testaram as
seguintes hipoteses: a) a presenca de D. magna afetard negativamente o crescimento,
aumentara a resposta ao estresse e a producdo de metab6litos em Microcystis
aeruginosa. b) A presenca de Microcystis aeruginosa afetard negativamente as
respostas fisioldgicas e as caracteristicas de vida em D. magna. Para testar estas
hipGteses, os experimentos foram conduzidos em uma cémara de co-cultura
especialmente projetada que permitiu a troca dos metabdlitos sem contato direto. Um
claro impacto foi evidenciado, uma vez que os metabolitos cianobacterianos reduziram
a sobrevivéncia de D. magna e diminuiram a atividade da enzima de estresse oxidativo.
Simultaneamente, a presenca de D. magna ndo afetou a atividade fotossintética da
cianobactéria. No entanto, houve diminuigdo da densidade celular, sugerindo possivel
alocacdo de energia para enzimas anti-oxidativas do estresse ou outros mecanismos de
protecdo contra os produtos quimicos da Daphnia. A concentracdo elevada de
microcistina-LR intracelular e extracelular, bem como concentracdes intracelulares de
aeruciclamida A e D na presenca de Daphnia, indicaram uma potencial fungéo

protetora.

Em estudo realizado por Shahmohamadloo et al. (2019) foram investigadas
alteracdes da reproducéo, crescimento e sobrevivéncia de Ceriodaphnia dubia, Daphnia
magna e Hexagenia cultivadas em laboratérios expostos a microcistinas através de uma
série de bioensaios de ciclo de vida. Os organismos foram expostos a um gradiente de

concentragdo variando de 0,5 pg.L ! a 300 pg.L™de microcistinas, o que corresponde
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aos valores normalmente encontrados em &guas doces durante o processo de floracao.
As concentragdes letais em C. dubia (CLso = 5,53 pg.L™) e D. magna (LCso = 85,72
ug.L™) expostas a microcistinas estavam entre as mais baixas registradas até o
momento, e efeitos reprodutivos foram observados em concentracdes tdo baixas quanto
2,5 ug.L. O comprimento de D. magna foi significativamente afetado em tratamentos
com concentragOes de microcistina superiores a 2,5 pg.L™. Todavia, ndo foi observada

letalidade ou comprometimento do crescimento em Hexagenia.

CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos avaliados apontaram que as cianotoxinas causam inibicdo da
atividade alimentar, diminuicdo no crescimento, baixo indice de reproducdo, ma
formagéo de filhotes, diminuigdo do tempo de vida, estresse oxidativo e aumento da
tolerancia as toxinas ao longo de geracGes de Daphnia sp. As analises de toxicidade
aguda em Daphnia sp apresentaram diferentes efeitos toxicos, pois o0s resultados
dependeram da cepa testada. Alguns fatores sdo atribuidos a toxicidade de extratos de
cianobactérias em organismos zooplanctbnicos, principalmente, a inadequacdo
nutricional, diminuicdo da atividade de filtracdo, inibicdo de enzimas digestivas,

bioacumulacdo e estresse oxidativo.
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