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Abstract

The determination of chronic toxicity based only in fish survival is enough? - In Brazil, the evaluation of short-term chronic
effects on fish follows ABNT NBR 15499/2007. It can be conducted with two species: Danio rerio or Pimephales promelas.
In the analysis with P. promelas, results are obtained by evaluating survival and growth of the organisms. However, when D.
rerio is used, only the survival is evaluated. The objective of this paper is to assess whether the observed chronic toxicity on
growth can always be extrapolated from the survival data, as suggested by ABNT NBR 15499/2007. 687 chronic tests with
P. promelas were conducted. Three groups of results were observed: samples with toxicity effect only on growth, samples
with toxicity effect only on survival and samples that showed toxicity effect on the survival and growth, simultancously. The
toxicity solely on the survival of organisms was observed in 56% and 31% of the tests for environmental samples and effluents,
respectively. Analyzing the effluent tests where toxicity was detected on the survival, 32% also showed toxicity on growth. The
toxic effect on the growth represented merely 44% of the environmental samples and 37% of the effluent samples. Therefore,
chronic toxicity evaluations based exclusively on the survival of organisms may produce false negative results, especially
when mortality is not detected at all.
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INTRODUCAO promelas, conhecido como “fathead minnow” e Danio rerio,
conhecido também por peixe zebra ou paulistinha. Para a
avaliagdo realizada com P. promelas os resultados sdo obtidos
avaliando a sobrevivéncia e o crescimento, em peso, dos
organismos-teste, no periodo de exposi¢ao do ensaio. Todavia,
para os ensaios com D. rerio, somente a sobrevivéncia pode
ser avaliada devido a sua reduzida capacidade de ingestdao do
alimento de origem externa na fase larval e, conseqiientemente,
no crescimento inexpressivo desse organismo. Desta forma,

o método prevé que uma estimativa do efeito cronico sobre

No ambiente aquatico muitas vezes 0os organismos estio
expostos a agentes quimicos em niveis ndo letais podendo ndo
levar a morte do organismo, mas causando disttirbios fisioldgicos
e/ou comportamentais a longo prazo (Zagatto & Bertoletti, 2006).
Esses efeitos sdo detectados em ensaios de toxicidade cronica,
que permitem avaliar os efeitos adversos mais sutis.

A norma Brasileira ABNT-NBR 15499 (ABNT, 2007), que

normatiza a avalia¢@o dos efeitos cronicos de curta duragio
em peixes, traz na sua metodologia duas espécies: Pimephales
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o crescimento seja obtida pela extrapolagdo de dados de
sobrevivéncia. Para a avalia¢do do efeito cronico sobre o D.
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rerio €, entdo, usado o calculo de VCest(I). Este método ¢
descrito na norma ABNT-NBR 15499 (ABNT, 2007), que ¢
a multiplicagdo da CL,, (Concentragdo letal inicial que causa
efeito na sobrevivéncia de 15% dos organismos no tempo de
exposi¢do) pelo fator 0,3 (valor fixo), sendo assim o valor
cronico estimado.

Desta forma, o objetivo proposto para o presente trabalho
¢ avaliar, para diferentes tipos de amostras, a possibilidade do
método apresentado na norma Brasileira ABNT-NBR 15499
ndo detectar efeitos toxicos cronicos sobre D. rerio, quando
esta for extrapolada exclusivamente com dados referentes a
sobrevivéncia dos organismos.

MATERIAIS E METODOS

Os resultados apresentados neste estudo sdo baseados
na avaliacdo de ensaios realizados pelo Laboratorio de
Ecotoxicologia do Centro de Ecologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), assim como pelo
Laboratorio Ecotox Andlise e Consultoria Ambiental Ltda..
Foram utilizados dados provenientes de amostras ambientais
(aguas superficiais e subterrdneas), amostras de efluentes
industriais, bem como substincias de referéncia. No total
foram tabulados os dados de 687 ensaios cronicos de curta
duracdo com o peixe Pimephales promelas, todos executados
segundo a norma ABNT-NBR 15499/2007.

Os dados foram tabulados separadamente para amostras
ambientais (471 amostras), amostras de efluente (202 amostras)
e para o cloreto de sddio (NaCl) da marca Merck (14 amostras).
Para cada tipo de amostra, aquelas consideradas toxicas foram
divididas em trés grupos: amostras com efeitos somente na
sobrevivéncia; amostras com efeitos sobre a sobrevivéncia e
sobre o crescimento; e amostras com toxicidade exclusivamente
sobre o crescimento. Foram consideradas toxicas aquelas
amostras cujos efeitos observados foram significativamente
diferentes dos observados nos grupos controle. Para sumarizar
os cfeitos da toxicidade foi utilizado o programa estatistico
Toxstat 3.5 (West & Gulley, 1996). Para amostras de efluentes
e cloreto de sédio foi aplicado o teste de Steel Many One
(p=0,05). Para amostras ambientais foi utilizado o método de
Kruskal — Wallis (p=0,05).

Sempre que possivel, os seguintes dados foram extraidos
de cada ensaio:

Concentracao de efeito observado: CEO;
Concentracdo de efeito ndo observado: CENO;

Valor Crénico: VC (média geométrica entre os valores de
CEO e CENO);

Valor Cronico Estimado: VCest (concentragdo nominal
do agente quimico que ndo causa efeito expressivo na
sobrevivéncia e crescimento de larvas, ao final do ensaio,
calculada multiplicando-se o fator 0,3 pela CL ;168h),
definido na ABNT-NBR 15499/2007 (ABNT, 2007);

Concentracao Letal: CL
de interpolacao linear (ICp).
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O grupo de amostras com efeitos sobre a sobrevivéncia e
sobre o crescimento foi analisado comparando-se os resultados
do VCest (baseado na sobrevivéncia) ¢ VC (baseado nos
efeitos sobre a sobrevivéncia e crescimento).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Assim como no presente trabalho, Bertoletti (2000,
2009), ao propor a metodologia para a utilizagdo de D. rerio
em ensaios de toxicidade cronica, também se fez valer de
dados referentes ao crescimento de P. promelas. Segundo
este autor, “considerando os efeitos toxicos no crescimento
de P. promelas, em ensaios de curta duragdo, parece razoavel
utilizar esse critério nos experimentos com D. rerio, sendo
pertinente fazer extrapolagdes entre a sobrevivéncia e o
crescimento com base nas caracteristicas de outro ciprinideo,
tal como P. promelas”.

Considerando o efeito do cloreto de sodio, ao calcular a
concentragdo que causa a letalidade em 15% dos organismos-
teste P. promelas, obteve-se uma média da CL; igual a
1796,1 mg L' com um coeficiente de variacao (CV) de 0,04%.
Bertoletti (2000), em ensaios ecotoxicologicos com D. rerio
na fase larval (Tabela 1) obteve uma CL,, de 2000,0 mg L™
para o cloreto de sodio (n=5).

Assim, quando estimados para a metodologia da ABNT
(VCest), os valores cronicos encontrados neste trabalho (538,4
mg L) foram muito proximos aos 600 mg L' encontrados
por Bertoletti (2000). Baseado nestes dados ¢ possivel
concluir que, para o cloreto de sodio, D. rerio e P. promelas
apresentam sensibilidade semelhante. A sensibilidade de D.
rerio e P. promelas foi avaliada também em estudo realizados
por Stephan et al. (1983), que observou semelhanga nos
resultados de ambas as espécies para substancias quimicas e
atribuiu ao fato das duas espécies pertencerem a mesma familia
Cyprinidae. O efeito sobre o crescimento dos organismos nao
foi observado. A agdo da substancia cloreto de sodio sobre
os organismos pode estar diretamente relacionada somente a
estresse osmotico provocando mortalidade, ndo sendo eficiente
para analisar o efeito sobre o crescimento.

Entre as amostras de efluente avaliadas neste trabalho, 49%
foram caracterizadas como toxicas, e foram, entdo, divididas
pelo tipo de toxicidade apresentada (Fig. 1). Segundo os dados
apresentados, mesmo na auséncia de efeito toxico sobre a
sobrevivéncia, ainda podem haver efeitos sobre o crescimento
dos organismos.

Tabela 1 - Ensaio de toxicidade cronica com NaCl. Estimativas dos efeitos
cronicos para P. promelas e para D. rerio, calculadas pelo método ICp.

Valor cronico estimado

L. Média das o . Numero
Espécie CL :168h Média das CL ;;168h Amostral CvV
15 com fator 0,3
Danio rerio  2000,0 mg L' ® 600,0 mg L' @ 5 *
Pimephales 746 | o p 10 538,4mgL® 14 0,04%"
promelas

* Nao apresentado. CV = Coeficiente de Variacao. Fonte: a) Bertoletti
(2000); b)Este trabalho
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Figura 1 - Percentual de efeitos observados nos ensaios de toxicidade
cronica com Pimephales promelas em amostras de efluentes industrias.

Para os ensaios cronicos com P. promelas em efluentes
foram observados efeitos exclusivamente sobre o crescimento
em 37% dos casos. Nestas amostras ndo houve mortalidade
em nenhuma das concentragdes avaliadas. Norberg-King
(1989) constatou que em 59% dos ensaios o crescimento
foi o critério de avaliagdo mais sensivel, enquanto que
para a sobrevivéncia o0 mesmo ocorreu em apenas 11% dos
ensaios. Pickering (1988), também avaliando ensaios com
efluentes, observou que o crescimento larval foi a resposta
mais sensivel em 60% dos experimentos efetuados. Hughes
et al. (1989) verificaram que o crescimento de Cyprinodon
variegatus foi mais sensivel para detectar efeitos cronicos
em 52% dos efluentes ensaiados, enquanto a sobrevivéncia
foi mais afetada somente em 7% dos ensaios.”

Para amostras ambientais ndo ¢ possivel observar efeitos
sobre a sobrevivéncia e o crescimento, simultaneamente.
Aguas subterraneas e superficiais sio submetidas aos ensaios
de toxicidade como amostras integrais, nao havendo diluicdes.
Portanto, quando a amostra causa mortalidade, o efeito sobre
o crescimento ndo pode ser observado. Desta forma, de acordo
com a metodologia apresentada pela ABNT 15499:2007 no
calculo do VCest, sempre que ndo for apresentado efeito na
sobrevivéncia em amostras ambientais a amostra é considerada
como ‘Nao Toxica”.

Foram avaliados 471 ensaios de toxicidade cronica de
curta duragdo com P. promelas baseados em amostras de
aguas superficiais ou subterraneas. Deste total, 69% dos
ensaios caracterizaram as amostras como ndo toxicas. Os
31% de amostras toxicas, foram divididos entre dois tipos de
toxicidade, apresentados na Figura 2. Um percentual de 44%
das amostras ambientais consideradas téxicas apresentaram
efeitos exclusivamente sobre o crescimento dos organismos-
teste. Assim, mesmo que os ensaios fossem realizados com
diluigdes, a inexisténcia de mortalidade impediria que o valor
cronico para o crescimento fosse estimado. Novamente, para
este tipo de amostra, o0 método perde a sua aplicabilidade.

CONCLUSAO

A sensibilidade de D. rerio e P. promelas, analisando a
sobrevivéncia para a substancia de referéncia cloreto de sodio,
mostrou-se bem proxima. Contudo, tomando como base os
resultados do presente estudo, a determinacao da toxicidade
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Figura 2 - Percentual de efeitos observados nos ensaios de toxicidade
cronica com Pimephales promelas em amostras ambientais (dguas
superficiais e subterraneas).

cronica baseada apenas nos efeitos sobre a sobrevivéncia dos
organismos-teste proposta na NBR 15499/2007 para o peixe
D. rerio pode ndo ser suficiente para a caracterizacdo da
toxicidade de alguns tipos de amostras.

De uma forma geral, o método baseado apenas nos efeitos
sobre a sobrevivéncia dos organismos ndo permite uma boa
caracterizagdo de amostras ambientais, as quais, na maior
parte dos casos, sdo avaliadas sem diluigdes, ndo sendo, entdo,
possivel obter a CL . exigida pelo método para o célculo do
fator de extrapolagao.

Para as amostras de efluentes industriais, mesmo o método
de avaliagdo da toxicidade prevendo ensaios com diferentes
diluicdes, 37% das amostras toxicas avaliadas apresentaram
efeitos exclusivamente sobre o crescimento dos organismos,
durante o periodo de ensaio. Pela metodologia proposta na
NBR 15499/2007, estas amostras seriam consideradas nao
toxicas. Avaliacdes de substancias quimicas utilizando este
método parecem ndo apresentar restricdes, pois sempre ¢
possivel obter a CL .. Ja para amostras ambientais e efluentes
a estimativas dos efeitos de toxicidade cronica baseadas
exclusivamente com base em resultados sobre a sobrevivéncia
dos organismos-teste devem ser vista com cautela. Uma
revisdo da metodologia pela ABNT ou uma restrigdo do uso
por pesquisadores e Orgdos de Fiscalizagdo se faz necessaria.
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