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RESUMO

Embora os peixes Danio rerio ¢ Pimephales promelas pertencam a familia dos ciprinideos os métodos de ensaio ecotoxicologico
originalmente desenvolvidos, para ambas as espécies, possuem diferengas experimentais que dificultam a comparagdo dos
resultados analiticos. Com a finalidade de verificar a equivaléncia na intensidade do efeito toxico para essas espécies de peixe,
foram efetuados ensaios com Danio rerio utilizando 10 agentes quimicos nas mesmas condi¢des experimentais do ensaio com
Pimephales promelas. Nessas condigdes, foi demonstrado que o calculo do Valor Cronico estimado (VCest) para Danio rerio,
isto ¢, a multiplicacdo da CL(I)15;168h pelo fator 0,3 , gera valores equivalentes aos ensaios cronicos de durag@o > 28 dias com
Pimephales promelas. Os resultados desse trabalho subsidiaram a normalizagdo, pela ABNT (Associagdo Brasileira de Normas
Técnicas), do ensaio para avaliar os efeitos toxicos cronicos para peixes.
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ABSTRACT

Determination of chronic ecotoxicity to Danio rerio

Although the fishes Danio rerio and Pimephales promelas belong to the family Cyprinidae, the original methods described
for ecotoxicological assay using these species have experimental differences, which cause some problems when results are
compared. In order to verify the equivalence of toxic effects for these fish species, assays with Danio rerio were performed
using 10 chemicals under the same experimental conditions described for Pimephales promelas assay. In such conditions it
was demonstrated that the calculated CVest (estimated chronic value) to Danio rerio, or 168h-LC15 multiplied by 0.3 factor,
generates equivalent values to > 28 days chronic assays with Pimephales promelas. The results of this paper were the basis for
the ABNT (Associagdo Brasileira de Normas Técnicas) assay standardization to evaluate toxic chronic effects to fish.

Keywords: correlation, chronic assay, Danio rerio, fish, Pimephales promelas.

INTRODUCAO

Atualmente, os ensaios ecotoxicologicos com organismos
aquaticos sdo requeridos por diversos instrumentos legais
voltados a prote¢ao da biota em corpos hidricos brasileiros,
conforme demonstrado por Bertoletti, Zagatto (2008). Apesar
da crescente demanda dos ensaios ecotoxicologicos Aragao,
Aratijo (2008) citam que, no Brasil, apenas o método de ensaio
ABNT-NBR 15499 (ABNT, 2007) ¢ destinado a avaliagdo dos
efeitos cronicos para peixes.

Nesse método padronizado sdo utilizadas duas espécies de
peixe, Danio rerio (paulistinha) e Pimephales promelas (“fathead
minnow”), as quais se mostram apropriadas para o método de
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ensaio cronico visto que podem se reproduzir continuamente em
condigdes de laboratoério. Considerando que essas duas espécies
sdo mencionadas para o mesmo método de ensaio poder-se-ia
supor que as mesmas possuem a mesma sensibilidade. No entanto,
a consulta a literatura especializada demonstra que ha uma
caréncia de dados comparativos para confirmar essa suposicao,
em termos dos efeitos toxicos cronicos, principalmente em ensaios
de curta duragdo. Em estudo com cobre, fenol e pentaclorofenol,
Meinelt, Staaks (1994) compararam a sensibilidade de ambas
as espécies, porém algumas condi¢des experimentais (tempo de
exposicao, alimentagao e dureza da 4gua) nao foram equivalentes.
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Comparagdes apropriadas, entre as duas espécies de peixe,
somente sao registradas no estudo de Nagel et al. (1991) com
3,4-dicloroanilina e naquele efetuado por Elonen et al. (1998) com
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina, sendo que nesses estudos
0 Danio rerio mostrou-se menos sensivel do que o Pimephales
promelas.

Analisando os métodos analiticos originais, desenvolvidos
para estimar os efeitos cronicos de curta duragdo com cada uma
dessas espécies de peixes, € possivel justificar as dificuldades
nas comparacdes da sensibilidade. Segundo a OECD (1998) o
ensaio com Danio rerio (Dave et al., 1987) ndo possui duragao
pré-definida, podendo se estender por 12 a 15 dias quando as
larvas morrem por inani¢do, enquanto no ensaio com Pimephales
promelas (Norberg; Mount, 1985) hd uma duragio pré-determinada,
de sete dias. Esta diferenga na dura¢do do ensaio pode resultar
em diferentes respostas das espécies em questao e comparacdes
duvidosas, uma vez que a ecotoxicidade de um agente quimico
¢ também fungao do tempo de exposi¢ao.

Além disso, os ensaios citados se iniciam em fases distintas
do ciclo vital, isto ¢, enquanto a exposi¢ao do Danio rerio se
inicia na fase embrionaria a do Pimephales promelas comeca
na fase larval. Este aspecto interfere na intensidade do efeito
toxico, conforme demonstrado por Leland, Kuwabara (1985)
e Norberg-King (1989), que apontaram a maior resisténcia dos
embrides de diferentes espécies de peixes aos metais (mercurio,
chumbo, cobre, cadmio e zinco) devido ao decréscimo da
permeabilidade dos ovos apds o estagio de blastula. Assim,
em func¢do do Danio rerio se encontrar na fase embrionaria
no inicio dos experimentos, ¢ naturalmente esperado que esse
peixe se mostre mais resistente aos agentes quimicos.

Em fungédo dos aspectos mencionados, o presente estudo
aborda os resultados de ensaios cronicos de curta duragdo com
o Danio rerio, utilizando 10 agentes quimicos, efetuados nas
mesmas condi¢des experimentais do ensaio com Pimephales
promelas, o qual possui uma ampla base de resultados de ensaios
cronicos. Desse modo, esse estudo fornece informagdes mais
precisas sobre a sensibilidade relativa dessas duas espécies de
peixes, com o intuito de justificar a inclusdo do peixe Danio rerio
no método de ensaio cronico padronizado pela ABNT (2007).

MATERIAL E METODOS

O método de ensaio, bem como as condigdes de cultivo,
seguiu o descrito na norma ABNT-NBR 15499 (ABNT, 2007).
Resumidamente, os ensaios foram efetuados em sistema semi-estatico
(com renovagao diaria das solugdes-teste, exceto aos sabados e
domingos), utilizando-se trés ou quatro replicatas (com volume
de 250,0 mL) para cada solugdo-teste (maximo de 5), sendo
adicionados 10 organismos em cada uma das replicatas. O tempo
de exposic¢ao dos organismos foi de 168 horas, sendo a letalidade
o efeito observado. Nos ensaios ecotoxicologicos foram utilizadas
larvas recém-eclodidas, com menos de 24 horas, da espécie de
peixe Danio rerio [Hamilton-Buchanan,1822], as quais ndo
receberam qualquer tipo de alimento. As larvas foram provenientes
do cultivo efetuado no laboratério do Setor de Ecotoxicologia
Aquatica — CETESB (Companhia Ambiental do Estado de Sao
Paulo), sendo que esses organismos foram provenientes de lotes
de ovos com mortalidade < 33%, conforme recomendado por
Dave et al. (1987).
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A agua utilizada, tanto na manuten¢ao e cultivo dos
organismos como nos ensaios ecotoxicoldgicos, foi a da rede
de abastecimento apds descloragdo (por meio de aeragdo
intensa). A medi¢do do cloro livre remanescente, na dgua
utilizada, foi efetuada com o kit “Microquant” da Merck®.
As caracteristicas fisicas e quimicas da dgua de dilui¢@o sdo
apresentadas na Tabela 1.

As seguintes substancias foram utilizadas nos ensaios
ecotoxicolégicos: cloreto de cadmio (CdCl,2 1/2 H,0O), da
Baker Analyzed®; sulfato de cobre (CuSO, 5 H,0), da Merck®;
dicromato de potassio (K,Cr,0.), da Merck®; sulfato de niquel
(NiSO, 6H.,0), da CAAL®; cloreto de mercurio (HgCl)), da
Merck®; nitrato de prata (AgNO,), da Quimica Moderna®;
sulfato de zinco (ZnSO, 7H,0), da Carlo Erba®; fenol, da
Synth®; cloreto de sodio (NaCl), da Merck®; cloreto de aménio
(NH,CI), da Merck®. Ao longo do trabalho os sais metalicos
foram expressos em massa nominal do metal estudado. Os
teores de amonia ndo ionizada foram calculados com base
na concentra¢do nominal de nitrogénio amoniacal, segundo a
Equacao 1 abaixo estabelecida por Emerson et al. (1975):

1

porcentagem de amdnia ndo ionizada = Tk D
10 +1

em que:

pKa = constante de ionizacdo em funcdo da temperatura da
solu¢do (tabelada);
pH = potencial hidrogenionico da solucdo (medido).

Os resultados dos ensaios foram expressos em CL(I)15;168h
(concentragdo nominal do agente quimico que causa letalidade
a 15% das larvas, em 168 horas de exposigdo). Para o calculo
da CL(I)15;168h foi utilizado o método computadorizado
Inhibition Concentration (Norberg-King, 1993). O valor crénico
estimado (VCest;168h), isto é, concentragdo nominal do agente
quimico que ndo causa efeito expressivo na sobrevivéncia e
crescimento de larvas, em 168 horas de exposicao, foi calculado
multiplicando-se o fator 0,3 pela CL(I)15;168h.

A analise de regressdo, usada para correlacionar os
resultados dos ensaios com Danio rerio e Pimephales promelas,
foi efetuada pelo método dos minimos quadrados utilizando-se o
programa computadorizado Microcal Origin, versdo 4.1, 16 bit
(Northampton, MA/USA). De acordo com os diagramas de
dispersao, foi utilizada a fun¢do ndo-linear redutivel a forma
linear, como segue:

logy=a+blogx

em que:

y = resultado do ensaio de ecotoxicidade com Danio rerio
(D.r.);

Tabela 1 — Caracteristicas da agua de dilui¢do utilizada nos ensaios

Variavel Média Amplitude
Temperatura (em °C) 24,5 23,0-27,5
pH (em unidades) 7,5 6,3-8,0
Oxigénio dissolvido (em mg O, L) 6,9 6,1-7,5
Dureza total (em mg CaCoO, LY 453 35,0-62,0
Condutividade (em pS cm™) 156,0 108,0-255,0
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x = resultado do ensaio de ecotoxicidade com Pimephales
promelas (P.p.);

a = intersec¢do com 0 €ixo y;
b = coeficiente angular da regressao.

O erro padrdo corrigido para a equagdo de regressao,
denominado limite de previsdo (LP) 95% (Equagao 2), foi
calculado como segue:

1
_ ts 1 A
LP= 10 [1+AJ @

em que:

t=0,95 da distribuicao de Student, com n-2 graus de liberdade
(2,306);

s = desvio padrdo do residuo (0,4513);

N = ntimero de pares de dados (10).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a finalidade de estabelecer qualquer método
ecotoxicologico, ¢ imprescindivel o uso de agentes quimicos
diferenciados. Idealmente, tais agentes devem ter sido ensaiados
com métodos desenvolvidos para outras espécies de organismos
e, além disso, possuirem caracteristicas toxicoldgicas peculiares.
Assim, somente com uma maior diversidade de substancias,
¢ possivel efetuar comparagdes que validem tanto o método
como a sensibilidade do organismo estudado. Considerando
esses aspectos, no presente trabalho foram utilizados dez
agentes quimicos para os ensaios com Danio rerio, sendo que
os resultados analiticos foram comparados aqueles gerados
com o Pimephales promelas.

Os resultados dos ensaios de letalidade com larvas de
Danio rerio, expressos em CL(I)15;168h, sdo apresentados
na Tabela 2. A fase do ciclo vital utilizada para essa espécie
assim como a expressao dos resultados se justificam, pois, de
acordo com Bertoletti (2000), a fase larval do Danio rerio ¢
significativamente mais sensivel do que as fases embriolarval e
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juvenil, em experimentos com 96 e 168 horas de exposi¢ao. O
autor também constatou que o uso da CL(I)15;168h, calculada
pelo método de interpolagdo linear, permite a obtencdo de
resultados pouco variaveis e equivalentes ao método dos
probitos, além de expressar uma boa precisdo analitica.

A comparacdo dos resultados descritos na Tabela 2 permite
verificar que, as médias das CL(I)15;168h nos ensaios com Danio
rerio apresentaram-se de duas (para o cobre) a 56 vezes (para o
mercurio) mais elevadas em relagdo aos Valores Cronicos (VC)
dos ensaios de duragdo curta (168h) e prolongada (> 28 dias)
com Pimephales promelas. Em termos ecotoxicologicos, isso
significa que, tomando o Pimephales promelas como espécie de
referéncia, os ensaios com Danio rerio ndo seriam apropriados
para estimar efeitos cronicos. Na pratica, seria de se esperar
que, para varios agentes quimicos, concentragdes abaixo das
CL(I)15 para Danio rerio ainda causassem efeitos toxicos
significativos para Pimephales promelas.

Essas diferengas expressivas entre os resultados dos ensaios
com Danio rerio e Pimephales promelas seriam previsivelis,
visto que o tempo de exposi¢do é bastante diferenciado
(sete e > 28 dias, respectivamente), mas nao seriam esperadas se
considerarmos o tempo de exposi¢do de 168 horas. Entretanto,
conforme demonstrado na Tabela 2, as pesquisas originais
indicam que nos ensaios de curta duragdo (168h) os efeitos
toxicos sao mais freqiientes sobre o crescimento das larvas do
Pimephales promelas, enquanto esses efeitos sdo detectados
com a mesma intensidade na sobrevivéncia juvenil desse peixe
nos ensaios de duragdo prolongada (> 28 dias). Esse fato foi
utilizado por Norberg-King (1989) para justificar a utilizacdo
de ensaios de curta duragdo para esse peixe. Com base em
algumas evidéncias cientificas, Bertoletti (2000) supde que
essas respostas diferenciadas ocorram devido ao efeito toxico
temporario no crescimento larval do Pimephales promelas, isto
¢, efeito toxico intenso durante a fase larval que ¢ atenuado,
ou inexpressivo, em fases posteriores do ciclo vital. Por tal
motivo, considerando a conveniéncia do uso dos efeitos toxicos
no crescimento de Pimephales promelas nos ensaios de curta

Tabela 2 — Resultados dos ensaios com Danio rerio e comparagdes com os ensaios efetuados com Pimephales promelas, em aguas
com dureza total semelhante. (Expoentes indicam a fonte bibliografica e o critério mais sensivel para determinagdo do efeito toxico).

N° de ensaios Meédia das

VCest; 168h* VC; 168h** VC; > 28d para

Agente quimico com CL(I)15; 168h para para larvas do para larvas do Pimephales promelas*™
Danio rerio larvas do Danio rerio Danio rerio Pimephales promelas***

cadmio (mg L) 4 0,054 0,016 0,01 6% crescimento 0,013 sobrevivencia
cobre (mg L) 4 0,030 0,009 0,016% crescimento 0,01 4 sobrevivencia
cromo (mg LY 5 9,7 2,9 4,0 crescimento 2,0 sobrevivencia
niquel (mg L) 4 5,9 1,8 - 0,224 indeterminado
mercurio (ug L) 5 40,0 12,0 - 0,716 crescimento
prata (pg LY 4 21,0 6,3 1,00 crescimento 0,49 sobrevivencia
zinco (mg L") 3 3,6 1,1 0,1 2% sobrevivencia 0,218 sobrevivéncia
fenol (mg L) 3 17,9 5,4 - 2,56 crescimento
NaCl (gL™) 5 2,0 0,6 0,715 crescimento _
amoOnia nao 3 0,84 0,25 _ 0,21} sobrevivéncia

ionizada (mg L)

*VCest = Valor cronico estimado, isto €, valor da CL(I)15;168h x fator 0,3; ** VC = Valor cronico, isto €, média geométrica de CENO e CEO; e
##% fonte: a) Norberg-King (1989); b) Mount, Stephan (1969); c) Pickering (1980); d) Lind et al., apud USEPA (1986); e) Snarski, Olson (1982); f)
Holcombe et al. (1983); g) Benoit, Holcombe (1978); h) Holcombe et al. (1982); i) Norberg-King et al. (1991); j) Mayes et al. (1986); k) Norberg e

Mount (1985).
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duragdo, parece razoavel utilizar esse critério de avaliacdo nos
experimentos com Danio rerio.

No entanto, a avaliagdo do efeito das substancias no
crescimento de Danio rerio ¢ imprecisa, devido a sua reduzida
capacidade de ingestdo do alimento de origem externa na
fase larval e, conseqiientemente, o crescimento inexpressivo
desse organismo (dependente da reserva alimentar no saco
vitelinico) no curto periodo dessa fase vital. Além disso, Dave,
Xiu (1991) refor¢am a dificuldade de medig¢ao do crescimento
devido a auséncia de alimento apropriado para o Danio rerio
na fase larval. Por tais motivos ¢é pertinente fazer extrapolacdes
entre a letalidade e o crescimento do Danio rerio com base
nas caracteristicas de outro ciprinideo, tal como Pimephales
promelas.

Nesse sentido, com base em levantamento bibliogréfico,
Bertoletti (2000) obteve dados sobre a relagdo numérica entre a
sobrevivéncia e o crescimento de Pimephales promelas e, também,
de Danio rerio. Tais dados consistiram de 36 experimentos, com
diferentes periodos de exposi¢do e varios agentes quimicos,
onde exclusivamente a CENO (concentragao de efeito ndo
observado) para o crescimento foi menor que a CENO para a
letalidade. Como resultado, notou-se que as concentragdes que
nao causam efeito no crescimento foram, em média, trés vezes
menores do que aquelas que ndo afetam a sobrevivéncia. Ao
mesmo tempo, observou-se que, da mesma forma que ocorreu
para os ensaios com periodos de exposi¢ao mais prolongados,
os ensaios com Pimephales promelas em sete dias de exposigdo
mostraram razao igual a quatro. Ainda, merece destaque a razao
meédia igual a 2,8 verificada nos poucos ensaios com Danio rerio
(Gorge; Nagel, 1990; VanLeeuwen et al., 1990), a qual indica
a similaridade de respostas com o Pimephales promelas.

Portanto, levando-se em conta que, em ensaios cronicos
de curta duragdo com ciprinideos, os efeitos no crescimento
podem prever efeitos em longo prazo, a razdo trés ou sua
reciproca (0,3) demonstra-se apropriada para extrapolar os
efeitos no crescimento com base na sobrevivéncia de larvas
do Danio rerio. Resultado idéntico (razdo 0,3) foi obtido por
Mayer et al. (1986), em estudo com sete espécies de peixes
e 28 agentes quimicos diferentes daqueles apresentados no
presente trabalho. Na pesquisa de Mayer et al. (1986) foi também
apontado que o fator 0,2 pode ser aplicado aos resultados de
sobrevivéncia, em ensaios cronicos, com a finalidade de evitar
outros efeitos toxicos biologicamente significativos.

Assim, aplicando a razao 0,3 as CL(I)15;168h para larvas
de Danio rerio (Tabela 2), verifica-se que os Valores Cronicos
estimados (VCest;168h) se aproximaram dos Valores Cronicos
(VC) 168h ou > 28 dias para Pimephales promelas. Para a
maioria dos agentes quimicos a diferenca entre os VC foi
menor que a razdo 2, considerada em publicagdes de referéncia
(McKim, 1977; Chapman, 1983; Norberg-King, 1989) como
pouco expressiva, visto que corresponde a precisao analitica
esperada em ensaios ecotoxicologicos. Ja para outros agentes
quimicos essa razdo foi maior, sendo o caso do niquel (razdo
8), mercurio (razdo 17), prata (razdo 13) e zinco (razdo 5).
A maior resisténcia de Danio rerio a esses metais pode ser
natural dessa espécie, visto que nos ensaios de ecotoxicidade
aguda Bertoletti (2000) constatou a mesma tendéncia para o
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niquel, prata e zinco. Quanto ao mercurio, ¢ suposto que a
maior sensibilidade de Pimephales promelas esteja associada
ao maior periodo de exposi¢do dessa espécie, de 41 semanas,
no estudo de Snarski e Olson (1982).

VanLeeuwen et al. (1990) afirmaram que, para agentes
quimicos que exercem efeitos toxicos apos ativagao metabolica,
os resultados dos ensaios de curta duragdo (168 horas) sdo
inadequados para prever efeitos toxicos na sobrevivéncia em
ensaios de longa duracdo, devido ao fato de apresentarem-se
ao redor de uma ordem de magnitude menos téxicos. No
entanto, aplicando-se a razdo 0,3 aos resultados dos ensaios
embriolarvais efetuados por VanLeeuwen et al. (1990), com
Danio rerio ¢ seis substancias com modo de agdo especifico
(anilina e cloroanilinas), verificou-se que a diferenca na previsao
do efeito cronico em 28 dias foi de, apenas, trés vezes para
cinco dos referidos agentes quimicos. Essa diferenga poderia
ser ainda menor, praticamente inexistente, uma vez que os
ensaios de VanLeeuwen et al. (1990) foram efetuados com
a fase embriolarval de Danio rerio, a qual ¢ ao redor de trés
vezes mais resistente do que a fase larval, segundo Bertoletti
(2000). Portanto, esses dados também confirmam a adequacao
do uso do fator 0,3 na previsao dos efeitos em longo prazo,
tendo com base os resultados de ensaios de curta dura¢do com
a sobrevivéncia do Danio rerio.

Na Figura 1 ¢ apresentada a andlise de regressdo que
consiste em outra forma de avaliar a adequag@o dos Valores
Cronicos estimados (VCest;168h), nos ensaios com Danio rerio,
com os Valores Cronicos (VC > 28 dias) dos ensaios com
Pimephales promelas (Tabela 2). A preferéncia por utilizar
os dados de VC > 28d na Figura 1, ao invés do VC;168h
com larvas do Pimephales promelas, foi motivada pela maior
quantidade de resultados analiticos. A Figura 1 mostra que,
mesmo com as diferengas de sensibilidade apontadas para
o niquel, merctrio, prata e zinco, foi obtido um excelente
coeficiente de determinacdo (r* = 0,93). Deve-se notar que
os dados de NaCl com larvas de Pimephales promelas foram
incluidos na analise, uma vez que inexistem estudos de longa
durag@o com esse composto, sendo que sua exclusdo reduziria
pouco o coeficiente de determinagdo (1> = 0,86).

A pesquisa na literatura especializada indica que o
coeficiente obtido foi similar aqueles encontrados em outros
estudos, embora tenham realizado andlises de regressdo com
ensaios de ecotoxicidade aguda. Por exemplo, Kenaga (1978) ¢
Doherty (1983) encontraram 2= 0,92 e r>= 0,95, respectivamente,
com os peixes Lepomis macrochirus (“bluegill”) e Pimephales
promelas em ensaios com nove substancias. Dados retrabalhados
do estudo de Mayer, Ellersieck (1986) mostram correlagdes
expressivas entre Pimephales promelas com os ciprinideos
Carassius auratus (r*> = 0,94) e Cyprinus carpio (r*> = 0,92),
além de Perca flavescens (r* = 0,98), em ensaios com sete a
19 agentes quimicos.

Apesar da excelente correlacdo obtida, ¢ pertinente a
validacdo da equag@o apresentada na Figura 1. Nesse sentido,
foram selecionados quatro agentes quimicos, para os quais
estavam disponiveis resultados de ecotoxicidade cronica tanto
para Danio rerio como para Pimephales promelas (Tabela 3).
Torna-se importante notar que as substancias usadas nessa
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Média dos VCest.;168h [CL(I)15 % 0,3],
em mg L', para larvas de Danio rerio (D.r.)

Log VCest., D.r. = 0,30 + 0,84 log VC > 28d, P.p.

0,001 - r?=0,93 (P<0,0001)
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Figura 1 — Equacao, reta e limites de previsao 95%, da analise de regressdo para os
resultados dos ensaios cronicos com Danio rerio (em VCest) e Pimephales promelas (em VC).

Tabela 3 — Validagdo da equacdo estabelecida para estimar o efeito toxico a
larvas do Danio rerio com base nos ensaios de dura¢@o prolongada com Pimephales promelas.

CENO > 28 dias determinada experimentalmente*

CENO 2 28 dias estimada para

Agente quimico Pimephales promelas Danio rerio larvas do Danio rerio**
3,4-dicloroanilina (em pg L) 5,1° 20,00 7,8
lindano (em pg L) >23,4¢ 40,04 >28,2
atrazina (em pg L) >213,0¢ 300,04 >180,2
diazinon (em mg L) 0,05f >0,208 0,24

*Fonte: a) Call et al. (1987); b) Nagel et al. (1991); c) Macek et al. (1976, apud Gorge, Nagel (1990)); d) Gorge, Nagel (1990); e) Macek et al. (1976b), apud
Gorge, Nagel (1990)); f) Jarvinen, Turner (1982); g) Bresch (1991); e **estimativa pela equaco: log VCest, Danio rerio = 0,30 + 0,84 log VC, Pimephales

promelas.

validacdo pertencem a grupos quimicos diferentes daqueles
que deram origem a equagao de regressdo. Como resultado, na
Tabela 3, verifica-se que as estimativas de efeito cronico nao
observado (CENO) para Danio rerio foram muito préximas
aquelas determinadas experimentalmente. A excecdo da
3,4 dicloroanilina, a diferenga entre os valores de CENO
determinados e estimados foi menor que a razdo 2, indicando
assim a pertinéncia da equagdo estabelecida. Desse modo, ¢
possivel constatar que os valores de VCest;168h sdo apropriados
para estimar o efeito toxico em periodos de exposi¢do mais
prolongados.

Tao importante quanto o coeficiente de determinacao
e a equacdo determinada sdo os limites de previsdo a 95%.
Estatisticamente, os limites de previsdo sdo analogos aos de
confianga. Enquanto os limites de confianga sdo restritos ao
conjunto de dados utilizados na equagao, os limites de previsdo

sdo aqueles dentro dos quais se espera que se localizem 95%
das observagdes futuras e independentes (Draper; Smith, 1981).
Alguns pesquisadores (Kenaga, 1978; Doherty, 1983; e
Sloof et al., 1986) utilizaram esses limites para a selecdo de
organismos aquaticos que representassem outros em ensaios
de ecotoxicidade aguda.

Na Figura 1 esta representado o limite de previsdo 95%
entre os resultados do VCest;168h com Danio rerio e do
VC > 28 dias com Pimephales promelas. Numericamente,
esses limites foram de + 11,5 vezes, o que representa = 1,15 em
ordem de magnitude. Deste modo, com uma probabilidade
de 95%, os valores estimados de ecotoxicidade cronica para
Danio rerio podem corresponder até 11,5 vezes os valores
determinados, analiticamente, para Pimephales promelas. Em
termos reais , a Tabela 3 demonstra que os valores estimados
para Danio rerio foram, no maximo, 4,8 vezes maiores do
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que aquele determinado para o Pimephales promelas, porém
essas estimativas foram similares aos resultados obtidos
experimentalmente com Danio rerio. Os limites de previsdo
representados na Figura 1 sdo muito semelhantes aos obtidos,
por outros autores, em ensaios de ecotoxicidade aguda. Em
estudo desenvolvido por Kenaga (1978) foram obtidos limites
de previsdo que variaram de + 0,91 a 1,42 ordens de magnitude
das CL50, para correlagdes entre as espécies Salmo gairdneri,
Lepomis macrochirus e Pimephales promelas. O célculo dos
dados disponibilizados na pesquisa de Doherty (1983) permite
verificar um limite de previsdo de + 1,6 ordem de magnitude
para a equacdo de regressdo, com as espécies de peixe Salmo
gairdneri e Lepomis macrochirus, consideradas pelo autor
como as unicas de sensibilidade equivalente em termos de
ecotoxicidade aguda.

Com base nos resultados apresentados (Tabela 2) e na
correlagdo obtida (Figura 1), verifica-se que o VCest;168h ¢
apropriado para estimar os efeito toxico cronico de substancias
e efluentes liquidos. No caso de efluentes, poder-se-ia supor
dificuldades de determinar a VCest;168h para os despejos
que ndo apresentam efeitos significativos na sobrevivéncia do
Danio rerio. No entanto, a experiéncia com esse tipo de despejos
permite constatar que ¢ possivel calcular a CL(I)15, mesmo
com baixas porcentagens de letalidade na solucdo-teste mais
concentrada (100% do efluente), ainda que essa letalidade ndo
seja significativa em rela¢do ao controle experimental. Desse
modo, com o calculo da CL(I)15, e a posterior aplicacdo do
fator 0,3, garante-se a estimativa do eventual efeito cronico do
efluente liquido para o Danio rerio.

Ainda, particularmente para efluentes, ¢ necessario considerar
amagnitude da auséncia de efeito na sobrevivéncia em relagdo
ao crescimento dos peixes. Nesse sentido, levantamento de
resultados analiticos demonstrou que, nos ensaios efetuados
com Pimephales promelas pelo laboratdrio brasileiro Bioensaios
Ltda., quando ha auséncia de efeito toxico na sobrevivéncia
cerca de 45% dos resultados (n = 18) apontam CENO = 50%
para o crescimento (Elisangela P. Bender, comunicagio pessoal).
Desse modo, ¢ possivel verificar que, para uma por¢ao expressiva
de resultados, a CENO para o crescimento esta bem proxima
daquela para a letalidade (CENO = 100%), ou seja, nao mais
que a razdo 2 usualmente aceita como variagdo natural para
qualquer método de ensaio ecotoxicologico.

Conforme demonstrado o nivel de efeito (letalidade) igual
a 15% ¢ apropriado para estimar efeitos cronicos em ensaios de
curta duragdo com Danio rerio. Assim, o percentual complementar
desse nivel de efeito pode ser utilizado em teste de hipoteses com
bioequivaléncia, o qual ¢ uma alternativa recomendada para o
calculo de resultados de ensaios cronicos (Buratini; Bertoletti, 2008).
Nesse contexto, Bertoletti et al. (2007) indicam o uso do
percentual = 0,84 para a constante de proporcionalidade em
ensaios com a letalidade larval do Danio rerio.

Torna-se importante destacar que o método de ensaio
apresentado nesse artigo ndo se limita a avaliagao de substancias
e efluentes, podendo ser utilizado para caracterizar os efeitos
cronicos em aguas superficiais. Alguns estudos (Adams et al., 1983;
Birge et al., 1989 ¢ Waller et al.,1996) demonstraram que os
ensaios com a letalidade das larvas de Pimephales promelas,

Bertoletti

efetuados em laboratorio, fornecem estimativas confiaveis dos
efeitos toxicos observados em ambientes naturais. Nos referidos
estudos foi possivel observar, também, que a letalidade larval
apresentou boas correlagdes (r>0,92) com os efeitos adversos em
comunidades naturais (expressos pela riqueza de peixes, riqueza
e diversidade de macroinvertebrados bentonicos). Portanto, como
base os argumentos apresentados, as condi¢des experimentais
propostas para o ensaio com Danio rerio, bem como a forma de
expressao do resultado, podem fornecer estimativas fidedignas
de efeito toxico cronico para essa espécie de peixe.
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