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2.1 Introducgéo

Apesar do crescente reconhecimento da aplicacdo dos ensaios ecotoxicolo-
gicos como instrumentos de avaliagdo ¢ controle da contaminagdo da agua
no Brasil, a utilizagdo desses ensaios para avaliagdo da contaminagdo do solo
ainda ¢ pouco demandada. Entretanto, os ensaios ecotoxicologicos com orga-
nismos vivos podem fornecer informagdes mais precisas ¢ realisticas sobre
os cfeitos das varidveis ambientais que sdo capazes de afetar a toxicidade das
substancias aos componentes vivos de um ecossistema. Desse modo, apenas
por meio desses ensaios pode-se indicar uma resposta mais precisa da toxici-
dade dos contaminantes presentes no ambiente ¢ biodisponiveis para os orga-
nismos vivos.

Os ensaios ecotoxicologicos com oligoquetas (mortalidade, reprodugdo, com-
portamento de fuga e bioacumulacdo) t€ém sido utilizados no Brasil principal-
mente no setor académico, mas também podem ter aplicagdes, por exemplo, no
setor regulatorio de registro de substincias a serem comercializadas € no setor
de licenciamento de atividades com potencial de contaminagdo para avaliagdo
da qualidade do solo. Além disso, a aplicagdo dos ensaios ecotoxicologicos
com organismos terrestres como ferramenta de avaliagéo e controle, ainda néo
¢ realizada com a mesma frequéncia com que sdo requisitados os ensaios com
organismos aquaticos, basicamente, por falta de demanda legal ¢ pouco conhe-
cimento, inclusive, dos técnicos dos drgdos ambientais sobre os dados produ-
zidos e sua interpretagio.

Os oligoquetas sfo organismos pertencentes ao Filo Annelida, Sub-classe
Oligochacta. Habitam ambientes terrestres, aquaticos ¢ at¢ marinhos ¢ se
caracterizam pelo corpo vermiforme, segmentado ¢ com poucas cerdas. Séo
hermafroditas ¢ a maioria se reproduz por anfimixia ou partenogénese ou auto-
fertilizagdo, produzindo casulos. Menos comuns sdo alguns pequenos oligo-
quetas que podem se reproduzir por arquitomia ou paratomia, fragmentando-se
¢ regenerando-se. Os representantes terrestres mais conhecidos no mundo séo,
sem duvida, as minhocas, devido a sua importancia na fertilidade do solo ¢ ao
seu uso como isca de pesca, ¢ por serem facilmente visualizadas a olho nu. Os



Figura 2.1. A minhoca “louca” Amynthas
gracilis (Kinberg, 1867) (animal maior) ¢ o
enquitreideo Fridericia sp. (animal menor),
ambos coletados em Santa Catarina e fixados
em formol. Fridericia sp. ¢ um enquitreideo
relativamente grande e de facil visualizacgio
mesmo a olho nu (a extremidade anterior dos
espécimes encontra-se na porgdo superior da
figura).

.46

enquitreideos sio pequenos oligoquetas da Familia Enchytracidae, bem menos
conhecidos que as minhocas, mas de importancia também destacavel, sendo
comuns em muitos solos do mundo inteiro ¢ mais estudados na Europa ¢ na
Asia. Devido ao seu pequeno tamanho, sio visualizados a olho nu com dificul-
dade. Na Figura 2.1 pode-se observar o contraste de tamanho ¢ pigmentagio
entre uma minhoca ¢ um enquitreideo. Existem ainda outros oligoquetas como
os gigantes minhocugus ¢ os pequenos naidideos ¢ tubificideos (estes ultimos
geralmente aquaticos), mas atualmente, as minhocas e enquitreideos tém sido
os mais utilizados no contexto da ecotoxicologia terrestre.

As minhocas sédo as preferidas como organismos-teste em ensaios ecotoxico-
logicos porque séo comuns em uma grande variedade de solos, representando
60% a 80% da biomassa total de animais invertebrados do solo (Fragoso et al.,
1999). Elas também constituem um importante grupo da fauna edafica, cujas
atividades no solo podem modificar o seu préprio habitat ¢ criar novos para
outros organismos, sendo por isso, consideradas engenheiras do ecossistema
(Lavelle et al., 1997). Entre suas atividades, destacam-se o transporte de solo
¢ a formagdo de galerias que favorecem o aumento da porosidade do solo, ¢ a
passagem de ar, nutrientes ¢ agua. Seus habitos alimentares de ingestdo de solo
¢ de digestdo de materiais organicos contribuem para a sua trituragdo ¢ degra-
dagdo, com consequente disponibilizagdo de nutrientes para as plantas ¢ esti-
mulo da atividade microbiana no solo (Brown, 1995; Edwards; Bohlen, 1996;
Lavelle et al., 1997; Rémbke et al., 2005, Brown et al., 2015). Além disso, as
minhocas possuem quimiorreceptores no prostomio ¢ estruturas sensoriais na
superficie do corpo, que lhes conferem alta sensibilidade a substancias qui-
micas presentes no solo (Reinecke et al., 2002; Zirbes et al., 2011).
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Os enquitreideos (Figura 2.2) sdo organismos da mesofauna sapréfaga do solo,
pois contribuem para a segregacdo ¢ decomposi¢do da matéria organica ¢ a
ciclagem de nutrientes. Eles influenciam a estrutura do solo, mas em menor
escala que as minhocas, devido ao seu tamanho corporal reduzido (de poucos
milimetros a quatro centimetros de comprimento) em comparagdo com as
minhocas (Jansch et al., 2005a, 2005b; Niva et al., 2010a). Sdo sensiveis a
substancias quimicas ¢ alteragdes no ambiente (Jansch et al., 2005a, 2005b),
podem ser abundantes em solos onde as minhocas sdo escassas, € em outros
casos também podem atingir altas densidades populacionais em solos habitados
por minhocas (Silva et al., 2006; Beylich; Graefe, 2012). Do ponto de vista
pratico, apenas algumas espécies do género Enchytraeus foram cultivadas em
laboratdrio até hoje, todas elas apresentando ciclo de vida significativamente
mais curto que o da minhoca, o que reduz o tempo de duragdo dos ensaios (por
exemplo, 28 dias versus 56 dias) (ISO, 1998; Meyer et al., 2002; ABNT, 2012).
O ensaio com enquitreideos também gera menos residuo devido a quantidade
reduzida de substrato utilizado (por exemplo, 20 g de substrato por replicata
para enquitreideos versus 500 g ou mais para a minhocas). Por outro lado,
devido ao tamanho corporal pequeno, exigem um pouco mais de habilidade ¢
cuidado no seu manuseio.

Os estudos sobre oligoquetas como indicadores ecotoxicologicos ganharam
impulso com o surgimento da norma da Organisation for Economic
Co-Operation and Development (OECD) (1984) para o ensaio de mortali-
dade com a minhoca da espécie Eisenia fetida em 1984. Desde entdo, varias
revisdes sobre o assunto foram publicadas, dentre as quais, Spurgeon et al.
(2003) descrevem em detalhes a historia da evolugdo do ensaio ecotoxico-
légico com minhocas, desde sua origem. Andréa (2010) discute sobre o uso
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Figura 2.2. Enchytraeus crypticus adulto e
juvenil fixados e corados com Rosa de Benga-
la (plano superior) ¢ in vivo (plano inferior).
Os espécimes foram fotografados sobre uma
lamina e cobertos por uma laminula para faci-
litar a visualizagfio dos 6rgéos internos. Setas
indicam odcitos e asterisco indica contetdo
intestinal.
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de minhocas como bioindicadoras da contaminagdo do solo em estudos de
laboratério € campo, chamando a atengio para a bioacumulagio ¢ uso de bio-
marcadores. Didden ¢ Rémbke (2001) descrevem a importancia dos enqui-
treideos como indicadores de estresse quimico em ecossistemas terrestres ¢
todos os tipos de contaminantes até entdo estudados com esses organismos.
Rombke et al. (2005) ¢ Jansch et al. (2005b) apresentam as vantagens da
utilizagdo das minhocas ¢ enquitreideos como indicadores da influéncia
antrépica sobre o solo. Alves ¢ Cardoso (2016) também discutem as vanta-
gens ¢ desvantagens e adaptagdes tropicais em ensaios ecotoxicoldgicos com
diversos invertebrados, incluindo os oligoquetas. Em um livro, Cesar ¢t al.
(2014) apresentam ¢ discutem métodos ¢ estudos de caso na ecotoxicologia
de solos em relacdo a contaminagdo por metais na regido tropical com um
olhar geoquimico ambiental.

O ensaio de letalidade ou ecotoxicidade aguda com minhocas das espécics
E. fetida ou E. andrei tem sido o mais utilizado no mundo inteiro em avalia-
¢oes ecotoxicoldgicas por ter sido o primeiro ensaio a ser padronizado inter-
nacionalmente, ¢ também devido a sua relativa simplicidade (Spurgeon et al .,
2003; Jansch et al., 2005a; Andréa, 2010). Foi idealizado para ser conduzido
em laboratorio primeiramente em papel de filtro como screening da dose letal e
depois com solo tratado (OECD, 1984). Alguns exemplos incluem a avaliagdo
dos efeitos de agrotdxicos, como fungicidas (Anton et al., 1990; Rémbke et
al., 2007), herbicidas (Stojanovic et al., 2007; Dominguez et al., 2016), inseti-
cidas (Kula; Larink, 1997; Kolar et al., 2008; Gomez-Eyles et al., 2009), além
de metais (Lock; Janssen, 2001; Langdon et al., 2005; Alves et al., 2015a) ¢
outros poluentes ambientais (Vampré et al., 2010; Alves et al., 2015b; Cesar et
al., 2015; Segat et al., 2015).

A mortalidade ¢, sem duvida, um pardmetro fundamental na determinagio da
ecotoxicidade de uma substincia quimica, mas algumas dessas substancias
podem ndo causar esse efeito em curto prazo. Concentragdes subletais podem
comprometer a saude da biota exposta por periodos de tempo mais longos,
podendo assim acumular a substancia quimica em seu corpo, transferindo o
contaminante para os organismos ao longo da cadeia trofica (Andréa, 2010).
Desse modo, verifica-se que, para determinagdo da toxicidade potencial de
uma substincia quimica, também ¢ importante a utilizagdo de ensaios que ava-
liem parametros que expressem o efeito de niveis subletais da substancia em
questdo, como por exemplo, os ensaios de reproducdo ¢ de fuga. Além disso,
a toxicidade de uma substancia quimica depende também da sua biodisponi-
bilidade que, por sua vez, pode ser influenciada pelas propriedades do subs-
trato na natureza, ou substrato-teste nos ensaios (ver segdo 1.4). A presenga da
mistura de diferentes substancias no solo, o que normalmente ocorre em solos
antropizados, também ¢ outro fator que pode influenciar a toxicidade sobre
os oligoquetas ¢ outros organismos ¢ dificultar a interpretagdo dos resultados
no caso de estudos com matrizes coletadas de regides contaminadas. Nesse
caso, métodos de semi-campo ou campo descritos no capitulo 17 sdo os mais
indicados.
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2.2 Ensaios ecotoxicolégicos com oligoquetas no
Brasil

Mundialmente, os ensaios ecotoxicologicos com minhocas usam as espécics
padrdo . andrei ou L. fetida. Essas espécies ndo sdo encontradas em solos tro-
picais agricolas, nem sobrevivem longo tempo neles, necessitando de matéria
organica fresca para sobreviverem. Assim como ocorreu em outros paises, no
Brasil essas espécies foram adotadas como padrio, apesar de ndo serem repre-
sentativas da fauna edafica tropical, ¢ serem encontradas quase exclusivamente
em atividades de vermicompostagem (Brown et al., 2006; Sisinno et al., 2006;
Andréa, 2010).

A utilizagdo de espécies mais representativas de solos brasileiros ou de regides
tropicais ¢ subtropicais ainda ¢ matéria de estudos, mas podera contribuir na
geragdo de resultados mais realistas do impacto de contaminantes no ambiente
edafico. As espécies ideais seriam as nativas de clima tropical ou subtropical,
preferencialmente aquelas com ampla distribui¢éo nos solos brasileiros, que
ingerem grande quantidade de solo, que estejam presentes nos ambientes onde
os contaminantes sdo ou foram utilizados, € que possam ser criadas € mantidas
sob cultivo (especialmente em laboratdrio), ou coletadas facilmente no campo
(ver capitulos 4, 5 ¢ 6).

Buch et al. (2011, 2013) descrevem a falta ¢ a necessidade de estudos com
espécies nativas do Brasil ¢ Brown ¢ Dominguez (2010) destacam que um dos
grandes desafios para o desenvolvimento dos ensaios ecotoxicologicos com
oligoquetas ainda ¢ a falta de conhecimento sobre a biologia e a ecologia das
espécies nativas da América Latina. Talvez por isso, existam poucos dados de
ensaios ecotoxicologicos realizados com outras espécies de minhocas de clima
tropical ¢ subtropical (Buch, 2013).

Entre as espécies usadas até¢ o momento € que podem ser encontradas no Brasil
estdo: Amynthas gracilis, Metaphire californica (Kinberg, 1867), Pontoscolex
corethrurus (Muller, 1857), Perionyx excavatus (Perrier, 1872), Fudrilus
eugeniae (Kinberg, 1867), ¢ Dichogaster annae (Horst, 1881) (Brown; James,
2007). Contudo, considerando-se a presenga ¢ a facilidade de obtengdo no
pais, pode-se recomendar apenas as espécies A. gracilis, P. excavatus, F.
eugeniae ¢ P. corethrurus (ver se¢des 4.2 a 4.5). As duas primeiras sdo de
origem asiatica ¢ a terceira de origem africana, sendo todas, portanto, exo-
ticas no Brasil. A ultima espécie, apesar de ser originaria da regido adjacente
as Guianas (Righi, 1984), no Brasil em regides fora da Amazonia, deve ser
considerada peregrina ¢ exdtica. A. gracilis ¢ P. corethrurus sdo comumente
encontradas no pais em ecossistemas perturbados (agricolas, urbanos ¢ flo-
restais) (Brown et al., 2006), ¢ podem ser criadas ¢ mantidas em cativeiro
(Buch et al,, 2011; Chang, 1997; James; Guimardes, 2010; Pashanasi, 2007,
ver segdes 4.4 ¢ 4.5). Além disso, sdo espécies geofagas, que ingerem solo
durante sua alimentacdo, ficando, assim, mais expostas & contaminagdo do
solo; o que pode representar a possibilidade de contaminagéo de toda a cadeia
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trofica por meio desses organismos que se alimentam do substrato contami-
nado. Por outro lado, P. excavatus ¢ E. eugeniae possuem habito epigéico,
similar as espécies adotadas como padrdo internacional, ¢ podem ser criadas
em cativeiro ¢ disponibilizadas em quantidades necessarias para ensaios eco-
toxicologicos (ver segdes 4.2 ¢ 4.3). Elas sdo frequentemente encontradas em
minhocarios comerciais no pais.

As normas OECD 220 (OECD, 2004b), OECD 317 (OECD, 2010) ¢ NBR/
ISO 16387 (ABNT, 2012), recomendam a espécie Enchytraeus albidus como
organismo-teste para os ensaios de letalidade, reprodugdo ¢ bioacumulagio
com enquitreideos. A ocorréncia dessa espécie na América do Sul sé foi
registrada até hoje em habitats litordneos perto da Antartida. Entretanto, essa
espécie tem sido a mais utilizada por ser amplamente distribuida no mundo
¢ ocorrer em varios habitats, ser de facil manuseio devido ao tamanho maior
(pode chegar a 4 cm), ter sensibilidade comprovada a varios tipos de contami-
nantes em solo artificial ¢ natural, ¢ também porque o ensaio de reprodugédo
com essa espécie foi validado apds um trabalho interlaboratorial internacional
(Rombke; Moser, 2002; ver se¢do 1.6.1). No entanto, devido ao ciclo de vida
mais curto (. crypticus 30 dias ¢ . albidus 56 dias) e capacidade reprodutiva
maior (Westheide; Graefe, 1992; ABNT, 2012), a utilizagdo de E. crypticus
em ensaios ecotoxicoldgicos de laboratorio tem aumentado significativamente
(Posthuma et al., 1997; Achazi et al., 1999; Kuperman et al., 2004; Chelinho
etal., 2011, Castro-Ferreira et al., 2012 entre outros). Porém, um dos aspectos
negativos de E. crypticus € o fato de sua ocorréncia no campo ndo ser conhe-
cida e, portanto, suas exigéncias ecologicas (Rombke, 2003). Outras espécies
com potencial de sensibilidade ¢ que tém sido utilizadas em ensaios ecotoxi-
coldgicos sdo Enchytraeus luxuriosus Schmelz & Collado, 1999 (Bruns et al.,
2001; Amorim et al., 2005; Kuperman ¢t al., 2006), Enchytraeus buchholzi
Vejdovski, 1879 (Willuhn et al., 1996) ¢ E. coronatus Nielsen & Christensen,
1959 (Arrate et al., 2002).

No Brasil ¢ em toda a América do Sul a inexisténcia de registros de ocorréncia
de E. albidus ou E. crypticus em solo talvez se deva ao fato da diversidade
conhecida de enquitreideos ainda ser restrita a poucas regides (Rombke, 2007,
Schmelz et al., 2013). Algumas espécies do género Enchytraeus, género reco-
mendado pela norma NBR/ISO 16387 (ABNT, 2012) foram encontradas no
Brasil ¢ tém sido criadas em laboratorio (Niva et al., 2010c). Aspectos da
biologia ¢ adequabilidade dessas espécies a ensaios ecotoxicoldgicos ainda
estdo sendo estudados (Niva et al., 2010b). Até o momento, considerando-se
a tolerancia térmica (Dirven-Van Breemen et al., 1994), E. crypticus parece
ser a espécie mais indicada para ensaios na regido tropical ¢ subtropical (ver
se¢do 4.6), ja que ela tem melhor desempenho sob temperaturas mais altas
(25 °C a 30 °C) quando comparada a £. albidus (15 °C a 20 °C). Além disso,
estudos com k. crypticus demonstraram desempenho reprodutivo melhor do
que o de £ albidus em solos mais secos (35% - 55% versus 55% - 65% de
umidade) (Dirven-Van Breemen et al., 1994). E. crypticus também tem maior
tolerancia a acidez, sobrevivendo em condigdes de pH de 4 a 8.2 ¢ E. albidus
tem uma faixa menor, isto ¢, pH > 5 a 7.4 (Dirven-Van Breemen et al., 1994;
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Kuperman et al., 2006; Amorim et al., 2005). E. crypticus também se mostrou
mais tolerante do que . albidus em relagdo ao teor de argila (respectiva-
mente, 1% - 49% versus 6% - 26%) ¢ ao teor de matéria organica (0,6% - 42%
versus 2,5% - 8%) (Amorim et al., 2005; Kuperman et al., 2006; Chelinho et
al., 2011).

O primeiro artigo publicado com dados de ensaios ecotoxicologicos com
minhocas no Brasil foi de um grupo da Unesp Jaboticabal em 1996 (Ichinose
et al., 1996). Em 1999, o Intituto Biologico (SP) iniciou estudos sobre bio-
acumulagdo de diferentes agrotoxicos pelas minhocas E. fetida e E. andrei
(Papini; Andréa, 2001; Andréa et al., 2004; Andréa; Papini, 2005) ¢ outros
tipos de ensaios, sempre com agrotdxicos (Ferreira et al., 2015). Em seguida,
uma nova abordagem na aplicagdo dos ensaios com minhocas foi dada nos
estudos realizados por Sisinno et al. (2006, 2007), onde ensaios com F. fetida
ou L. andrei foram usados para avaliar a toxicidade de solos contaminados por
hidrocarbonetos ¢ tratados apos biorremediagdo. Recentemente, estudos para
avaliar o risco ambiental do uso de lodo de esgoto ¢ residuos de dragagem
(Cesar et al., 2008a, 2008b, 2012), dejetos de animais (Segat et al., 2015) ¢
vinhaga (Alves et al., 2015a) tem evidenciado a preocupagdo com a qualidade
ambiental no aproveitamento de passivos para fins agroflorestais.

A partir do ano 2000, varios estudos pioneiros em ecotoxicologia terrestre na
regido tropical foram desenvolvidos no Norte do Brasil, na Embrapa Amazonia
Ocidental com a colaboragdo de especialistas alemées (Garcia, 2004; Garcia et
al., 2008). Dentre os resultados obtidos nos estudos com agrotoxicos, a adap-
tagdo do solo artificial tropical (SAT) para as condigOes tropicais com o uso
de po da fibra da casca de coco em substituigdo a turfa de esfagno (Garcia,
2004, ver capitulo 7) nos ensaios com minhocas constituiu um marco na eco-
toxicologia terrestre no Brasil. Além disso, os estudos conduzidos por Garcia
(2004) ¢ Garcia et al. (2008) comparando diferentes substratos, temperaturas ¢
agrotoxicos demonstraram a necessidade de se utilizar temperaturas mais altas
(28 °C) em ensaios voltados para os tropicos, além do uso de espécies nativas.
Um estudo conduzido por De Silva et al. (2009) na Holanda comparou o efeito
de trés agrotdxicos através de ensaios ecotoxicologicos com k. andrei em tem-
peratura de clima temperado (20 °C) e tropical (26 °C). Os resultados desse
estudo, assim como os obtidos por Garcia et al. (2008), reforgam a necessidade
de cuidado ao extrapolar dados gerados em condigdes de clima temperado para
o clima tropical.

Com o aumento do interesse pela preservagdo da qualidade do solo, varios
grupos em universidades (Esalq/USP, EESC/USP, UFSC, Udesc, UFPR,
UFRRJ, UFF, UFRJ, UP ¢ outras) ¢ institui¢des de pesquisa (Embrapa, Cetem,
Instituto Biologico ¢ outros) t€m estabelecido estudos na area de ecotoxico-
logia terrestre utilizando minhocas, a maioria a partir de meados da primeira
década do século 21. Alguns desses grupos ainda contam com significativa
colaboragdo de especialistas da Universidade de Coimbra (Portugal) ¢ da
empresa ECT Ockotoxicologic GmbH (Alemanha).

Capitulo 2 - Importancia e aplicagdes dos ensaios ecotoxicoldgicos com oligoquetas
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O namero de trabalhos académicos com oligoquetas (em conjunto, ou ndo,
com outros organismos) tem crescido ¢ esses estudos tém sido utilizados em
diferentes aplicagGes ¢ na avaliagdo do efeito de diversos tipos de contami-
nantes no solo, como mostram as caracteristicas de alguns trabalhos publi-
cados (dissertagdes, teses ¢ artigos cientificos), descritos na Tabela 2.1.

Com base nisso, pode-se destacar que os principais organismos-teste utili-
zados foram minhocas do género FEisenia sp. Os agrotoxicos sdo os conta-
minantes mais avaliados em estudos de carater prospectivo, seguidos pelos
metais ¢ pelos compostos organicos, como os hidrocarbonetos de petrédleo € o
hexaclorobenzeno. Como os problemas oriundos de areas contaminadas vém
crescendo cada vez mais no Brasil, alguns dos estudos realizados enfocam a
utilizagdo dos ensaios com oligoquetas na avaliagdo de risco ambiental. Além
dos ensaios ecotoxicologicos para avaliagdo da ecotoxicidade aguda, cronica e
o comportamento de fuga, o ensaio de bioacumulagdo também tem sido apli-
cado para a avaliagdo de agrotoxicos, metais ¢ lodo de esgoto (Tabela 2.1).

A utilizagdo dos ensaios de comportamento de fuga com minhocas na avaliagdo
da fungdo de habitat de solos tem se¢ popularizado. Estes ensaios sdo ecologi-
camente relevantes ¢ de baixo custo, além de fornecerem informagSes rapidas
de carater retrospectivo para decisdes futuras sobre areas contaminadas (Hund-
Rinke et al., 2005; Natal Da Luz et al., 2004; Niemeyer et al., 2010). Essa
avaliagdo retrospectiva de areas contaminadas tem utilizado os ensaios com
oligoquetas em esquemas integrados de avaliagdo de risco ambiental (Jensen;
Mesman, 2006). No estudo realizado por Antunes et al. (2008a, 2008b) o
ensaio de comportamento de fuga com E. andrei foi usado como ferramenta na
avaliagdo de risco de uma antiga mina de extragdo de uranio.

Os processos de biorremediacio tém sido muito utilizados para o tratamento
de solos contaminados por derivados da industria do petroleo. Apesar da bior-
remediagdo constituir-se em um processo que procura restabelecer as caracte-
risticas do solo, por meio da remogdo de poluentes por atividade biologica de
microorganismos ¢ plantas, muitos subprodutos — as vezes até mais toxicos do
que os contaminantes iniciais — podem ser gerados durante a atividade micro-
biologica. Devido a esse fato, a insercdo dos ensaios ecotoxicolégicos com
organismos terrestres apos processos de biorremediagdo de solos impactados
com hidrocarbonetos t€m sido de grande interesse em trabalhos desenvolvidos
em outros paises (Salanitro et al., 1997; Dorn; Salanitro, 2000; Dawson et al.,
2007; Hubalek et al., 2007).

Os ensaios com oligoquetas também tém sido utilizados para testar o efeito
de nanoparticulas inorganicas (Heckman et al., 2011), nanotubos de carbono
(Scott-Fordsman et al., 2008), ¢ produtos veterinarios farmacéuticos (Rombke
et al., 2010; Menezes-Oliveira et al., 2018b). Outros tipos de impacto, como
a salinizagdo de solos, também podem ser avaliados por meio destes ensaios,
como mostra o estudo de Owojori et al. (2009).
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Em paises de clima temperado, estudos de ecotoxicidade com enquitreideos
(ver também capitulo 1) t€m sido aplicados tanto para avaliagdo de substancias
isoladas (Collado et al., 1999), como para misturas presentes em solos artifi-
ciais ou naturais (Posthuma et al., 1997) aplicadas em laboratdrio ¢ também a
partir da situagdo de campo. Peijnenburg et al. (1999) avaliaram a biodisponi-
bilidade de metais para E. crypticus enfocando as diferencas existentes entre
20 diferentes tipos de solo do campo, enquanto Droge et al. (2006) avaliaram
a ecotoxicidade cronica de hidrocarbonetos sobre a reproducdo de oligoquetas.
Varias substancias quimicas também foram avaliadas por meio do ensaio de
comportamento de fuga com F. albidus, porém essa espécie demonstrou limi-
tagdes quanto ao uso desse tipo de ensaio (Amorim et al., 2008). Rombke et al.
(2017) faz uma interessante revisido sobre o uso de enquitreideos em ensaios de
laboratdrio € campo em relagdo aos efeitos de agrotoxicos.

Os enquitreideos também t€m sido utilizados em avaliagdes da abundancia ¢
diversidade como parametros da contaminagdo em campo (Didden; Rombke,
2001; Rémbke et al., 2002). HA um grande potencial de aplicabilidade dos
enquitreideos para estudos de toxicidade de uma grande variedade de subs-
tancias, desde agrotoxicos, metais pesados, fertilizantes, residuos industriais ¢
domésticos (Didden; Rombke, 2001). No Brasil, o nimero de estudos é cres-
cente, em geral em conjunto com outros organismos na avaliagdo de subs-
tancias em solo natural ou artificial ou na avaliagdo de solos ja contaminados
(Scoriza et al., 2015; Oliveira Filho et al., 2015; Alves, 2015a; Buch et al.,
2017; Menezes-Oliveira et al., 2018b ¢ outros) (Tabela 2.1). Existem estudos
da biologia de espécies nativas da regido subtropical (Nivaetal., 2010b; 2010¢)
¢ uma espécie autoctone Enchytraeus sp. tem sido utilizada em ensaios (Assis,
2015; Oliveira-Filho et al., 2017). Espécies fragmentadoras como E. dudichi,
que ocorrem em solo brasileiro, também tem sido utilizadas em estudos mais
recentes (Niva et al., 2012; Dalla Rosa et al., 2017).

2.3 Aplicacdo de ensaios ecotoxicolégicos com
oligoquetas para fins normativos e legais

2.3.1 Registro de agrotéxicos

Com base em uma Lei Federal n° 7.802 ¢ a Portaria n® 84 (Brasil, 1989, 1996),
ensaios de toxicidade com varios tipos de organismos ndo alvo sdo solicitados
para a avaliagdo do potencial de periculosidade ambiental (PPA) de agrotd-
xicos, seus componentes ¢ afins (ver capitulo 3). Sdo solicitados ensaios de
toxicidade com organismos nio alvo que, combinados aos resultados de bio-
concentragdo, persisténcia € comportamento da substancia em questdo, servem
de base para o calculo do PPA, utilizado para a classificagio do agrotdxico. Os
ensaios com organismos de solo normalmente solicitados para atendimento a
essa demanda legal tem sido o de microorganismos ¢ de ecotoxicidade aguda
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com minhocas (F. fetida ou E. andrei). Mas como ja discutido anteriormente
(se¢do 1.2.1), o ensaio de ecotoxicidade aguda para fins de registro de pro-
dutos caiu em desuso na Europa, sendo o ensaio de reprodugdo de minhocas (e
ensaios com outros organismos do solo) mais aceito atualmente.

2.3.2 Classificacao de residuos sélidos

Apesar da NBR 10.004 — Residuos Solidos — Classificagdo, indicar que para
a avaliagdo da toxicidade de um residuo solido deve-se considerar os efeitos
nocivos da presenga de agentes ecotoxicos € os efeitos associados a cada subs-
tancia quimica ou decorrente do sinergismo entre as substincias constituintes
do residuo (ABNT, 2004), a realizagdo de ensaios ecotoxicoldgicos para com-
plementar a classificagdo de residuos perigosos ainda ¢ pouco demandada no
Brasil.

Estima-se que um dos maiores entraves para a solicitagdo desse tipo de ensaio
pelos técnicos dos drgdos ambientais seja o pouco conhecimento sobre 0 assunto
¢ adificuldade de orientagdo na solicitagdo do ensaio decorrente, muitas vezes,
da prépria dificuldade de interpretagdo dos resultados produzidos, uma vez
que muitos técnicos ndo possuem capacitagdo em ecotoxicologia. Um trabalho
interlaboratorial produzido na Europa demonstrou a necessidade da utilizagdo
de uma bateria de ensaios com diferentes organismos aquaticos ¢ terrestres,
entre ¢les, o ensaio de fuga com minhocas, para avaliar mais seguramente a
ecotoxicidade de residuos solidos (Moser et al., 2011).

Elutriatos de residuos solidos podem ser preparados para serem usados em
ensaios com organismos aquaticos. Na norma NBR 15469 — Ecotoxicologia —
Coleta, preservagdo e preparo de amostras (ABNT, 2015) pode ser encontrada
uma metodologia para preparagdo do elutriato. No caso de amostras solidas ¢
semi-solidas, a escolha do organismo-teste ¢ o procedimento de avaliagdo pre-
cisam ser feitos de forma que as caracteristicas da amostra ndo sejam alteradas
significativamente, influenciando positivamente ou negativamente no resultado.

2.3.3 Avdliagao de risco ambiental em dreas
contaminadas

Estudos de avaliagdo de risco ambiental podem ser realizados em areas con-
taminadas com a coleta de amostras para realizagdo de ensaios de ecotoxici-
dade laboratoriais (p.ex., Rombke et al., 2006a), ¢ em avaliagdes em campo,
com a amostragem de organismos (Rombke et al., 2006b) e/ou ensaios in situ
(Antunes et al., 2008a, 2008b). Tais estudos sdo, inclusive, recomendados pela
Resolugdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (Conama) n® 420, de 28
de dezembro de 2009 (Brasil, 2009) (ver capitulo 3). Entretanto, esses estudos
ainda estdo em desenvolvimento ¢ t€ém sido pouco aplicados no Brasil, princi-
palmente por serem de custo elevado e por ainda existirem muitos questiona-
mentos com relagdo a melhor metodologia a ser aplicada em cada caso.
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Os ensaios com oligoquetas para avaliagdo de areas contaminadas podem ser
utilizados para avaliagdo da fung¢do de habitat dos solos naturais, sendo indi-
cados tanto os ensaios de ecotoxicidade aguda — como, por exemplo, o descrito
na NBR 15537 (ABNT, 2014) — ¢ crénica com minhocas /. fetida ou E. andrei
quanto o ensaio de ecotoxicidade cronica com enquitreideos descrito na NBR
ISO 16387 (Enchytraeus sp.) (ABNT, 2012). Esses ensaios estdo descritos no
guia para a selegdo ¢ a avaliagdo de bioensaios para caracterizagdo ecotoxico-
logica de solos ¢ materiais de solo - ABNT NBR ISO 17616 (ABNT, 2010).
Para areas onde ocorre a deposi¢do de sedimentos de dragagem, Cesar et al.
(2015) propuseram um indice de risco ecoldgico para latossolos e chernos-
solos, baseado em ensaios com varios organismos. Uma norma para avaliagdo
de risco esta em discussdo na ABNT ¢ o Ibama tem se esforcado para avangar
nas normativas para a avaliagdo de risco ambiental. O meio académico no
Brasil tem gerado trabalhos em nivel de pos-gradugdo que promovem avangos
na avaliagdo de risco com organismos de solo no Brasil, como a Udesc, UFRJ,
EESC/USP entre outros, sendo na maioria dos casos em cooperagdo com a
Universidade de Coimbra — Portugal (por exemplo: Niemeyer, 2010; Cesar,
2014; Oliveira-Filho, 2013).

2.4 Desafios para o avang¢o da ecotoxicologia
terrestre no Brasil

Apesar de todos os esfor¢os para aplicagdo dos ensaios ecotoxicologicos como
importante instrumento de avaliagdo de risco de substancias quimicas para
a qualidade do solo ¢ do ambiente, incluindo aqueles de origem bioldgica,
muitos desafios ainda precisam ser superados.

Niemeyer et al. (2017) apontam para lacunas, tanto na avaliagdo de risco de
carater prospectivo quanto retrospectivo, ¢ propdem agdes para o avango da
avaliagdo de risco ambiental. Si0 necessarios estudos sobre o efeito ¢ bio-
disponibilidade de contaminantes em diferentes tipos de solo representativos
do Brasil, bem como sobre a tolerancia de diferentes espécies em diferentes
cenarios. Consideram-se contaminantes 0s agrotdxicos € seu uso eXCessivo ©
as misturas presentes no solo, metais, farmacos, salinizagio, residuos indus-
triais ou da agropecuaria ¢ do tratamento de esgoto usados como fertilizantes ¢
substancias de origem bioldgica utilizados no controle de pragas, entre outros.
Também ndo ha ainda uma defini¢do clara dos objetos de protegdo por parte
dos diferentes interessados, ou seja, deve-se definir o que se quer proteger ¢
onde se quer proteger o que, ¢, dessa forma, implementar ¢ operacionalizar
uma avaliagdo de risco ambiental sélida ¢ eficiente.

Entre os desafios mais gerais, destaca-se:

1. Maior acessibilidade as normas técnicas — desafio que aos poucos esta
sendo superado com o auxilio da ABNT/CEE-106 — Comissdo de Estudo
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Especial de Analises Ecotoxicologicas, por meio da tradugdo das normas
ISO de qualidade do solo ¢ adaptacio para as condigdes brasileiras.

2. Necessidade de formagio de recursos humanos ¢ de produgdo de dados
cientificos tanto na area aplicada de métodos em ecotoxicologia terrestre,
quanto em areas de pesquisa basica em ecologia ¢ biologia de organismos
edaficos, essenciais para o desenvolvimento de métodos mais adequados—
desafio que precisa de incentivo técnico ¢ financeiro das agéncias de
fomento ¢ dos centros de pesquisa ¢ universidades.

3. Maior troca de experiéncia por meio da realizacdo de encontros técnicos,
congressos ¢ seminarios — desafio que envolve o reconhecimento da impor-
tancia da area de ecotoxicologia terrestre dentro da comunidade cientifica.

4. Melhor capacitagdo dos técnicos dos orgdos ambientais — desafio que neces-
sita do apoio ¢ do reconhecimento dessa necessidade pelos dirigentes dos
orgdos ambientais.

5. Elaboragdo de Resolugdes, Diretrizes ¢ outros instrumentos legais onde
a aplicagdo dos ensaios possa ser exigida como ferramenta de controle —
desafio que envolve todos os outros citados acima.

A ecotoxicologia terrestre no Brasil tem avangado nos ultimos anos. O numero
de estudantes de pds-graduacio ¢ estudos nessa area tem aumentado muito,
gragas ao esforgo de algumas universidades ¢ seus professores/pesquisadores
em promover o tema em disciplinas e cursos oferecidos, bem como o apoio
da Sociedade Brasileira de Ecotoxicologia em eventos relacionados ao tema
(Niva et al., 2016; Niemeyer et al., 2017).
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