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A ecotoxicidade de uma substancia baseia-se na relagdo dose-resposta gerada
a partir de dados de um ensaio ecotoxicologico, ou seja, dos diferentes niveis
de efeito obtidos em fun¢do das diferentes concentragbes (ou doses) da subs-
tancia a que os organismos-teste foram expostos durante o ensaio. O mesmo
conceito pode ser aplicado no caso de uma matriz contaminada (e.g., lodo) ou
de um solo contaminado. A relagdo entre a concentragdo (ou dose) € a resposta
mensuravel (proporgdo da populagdo afetada no caso de ensaios de Ietalidade
ou fuga ou a inibigdo da germinagdo, ou o decréscimo do numero de juvenis
produzidos ou da biomassa no caso de ensaios de reprodugio ou crescimento)
pode ser representada por uma curva dose-resposta (Figura 10.1). Nessa curva,
geralmente sigmoide, ndo se observa efeito toxico na porgdo inicial (concen-
tragdes menores), mas em seguida, observa-se um rapido aumento do efeito a
medida que a concentragdo aumenta, ou seja, quanto mais alta a concentragéo,
maior sera o nimero de individuos respondendo a agdo da mesma (seja por
aumento da mortalidade ou por diminuigdo da reprodugdo ou crescimento).
Nio raramente, algumas substancias apresentam configuragdes diferentes da
curva dose- resposta (ver capitulo 14).
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Através de analises estatisticas desses dados (ver capitulo 14) pode determinar-
-s¢ um valor representativo da concentragdo da substancia testada que causa
um determinado efeito (letalidade, redugdo na reprodugdo, redugdo da bio-
massa, rejeicdo ao solo contaminado) sobre um determinado estagio de vida
especifico de uma populagdo de organismos durante um determinado periodo

10

Figura 10.1. Curva dose resposta sigmoide
hipotética indicando faixas de concentragfo
de acordo com a intensidade de um efeito/res-
posta (ex. diminuigdo do nimero de juvenis,
perda de biomassa, aumento da letalidade).
A posigdo da concentragdo efeitiva para 50%
(CES0) e para 10% da populagéio (CE10) es-
tdo indicadas na curva.
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de tempo. Os valores mais comumente utilizados ¢ considerados em avalia-
¢Oes de risco sdo:

1. CENO (concentracdo de efeito ndo observado) - a maior concentra¢do da
substancia testada que ndo causa efeito (por exemplo, letalidade, repro-
dugio) estatisticamente significativo sobre os organismos-teste em compa-
ragdo ao controle (probabilidade p > 0,05).

2. CEO (concentrac¢do de efeito observado) - a menor concentragdo da subs-
tancia testada que causa efeito (por exemplo, letalidade, reprodugdo) esta-
tisticamente significativo sobre os organismos-teste em comparagdo ao
controle (probabilidade p < 0,05).

3. CLx (concentragdo letal para x% da populagdo) - a concentragdo que causa
letalidade em x% da populagio em relagdo ao controle. Por exemplo, CL50
¢ a concentragdo que causa letalidade em 50% dos organismos testados.

4. CEx (concentragdo efetiva para x% da populagdo) - a concentragdo que
causa efeito especifico (por exemplo, inibigdo da reprodugdo) em x% da
populagdo em relagdo ao controle. Por exemplo, CE50 ¢ a concentragio
que causa 50% de redugdo na reprodugdo (nimero de juvenis produzidos
ao final do ensaio) em rela¢do ao controle.

Apesar da CENO ¢ CEO ainda serem utilizadas em avaliagdes de risco e
para fins regulatorios, a sua relevancia tem sido bastante criticada, principal-
mente por se restringirem as concentragdes testadas nos ensaios ¢ pela analise
estatistica utilizada (Van Der Hoeven, 1997; Isnard et al., 2001; Magalhes;
Ferrdo Filho, 2008; Delignette-Muller et al., 2011). Neste momento, no caso
do registro de agrotdxicos na Europa, os valores do CENQ estdo sendo substi-
tuidos pelo calculo do CE10.

10.1 Ensaios de letalidade e reproducéo

A norma ISO 16387 (ISO, 2014) recomenda trés desenhos amostrais para o
ensaio definitivo de mortalidade ¢ de reprodugio, onde o fator de espacamento
das concentragdes do contaminante a serem testadas ndo deve ser maior que
2 para garantir maior robustez dos resultados. Esses desenhos se aplicam a
ensaios com enquitreideos. O mesmo principio, com ligeiras adaptagdes, pode
ser aplicado com minhocas (normas ISO 11268-1 ¢ ISO 11268-2) ¢ colém-
bolos (norma ISO 11267) (ISO, 1993, 1998, 1999).

Estratégia CENO - Se o objetivo ¢ a determinagdo do CENO ¢ do CEO, o
ensaio de letalidade e/ou reproducio deve ser conduzido com pelo menos
cinco concentragdes em uma séric geomeétrica, em que cada concentragido deve
ser testada com quatro replicatas (cinco, no caso dos colémbolos), € o controle,
com oito.
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Estratégia CEx - Se o objetivo ¢ a determinagdo de CEx, o ensaio de letalidade
¢/ou reproducdo deve ser conduzido com 12 concentragdes com pelo menos
duas replicatas cada, mais seis replicatas no controle. O fator de espagamento
pode variar, sendo menor na faixa de concentragGes mais baixas, € maior nas
concentracdes mais altas. No entanto a situagdo ideal sera testar mais concen-
tragGes proximas ao valor da concentragdo de efeito que se queira determinar
(por exemplo, o CE50), pois nesse caso o intervalo de confianga associado ao
valor determinado serd menor ¢ mais confiavel. Para isso € necessario ter infor-
magdo com base em ensaios preliminares para uma melhor definigdo da gama
de concentracdes a serem testadas.

Estratégia mista para determinacdo de CENO ¢ CEx simultaneamente - reco-
menda-se conduzir 0 experimento com seis a 0ito concentragdes, em uma serie
geométrica, com quatro replicatas cada uma e mais oito replicatas no controle.
Este desenho amostral foi proposto originalmente pela forga-tarefa do ensaio
interlaboratorial com enquitreideos (Rombke; Moser, 2002), mas também se
aplica aos ensaios com minhocas ¢ colémbolos.

10.2 Ensaio de fuga

Para o ensaio de fuga recomenda-se conduzir o experimento com cinco repli-
catas para quando se¢ deseja testar apenas uma concentragdo (um uma dose
¢.g., lodo ou de solo contaminado). No caso de se testar varias concentragdes/
doses, recomenda-se testar pelo menos quatro concentragdes diferentes mais o
controle, também com cinco replicatas para cada combinagio.

O capitulo 14 discute as implicagdes estatisticas para a determinagdo de CLx,
CENO, CEO ¢ CEx.
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Para avaliar a ecotoxicidade aguda de substancias isoladas ou solos de arcas
contaminadas a oligoquetas existem ensaios padronizados em normas, como
a 207 da Organization for Economic Co-operation and Development (OECD)
(1984), a 11268-1 da International Organization for Standardization (ISO)
(1993), a E1676-04 da American Society for Testing and Materials (ASTM)
(2004), a NBR 15537 da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)
para minhocas (ABNT, 2014), e a NBR/ISO 16387 para enquitreideos (ABNT,
2012). Além disso a Environment Canada também publica metodologias para
ensaios para avaliagdo de toxicidade com minhocas (Canada, 2004). Estas
normas descrevem a metodologia para se determinar o efeito letal de conta-
minantes a oligoquetas, por meio da exposi¢do de espécimes adultos a solos
tratados com varias concentragdes de substancias quimicas, ou solos contami-
nados com poluentes. Dentre outros métodos utilizados para se realizar ensaios
de toxicidade de substancias quimicas destacam-se a aplicagdo localizada, ali-
menta¢do forcada e testes de imersdo (Kula; Larink, 1997), mas estes tém sido
pouco utilizados ¢ sdo considerados menos realisticos.

Os ensaios de ecotoxicidade aguda com oligoquetas podem ser conduzidos
com diferentes substancias quimicas potencialmente poluentes ou com solos
de areas contaminadas, ou com residuos solidos ¢ liquidos, tanto em estudos
de carater prospectivo como retrospectivo (ver segdo 1.1 e capitulo 2 para defi-
ni¢des ¢ exemplos).

Descreve-se neste capitulo o procedimento para condugdo do ensaio de eco-
toxicidade aguda (letalidade) tendo por base as normas NBR 15537 (ABNT,
2014), ISO 11268-1 (IS0, 2012) ¢ E1676-04 (ASTM, 2004), para minhocas, ¢
as normas NBR/ISO 16387 (ABNT, 2012) ¢ OECD 220 (OECD, 2004a) para
enquitreideos. Ao longo do texto, foram incluidas observagdes sobre adapta-
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